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Einleitung

1 Einleitung

Inositolphosphate sind seit Uber 80 Jahren bekannt. Die Entdeckung von Ins(1,4,5)P; als
Calcium-mobilisierender second messenger filhrte innerhalb kirzester Zeit zur
Identifizierung weiterer Inositolphosphat (InsP) Isomere, deren biologische Funktionen
jedoch in vielen Fallen unklar waren [Irvine & Schell, 2001]. FUr einige Isomere konnten in
den letzten Jahren verschiedene zellulare Funktionen identifiziert werden, auf die in
Abschnitt 1.1 ausfuhrlicher eingegangen wird. Die Inositolphosphate bestehen aus einem
Inositolring [Shears, 2004], der eine unterschiedliche Anzahl an Phosphatgruppen
besitzen kann und sind daher wasserloslich [Irvine & Schell, 2001]. Grundstruktur der
Inositolphosphate ist die thermodynamisch stabile Sesselkonformation des myo-Inositols
[Shears, 2004], die mit ihren Hydroxylgruppen durch eine Schildkréte repréasentiert werden
kann [Agranoff, 1978]. Dabei ist das rechte Vorderbein der Schildkrote die 1
Hydroxylgruppe, der Kopf symbolisiert die 2 Hydroxylgruppe, welche als einzige eine
axiale Position einnimmt, wahrend die anderen 4 Hydroxylgruppen &quatorial sind (Abb. 1-
1) [Shears, 2004]. Die Nummerierung erfolgt immer nach der D-Nomenklatur und ist
gegen den Uhrzeigersinn. Mathematisch sind 63 Inositolmonophosphate moglich, diese
Anzahl kann durch das Anfligen von Pyrophosphatgruppen anstelle von Monophosphaten

erweitert werden [Irvine & Schell, 2001].

A B

OH
4
HO 3 OH p
HO 6 2
5  OH T S

Abb. 1-1: InsP Nomenklatur. Dargestellt sind InsPg (A) und Agranoffs Schildkréte (B) [Irvine &
Schell, 2001].

1.1 Inositolphosphate als essentielle Zellbestandteile

Der second messenger Ins(1,4,5)P; ist das bekannteste InsP und ist mit der zellularen
Calcium (Ca®") Regulation assoziiert. Ca®" ist ein intrazellularer Botenstoff, der eine
Vielzahl von zellularen Prozessen wie die Gentranskription, die Muskelkontraktion, die

Zellproliferation sowie die synaptische Aktivitat kontrolliert [Berridge, 1998; Bootman et al.,
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2001]. Der Ins(1,4,5P; Signaltransduktionsweg fihrt Gber die Aktivierung von
heterotrimeren G-Protein gekoppelten Rezeptoren durch Neurotransmitter und Hormone
zur Stimulation von Phospholipase C (PLC) [Berridge et al., 1998]. Diese katalysiert die
Hydrolyse des Membranphospholipids Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
(Ptdins(4,5)P,) zu Diacylglycerol (DAG) und Ins(1,4,5)P; [Berridge, 1993]. DAG aktiviert
bestimmte Isoformen der Proteinkinase C (PKC), wahrend Ins(1,4,5)P; mit seinen
spezifischen Ins(1,4,5)P; Rezeptoren (InsP3R) im endoplasmatischen Retikulum (ER)
oder seinem Muskelaquivalent, dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) interagiert und
dabei die Freisetzung von Ca®" aus deren Lumen verursacht (Abb. 1.1-1) [Berridge et al.,
2003]. Die InsP3;R werden u.a. in den Purkinje-Zellen des Kleinhirns [Worley et al., 1989],
in den CA1 Pyramidenzellen des Hippocampus [Sharp et al.,1993] und in den Gliazellen
des zentralen Nervensystems (ZNS) [Sharp et al., 1999] exprimiert. Die Freisetzung von
Ca®" erfolgt auch aus den InsPs;R strukturell verwandten Ryanodin-Rezeptoren (RyR),
besonders in exzitatorischen Zellen [Berridge et al., 1998]. Die Ca**-Sensitivitat dieser
beiden Rezeptoren kann durch eine Vielzahl von Faktoren, einschlie3lich anderer
Botenstoffe wie zyklische Adenosindiphosphat-Ribose (cCADPR), Nikotinsaure-Adenin-
Dinukleotidphosphat (NAADP) sowie Sphingosin-1-Phosphat (S1P), beeinflusst werden
[Berridge et al., 2003].

Um eine dauerhafte Erhdhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration zu verhindern,
existieren verschiedene Austauscher und Pumpen, die Ca?* aus der Zelle entfernen.
Dabei schleusen die in der Plasmamembran lokalisierten Ca®*-ATPasen (PMCA) und die
Na‘/Ca®* Austauscher Ca?* zur AuRenseite, wéahrend die sarkoplasmatischen/
endoplasmatischen Ca®’-ATPasen (SERCA) Ca®** in das ER zuriickpumpen.
Mitochondrien haben eine aktive Funktion in diesem Regenerationsprozess, sie nehmen
sehr hohes zytosolisches Ca?" schnell durch einen Uniporter auf und geben es langsam
zuriick in das Zytosol [Berridge et al., 2003]. Allerdings bewirkt eine Uberladung der
Mitochondrien mit Ca®* einen abnormen mitochondrialen Metabolismus, der zum
programmierten Zelltod fihren kann [Berridge et al., 1998].

Die Starke der Ins(1,4,5)P; Generierung im Gehirn ist von unterschiedlich aktivierten
Rezeptortypen abhangig. So aktiviert Glutamat den metabotropen Glutamatrezeptor Typ 1
(mGIuR1) in Purkinje-Zellsynapsen. Dieser aktiviert die PLC und fuhrt zur Bildung von
Ins(1,4,5)Ps, welches mit dem InsPsR Typ 1 interagiert und die Ca®* Kaskade aktiviert.
Dagegen erfolgt der gleiche Signalweg in den hippocampalen Neuronen Uber die
Aktivierung des metabotropen Glutamatrezeptors Typ 5 (mGIuR5) [Berridge et al., 2003].
Der Grund, warum die Neurone divergente Signalwege nutzen, ist unklar, allerdings

existieren Beweise, dass mGIuR1 und mGIuR5 unterschiedliche Ca? Signale hervorrufen.
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So produziert mGIuR1 eine einzige Ca®* Spitze, wahrend mGIuR5 ein oszillierendes

Muster erzeugt [Berridge et al., 2003].

X
o

Ptdins{4,5)P2

‘_-_
Ins{1,3,4,5/P4

%

Abb. 1.1-1: Zusammenfassung der intrazellularen Ca** Signaltransduktion. Verschiedene
Agonisten binden an G-Protein gekoppelte Rezeptoren, was zur Stimulation von PLC-B; fihrt und
diese bewirkt die Bildung von DAG und Ins(1,4,5)P; aus PtdIns(4,5)P,. Ins(1,4,5)P; diffundiert in
das Zytosol und bindet an die InsPsR, welche die Freisetzung von Ca®* stimulieren. Ins(1,4,5)P;
kann durch die 5-Phosphatase zum Ins(1,4)P, oder durch die Ca** sensitive Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase
zum Ins(1,3,4,5)P, metabolisiert werden. Die Freisetzung von Ca** kann ebenfalls durch Offnen
der Speicher-gesteuerten- (SOCC), der Spannungs-gesteuerten- (VOCC) oder der Rezeptor-
gesteuerten ca” Kanale (ROCC) erfolgen. Dabei ist das kleine GTPase Molekill Ras sensitiv fur
Veranderungen im intrazellularen ca® Spiegel [Cullen & Lockyer, 2002].

Der putative second messenger Ins(1,3,4,5)P, ist ebenfalls an der Regulation des
intrazellularen Ca®* Spiegels beteiligt [Lockyer et al., 1999]. So gibt es direkte und
indirekte Hinweise, dass Ins(1,3,4,5)P, Ca®* Kandle in der Plasmamembran von
Endothelzellen und Neuronen aktiviert [Irvine & Schell, 2001]. Die Konsequenz fiur die
Neurone ist eine verstarkte Langzeit-Potenzierung (LTP), ein Ph&nomen welches vielen
Arten von Lernen und Gedachtnis zugrunde liegt [Irvine & Schell, 2001]. Zudem wird
Ins(1,3,4,5)P, durch die gleiche Ins(1,4,5)Ps/Ins(1,3,4,5)P,-5-Phosphatase  (5-
Phosphatase) hydrolysiert, die auch Ins(1,4,5)P; metabolisiert jedoch bei niedrigen Km
Werten, was auf eine Schutzfunktion im Hinblick auf die Hydrolyse von Ins(1,4,5)P;
hinweist. Ins(1,3,4,5)P4 kann in hohen Konzentrationen mit den InsPz;R im ER interagieren
und deren Aktivitdt modulieren [Irvine & Schell, 2001]. Weiterhin konnte ein Ins(1,3,4,5)P,
bindendes Protein, das GAP1"7*®" identifiziert werden, das zur Familie der GTPase

aktivierenden Proteine gehort und eine erhdhte Expression im Gehirn aufweist. Damit
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kann Ins(1,3,4,5)P, den intrazellularen Ca?* Spiegel durch Aktivierung von Ras GTPasen
regulieren [Lockyer et al., 1999]. Diese beeinflussen ebenso Proteinkinase-Kaskaden wie
ERK/MAPK (extrazellular-Signal-regulierte Kinase/Mitogen-aktivierte Proteinkinase) und
regulieren die PLC-¢ Aktivitat, die auch am Ca?* signalling beteiligt ist [Cullen & Lockyer,
2002].

Neben Ins(1,3,4,5)P, sind weitere InsP, Isomere wie Ins(3,4,5,6)P, und Ins(1,4,5,6)P, in
der Zelle beschrieben. Das Ins(3,4,5,6)P, ist an der Modulation von Chloridkanalen (CI
Kanélen) beteiligt. In Endothelzellen fungiert 1Ins(3,4,5,6)P, als Inhibitor von
Ca?*/Calmodulin Kinase I (CaMKIl) aktivierten CI Kanalen [Nilius et al., 1998; Ho et al.,
2001]. Die Ca*" aktivierten CI~ Kandle sind fiir die Salz- und Fliissigkeitssekretion sowie
die Regulation der Membranerregung verantwortlich [Ho et al., 2001]. Die zellulare
Akkumulation von Ins(3,4,5,6)P, wird durch eine Korrelation mit Rezeptor abhangigen
Veradnderungen in der PLC Aktivitdt hervorgerufen, allerdings sind die molekularen
Mechanismen dafir unbekannt [Yang et al, 1999]. Dagegen sind mdogliche
physiologische Funktionen von Ins(1,4,5,6)P, wenig beschrieben. Eine Infektion von
Epithelzellen des Darms mit Salmonellen fuhrte zu einer 14-fachen Erhdhung des
Ins(1,4,5,6)P, Spiegels, die mit einer Inhibition der EGF (epidermaler Wachstumsfaktor)

stimulierten Phosphatidylinositol-3-kinase einhergeht [Eckmann et al., 1997].

Die InsP, Isomere werden im InsP Stoffwechsel durch verschiedene Enzyme (Abschnitt
1.2) zum Ins(1,3,4,5,6)Ps metabolisiert. Dieses InsPs ist das vorherrschende InsPs Isomer
in den meisten Saugetierzellen, deren Spiegel zwischen 15-50 uM liegt [Riley et al.,
2006]. Dabei fungiert Ins(1,3,4,5,6)Ps als metabolisches Zentrum im InsP Stoffwechsel
[Irvine & Schell, 2001]. Fur das Isomer werden verschiedene biologische Funktionen
diskutiert, u.a. beeinflusst es die Rate der zellularen Proliferation [Orchiston et al., 2004]
und moduliert die Apoptose [Piccolo et al., 2004]. Weiterhin reguliert Ins(1,3,4,5,6)Ps das
virale assembly, das Chromatin remodelling und die Aktivitit von L-Typ Ca?* Kanélen
[Riley et al., 2006; Deleu et al., 2006].

Ins(1,3,4,5,6)Ps wird durch Phosphorylierung an der 2 Position des Inositolringes zum
InsPs umgewandelt. InsPg ist bei der Kontrolle verschiedener physiologischer Prozesse
involviert. Fir dieses InsP sind ebenfalls Ca?* aktivierende Eigenschaften in
pankreatischen B-Zellen [Barker & Berggren, 1999] und in hippocampalen Neuronen
[Yang et al.,, 2001] beschrieben worden. In pankreatischen B-Zellen konnte gezeigt
werden, dass erhohte InsPg Konzentrationen die Aktivitat von spannungsgesteuerten L-

Typ Ca** Kanélen durch Inhibition von Serin/Threonin Phosphatasen stimulieren [Larsson
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et al., 1997]. In weiteren Versuchen konnte die gleiche Arbeitsgruppe zeigen, dass InsPg
die PKC-¢ stimuliert, die an der Exozytose pankreatischen B-Zellen beteiligt ist [Efanov et
al., 1997; Barker & Berggren, 1999; Hoy et al., 2003]. In hippocampalen Neuronen
stimuliert InsPs die Adenylatcyclase, wodurch eine Aktivierung der Proteinkinase A und
eine verstarkte Aktivitdt von spannungsgesteuerten L-Typ Ca®** Kanélen hervorgerufen
wird [Yang et al., 2001]. Weiterhin ist InsPg an nukledren Prozessen, wie dem RNA Export
sowie der DNA Reparatur und Rekombination beteiligt [Shears, 2001]. InsP¢ bindet an die
Ku70/80-Untereinheit der DNA-abhangigen Proteinkinase (DNA-PK) und stimuliert somit
die Reparatur von DNA Doppelstrangbriichen tber eine nicht-homologe Endverkniipfung
[Hanakahi & West, 2002; Byrum et al., 2004]. Allerdings wurde dieser Effekt auch fur
InsP, und InsPs beobachtet. AuRerdem wird InsPg¢ eine Beteiligung an Prozessen der
Endo- und Exozytose zugesprochen. So konnte die Bindung von InsPg an eine Vielzahl
von Proteinen, die mit der Regulation des Vesikeltransports assoziiert sind, beobachtet
werden [Shears, 1998]. Die Interaktion von InsPs mit Synaptotagmin, einem sogenannten
Ca?* Sensor, der an der Regulation der neuronalen Exozytose durch Freisetzung von
Neurotransmittern beteiligt ist [Chapman, 2002], fihrt zur Inhibition dessen Funktion
[Irvine & Schell, 2001]. Jedoch wird dieser Prozess in der Literatur sehr differenziert
betrachtet, da PtdIns(3,4,5)P; und Ptdins(4,5)P, eine stéarkere Interaktion mit diesem
Protein aufweisen. So wird vermutet, dass diese Lipidinteraktion eine hdohere
physiologische Relevanz besitzt. So kénnten die Phosphatidylinositole die eigentlichen
Modulatoren der Endo- und Exozytose sein [Irvine & Schell, 2001]. Ferner bindet InsPg an
die Adapter-Proteine AP-2 [Voglmaier et al., 1992] und AP-180 [Norris et al., 1995; Ye et
al., 1995], welche beide die Bildung von Clathrin ummantelten Vesikeln (coated vesicles)
férdern und damit die ersten Schritte der Endozytose beeinflussen [Shears, 1998]. Die
Bindung von InsPg an diese Proteine blockiert die Ausbildung des Clathrin Kéafigs [Shears,
1998]. Ein weiteres InsPg bindendes Protein ist das Arrestin, das mit G-Protein
gekoppelten Rezeptoren interagiert. So kann InsP¢ durch eine direkte Bindung an
Arrestin, die licht-induzierte Desensibilisierung des Sehpigments Rhodopsin reduzieren
[Palczewski et al., 1991; Palczewski et al., 1992]. Zudem konnte eine InsP¢/[PP]-InsPs
sensitive Proteinkinase identifiziert werden, die den Pacsin/Syndapin | Komplex
phosphoryliert, der im synaptischen Vesikel Recycling involviert ist [Hilton et al., 2001].
Weiterhin ist InsPg ein essentieller Kofaktor fur die RNA-editierenden Enzyme ADAR
(adenosine deaminases that act on RNA) und ADAT (adenosine deaminases that act on
transfer RNA) [Macbeth et al., 2005].
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1.2 InsP metabolisierende Enzyme

Der InsP Stoffwechsel wird durch eine Vielzahl von InsP Kinasen und Phosphatasen
reguliert. Zu den InsP Kinasen zadhlen die Ins(1,4,5)Ps-3-Kinasen, die IPMK, die
Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase, die InsPg-Kinasen sowie die Ins(1,3,4)P3-5/6
Kinase/Ins(3,4,5,6)P4-1-Kinase. Aufgrund eines gemeinsamen Consensus-Motives P-C-
[VI]-[ML]-D-X-K-[MI]-G werden die Ins(1,4,5)Ps-3-Kinasen, die IPMK und InsPg-Kinasen
zu einer Kinase Familie, der PDKG Familie zusammengefasst [Bertsch et al., 2000].
Zusatzlich besitzen alle einen hochkonservierten C-Terminus, der die Bindungsstellen fur
ATP und die InsP Substrate beinhaltet. Dagegen zeigt der N-Terminus dieser InsP
Kinasen Unterschiede in der Lange und ist in zellulare Zielsteuerung sowie Regulation
involviert. Zu den wichtigsten InsP Phosphatasen zahlen die 5-Phosphatase, die Multiple
Inositolpolyphosphat Phosphatase und die Diphosphoinositol-Polyphosphat
Diphosphatase. Die Rolle dieser InsP metabolisierenden Enzyme im InsP Stoffwechsel ist

in Abb. 1.2-1 zusammengefasst.

InsP
Ins1P Ins3P Ins4P

4077

Ins(1,3)P, Ins(3,4)P, Ins(1,4)P, Ins(4,5)P,

Ins(3,4,6)P, Ins(1,3,4)P, Ins(1,4,5)P, 4—1 Ptdins(4,5)P,
4
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6 . /
Ins(1,2,4,5,6)Pg Ins( 13456)P\A
\ InsPg [PP]- InsP,
A e
InsP [PP]2 InsP,
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Abb. 1.2-1: Der InsP Metabolismus in tierischen Zellen. Dargestellt sind die Konversionswege
der Inositolphosphate in tierischen Zellen. Die Hauptprodukte sind farblich gekennzeichnet. Die
Zahlen benennen die Enzyme, welche die Syntheseschritte katalysieren: 1. PLC, 2. Ins(1,4,5)P3-3-
Kinase, 3. IPMK, 4. 1Ins(1,4,5)P3/Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase, 5. Ins(1,3,4)Ps-5/6
Kinase/lns(3,4,5,6)P4-1-Kinase, 6. MIPP, 7. PTEN, 8. Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase, 9. InsPg-Kinase,
10. DIPP, 11. Bis- Diphosphoinositol-Polyphosphat-Synthase, 12. Diphosphoinositol-Polyphosphat-
Phosphohydrolase, 13. Ins(3,4)P./Ins(1,3,4)Ps-4-Phosphatase, 14. Ins(1,4)P,/Ins(1,3,4)P3-1-
Phosphatase, 15. Ins(1,3)P,-3-Phosphatase Typ I, 16. Ins(1,3)P,-3-Phosphatase Typ Il, 17.
Inositolmonophosphat-Phosphatase. Verandert nach [Abel et al., 2001; Irvine & Schell, 2001].
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1.2.1 Inositolphosphatkinasen

1.2.1.1Ins(1,4,5)Ps-3-Kinasen

Die Ins(1,4,5)Ps-3-Kinasen katalysieren die Phosphorylierung von Ins(1,4,5)P; zum
Ins(1,3,4,5)P, [Xia & Yang, 2005]. Die Enzyme konnten aus unterschiedlichen
Organismen wie Homo sapiens [Takazawa® et al., 1991; Dewaste et al., 2000], Ratte
[Takazawa® et al., 1991; Thomas et al., 1994; Nalaskowski et al., 2003] und Huhn
[Bertsch et al., 1999] kloniert werden. Es existieren drei verschiedene Ins(1,4,5)Ps-3-
Kinase Isoformen: A, B und C, deren Aminosauren (AS) am C-Terminus, welche die
katalytische Domane beinhaltet, zu 80 % identisch sind, wahrend der N-Terminus in der
Lange und Sequenz stark divergent ist. Weitere Differenzen zwischen den Isoformen sind
im Molekulargewicht, in der Ca**/Calmodulin (Ca*/CaM) Sensitivitat, in der intrazellularen

Verteilung und in der Gewebeexpression zu finden (Tab. 1.2.1.1-1).

Organismus Isoform Molekulargewicht (kDa) Aminoséauren
Human HsIP3;3K-A 50,0 461
HsIP;3K-B 53,5 472
HsIP33K-C 75,2 684
Ratte RnIP3;3K-A 50,9 459
RnlIP3;3K-B 74,0 673
RnIP3;3K-C 74,5 678

Tab. 1.2.1.1-1: Biochemische Charakteristika der Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase Isoformen. Dargestellt
sind die drei Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase (IP33K) Isoformen A, B und C aus Homo sapiens (Hs) und
Rattus norvegicus (Rn). Verandert nach [Xia & Yang, 2005].

Im N-Terminus der Ins(1,4,5)Ps-3-Kinasen konnte eine zusatzliche Sequenz, das PEST
Motiv (Prolin (P), Glutaminsaure (E), Serin (S), Threonin (T)), identifiziert werden. Dabei
handelt es sich um ein proteolytisches Signal. Es wird vermutet, dass Proteine, die solche
Motive enthalten, einer schnellen Degradation unterliegen [Rechsteiner & Rogers, 1996].
Weiterhin konnte ein SSLL-Motiv (Serin (S), Serin (S), Leucin (L), Leucin (L)) identifiziert
werden [Saiardi® et al., 2001; Shears, 2004]. In Mutationsanalysen konnte gezeigt werden,
dass der Verlust dieses Motivs die katalytische Aktivitat der Ins(1,4,5)P3s-3-Kinasen
behindern kann [Saiardi® et al., 2001]. Mittlerweile ist aus der 3D Struktur der
katalytischen Domé&ne der Isoformen A und B Kklar ersichtlich, dass es sich bei InsP
Kinasen vom PDKG Typ um Proteinkinase-ahnliche Kinasen handelt. Das SSLL-Motiv ist
hierbei Teil einer fir die ATP Bindung essentieller p-Faltblatt-Doméane. Zudem wurde im
N-terminalen Bereich der Ratten Isoform A (RnIP33K-A) eine F-Aktin Bindungsstelle
gefunden [Schell et al.,, 2001]. Neuere Untersuchungen an der Ratten Isoform B
(RnlIP33K-B) zeigten ebenfalls eine Lokalisation mit F-Aktin [Brehm et al., 2004].
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Die Ins(1,4,5)Ps-3-Kinasen zeigen Unterschiede in der intrazellularen Lokalisation. Die
humane Isoform A (HsIP3;3K-A) ist im Zytoskelett zu finden, dagegen ist die humane
Isoform B (HsIP33K-B) in der Plasmamembran, im Zytoskelett und im ER lokalisiert,
wahrend die Isoform C (HsIP33K-C) im Zytoplasma vorherrschend ist [Dewaste et al.,
2003]. Fur die Ins(1,4,5)Ps-3-Kinasen in der Ratte wurde ahnliches beobachtet, so ist die
Isoform B (RnIP33K-B) im ER lokalisiert [Soriano & Banting, 1997] und die Isoform C
(RnIP33K-C) auf das Zytoplasma beschrankt [Nalaskowski et al., 2003]. AuRerdem konnte
fur die Isoform C (RnIP33K-C) ein Kern-Zytoplasma Transport beobachtet werden, der
durch ein Kernexportsignal (NES) vermittelt wird [Nalaskowski et al., 2003].

Die Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase Isoformen zeigen eine Gewebespezifitdt, so wird die Ratten
Isoform A (RnIP33K-A) hauptséchlich im Gehirn (v.a. in Neuronen) und im Hoden
exprimiert, wahrend die Isoform B (RnIP3:3K-B) vorherrschend in der Lunge, im Thymus,
im Herz, im Hoden und im Gehirn ist [Vanweyenberg et al., 1995]. Fir die Isoform C
(RnIP33K-C) wurde bei der Ratte eine hohe Expression im Herz, im Gehirn und im Hoden
gefunden [Nalaskowski et al., 2003]. Dagegen wurde ein 3,7 kb Transkript der humanen
Isoform C (HsIP3;3K-C) in der Bauchspeicheldriise, dem Skelettmuskel, der Leber, der
Lunge und dem Herz detektiert [Dewaste et al., 2002]. Solche spezifischen Verteilungs-
und Expressionsmuster der Ins(1,4,5)Ps-3-Kinasen koénnen zu ihren verschiedenen

physiologischen Funktionen beitragen.

Die Ins(1,4,5)Ps-3-Kinasen sind sensitiv fir Ca?'/CaM, diese Stimulation ist Zell-,
Gewebe- und Isoform-spezifisch. CaM erkennt Sequenzen, die eine amphiphile a-Helix
mit Clustern aus positiv geladenen und hydrophoben AS enthalten. In der Ratten Isoform
A (RnIP33K-A) ist fur die CaM Bindung eine Sequenz aus Serin-156 und Leucin-189
zusammen mit Tryptophan-165 erforderlich [Takazawa & Erneux, 1991]. Der Ca*/CaM
Komplex stimuliert die Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase Aktivitdt und kann fir die Kontrolle der cCa**
Oszillation wichtig sein. Die Aktivitat der Isoform A wird durch Bindung des Ca®*‘/CaM
Komplexes um das 2-3-fache gesteigert, wahrend die Aktivitat der Isoform B um das 7-8-
fache erhoéht ist [Xia & Yang, 2005]. Die Aktivitat der humanen Isoform C (HsIP3;3K-C) wird
auf komplexe Art durch den Ca*/CaM Komplex beeinflusst [Dewaste et al., 2000]. Die
Ratten Isoform C (RnIP33K-C) zeigt eine Aktivitatssteigerung um das 8-fache, die
zusatzlich eine allosterische Produktaktivierung durch Ins(1,3,4,5)P, aufweist
[Nalaskowski et al., 2003].

Weitere Regulatoren der Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase sind die Proteinkinase A (PKA), die PKC
und die CaMKIl. Die PKA und die CaMKIl stimulieren die Ins(1,4,5)P3s-3-Kinase Aktivitat,
wahrend die PKC ein negativer Regulator ist [Xia & Yang, 2005].
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Funktionell sind die Ins(1,4,5)P;-3-Kinasen im InsP Pathway, in der Ca®
Signaltransduktion, Lern- und Gedachtnisprozessen, Stressantwort und Gentranskription
involviert [Xia & Yang, 2005]. Sowohl das Substrat als auch das Produkt der Ins(1,4,5)Ps-
3-Kinase regulieren die Ca®* Mobilisation. Daher wird vermutet, das eine gesteigerte
Ins(1,4,5)P3-3-Kinase Aktivitat die zellulare Ins(1,4,5)P; Konzentration reduzieren kann
und damit die Ins(1,4,5)P; Funktion abschwacht [Xia & Yang, 2005]. Die putative
Beteiligung der Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase an der Lern- und Gedachtnisprozessen wird aus
ihrer Verteilung im Gehirn abgeleitet. So konnten hohe Ins(1,4,5)P;-3-Kinase Aktivitaten in
hippocampalen Neuronen und in den Purkinje-Zellen des Kleinhirns detektiert werden,
dagegen war die Aktivitat im Thalamus, Hypothalamus sowie in der wei3en Substanz
verringert [Mailleux et al., 1991; Heacock et al., 1990]. Neue Studien zeigten, eine erhéhte
Expression der Ins(1,4,5)P;-3-Kinase Isoform A (RnIP33K-A) in der
Hippocampusformation von Ratten wahrend des Trainings im Morris-Wasser-Labyrinth
[Kim et al., 2004].

1.2.1.2Inositolpolyphosphat-Multikinase

Es wird vermutet, dass die Inositolpolyphosphat-Multikinase (IPMK) ein evolutionarer
Vorlaufer der Ins(1,4,5)P3s-3-Kinasen und InsPs-Kinasen ist [Nalaskowski & Mayr, 2004].
Die IPMK katalysiert eine Reihe von Reaktionen im InsP Metabolismus und ist ein
zentrales Enzym bei der Generierung von hoéher phosphorylierten Inositolphosphaten.
Das Enzym konnte aus unterschiedlichen Organismen wie Homo sapiens, der Ratte, Hefe
und Pflanzen kloniert werden [Ubersicht in: Shears, 2004]. Die AS Sequenz der humanen
IPMK ist zu 84 % identisch mit der Ratten IPMK [Xia & Yang, 2005]. Die humane IPMK
wird hauptséachlich in der Leber und im Skelettmuskel exprimiert [Nalaskowski et al.,
2002], wahrend die Ratten IPMK hohe Expressionsspiegel in der Niere und im Gehirn
aufweist [Chang et al., 2002]. Das humane IPMK Gen enthalt sechs Exons und ist auf
Chromosom 10 Iokalisiert [Nalaskowski et al., 2002]. Das Protein hat ein
Molekulargewicht von 47 kDa und besteht aus 416 AS. Funktionell wichtige Motive sind:
die InsP und ATP Bindungsstelle sowie die SSLL Doméne. Zusatzlich besitzt es ein
Kernlokalisationssignal (NLS) [Nalaskowski et al., 2002]. Das Enzym phosphoryliert
Ins(1,4,5)P; an der 3 und 6 Position, wobei Ins(1,3,4,5,6)Ps entsteht. Aul3erdem
katalysiert es die Reaktion von Ins(4,5)P, zu Ins(1,4,5)P; sowie von Ins(1,3,4,5,6)Ps zu
[PP]-InsP, [Saiardi® et al., 2001]. Zudem berichteten Chang und Majerus [2006], dass das
rekombinante humane Protein in vitro die Umwandlung von Ins(1,4,5,6)P, in
Ins(1,3,4,5,6)Ps katalysieren kann. Gleichzeitig reguliert es den Ins(1,4,5,6)P, Spiegel und
hat einen Effekt auf die CI Kanalregulation [Chang & Majerus, 2006]. In neuen Studien

konnten Inhibitoren der Ins(1,4,5)Ps-3-Kinasen und der IPMK identifiziert werden. Dabei
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fiel Aurintricarbonséure (ATA) als potenter Inhibitor der IPMK auf, diesem Wirkstoff
werden antiproliferative und antiapoptotische Wirkungen zugesprochen [Mayr et al.,
2005].

Das Homolog zur humanen IPMK ist das Hefe Protein ArgRIII (= ARG-82p). Dieses ist ein
Transkriptionsregulator im Arginin-Metabolismus. Zudem beeinflusst es den Kern RNA
Export und besitzt Kinase-Aktivitat [Saiardi® et al., 2000; Saiardi® et al., 2001]. In der Hefe
phosphoryliert ArgRIll Ins(1,4,5)P; sowohl an der 3 als auch an der 6 Position. ArgRIlI
besitzt keine CaM Bindungsstelle und ist somit unempfindlich gegeniiber dem Ca*/CaM
Komplex [Xia & Yang, 2005].

1.2.1.3Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase

Die Existenz der Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase ist aus Untersuchungen mit Hefen schon
langer bekannt [Ives et al., 2000]. Das Enzym hat ein Molekulargewicht von 56 kDa und
bestent aus 491 AS. Die humane Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase ist auf Chromosom 9
lokalisiert. In Northern-Blot Analysen konnte gezeigt werden, dass die Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-
Kinase im Gehirn, im Herz, in der Plazenta und im Hoden exprimiert wird [Verbsky et al.,
2002]. Dagegen wird die kurzlich identifizierte murine Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase im
Hippocampus, Kortex, in den Purkinje-Zellen des Kleinhirns und im Hoden exprimiert
[Verbsky?® et al., 2005]. Das Enzym katalysiert die Bildung von InsPg aus Ins(1,3,4,5,6)Ps
[Verbsky® et al., 2005].

1.2.1.4InsPg-Kinasen

Die InsPg¢-Kinasen katalysieren die Phosphorylierung von InsPg zum 5-[PP]-InsPs sowie
von Ins(1,3,4,5,6)Ps zum [PP]-InsP, [Saiardi® et al., 2000]. Es existieren drei verschiedene
InsPs-Kinase Isoformen: 1, 2 und 3. Dabei konnte die Isoform 1 aus Maus und die
Isoformen 2 und 3 aus Homo sapiens kloniert werden [Saiardi® et al., 2001]. Weitere
Differenzen zwischen den Isoformen sind im Molekulargewicht und der Sequenzlénge zu
finden (Tab. 1.2.1.4-1).

Organismus Isoform Molekulargewicht (kDa) Aminosauren
Maus minsPe¢K1 49,215 433
Human hinsPgK2 49,180 426
hinsPgK3 46,431 410

Tab. 1.2.1.4-1: Biochemische Charakteristika der InsPg Kinase Isoformen. Dargestellt sind die
drei InsPg-Kinase (InsPgK) Isoformen 1, 2 und 3 aus Homo sapiens (h) und Maus (m) [Saiardi® et
al., 2001].
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Die Isoform 3 zeigt eine Sequenzidentitat von 50 % bzw. 45 % zur Isoform 1 bzw. Isoform
2. Die InsPs-Kinase Isoformen: 1 (minsPgK1) und 2 (hinsPsK2) sind beide auf Chromosom
3 lokalisiert, dagegen ist die Isoform 3 (hinsP¢K3) auf Chromosom 6 lokalisiert [Saiardi® et
al., 2001]. Die InsPs-Kinase Isoformen zeigen ebenfalls Unterschiede in der intrazellularen
Lokalisation und der Gewebeexpression. Die InsPg-Kinase Isoform 1 (mInsP¢K1) ist im
Zellkern und Zytoplasma vorherrschend, wahrend die Isoform 2 (hinsPgK2) nur im
Zellkern zu finden ist und die Isoform 3 (hinsPgK3) eine zytoplasmatische Lokalisation
zeigte. In Northern-Blot Analysen konnte gezeigt werden, dass die Isoform 1 (mInsPgK1)
im Gehirn und Hoden, die Isoform 2 (hinsPsK2) im Gehirn sowie in der Lunge und die
Isoform 3 (hinsP¢K3) fast ausschlieBlich im Gehirn exprimiert werden [Saiardi® et al.,
2001]. Durch in situ Hybridisierung konnte eine selektive Lokalisation der cerebralen
InsPs-Kinase Isoform 3 (hinsPegK3) in den Purkinje-Zellen des Kleinhirns und in den
Pyramidenzellen des Hippocampus indiziert werden.

Neue Studien zeigen, dass die InsPs-Kinase Isoform 2 (hinsPgK2) ein physiologischer
Mediator der Apoptose ist. Dabei konnte in unterschiedlichen Zelllinien (HEK293-Zellen,
HelLa-Zellen, PC 12-Zellen, Jurkat T-Zellen und HL 60-Zellen) nach Gabe verschiedener
Stressoren eine erhéhte Apoptose nach Transfektion der InsPe¢-Kinase Isoform 2
beobachtet werden. Zusétzlich war die Zytotoxizitat mit einer Translokation der InsPg-
Kinase Isoform 2 aus dem Zellkern in die Mitochondrien assoziiert, wahrend die
intrazellulare Lokalisation der anderen InsPe¢-Kinase Isoformen unverandert war [Nagata
et al., 2005].

Fur die InsPe-Kinase Isoform 1 konnte ein Interaktionspartner identifiziert werden. Das
Enzym interagiert mit GRAB (Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor fiir Rab3A). GRAB ist ein
physiologisches GEF (Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor) fir Rab3A, eine Ras ahnliche
GTPase, die die Exozytose in synaptischen Vesikeln reguliert. Die Assoziation der InsPg-
Kinase Isoform 1 mit GRAB weist auf eine mégliche Rolle von [PP]-InsPs in der Vesikel

Exozytose hin [Luo et al., 2001].

1.2.1.5Ins(1,3,4)P5-5/6 Kinase/Ins(3,4,5,6)P4-1-Kinase

Das Enzym Kkatalysiert die Phosphorylierung von Ins(1,3,4)Ps: zu Ins(1,3,4,6)P, und
Ins(1,3,4,5)P, sowie Ins(3,4,5,6)P, zu Ins(1,3,4,5,6)Ps. In neuen Untersuchungen wurde
gezeigt, dass das Enzym auch eine 1’ Kinase-Aktivitat besitzt und damit auch
Ins(3,4,5,6)P, in Ins(1,3,4,5,6)Ps metabolisieren kann [Shears, 2004]. Zudem reguliert die
Ins(3,4,5,6)P, 1-Kinase die Apoptose, Salz- und Flussigkeitssekretion sowie die
Transkription [Qian et al., 2005]. Die Ins(1,3,4)P3-5/6 Kinase hat ein Molekulargewicht von
46 kDa und besteht aus 414 AS. Die Kinase mRNA Transkripte sind in allen tierischen

Zellen zu finden, zeigen aber einen besonders hohen Expressionsspiegel im Gehirn und
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im Herz. Das Enzym ist phylogenetisch weit verbreitet und kommt auch bei Pflanzen zum

Teil in mehreren Isoformen vor [Shears, 2004].

1.2.2 Inositolphosphatphosphatasen
1.2.2.11Ins(1,4,5)P3/Ins(1,3,4,5)P,-5-Phosphatase

Die  Ins(1,4,5)Ps/Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase  (5-Phosphatase)  dephosphoryliert
Ins(1,4,5)P3; zum Ins(1,4)P, sowie Ins(1,3,4,5)P, zum Ins(1,3,4)Ps; [Erneux et al., 1998].
Das Enzym hat eine 100-fach hdhere Affinitdt zum Ins(1,3,4,5)P, als zum Ins(1,4,5)Ps.
Dieses deutet auf eine Schutzfunktion im Hinblick auf die Hydrolyse von Ins(1,4,5)P3 hin
[Irvine & Schell, 2001]. Zusatzlich ist das Enzym mit der Regulation der Ca*
Signaltransduktion assoziiert, da es Ins(1,4,5)P; und Ins(1,3,4,5)P4 hydrolysiert und damit
das Ca?" Signal beendet [Majerus et al., 1999]. Die 5-Phosphatase Aktivitat ist
Magnesium-abhangig und wird durch 2,3 Bisphosphoglycerat inhibiert. Das Enzym
besteht aus 412 AS [Erneux et al., 1998]. Hohe 5-Phosphatase Aktivitdten wurden im
cerebralen Kortex, im Hippocampus, im Hypothalamus und im Kleinhirn gemessen
[Heacock et al., 1990].

1.2.2.2 Multiple Inositolpolyphosphat Phosphatase

Die Multiple Inositolpolyphosphat Phosphatase (MIPP) baut mehrere hochphosphorylierte
Inositole in vitro ab [Yu et al., 2003]. Allerdings ist es auf das Lumen des ER beschrankt,
wo bisher keine Inositolphosphate nachgewiesen werden konnten [Irvine & Schell, 2001].
Ein MIPP knockout in Mausen zeigte keinen auffalligen Phanotyp, aber Verédnderungen im
Ins(1,3,4,5,6)Ps und InsPs Spiegel, was doch auf eine Beteiligung von MIPP an der

Hydrolyse dieser InsP Isomere schlieRen lasst [Irvine & Schell, 2001].

1.2.2.3 Diphosphoinositol-Polyphosphat Diphosphatase

Es existieren drei Diphosphoinositol-Polyphosphat Diphosphatase (DIPP) Enzyme,
welche die p-Phosphatgruppe von Pyrophosphaten wie [PP]-InsPs und [PP]-InsP,
entfernen. DIPP2o. und DIPP2f unterscheiden sich nur in einer AS. Die DIPP Enzyme

weisen eine NUDT Domane auf, die eine Schutzfunktion besitzt [Irvine & Schell, 2001].
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1.3 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit sollte erstmals eine topologisch hochaufgeloste Analyse der
Verteilung und biologischen Rolle von Inositolphosphaten in verschiedenen Gehirnregionen
ermoglichen. Fir die Untersuchungen wurden Wistar-Ratten als Tiermodell ausgewahlt. Zur
Identifizierung und Quantifizierung der Inositolphosphate im Gehirngewebe wurde eine
Micro-Variante der Metal-Dye-Detection High Pressure Liquid Chromatography (MDD-HPLC)
angewendet, da hiermit die zu bestimmenden Inositolphosphate ohne radioaktive Markierung
in Gewebeproben von minimal 5 x 5 mm (> 25 mg Feuchtgewicht) detektiert werden kénnen.
Messungen der InsP Konzentrationen wurden bisher stets an gréf3eren Proben unfixierten
Gehirngewebes durchgefuhrt, dieses Verfahren ist jedoch fiir raumlich hochaufgeldste
Analysen von regionalen Unterschieden der Inositolphosphat Konzentration ungeeignet.
Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit eine metabolische und strukturerhaltende
Fixierungstechnik etabliert werden, mit der regionale Unterschiede und funktionelle
Veranderungen in der Inositolphosphat Konzentration in kleinsten Volumenelementen erfasst

werden koénnen.

Fir einzelne InsP Isomere wurden in verschieden Studien vielfaltige zellulare Funktionen
beschrieben, wobei bisher keine umfassenden und spezifischen Untersuchungen in Bezug
auf mogliche biologische Funktionen der Inositolphosphate in bestimmten Gehirnregionen
durchgefuhrt wurden. Zu diesem Zweck wurde in dieser Arbeit erstmals der Effekt von
motorischer Aktivitdt, Lern- und Gedachtnisprozessen sowie Stress auf die InsP
Konzentrationen in prazise definierten Gehirnregionen des gesamten Gehirns, induziert
durch erlerntes und erzwungenes Laufen im Laufrad, untersucht. Im Rahmen der Diskussion
der erhaltenen experimentellen Daten koénnen nun erstmals Hypothesen Uber die
physiologische Funktion der Inositolphosphate in bestimmten Gehirnregionen abgeleitet

werden.

Zur Visualisierung der basalen Konzentrationen sowie Veranderungen der InsP
Konzentrationen nach erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad sollten
hochaufgeldste biochemische Tomogramme rekonstruiert werden. Unter Zuhilfenahme der
Fixierungstechnik sollten aus Gehirnscheiben von 0,4 mm Dicke nach einer anatomisch
prazisen Dissektion Hirnareale und Kernregionen analysiert und so prazise rekonstruiert
werden, dass eine virtuelle Voxelzahl von mindestens dem 5-fachen pro Gehirn dissezierten
Regionen fur die Rekonstruktion entsteht. Fur die Anfertigung der Tomogramme sollten mit
Hilfe unterschiedlicher Softwareprogramme Frontalschnitte rekonstruiert und die

Konzentrationen der Inositolphosphate tber Falsch-Farben-Skalen dargestellt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

211 Gerate

Analysenwaage BP 221S

Laufrad Easy Run & 30 cm
Magnetrihrer MR 3001K

pH-Meter MultiLab 540

Pipette, Model Reference, 1 — 10 pl
Pipette, Model Reference, 1 — 100 pl
Pipette, Model Reference, 100 — 1000 pl
Tischzentrifuge Megafuge 1.0R
Ultra-Turrax T25 basic
Vakuumzentrifuge

Waage BP 2100S

Wasserbad M12

2.1.2 Software
HPLC-Data-Manager Version 2.0
Kroma 3000

GraphPad Prism 4

MS Word, Excel

SigmaPlot 8.0

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

HPLC-Filter Spartan 3/0,2 PA, 0,2 um Porengrél3e
HPLC-Glasflaschchen Supelco Crimp 2,0 ml Volumen
HPLC-Saulen Mini Q™ PC 3.2/3

Injektionskantle 0,55/25 mm

Kryo-Probenrdéhrchen 1,0 ml Volumen

Pipettenspitzen

Reaktionsgefalie aus Polypropylen 0,5 ml Volumen
Reaktionsgefalie aus Polypropylen 2,0 ml Volumen
Probenréhrchen aus Polypropylen (steril) 12 ml Volumen
Spritze Omnifix 40 Solo 1 ml Volumen

Sterilfilter Millex 0,22 um Porengrof3e

Sartorius
Zoohandlung
Heidolph
WTW
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Heraeus
IKA
Bachhofer
Sartorius

Lauda

Georg W. Mayr

Bio-Tek

GraphPad Software, Inc.
Microsoft

SPSS Inc.

Schleicher & Schuell
Sigma-Aldrich
Amersham Pharmacia
Braun

Nunc

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Greiner

Braun

Millipore
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2.1.4 Chemikalien
Die verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen
Merck, Serva, Janssen Chimica, Atarost, Bayer und Braun bezogen. Die Bezugsquellen

der Ubrigen Materialien sind im nachfolgenden Text angegeben.

2.1.5 Puffer und Lésungen

Fixierungs- und Perfusionslésung 4 % Paraformaldehyd (PFA) (w/v) in 0,1 M
HEPES, pH 7,0, 4 °C

Puffer fur die MDD-HPLC

Puffer A 0,2 mM HCI, 15 uM YCl3

Puffer B 0,5 M HCI, 15 uM YCl;

Puffer C 1,6 M Triethanolamin, 300 uM PAR, pH 9,0
Aufnahmepuffer 2 mM Natrium-Acetat, 2 mM NaF

2.2 Methoden
2.2.1 Optimierung der Fixierung und Extraktion von Inositolphosphaten aus
Gehirngewebe

2.2.1.1 Versuchstiere fir die Optimierung der Fixierungstechnik

Diese Versuche wurden an 24 mannlichen Wistar-Ratten von Charles River (Sulzfeld,
Deutschland) durchgefiihrt. Die Tiere waren zu Versuchsbeginn 3 Monate alt und hatten
ein Gewicht von 354 g + 11 g. Die Haltung erfolgte in Standardkafigen in Gruppen zu
jeweils 5 Tieren bei einer Raumtemperatur von 19 — 21 °C und unter Beibehaltung des
normalen Tag-Nacht-Rhythmus (Dunkelphase von 19 — 7 Uhr). Die Tiere erhielten
Standardfutter und Wasser ad libitum und wurden mindestens 6 — 8 Tage vor
Versuchsbeginn  zur  Akklimatisierung und Eingewdhnung im Tierstall des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf gehalten. Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten Tierversuche wurden nach 8 8 des Tierschutzgesetzes von 1998 der
Bundesrepublik Deutschland unter der Versuchsnummer org 136 von der Behdrde flr

Umwelt und Gesundheit in Hamburg genehmigt.

2.2.1.2 Praparation des Gehirngewebes

Es wurden verschiedenartige Techniken getestet, um mdglichst optimale
Analysenergebnisse zu erzielen. Dabei wurde sowohl eine unfixierte als auch fixierte
Gewebepraparation vorgenommen. Bei der Fixierung der Gehirne wurde sowohl eine
Immersions- als auch eine Perfusionsfixierung getestet. Die Perfusionsfixierung erfolgte

daruber hinaus bei unterschiedlichen Temperaturen.
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2.2.1.2.1 Praparation von unfixiertem Gehirngewebe

Die Wistar-Ratten (n = 10) wurden mit Ether an&sthesiert und anschlie3end durch
Kehlschnitt getotet. Die Schadel wurden gedffnet, die Gehirne entnommen und sofort in
eiskalte physiologische Kochsalzlésung gelegt. Die Kleinhirne wurden auf Eis in die rechte
und linke Kleinhirnhemisphére sowie den rechten und linken Kleinhirnwurm disseziert. Die
Kleinhirn-Proben wurden gewogen (58 mg + 16 mg Feuchtgewicht) und bis zur weiteren
Aufarbeitung in 1,0 ml Kryo-Réhrchen bei -80 °C gelagert. Diese Art der
Gewebepraparation wurde bisher von verschiedenen Arbeitsgruppen fiur die
Inositolphosphat-Messung verwendet [Grases et al., 2001; Yang et al., 2001] und diente

fur diese Versuche als Kontrolle.

2.2.1.2.2 Praparation von fixiertem Gehirngewebe

Fixieren bedeutet die Unterbrechung der komplexen Stoffwechselprozesse, die
Festlegung der Strukturen, die sie ermdglichen, und die Verhinderung der postmortalen
Zerfallserscheinungen [Romeis, 1989]. Es wurden verschiedene Fixierungsmethoden
getestet, zum einen die Immersionsfixierung, bei der die Gewebeproben in die
Fixierungslosung eingelegt werden und zum anderen die Perfusionsfixierung, bei welcher
am anasthesierten Organismus die Fixierungslosung Uber den Blutweg in die zu

fixierenden Organe gelangt.

Fur die Immersionsfixierung wurde eine Wistar-Ratte mit Ether betdubt und durch
Kehlschnitt getétet. Das Gehirn wurde sofort entnommen und in die Fixierungslésung fir 3
Tage bei 4 °C eingelegt. Das Kleinhirn wurde auf Eis prépariert und bis zur weiteren

Aufarbeitung in 1,0 ml Kryo-Rohrchen bei -80 °C gelagert.

Die Perfusionsfixierung wurde sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 4 °C
durchgeflhrt.

Eine Wistar-Ratte wurde durch eine i.p. Injektion mit einem Gemisch aus Ketamin-
Rompun-NaCl (12 %, 8 %, 80 %) anasthesiert. Die anschlieRende Perfusion erfolgte bei
Raumtemperatur mit 300 — 400 ml der Fixierungslosung (siehe 2.1.5) fir 20 min durch
den linken Ventrikel des Herzens. Das Gehirn wurde sofort entnommen, das Kleinhirn auf
Eis prapariert (Dissektionszeit: 1 min) und bis zur weiteren Aufarbeitung in 1,0 ml Kryo-
Rohrchen bei -80 °C gelagert.

Fir die Perfusionsfixierung bei 4 °C wurden 8 Wistar-Ratten durch eine i.p. Injektion mit
einem Gemisch aus Ketamin-Rompun-NaCl (12 %, 8 %, 80 %) anasthesiert. Die Tiere
wurden nach Herstellung der tiefen Narkose auf Eis gelegt und die Kdpfe bei etwa 0 °C

gekihlt. Durch das Abkuhlen sollten die Stoffwechselvorgdnge und postmortalen
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Veranderungen verzogert werden. Die Gehirne wurden 20 min durch eine transkardiale
Perfusion mit 300 — 400 ml der auf 4°C vorgekuhlten Fixierungslésung (siehe 2.1.5) fixiert.
Diese wurde wahrend der gesamten Perfusion bei etwa 4 °C weitergekihlt. Die Gehirne
wurden entnommen und in der Fixierungsloésung bei 4 °C fur weitere 30 min nachfixiert.
AnschlieBend wurden die Kleinhirne disseziert und das restliche Gehirn in 10 — 12
Frontalschnitte (0,2 mm Dicke) segmentiert. Hierzu wurde ein selbstgebautes
~Schneidegerat” verwendet, welches aus 15 Rasierklingen, fest montiert in einem Abstand
von 0,2 mm, bestand. Die Frontalschnitte wurden mit Hilfe des Gehirn-Atlasses von
Palkovits & Brownstein [1988] unter dem Mikroskop in verschiedene Gehirn Regionen
unterteilt. Wahrend der Praparation lagen die Frontalschnitte auf einem Eisblock, um ihre
Temperatur bei 0-4 °C zu halten. Die Gehirnproben (n = 126 pro Gehirn) hatten ein
Gewicht von 15 — 70 mg Feuchtgewicht und wurden bis zur weiteren Aufarbeitung in 1,0

ml Kryo-Réhrchen bei -80 °C gelagert.

2.2.1.3 Zeitabhangige Veranderungen der InsP Konzentrationen

Die Wistar-Ratten (n = 4) wurden durch eine i.p. Injektion mit einem Gemisch aus
Ketamin-Rompun-NacCl (12 %, 8 %, 80 %) anasthesiert. Die Gehirne wurden bei 4 °C
perfusionsfixiert, schnell entnommen und in der Fixierungslosung bei 4 °C fur 30 min
nachfixiert (2.2.1.2.2). AnschlieRend wurden die Kleinhirne in 6 Segmente prapariert, 2
vom Kleinhirnwurm sowie 2 von jeder Kleinhirnhemisphéare. Die Kleinhirnproben wurden
dann in der Fixierungslosung bei 4 °C fur weitere 1,5 h, 3 h, 8 h, 24 h, 3 Tage und 7 Tage

aufbewahrt. So wurden fiir jedes Tier 6 unterschiedliche Inkubationszeiten getestet.

2.2.1.4 Extraktion der Inositolphosphate

Alle Reaktionsschritte wurden auf Eis durchgefihrt. Die Gehirnproben wurden in 12 ml
Polypropylen-Probenréhrchen (PP-Probenréhrchen) Uberfuhrt. Jede Gehirnprobe wurde
mit 1 ml einer 8 %igen (w/v) Trichloressigsaure, 12 pl einer 0,2 M EDTA-L6sung (2,4
pmol), 10 ul einer 0,1 M NaF-Lésung (1 pmol) und 10 pl einer 20 %igen (w/v) Norit-A
Suspension (mit 1 M HCI saurebehandelte Aktivkohle-Suspension) versetzt. Die
Gehirnprobe wurde viermal bei 9500 rpm fir 10 sek auf Eis mit einem Ultra-Turrax
homogenisiert. Das Homogenat wurde fur 20 min auf Eis extrahiert und anschlieRend fur
5 min bei 4000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues PP-
Probenrohrchen Gberfihrt und fir 15 min bei 37 °C inkubiert, um das Kreatinphosphat zu
zerstoren [Mayr, 1990]. Zur Entfernung der Trichloressigsaure wurde der Uberstand
dreimal mit 3 ml wassergesattigtem Diethylether fir 2 min durch kréaftiges Schitteln
extrahiert. Der Ether wurde zwischendurch mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Die

Probe wurde mit 10 pl einer 1 M Triethanolamin-Losung (pH 7,0) auf einen pH von 6 — 7

20



Material und Methoden

eingestellt. Der verbleibende Ether wurde in der Vakuumzentrifuge abgesaugt (45 min).
Nach der Lyophilisierung betrug das Probenvolumen 350 — 550 pl. Die Probe wurde mit
einer Spritze durch einen 0,2 um Filter gedrickt und mit dem Micro-MDD-HPLC
Aufnahmepuffer auf ein Volumen von 1300 pl aufgefillt. Die so aufgearbeiteten Proben

wurden bis zur Messung bei — 20 °C gelagert.

2.2.1.5 Analyse von Inositolphosphaten mittels Micro-MDD-HPLC

Die Micro-MDD-HPLC Technik wird sowohl fir die Identifizierung als auch fur die
Quantifizierung von Inositolphosphaten verwendet [Mayr, 1990; Guse et al., 1995]. Die zu
bestimmenden Inositolphosphate werden ohne radioaktive Markierung direkt
komplexometrisch nachséaulenderivatisiert und dadurch online detektiert. Das MDD-
System ist zusammengesetzt aus dem metallbindenden Farbstoff PAR (4-(2-
pyridylazo)resorcinol), dem dreiwertigen Ubergangsmetallkation Yttrium sowie den zu
analysierenden metallbindenden Inositolphosphaten. Die Trennung der Inositolphosphate
erfolgt an einer Anionenaustauschersaule in einem sauren Puffermilieu. Die Puffer
enthalten Yttrium im Uberschuss, bezogen auf die Inositolphosphatkonzentration in der
Probe. Danach wird das Eluat durch die Zumischung eines dritten Puffers, welcher den
Farbstoff PAR enthalt, alkalisiert. Der Farbstoff PAR bindet spezifisch Yttrium und fuhrt zu
einer starken Veranderung der Basisabsorption bei einer Wellenldnge von 520 — 550 nm.
Bei alkalischem pH besitzen die Inositolphosphate eine deutlich hdhere Bindungsaffinitat
zum Yttrium als der Farbstoff PAR. Dies fihrt zu einer Reduzierung des Metall-
Farbstoffkomplexes, wenn Inositolphosphate vorhanden sind. Auf diese Weise erzeugen
die Inositolphosphate ein negatives Signal, das durch die Spannungsumkehr am Monitor
in ein positives Signal umgewandelt wird. Der Gerateaufbau der Micro-MDD-HPLC ist in
Abbildung 2.2.1.5-1 dargestellt.

Puffer A Puffer C
Autosampler

500 pl/ml

Mixer

Injektionsventil Saule

Puffer B
UV/VIS Detektor
Apfall €—— A=546nm
Jknitted coil*

y

Signal
Abb. 2.2.1.5-1: Schematische Darstellung des Gerateaufbaus der Micro-MDD-HPLC.
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Die fur die Micro-MDD-HPLC eingesetzten Gerate sind nachfolgend aufgelistet:

Autosampler HPLC 360 Kontron
Deuterium Lampe Sofi GmbH
Pumpe A und B 422 Master Kontron
Pumpe C LC-10 AD Shimadzu
UV/VIS Detektor VWM Pharmazcia
UV/VIS Detektor SPD-10 AV (alternativ) Shimadzu

Der verwendete HPLC-Gradient ist in Tabelle 2.2.1.5-1 aufgefiihrt. Die Laufzeit jeder

Probenanalyse betrug 15 min.

Zeit (min) Flussrate (ul/min) A (%) B (%)
0,00 500 97 3
1,00 500 96 4
3,00 500 95 5
3,30 500 91 9
5,50 500 47 53
5,80 500 45 55
6,30 500 40 60
8,30 500 20 80

10,30 500 0 100
12,30 500 0 100
12,50 500 100
14,50 500 100
14,70 20 100

Tab. 2.2.1.5-1: HPLC-Gradient fiir die Trennung der verschiedenen Inositolphosphate.

Die Quantifizierung der Peaks erfolgte mit dem Programm HPLC-Data-Manager Version
2.0. Die Rohdaten wurden mit MS Excel und GraphPad Prism 4 ausgewertet und mit
SigmaPlot 8.0 als Histogramm dargestellt. Die statistisch signifikanten Unterschiede der
Mittelwerte wurden durch einen ungepaarten t-Test nachgewiesen und als signifikant
betrachtet, wenn p < 0,05 war. Daflr wurde vorausgesetzt, dass die Daten normalverteilt
waren und gleiche Varianzen hatten. Alle graphisch dargestellten Daten sind als
Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwertes) aufgefihrt.

Fur die Erstellung der biochemische Tomogramme der Gehirndaten wurden Roh-
Tomogramme in MS Excel angefertigt und in SigmaPlot 8.0 in Contour-Plots

umgewandelt.
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2.2.2 Effekte von erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad auf die InsP
Konzentrationen im Gehirn der Ratte

2.2.2.1 Versuchstiere fur die Beeinflussung der InsP Konzentrationen

Fur diese Untersuchungen wurden 18 mannliche Wistar-Ratten von Charles River
(Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Vor Versuchsbeginn waren die Tiere 74 Tage alt und
hatten ein Gewicht von 290 g = 54 g. Die Wistar-Ratten wurden in Dreiergruppen in
Standardkéafigen fir mindestens 6 — 8 Tage im Tierstall des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf eingewdhnt (2.2.1.1). Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Tierversuche wurden nach 8 8 des Tierschutzgesetzes von 1998 der Bundesrepublik
Deutschland unter der Versuchsnummer 66/03 von der Behoérde fir Umwelt und
Gesundheit in Hamburg genehmigt.

Fur die Versuche wurden die Tiere in 3 Gruppen (n = 6) eingeteilt (Kontrollgruppe,

erlerntes und erzwungenes Laufen).

2.2.2.2 Behandlung der Tiere und Praparation des Gehirngewebes

Zum eigentlichen Versuchsbeginn, d.h. nach Abschluss der Trainingsphase waren alle
Tiere 134 Tage alt und hatten ein Gewicht von 464 g + 71 g. Die Untersuchungen wurden
an 6 Tagen durchgefiihrt, wobei jeweils ein Tier pro Gruppe eingesetzt wurde. Die

Versuche waren randomisiert.

2.2.2.2.1 Kontrollgruppe

Es wurde darauf geachtet, dass die untrainierten Wistar-Ratten der Kontrollgruppe keinem
Stress durch experimentelle Handhabungen ausgesetzt waren. Die Tiere wurden
vorsichtig am Genick gepackt, aus ihrem Kéafig genommen und durch eine i.p. Injektion
mit einem Gemisch aus Ketamin-Rompun-NaCl (12 %, 8 %, 80 %) anasthesiert. Danach
wurde, wie unter Abschnitt 2.2.1.2.2 beschrieben, die Perfusionsfixierung bei 4°C
durchgefuhrt. Anschlie@end wurden die Sehnerven, der Bulbus olfactorius, die
Kleinhirnhemisphéaren, der Kleinhirnwurm, das Mittelhirn  einschliellich  der
Vierhlgelplatte, die Briicke und die Medulla oblongata seziert. Das restliche Gehirn wurde
in 5 Frontalschnitte (0,4 mm Dicke) segmentiert. Die Frontalschnitte wurden mit Hilfe des
Gehirn-Atlasses von Palkovits & Brownstein [1988] unter dem Mikroskop prapariert. In
Tabelle 2.2.2.2.1-1 sind die praparierten Regionen und Nuklei der einzelnen

Frontalschnitte aufgelistet.

2.2.2.2.2 Erlerntes Laufen im Laufrad
Das Training der Wistar-Ratten dauerte 60 Tage. Es wurde an 3 Tagen in der Woche

trainiert. In dieser Zeit sollten die Tiere an das Laufrad und die experimentellen
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Bedingungen adaptiert werden, des weiteren sollten die Versuchstiere lernen, sich aus
eigenem Antrieb im Laufrad zu bewegen, um Stresseffekte zu reduzieren.

Zu Trainingsbeginn (1 — 15 Trainingstag) wurden die Wistar-Ratten mit dem Laufrad
vertraut gemacht und liefen freiwillig 30 — 60 sek im Laufrad. Zu diesem Zeitpunkt zeigten
die Tiere noch Stressreaktionen, wie erhdhte Defakation und Harnentleerung sowie eine
laute Vokalisierung. Diese sind auf das durch den Experimentator erzwungene Einsetzen
ins Laufrad zuriickzufuhren.

Ab dem 20 Trainingstag liefen die Tiere freiwillig konstant Gber 1 min im Laufrad und
wurden von nun an nach dem Laufen mit Késecrackern belohnt. Im Verlauf des Trainings
erhohte sich die Laufzeit auf 2 — 3 min und die Tiere zeigten keine Stressreaktionen mehr.

Am Ende des Trainings liefen die Wistar-Ratten kontinuierlich 4 min im Laufrad.

Die trainierten Wistar-Ratten wurden am Versuchstag sachte am Genick gepackt, aus
dem Kafig genommen und in das Laufrad gesetzt. Die Tiere liefen im Laufrad
kontinuierlich 4 min. Danach wurden sie sofort durch eine i.p. Injektion mit einem Gemisch
aus Ketamin-Rompun-NaCl (12 %, 8 %, 80 %) anasthesiert. Die Gehirne wurden
perfusionsfixiert bei 4 °C fur 20 min, schnell entnommen und in der Fixierungslésung bei 4
°C fur 30 min nachfixiert. AnschlieBend wurden die Gehirne prépariert (2.2.2.2.1). Die
Gehirnproben wurden bis zur weiteren Aufarbeitung in 1,0 ml Kryo-Réhrchen bei -80 °C

gelagert.

2.2.2.2.3 Erzwungenes Laufen im Laufrad

Die untrainierten Wistar-Ratten wurden am Genick gefasst, aus dem Kafig genommen
und ins Laufrad gesetzt. Die Tiere kamen das erste Mal mit dem Laufrad in Berlhrung
und wurden gezwungen zu laufen. Sie liefen selbststandig etwa 30 sek im Laufrad. Dann
sprangen sie aus dem Laufrad und wurden zum Laufen sofort wieder reingesetzt. Dieses
wurde mehrmals (10-15 Mal) wiederholt. Der Stress durch diese Behandlung und die
ungewohnte Bewegung verursachte bei den Tieren eine erhohte Defékation und
Harnentleerung sowie eine laute Vokalisierung. Nach 15 min wurde der Laufversuch
beendet und die Tiere wurden anasthesiert (2.2.2.2.1). Die Perfusionsfixierung und die
Gewebepraparation erfolgten bei 4 °C (2.2.2.2.1). Die Gehirnproben wurden bis zur

weiteren Verwendung in 1,0 ml Kryo-Réhrchen bei -80 °C gelagert.
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Frontalschnitt Regionen und Nuklei

Frontalschnitt 1 linker und rechter Nukleus olfactorius mit Tuberculum olfactorium
linker und rechter frontopolarer Kortex
Frontalschnitt 2 linker und rechter cingularer Kortex
linker und rechter parietaler Kortex, motorisch
linker und rechter parietaler Kortex, somatosensorisch
linkes und rechtes Striatum, lateral
linkes und rechtes Striatum, medial
Septum
Tuberculum olfactorium
linker und rechter Hypothalamus
linker und rechter piriformer Kortex
weil3e Substanz
Frontalschnitt 3 linker und rechter Hypothalamus
linker und rechter piriformer mit entorhinalem Kortex
linke und rechte Amygdala
linker und rechter Thalamus
linkes und rechtes Striatum
linker und rechter Hippocampus
Fornix
linker und rechter temporaler Kortex
linker und rechter okzipitaler Kortex
linker und rechter cingularer Kortex
weil3e Substanz
Frontalschnitt 4 linker und rechter Thalamus
linker und rechter Hippocampus
linker und rechter entorhinaler Kortex
linker und rechter temporaler Kortex
linker und rechter okzipitaler Kortex
linker und rechter cingulérer Kortex
weil3e Substanz

Frontalschnitt 5 linker und rechter okzipital Pol

Tab. 2.2.2.2.1-1: Zusammenstellung der einzelnen Frontalschnitte.

Die Aufarbeitung der Inositolphosphate aus diesen Gehirnproben (n = 65 pro Gehirn)

wurde wie in Abschnitt 2.2.1.4 beschrieben, durchgefuhrt.
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2.2.2.3 Analyse von Inositolphosphaten mit Micro-MDD-HPLC

1000 pul von jeder Gehirnprobe wurden fur die quantitative Analyse mittels Micro-MDD-
HPLC injiziert. Der verwendete HPLC-Gradient ist in Tabelle 2.2.2.4-1 aufgefiihrt. Die
Laufzeit jeder Probenanalyse betrug 25 min. Fur die Analyse dieser Gehirnproben wurde
ein langerer Gradient gewahlt, um mdgliche hochphosphorylierte Inositole wie [PP]-InsPs

(InsP7) oder [PP],-InsP,4 (InsPg) nachzuweisen.

Zeit (min) Flussrate (ul/min) A (%) B (%)
0,00 500 97 3
1,90 500 97 3
2,90 500 95 5
3,60 500 93 7
4,10 500 91 9
7,40 500 90 10
7,70 500 89 11
7,90 500 87 13
8,20 500 85 15
8,60 500 83 17
9,20 500 82 18

10,20 500 81 19
11,40 500 75 25
11,90 500 72 28
12,70 500 65 35
13,50 500 55 45
14,90 500 30 70
15,80 500 16 84
16,30 500 10 90
16,60 500 7 93
16,90 500 5 95
17,40 500 3 97
17,60 500 0 100
22,50 500 0 100
22,60 500 100 0
24,80 20 100 0

Tab. 2.2.2.3-1: HPLC-Gradient fiir die Trennung der verschiedenen Inositolphosphate.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss verschiedener Fixierungstechniken auf die InsP Konzentrationen
3.1.1 Verteilung der Inositolphosphate im unfixierten Gehirngewebe

Die Praparation von unfixiertem Gehirngewebe (2.2.1.2.1) erfolgte nach den Protokollen,
wie sie in der Literatur [Grases et al., 2001; Yang et al., 2001] beschrieben wurden. Da die
rasche Praparation von unfixiertem Gehirngewebe in bestimmte Regionen schwierig war,
wurden nur die Kleinhirne fur die Inositolphosphat-Analyse verwendet, da sie sich leicht
praparieren lieBen. Ein typisches Micro-MDD-HPLC Chromatogramm am Beispiel des
rechten Kleinhirnwurms, disseziert innerhalb von 1 min. nach der Tétung, ist in Abb. 3.1.1-
1 dargestellt. In allen Kleinhirnproben wurden folgende InsP Isomere detektiert:
Ins(1,4,5)P; (Peak 1), Ins(1,3,4,6)P, (Peak 4), Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, (Peak 7),
Ins(1,2,3,4,5)Ps (Peak 9), Ins(1,2,4,5,6)Ps (Peak 10), Ins(1,3,4,5,6)Ps (Peak 11) und InsPg
(Peak 12).

250x10°3

rechter Kleinhirnwurm
——— Standard

|
=
o

200x103

150x10°3

100x10°3

50x103

Absorption bei 546 nm (dAU)

-50x10°3 T T T T T
6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5

Zeit (min)

Abb. 3.1.1-1: MDD-HPLC Chromatogramm vom unfixiertem Kleinhirngewebe. Dargestellt sind
die InsP Isomere im unfixierten rechten Kleinhirnwurm. Die einzelnen InsP Isomere wurden durch
Vergleich mit einem InsP,-Standard (---) identifiziert. Die Standard InsP Isomere in der Reihenfolge
ihrer Elution: 1 = Ins(1,4,5)Ps, 2 = Ins(3,4,5)P4/Ins(1,5,6)Ps, 3 = Ins(4,5,6)P3, 4 = Ins(1,3,4,6)P,4, 5 =
Ins(1,2,4,5)P4, 6 = 1Ins(1,2,5,6)P4Ins(2,3,45)P,;, 7 = 1Ins(3,4,56)P,Ins(1,45,6)P4,, 8 =
Ins(1,2,3,4,6)Ps, 9 = Ins(1,2,3,4,5)Ps, 10 = Ins(1,2,4,5,6)Ps, 11 = Ins(1,3,4,5,6)Ps und 12 = InsPe.
Der Pfeil zeigt die Position von Ins(1,3,4,5)P,, einem biologischen Isomer, das nur in geringen
Mengen vorhanden ist.
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Die Konzentrationen der Inositolphosphate in der unfixierten rechten und linken
Kleinhirnhemisphare sowie im rechten und linken Kleinhirnwurm sind in Abbildung 3.1.1-2
gezeigt. Die hochsten Konzentrationen wurden fir die Isomere Ins(1,4,5)Ps,
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P,4, Ins(1,3,4,5,6)Ps und InsPs gefunden. InsPs hatte die deutlich
hdchste Konzentration mit etwa 13 nmol/g Feuchtgewicht. Es wurden keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Kleinhirnregionen festgestellt.
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12 4 &3 linke Kleinhirnhemisphare
I rechter Kleinhirnwurm
1 linker Kleinhirnwurm
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Abb. 3.1.1-2: Verteilung der Inositolphosphate in den verschiedenen unfixierten
Kleinhirnregionen. Es sind die Mittelwerte der Kleinhirne (n = 10) dargestellt. Die Fehlerbalken
zeigen die Standardfehler der Mittelwerte (SEM).

3.1.2 Verteilung der Inositolphosphate im fixierten Gehirngewebe

Es wurden nun verschiedene Verbesserungen der Fixierungstechniken getestet, um eine
moglichst optimale Fixierung des Gehirngewebes zu erreichen und damit einerseits eine
exakte anatomisch prézise Dissektion der Gehirne in definierte Regionen innerhalb einer
Stunde auf Eis sowie andererseits stabil metabolisch ,eingefrorene” InsP Konzentrationen

zu erhalten.

28



Ergebnisse

3.1.2.1Einfluss der Immersionsfixierung auf die InsP Konzentrationen

Fur die Immersionsfixierung wurde das Gehirngewebe in die Fixierungslosung fur 3 Tage
bei 4 °C eingelegt. Diese Methode wurde schnell verworfen, weil einerseits das
Gehirngewebe trotz 3 Tage dauernder Immersionsfixierung zu weich war, um eine
genaue Praparation der Gehirnregionen zu ermdglichen und andererseits eine deutliche
Abnahme der InsP Konzentrationen im Vergleich zum unfixierten Gehirngewebe zu
beobachten war (Abb. 3.1.2.1-1). Dennoch wurden im immersionsfixierten Kleinhirn die

gleichen InsP Isomere detektiert wie im unfixierten Kleinhirngewebe.
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Abb. 3.1.2.1-1: Einfluss der Immersionsfixierung auf die InsP Konzentrationen im Kleinhirn.
Das Gehirn einer Wistar-Ratte wurde fiir 3 Tage bei 4 °C immersionsfixiert. Die InsP
Konzentrationen des Kleinhirns wurden durch MDD-HPLC Analyse bestimmt. Die Werte mehrerer
Inositolphosphate sind im Vergleich mit den unfixierten Kleinhirnen (n = 10) erheblich reduziert.

Die Konzentration von Ins(1,4,5)P; nahm im Vergleich zum unfixierten Kleinhirngewebe
um etwa 20 % ab. Die Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P4, 1Ins(1,3,4,5,6)Ps und InsPg
Konzentrationen waren drastischer reduziert. Der Ins(3,4,5,6)P./Ins(1,4,5,6)P, Spiegel
war um mehr als 60 %, der Ins(1,3,4,5,6)Ps Spiegel um fast 50 % und der InsPg Spiegel
um mehr als 75 % verringert. Im Gegensatz dazu waren die Konzentrationen von
Ins(1,3,4,6)P4, Ins(1,2,3,4,5)Ps und Ins(1,2,4,5,6)Ps &hnlich wie die Inositolphosphate im
unfixierten Kleinhirngewebe.

Die Abnahme der InsP Konzentrationen kénnte durch eine insuffiziente Gewebefixierung
hervorgerufen sein, die zu intakten metabolischen Enzymen fuhrt, die dann eine

Degradation der InsP Konzentrationen bewirken.
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3.1.2.2 Einfluss der Perfusionsfixierung auf die InsP Konzentrationen

Aufgrund der schlechten Ergebnisse der Immersionsfixierung wurde eine effizientere
Fixierung, die transkardiale Perfusionsfixierung, durchgefihrt. Diese bewirkt eine sehr
schnelle Penetration der Fixierungslosung in das Gewebe und damit auch eine rasche
Vernetzung und eine Inaktivierung der Proteine einschliel3lich der InsP metabolisierenden
Enzyme. Es wurde als néchstes eine Wistar-Ratte bei Raumtemperatur perfusionsfixiert,
wobei die Dissektion bei 4°C erfolgte (Abschnitt 2.2.1.2.2). Aber auch hier wurden
ahnliche Effekte wie bei der Immersionsfixierung beobachtet. Erneut waren die
Ins(1,4,5)P3, Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P4, Ins(1,3,4,5,6)Ps und InsPs Konzentrationen
deutlich reduziert im Vergleich zu den InsP Konzentrationen des unfixierten
Kleinhirngewebes (Abb. 3.1.2.2-1).
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Abb. 3.1.2.2-1: Einfluss der Perfusionsfixierung bei Raumtemperatur auf die InsP
Konzentrationen im Kleinhirn. Das Gehirn einer Wistar-Ratte wurde bei Raumtemperatur
perfusionsfixiert. Die InsP Konzentrationen des Kleinhirns wurden durch MDD-HPLC Analyse
bestimmt. Die Werte mehrerer Inositolphosphate sind im Vergleich mit den unfixierten Kleinhirnen
(n = 10) deutlich verringert.

Der Ins(1,4,5)P; Spiegel war um mehr als 60 %, der Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Spiegel
um fast 50 %, der Ins(1,3,4,5,6)Ps Spiegel um mehr als 40 % und der InsPg Spiegel um
beinahe 60 % vermindert. Die Konzentrationen von Ins(1,3,4,6)P,, Ins(1,2,3,4,5)Ps und
Ins(1,2,4,5,6)Ps waren wie bei der Immersionsfixierung unverandert.

Die Abnahme der Ins(1,4,5)Ps, Ins(3,4,5,6)P./Ins(1,4,5,6)P,4, Ins(1,3,4,5,6)Ps und InsPg

Konzentrationen konnte darauf hindeuten, dass noch immer InsP metabolisierende
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Enzyme im fixierten Gehirngewebe bei Raumtemperatur aktiv sind. Um das zu
uberprufen, wurden 8 andsthesierte Wistar-Ratten auf Eis gelegt, gekihlt und hierbei
perfusionsfixiert mit 4 °C kalter Fixierungslosung.

Unter diesen Bedingungen waren die Konzentrationen der meisten InsP Isomere

vergleichbar mit den Werten der unfixierten Gehirngewebe (Abb. 3.1.2.2.-2).
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Abb. 3.1.2.2-2: Einfluss der Perfusionsfixierung bei 4 °C auf die InsP Konzentrationen im
Kleinhirn. Die Gehirne von 8 Wistar-Ratten wurde perfusionsfixiert bei 4 °C und die InsP Spiegel
wurden durch MDD-HPLC Analyse untersucht. Dargestellt sind die InsP Konzentrationen der
rechten Kleinhirnhemisphére (A) und dem rechten Kleinhirnwurm (B) im Vergleich mit den
unfixierten Kleinhirnen. Die statistisch signifikanten Unterschiede zwischen unfixierten und
perfusionsfixierten (bei 4 °C) Kleinhirnregionen sind angezeigt: *p < 0,05, ***p < 0,0005, ****p <
0,0001. Abgebildet sind die Mittelwerte. Die Fehlerbalken stellen die Standardfehler der Mittelwerte
(SEM) dar.

Auffallig war, dass die Konzentration von Ins(1,4,5)P; immer noch deutlich reduziert war,
so war der Unterschied in der rechten Kleinhirnhemisphéare (3.1.2.2-2A) (p < 0,05)
signifikant, aber nicht im rechten Kleinhirnwurm (3.1.2.2-2B). Die Konzentrationen von
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P4, Ins(1,2,4,5,6)Ps und InsPg waren nun nur geringfigig
vermindert gegeniiber den schnell aber ohne Fixierung extrahierten Proben. Der
Ins(1,3,4,5,6)Ps Spiegel war &hnlich wie in den unfixierten Kleinhirnregionen. Allerdings
waren die Werte von zwei InsP Isomeren gesteigert. Die Ins(1,2,3,4,5)Ps Konzentration
war sowohl in der rechten Kleinhirnhemisphare (p < 0,0001) als auch im rechten
Kleinhirnwurm (p < 0,0005) signifikant erhoht. Der Ins(1,3,4,6)P, Spiegel war in der
rechten Kleinhirnhemisphare (p < 0,0005) deutlich erhéht, wahrend dieser Unterschied im
rechten Kleinhirnwurm nicht signifikant war.

Es konnte gezeigt werden, dass bei der Perfusionsfixierung bei 4 °C gut fixiertes
Gehirngewebe erhalten wird, welches innerhalb von 60 min prapariert werden kann und

das geringe Veranderungen in der Ins(1,4,5)Ps und InsPg Konzentration aufweist, aber
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keine Verringerung der anderen InsP Spiegel, verglichen mit dem unfixierten
Gehirngewebe.

Nun sollte Uberprift werden, ob mit dieser Art der Fixierung regionale Unterschiede in der
InsP Verteilung untersucht werden kénnen. Unter Verwendung dieser Fixierungstechnik
konnte das Gehirngewebe in mehrere diinne Frontalschnitte mit einer Dicke von 0,2 mm
zerlegt werden. Fur die Untersuchung wurde das Striatum ausgewahlt, weil es schwer zu
praparieren war, dieses konnte in einen lateralen und medialen Teil prapariert werden
(Abb. 3.1.2.2-3).

Abb. 3.1.2.2-3: Praparationsschema des Striatums. Dargestellt ist der Frontalschnitt 4. Der
mediale und der laterale Teil des Striatums sind grau unterlegt.

Das Striatum ist eine heterogene Gehirnstruktur, wobei die regionalen Variationen durch
die unterschiedlichen Funktionen zustande kommen (Szostak et el., 1989). Das mediale
Striatum erhalt kortikale Inputs vorwiegend aus dem medialen prafrontalen Kortex sowie
dem anterioren cingularen Kortex und ist in kognitive Funktionen verwickelt [Rogers et al.,
2001]. Zudem haben verschiedene Studien gezeigt, dass Lasionen oder Blockierungen
der NMDA Rezeptoren das rdumliche Arbeitsgedachtnis im medialen Striatum
beeintrachtigen und eine verminderte Nutzung der raumlichen Strategie im Morris-
Wasser-Labyrinth bewirken [Ragozzino & Choi, 2004]. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass speziell das mediale Striatum zur Verhaltensflexibilitat befahigt ist, wenn
bestimmte Bedingungen den Lernvorgang oder die Nutzung der rdumlicher Information
erfordern, allerdings sind die neurochemischen Prozesse, welche diese Funktion belegen,
noch unklar [Ragozzino & Choi, 2004]. Das laterale Striatum erhalt kortikale Afferenzen
von anterolateralen sowie parietalen Gebieten des Neokortex. Dieser Teil des Striatums

ist hauptsachlich an der motorischen Kontrolle beteiligt [Rogers et al., 2001].
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Die Micro-MDD-HPLC Analyse des Striatums ergab wie im Kleinhirn das die Isomere
InsPg und Ins(1,3,4,5,6)Ps in den hiéchsten Konzentrationen vorhanden sind (Abb. 3.1.2.2-
4B), wahrend die Ins(1,4,5)P; und Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Spiegel deutlicher geringer
waren (Abb. 3.1.2.2-4A). AuRerdem konnten mit dieser Fixierungstechnik regionale
Unterschiede in den InsP Konzentrationen bestimmt werden. Sowohl fur InsPg (Abb.
3.1.2.2-4B) als auch fur Ins(1,4,5)P3 (Abb. 3.1.2.2-4A) wurden hohere Konzentrationen im
medialen Teil des Striatums beobachtet als im lateralen Teil. Im Gegensatz dazu waren
die Spiegel von Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P,4 im lateralen Teil des Striatums héher als im
medialen Teil (Abb. 3.1.2.2-4A). Darlber hinaus wurde in der InsPs Konzentration ein
fronto-okzipitaler Gradient beobachtet. Die InsP¢ Werte waren im frontalen Teil des
Striatums (Frontalschnitt 3) héher als im okzipitalen Teil (Frontalschnitt 5). Die Verteilung
des Ins(1,3,4,5,6)Ps Isomers zeigte jedoch keine regionalen Unterschiede (Abb. 3.1.2.2-
4B).
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Abb. 3.1.2.2-4: Verteilung der Inositolphosphate im Striatum. Die Gehirne von 8 Wistar-Ratten
wurden perfusionsfixiert bei 4 °C. Dargestellt sind die Konzentrationen von Ins(1,4,5)P; (A),
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P,4 (A), Ins(1,3,4,5,6)Ps (B) und InsPg (B) im medialen und lateralen Teil
des Striatums. Die Zahlen (3,4,5) kennzeichnen die Frontalschnitte, aus welchem die Proben
stammen. Frontalschnitt 3 reprasentiert den frontalen Teil und Frontalschnitt 5 kennzeichnet den
okzipitalen Teil des Striatums. Gezeigt sind die Mittelwerte. Die Fehlerbalken stellen die
Standardfehler der Mittelwerte (SEM) dar.

Diese Pilotstudie belegte, dass die optimierte Fixierungstechnik drei Vorteile hat: (1) eine
genlgend strukturelle Fixierung fir anatomisch hochaufgeldste Dissektionen, (2) eine
metabolische Fixierung der InsP Konzentrationen und (3) eine genugend geringe Varianz
der Konzentrationsbestimmungen, so dass regionale und voraussichtlich auch funktionelle

Konzentrationsunterschiede statistisch signifikant zu ermitteln sind.
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3.2 Zeitabhangige Veranderungen der InsP Konzentrationen

Hinsichtlich der Ergebnisse der Perfusionsfixierung bei 4 °C sollte geklart werden, ob sich
die InsP Konzentrationen verandern, wenn das Gehirngewebe in der Fixierungslosung fur
unterschiedliche Zeitpunkte bei 4 °C aufbewahrt wird. Auf diese Art sollten mégliche noch
vorhandene Enzym Aktivitdten ausgeschlossen werden und der Zeitraum gefunden
werden, Uber den Dissektionen ohne wesentliche Veranderung der Analysenergebnisse
maglich sein sollten. Perfusionsfixierte Kleinhirnproben (4 °C) von 4 Wistar-Ratten wurden
unterschiedlich lange (1,5 h, 3 h, 8 h, 24 h, 3 und 7 Tage) in der Fixierungslosung bei 4 °C
inkubiert. Tatsachlich waren die Konzentrationen aller Inositolphosphate mit der Zeit
vermindert (Abb. 3.2-1). Verglichen mit den Konzentrationen, die nach 1,5 h Inkubation
gemessen wurden, nhahmen die Spiegel von Ins(1,4,5)Ps (Abb. 3.2-1A), InsPg (Abb. 3.2-
1B) und Ins (1,2,4,5,6)Ps (Daten nicht gezeigt) nach 3 h Inkubation um etwa 50 % ab.
Nach 7 Tagen Inkubation sanken die Konzentrationen auf etwa 10 % ab. Das
Ins(1,3,4,5,6)Ps Isomer zeigte eine sehr viel auffélligere Konzentrationsabnahme. Die
Konzentration fiel zwischen 1,5 und 3 h um etwa 70 % und war nach 7 Tagen Inkubation
um etwa 97 % reduziert, verglichen mit den 1,5 h Spiegel (Abb. 3.2-1C). Die Isomere
Ins(1,2,3,4,5)Ps (Abb. 3.2-1D) und Ins(3,4,5,6)P./Ins(1,4,5,6)P, (Daten nicht gezeigt),
welche in sehr geringen Konzentrationen im Gehirngewebe vorkommen, zeigten
ahnlichen Konzentrationsabnahmen innerhalb der ersten 8 h. Nach 24 h Inkubation lagen

ihre Konzentration unterhalb des Detektionslimits.
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Abb. 3.2-1: Zeitabhé&ngige Verdnderungen der InsP Konzentrationen. Die Gehirne von 4
Wistar-Ratten wurden perfusionsfixiert bei 4 °C und in der Fixierungslésung fir 1,5 h, 3 h, 8 h, 24
h, 3 und 7 Tage inkubiert. Die Konzentrationen von Ins(1,4,5)P5 (A), InsPs (B), Ins(1,3,4,5,6)Ps (C)
und Ins(1,2,3,4,5)Ps (D) nahmen mit der Zeit kontinuierlich ab. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM.
(nb) nicht bestimmt.
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Die InsP Konzentrationen unterliegen also einer zeitabhédngigen Abnahme, damit ist das
Zeitfenster fur Dissektionen klar limitiert, und es wurde fir die folgenden Studien auf

maximal 1,5 h gesetzt.

3.3 Effekte von erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad auf die InsP
Konzentrationen im Gehirn der Ratte
Es sollte nun untersucht werden, wie sich die Konzentrationen der analysierten InsP
Isomere in den einzelnen Gehirnregionen des Gesamtgehirns in Bezug auf physische
Aktivitat und Stress verandern. Die fur diese Versuche verwendeten Tiere, wurden in 3
Gruppen eingeteilt (Kontrollgruppe, erlerntes Laufen und erzwungenes Laufen). Die Tiere
der Kontrollgruppe (n = 6) wurden keiner physischen und psychischen Komponente sowie
Stress durch experimentelle Manipulationen ausgesetzt (2.2.2.2.1). Dagegen standen
beim erlernten Laufen (n = 6) die physische Aktivitéat sowie Lern- und Gedachtnisprozesse
im Vordergrund (2.2.2.2.2). Das einmalig erzwungene Laufen (n = 6) diente als Modell fur
einen kombinierten akuten physischen und psychischen Stressor (2.2.2.2.3). Hierzu
wurden die Tiere gezwungen, zu laufen.
In den einzelnen Gehirnregionen und Nuklei wurden sowohl in der Kontrollgruppe als
auch nach erlerntem und erzwungenem Laufen nachfolgende InsP Isomere detektiert:
Ins(1,3,4)P3;, Ins(1,4,5)P3;, 1Ins(1,3,4,6)P4, Ins(1,3,4,5)P,4, Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)Py,
Ins(1,2,3,4,6)Ps, Ins(1,2,3,4,5)Ps, Ins(1,2,4,5,6)Ps, Ins(1,3,4,5,6)Ps, InsPg und InsP; (Abb.
3.3-1).
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Abb. 3.3-1: Ausschnitt aus dem InsP Metabolismus in tierischen Zellen. Dargestellt sind die
Konversionswege der Inositolphosphate in tierischen Zellen. Die InsP Isomere, die in den
Untersuchungen nachgewiesen wurden, sind blau markiert. Die Zahlen bezeichnen die Enzyme,
welche die Syntheseschritte katalysieren: 1. PLC, 2. Ins(1,4,5)Ps/Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase, 3.
Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase, 4. Ins(1,3,4)Ps-5/6-Kinase/lns(3,4,5,6)P4-1-Kinase, 5. IPMK, 6. InsPs-
Phosphatase, 7. Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase, 8. MIPP, 9. InsPgs Kinase. Verandert nach [Irvine &
Schell, 2001; Shears, 2004; Yu et al., 2003].
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Ein typisches Micro-MDD-HPLC Chromatogramm am Beispiel des Bulbus olfactorius ist in
Abb. 3.3-2 dargestellt. Im Bulbus olfactorius wurden nachfolgende InsP Isomere
gemessen: Ins(1,3,4)P; (Peak 1), Ins(1,4,5P; (Peak 2), Ins(1,3,4,6)P, (Peak 3),
Ins(1,3,4,5)P, (Peak 4), Ins(3,4,5,6)P./Ins(1,4,5,6)P, (Peak 5), Ins(1,2,3,4,5)Ps (Peak 6),
Ins(1,2,4,5,6)Ps (Peak 7), Ins(1,3,4,5,6)Ps (Peak 8), InsPs (Peak 9) und InsP; (Peak 10).
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Abb. 3.3-2: Micro-MDD-HPLC Chromatogramm im Bulbus olfactorius. Dargestellt sind die InsP
Isomere im Bulbus olfactorius, die Proben stammen aus dem 3 Versuch und hatten &hnliche
Gewichte (Kontrollgruppe = 157,3 mg, erlerntes Laufen = 167,1 mg und erzwungenes Laufen =
170,9 mg). Die einzelnen InsP Isomere wurden durch Vergleich mit einem InsP,-Standard
identifiziert. Die Standard InsP Isomere in der Reihenfolge ihrer Elution: 1 = Ins(1,3,4)Ps, 2
Ins(1,4,5)Ps, 3 = Ins(1,3,4,6)P;, 4 = Ins(1,3,4,5P4, 5 = Ins(3,4,56)P4/Ins(1,4,5,6)P,, 6
Ins(1,2,3,4,5)Ps, 7 =1Ins(1,2,4,5,6)Ps, 8 = Ins(1,3,4,5,6)Ps, 9 = InsPg, 10 = InsP-.

Um die Modifikationen der InsP Konzentrationen in den verschiedenen ZNS Regionen
infolge von erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad besser zu charakterisieren,
wurden 2-dimensionale biochemische Tomogramme erstellt. Bei der Praparation wurde
das Gehirn in 5 Frontalschnitte (0,4 mm Dicke) zerlegt (Abb. 3.3-3) und anschlieBend in
definierte Gehirnregionen und Nuklei segmentiert (Tab. 2.2.2.2.1-1). Fur die Anfertigung
der biochemischen Tomogramme wurden diese Frontalschnitte einschlieRlich der
dissezierten Regionen rekonstruiert und die Konzentrationen der InsP Isomere (ber eine
Falsch-Farben-Skala dargestellt.
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Bulbus olfactorius
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Abb. 3.3-3: Darstellung der Frontalschnitte im Gehirn der Ratte.

3.3.1 Verédnderungen der Ins(1,4,5P; Konzentration nach erlerntem und

erzwungenem Laufen im Laufrad

Das Ins(1,4,5)P3 entsteht bei der Hydrolyse des Membranphospholipids Ptdins(4,5)P,, die
Reaktion wird durch PLC-B, katalysiert [Berridge, 1993] (Abb. 3.3-1). Eine Ubersicht tiber
die Ins(1,4,5)P; Konzentrationen in der Kontrollgruppe sowie nach erlerntem und
erzwungenem Laufen zeigt Abb. 3.3.1-1. Die mittlere Ins(1,4,5)P3; Konzentration betrug in
der Kontrollgruppe 10,12 + 0,34 nmol/g Fg und war nach erlerntem (9,56 + 0,40 nmol/g

Fg) und erzwungenem Laufen im Laufrad (8,97 + 0,39 nmol/g Fg) reduziert.

In den Gehirnregionen der Kontrollgruppe lagen die Normal- Ins(1,4,5)P; Konzentrationen
zwischen 3,75 und 16,28 nmol/g Fg. Die hochsten Konzentrationen wurden im linken
Nukleus olfactorius mit Tuberculum olfactorium (notl) (13,16 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.1-1A),
im rechten cingularen Kortex (cicr) (16,12 nmol/g Fg) und im rechten lateralen Striatum
(stlr) (14,52 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.1-1D) sowie im linken okzipital Pol (ocpl) (16,28 nmol/g
Fg) (Abb. 3.3.1-1M) gefunden. Dagegen wiesen der rechte Thalamus (thar) (3,75 nmol/g
Fg) (Abb. 3.3.1-1J), die Kleinhirnhemispharen (klh) (4,90 nmol/g Fg) und die Medulla
oblongata (mob) (5,06 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.1-M) niedrige Ins(1,4,5)P; Konzentrationen
auf. Somit sind die hohen Ins(1,4,5)P; Spiegel fast ausschlielich in weit frontal bzw.
okzipital liegenden Gehirnregionen zu finden. Gleichzeitig konnte ein deutlicher
links/rechts Unterschied in der Ins(1,4,5)P; Konzentration festgestellt werden. Dieser
zeigte sich besonders im frontopolaren Kortex (fpcl/fpcr) und im Nukleus olfactorius mit
Tuberculum olfactorium (notl/notr) (Abb. 3.3.1-1A), in der motorischen Region des
parietalen Kortex (pacml/pacmr) (Abb. 3.3.1-1D) sowie im okzipitalen (occl/occr) und
cingularen Kortex (cicl/cicr) (Abb. 3.3.1-1G und J).
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Nach erlerntem Laufen zeigte sich ein verandertes Muster der Ins(1,4,5)P; Verteilung
(Normal-Konzentrationen zwischen 3,45 und 17,0 nmol/g Fg). Die Ins(1,4,5)P;
Konzentrationen in den Gehirnregionen des Frontalschnitts 1 (Abb. 3.3.1-1B) und des
Frontalschnitts 4 (Abb. 3.3.1-1K) nahmen im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe nach
erlerntem Laufen ab, wahrend in den Gehirnregionen des Frontalschnitts 3 (Abb. 3.3.1-
1H) ein Ins(1,4,5)P; Anstieg beobachtet wurde. Dagegen waren die Ins(1,4,5)P; Spiegel
in den meisten Gehirnregionen des Frontalschnitts 2 (Abb. 3.3.1-1E) und des
Frontalschnitts 5 (Abb. 3.3.1-1N) unverandert, verglichen mit der Kontrollgruppe. Eine
Ausnahme bildete der parietale Kortex (pacm/pacs), der eine Ins(1,4,5)P;
Konzentrationszunahme aufwies (Abb. 3.3.1-1E). Der in der Kontrollgruppe gefundene
links/rechts Unterschied im Ins(1,4,5)Ps Spiegel war nach erlerntem Laufen weniger stark
ausgepragt und konnte nur noch im frontopolaren Kortex (fpcl/fpcr) und im Nukleus
olfactorius mit Tuberculum olfactorium (notl/notr) (Abb. 3.3.1-1B), im Hypothalamus
(hypl/hypr) (Abb. 3.3.1-1E) sowie im cingularen Kortex (cicl/cicr) (Abb. 3.3.1-1K) deutlich

erfasst werden.

Nach erzwungenem Laufen im Laufrad wurde wie nach erlerntem Laufen eine &ahnliche
Verédnderung der Ins(1,4,5)P; Konzentration festgestellt. Die Gehirnregionen der
Frontalschnitte 1 (Abb. 3.3.1-1C) und 4 (Abb. 3.3.1-1L) zeigten eine Abnahme des
Ins(1,4,5)P; Spiegels, dagegen waren die Ins(1,4,5)P; Konzentrationen in den
Gehirnregionen der Frontalschnitte 2 (Abb. 3.3.1-1F) und 5 (Abb. 3.3.1-10) &hnlich hoch
wie in den Kontrollgruppen. Wobei der parietale Kortex (pacm/pacs) im Frontalschnitt 2
eine Zunahme des Ins(1,4,5)P; Spiegels zeigte (Abb. 3.3.1-1F). Die Gehirnregionen des
Frontalschnitts 3 (Abb. 3.3.1-1l) bildeten eine Ausnahme, hier fiihrte erzwungenes Laufen
im Laufrad zu einer Ins(1,4,5)P; Zunahme in allen Kortexarealen auf der rechten Seite,
wahrend die anderen Gehirnregionen eine geringfligige Abnahme der Ins(1,4,5)P;
Konzentration aufwiesen. Die Bestimmung der Normal-Konzentrationen ergab einen
Ins(1,4,5)P; Spiegel zwischen 4,0 und 17,03 nmol/g Fg. Der gefundene links/rechts
Unterschied war nach erzwungenem Laufen deutlicher ausgepragt als in der
Kontrollgruppe. Auffallige Hemisphéarenunterschiede wurden in den Gehirnregionen des
Frontalschnitts 1 (Abb. 3.3.1-1C), sowie im okzipitalen (occl/occr) (Abb. 3.3.1-1l),
temporalen (tecl/tecr) (Abb. 3.3.1-11) und entorhinalen Kortex (encl/encr) (Abb. 3.3.1-1L)

nachgewiesen.

Um die Veréanderungen der Ins(1,4,5)P; Konzentrationen nach erlernter und erzwungener
korperlicher Aktivitat im Laufrad deutlich zu machen, wurden die Unterschiede zwischen
erlerntem bzw. erzwungenem Laufen im Laufrad und der Kontrollgruppe ermittelt und in
Differenztomogrammen dargestellt. Eine Ubersicht tber die delta Veranderungen der
Ins(1,4,5)P3; Konzentration ist in Abb. 3.3.1-2 gezeigt.
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Frontalschnitt 1

hipl

; hipr
A

strl strr

Frontalschnitt 5
M i

3. 4 5 e 6 7 8 9 10—.11—12—13—14—15| nmol/g Fg

Abb. 3.3.1-1: Verteilung von Ins(1,4,5)P; in der Kontrollgruppe sowie nach erlerntem und
erzwungenem Laufen im Laufrad im Gehirn der Ratte. Dargestellt sind die Ins(1,4,5)P3
Konzentrationen im Frontalschnitt 1 (A-C), im Frontalschnitt 2 (D-F), im Frontalschnitt 3 (G-I), im
Frontalschnitt 4 (J-L) und im Frontalschnitt 5 (M-O) in der Kontrollgruppe sowie nach erlerntem und
erzwungenem Laufen. Die Bezeichnung der Gehirnregionen ist in Tab. 3.3.1-1 gezeigt. Die
Ventrikel sind schwarz markiert und die grauen Regionen sind nicht préparierte Areale.
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Bezeichnung

Region und Nuklei

amyl
amyr
buo
brm
cicl
cicr
encl
encr
fpcl
fpcr
frx
hipl
hipr
hypl
hypr
kih
Klw
mih
mob
notl
notr
occl
occr
ocpl
ocpr
pacml
pacmr
pacsl
pacsr
pecl
pecr
picl
picr
shn
sep
stll
stir
stml
stmr
strl
strr
tecl
tecr
thal
thar
tuo
wm

Amygdala links

Amygdala rechts

Bulbus olfactorius

Bricke bis Mittelhirn

cingularer Kortex links

cingularer Kortex rechts

entorhinaler Kortex links

entorhinaler Kortex rechts

frontopolarer Kortex links

frontopolarer Kortex rechts

Fornix

Hippocampus links

Hippocampus rechts

Hypothalamus links

Hypothalamus rechts
Kleinhirnhemispharen

Kleinhirnwurm

Mittelhirn

Medulla oblongata

Nukleus olfactorius mit Tuberculum olfactorium links
Nukleus olfactorius mit Tuberculum olfactorium rechts
okzipitaler Kortex links

okzipitaler Kortex rechts
okzipital Pol links

okzipital Pol rechts

parietaler Kortex, motorisch links
parietaler Kortex, motorisch rechts
parietaler Kortex, somatosensorisch links
parietaler Kortex, somatosensorisch rechts
piriformer mit entorhinalem Kortex links
piriformer mit entorhinalem Kortex rechts
piriformer Kortex links

piriformer Kortex rechts

Sehnerven

Septum

Striatum, lateral links

Striatum, lateral rechts

Striatum, medial links

Striatum, medial rechts

Striatum links

Striatum rechts

temporaler Kortex links

temporaler Kortex rechts

Thalamus links

Thalamus rechts

Tuberculum olfactorium

weille Substanz

Tab. 3.3.1-1: Bezeichnung der Gehirnregionen und Nuklei.
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Abb. 3.3.1-2: Delta Veranderung der Ins(1,4,5P; Konzentration nach erlerntem und
erzwungenem Laufen im Gehirn der Ratte. Gezeigt sind die Ins(1,4,5)P; Spiegel im
Frontalschnitt 1 (A-C), im Frontalschnitt 2 (D-F), im Frontalschnitt 3 (G-1), im Frontalschnitt 4 (J-
L) und im Frontalschnitt 5 (M-O) nach erlerntem und erzwungenem Laufen. Die
Konzentrationszunahme von Ins(1,4,5)P; spiegelt der rot-gelbe Farbbereich wieder, dagegen ist
die Abnahme durch blaue Farben gekennzeichnet. Signifikante Erhéhungen und Erniedrigungen
weisen einen Stern (*) auf. Die Bezeichnung der Gehirnregionen ist in Tab. 3.3.1-1 gezeigt.
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Erlerntes Laufen im Laufrad fuhrte im frontopolaren Kortex (fpcl/fpcr) und im Nukleus
olfactorius mit Tuberculum olfactorium (notl/notr) zu geringfligigen Veradnderungen der
Ins(1,4,5)P; Konzentration (Abb. 3.3.1-2A und B). Nach erzwungenem Laufen im Laufrad
konnte dagegen eine deutliche Abnahme der Ins(1,4,5)P; Konzentration im linken
frontopolaren Kortex (fpcl) und im linken Nukleus olfactorius mit Tuberculum olfactorium
(notl) festgestellt werden (Abb. 3.3.1-2A und C). Eine signifikante Reduktion wurde aber
nur im linken frontopolaren Kortex (fpcl) beobachtet (Abb. 3.3.1-3). Gleichzeitig wiesen die
Sehnerven (shn) eine starke, allerdings nicht signifikante Verminderung des Ins(1,4,5)Ps

Spiegels unter beiden Bedingungen auf.
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Abb. 3.3.1-3: Ins(1,4,5)P; Konzentration im frontopolaren Kortex. Gezeigt sind die Ins(1,4,5)P3
Konzentrationen im linken (fpcl) und rechten frontopolaren Kortex (fpcr) nach erlerntem und
erzwungenem Laufen. Die statistisch signifikanten Differenzen zwischen der Kontrollgruppe und
dem erlernten bzw. erzwungenen Laufen sind markiert: **p < 0,005. Abgebildet sind die Mittelwerte
(n>4) + SEM.

Alle Gehirnregionen des Frontalschnitts 2 zeigten im Gegensatz zu Frontalschnitt 1
starkere Veranderungen der Ins(1,4,5)P; Konzentration nach erlerntem und erzwungenem
Laufen im Laufrad (Abb. 3.3.1-2D). Allerdings konnte eine signifikante Erniedrigung des
Ins(1,4,5)P; Spiegels (p < 0,05) nur im rechten lateralen Striatum (stlr) nach erlerntem
Laufen (Abb. 3.3.1-2E und 3.3.1-4A) und im Tuberculum olfactorium (tuo) nach
erzwungenem Laufen (Abb. 3.3.1-2F und 3.3.1-4B) nachgewiesen werden.

Die Induktion der Ins(1,4,5)P; Konzentrationsveranderung nach erlerntem und
erzwungenem Laufen im Laufrad konnte auch in den Gehirnregionen des Frontalschnitts
3 bestatigt werden (Abb. 3.3.1-2G). Die Modifikationen waren besonders im
Hypothalamus (hypl/hypr), Hippocampus (hipl/hipr) und allen Kortexregionen erkennbar
(Abb. 3.3.1-2G). Nach erlerntem Laufen konnte eine signifikante Erhthung des
Ins(1,4,5)P; Spiegels (p < 0,05) im linken temporalen Kortex (tecl) (Abb. 3.3.1-2H und
3.3.1-5A) und eine signifikante Erniedrigung im rechten Thalamus (thar) (Abb. 3.3.1-5C)

nachgewiesen werden. Zudem wurde nach erzwungenem Laufen eine signifikante
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Ins(1,4,5)P3; Zunahme (p < 0,05) im rechten temporalen Kortex (tecr) (Abb. 3.3.1-2I und
3.3.1-5A) und eine Konzentrationsabnahme (p < 0,05) im Fornix (frx) (Abb. 3.3.1-2] und
Abb. 3.3.1-5B) sowie im rechten Thalamus (thar) (Abb. 3.3.1-5C) festgestellt.
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Abb. 3.3.1-4: Ins(1,4,5)P; Konzentrationen im lateralen Striatum und im Tuberculum

olfactorium. Gezeigt sind die Ins(1,4,5)P; Konzentrationen im linken (stll) und rechten lateralen
Striatum (stlr) (A) sowie im Tuberculum olfactorium (tuo) (B) nach erlerntem und erzwungenem
Laufen. Die statistisch signifikanten Differenzen zwischen der Kontrollgruppe und dem erlernten
bzw. erzwungenen Laufen sind markiert: *p < 0,05. Abgebildet sind die Mittelwerte (n > 4) + SEM.
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Abb. 3.3.1-5: Ins(1,4,5)P; Konzentration im temporalen Kortex, im Fornix und im Thalamus.
Gezeigt sind die Ins(1,4,5)P; Konzentrationen im linken (tecl) und rechten temporalen Kortex (tecr)
(A), im Fornix (frx) (B) sowie im linken (thal) und rechten Thalamus (thar) (C) nach erlerntem und
erzwungenem Laufen. Die statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und
dem erlernten bzw. erzwungenen Laufen sind markiert: *p < 0,05. Gezeigt sind die Mittelwerte (n >
5) £ SEM.
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Beide Bedingungen verursachten eine Abnahme der Ins(1,4,5)P; Konzentration in allen
Gehirnregionen des Frontalschnitts 4, nur der rechte Thalamus (thar) und okzipitale
Kortex (occr) sowie der linke cingulare Kortex (cicl) zeigten eine Zunahme (Abb. 3.3.1-2J).
Signifikant war die Ins(1,4,5)P; Reduktion (p < 0,05) nur im rechten entorhinalen Kortex
(encr) (Abb. 3.3.1-2K und 3.3.1-6).
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Abb. 3.3.1-6: Ins(1,4,5)P; Konzentration im entorhinalen Kortex. Gezeigt sind die Ins(1,4,5)P3
Konzentrationen im linken (encl) und rechten entorhinalen Kortex (encr) nach erlerntem und
erzwungenem Laufen. Die statistisch signifikanten Differenzen zwischen der Kontrollgruppe und
dem erlernten bzw. erzwungenen Laufen sind markiert: *p < 0,05. Abgebildet sind die Mittelwerte
(n>4) £ SEM.

Die Messung der Ins(1,4,5)P; Konzentration im Frontalschnitt 5 (Abb. 3.3.1-2M) ergab,
dass der linke okzipital Pol (ocpl) sowohl nach erlerntem (Abb. 3.3.1-3N) als auch nach
erzwungenem Laufen (Abb. 3.3.1-30) eine leichte Ins(1,4,5)P; Erhdohung (= 15 %)
aufwies, wahrend der rechte okzipital Pol (ocpr) eine signifikante Verminderung (p < 0,05)
zeigte (Abb. 3.3.1-2M und 3.3.1-7). Die Kleinhirnregionen wiesen eine Ins(1,4,5)P3
Abnahme auf nach erlernter und erzwungener kérperlicher Aktivitat im Laufrad, wahrend
die Medulla oblongata (mob) eine Zunahme zeigte, wobei die Starke der Veranderung

variierte.
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Abb. 3.3.1-7: Ins(1,4,5)P; Konzentration im okzipital Pol. Dargestellt sind die Ins(1,4,5)P3
Spiegel im linken (ocpl) und rechten okzipital Pol (ocpr) nach erlerntem und erzwungenem Laufen.
Die statistisch signifikanten Differenzen zwischen der Kontrollgruppe und dem erlernten bzw.
erzwungenen Laufen sind markiert: *p < 0,05. Gezeigt sind die Mittelwerte (n > 4) + SEM.
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3.3.2 Veranderungen der Ins(1,3,4,5P, Konzentration nach erlerntem und

erzwungenem Laufen im Laufrad

Ins(1,3,4,5)P, wird bei der Phosphorylierung von Ins(1,4,5)P; durch die Ins(1,4,5)P3-3-
Kinase gebildet [Nalaskowski & Mayr, 2004; Xia & Yang, 2005] (Abb. 3.3-1). Die mittlere
Ins(1,3,4,5)P4 Konzentration betrug bei der Kontrollgruppe 1,37 + 0,08 nmol/g Fg und war
nach erlerntem Laufen in Laufrad leicht erhéht (1,43 = 0,08 nmol/g Fg) und nach

erzwungenem Laufen im Laufrad vermindert (1,32 + 0,08 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.2-1).

In den Gehirnregionen der Kontroligruppe lagen die Normal- Ins(1,3,4,5)P,
Konzentrationen zwischen 0,10 und 2,66 nmol/g Fg. Hohe Ins(1,3,4,5)P, Spiegel wurden
im Nukleus olfactorius mit Tuberculum olfactorium (not) (2,27 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.2-1A),
im cingularen Kortex (cic) (2,26 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.2-1D), im piriformen mit
entorhinalem Kortex (pec) (2,57 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.2-1G) und im Hippocampus (hip)
(2,51 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.2-1J) gemessen. Hingegen zeigten das Striatum (str) (0,63
nmol/g Fg) (Abb. 3.3.2-1G), der Thalamus (tha) (0,39 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.2-1J), das
Kleinhirn (0,17 nmol/g Fg) und die Medulla oblongata (mob) (0,10 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.2-
1M) niedrige Ins(1,3,4,5)P4 Konzentrationen. Die Hemispharenasymmetrie war besonders
im parietalen (pacm/pacs) (Abb. 3.3.2-1D) und entorhinalen Kortex (enc) (Abb. 3.3.2-1J)
deutlich.

Erlerntes Laufen im Laufrad induzierte eine Veranderung des Ins(1,3,4,5)P, Spiegels
(Konzentrationsbereich zwischen 0,13 und 2,40 nmol/g Fg). Nahezu alle Gehirnregionen
des Frontalschnitts 2 (Abb. 3.3.2-1E) zeigten eine Zunahme der Ins(1,3,4,5)P,
Konzentration. Gleiches konnte auch fiir den Hippocampus (hip) und die Amygdala (amy)
des Frontalschnitts 3 (Abb. 3.3.2-1H) sowie flr den entorhinalen Kortex (enc) des
Frontalschnitts 4 (Abb. 3.3.2-1K) beobachtet werden. Demgegenitber waren die
Ins(1,3,4,5)P, Spiegel in den anderen Gehirnregionen unverandert, verglichen mit der
Kontrollgruppe. Die Hemispharenasymmetrie konnte nur im piriformen Kortex (picl/picr)
(Abb. 3.3.2-1E) bestétigt werden.

Der Effekt des erzwungenen Laufen im Laufrad auf die Ins(1,3,4,5)P, Konzentration im
Gehirn der Ratte war deutlicher ausgeprégt. Die Gehirnregionen der Frontalschnitte 1
(Abb. 3.3.2-1C), 4 (Abb. 3.3.2-1L) und 5 (Abb. 3.3.1-10) zeigten eine Abnahme des
Ins(1,3,4,5)P, Spiegels. In den Gehirnregionen des Frontalschnitts 2 (Abb. 3.3.2-1F) und
3 (Abb. 3.3.2-1l) waren die Ins(1,3,4,5P, Spiegel ahnlich hoch wie in den
Kontrollgruppen. Ein Ausnahme bildete das linke Striatum (stll) (Abb. 3.3.2-1F) und der
Hippocampus (hip) (Abb. 3.3.2-1l), die eine Ins(1,3,4,5)P, Konzentrationszunahme
zeigten. Der gefundene Hemispharenunterschied war im cingularen Kortex (cicl/cicr)
(Abb. 3.3.2-1F-L) und im Striatum (stll/stlr) (Abb. 3.3.2-1F) besonders auffallig.
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Die erstellten Differenztomogramme zeigen die Veranderung der 1Ins(1,3,4,5)P,
Konzentration nach erlernten und erzwungenen Laufen im Laufrad (Abb. 3.3.2-2). Die
Gehirnregionen des Frontalschnitts 1 wiesen nach beiden Einflissen eine Erniedrigung
des Ins(1,3,4,5)P, Spiegels auf (Abb. 3.3.2-1A-C). Nur der Bulbus olfactorius (buo) zeigte
eine Erhdhung um etwa 15 % (Abb. 3.3.2-1A). Erlerntes Laufen im Laufrad bewirkte eine
Ins(1,3,4,5)P,4 Konzentrationszunahme in den Gehirnregionen des Frontalschnitts 2 (Abb.
3.3.2-2 D und E), welche besonders in der linken Hemisphare sehr deutlich war. Dagegen
verursachte erzwungenes Laufen im Laufrad in den meisten Gehirnregionen des
Frontalschnitts 2 eine Abnahme des Ins(1,3,4,5)P, Spiegels (Abb. 3.3.2-2D und F). Eine
Ausnahme bildeten das linke Striatum (stll) und der linke Hypothalamus (hypl), in denen
eine ausgepragte Ins(1,3,4,5)P, Erh6hung nachgewiesen wurde. In den Gehirnregionen
des Frontalschnitts 3 war eine deutliche Ins(1,3,4,5)P, Konzentrationsveranderung auf
bestimmte Gehirnareale beschrankt. Es zeigte sich eine Ins(1,3,4,5)P, Zunahme im
cingularen Kortex (cicl/cicr), im Hippocampus (hipl/hipr), im Striatum (strl/atrr), im
temporalen Kortex (tecl/tecr) und in der Amygdala (amyl/amyr) nach erlerntem und
erzwungenem Laufen im Laufrad (Abb. 3.3.2-2 G-I). Diese war im rechten Hippocampus
(hipr) nach erlerntem Laufen (Abb. 3.3.2-2H und 3.3.2-3A) und im linken cinguldren
Kortex (cicl) nach erzwungenem Laufen (Abb. 3.3.2-21 und 3.3.2-3B) signifikant (p < 0,05).
Erlerntes und erzwungenes Laufen im Laufrad hatten einen begrenzten Effekt auf die
Ins(1,3,4,5)P,4 Konzentration in den Gehirnregionen des Frontalschnitts 4 (Abb. 3.3.2-2J).
So wurde eine deutliche Zunahme der Ins(1,3,4,5)P, Konzentration im linken cingularen
(cicl) und okzipitalen Kortex (occl) sowie im rechten entorhinalem Kortex (encr) gemessen
und eine klare Abnahme in den Ubrigen Gehirnarealen nach erlerntem Laufen im Laufrad
(Abb. 3.3.2-2K). Nach erzwungenem Laufen zeigte sich eine Steigerung des
Ins(1,3,4,5)P,4 Spiegels im linken cingularen Kortex (cicl) und im rechten Thalamus (thar),
dagegen wiesen die anderen Gehirnregionen dieses Frontalschnitts eine Reduktion auf
(Abb. 3.3.2-2L). In den Gehirnregionen des Frontalschnitts 5 wurden unter beiden
Bedingungen eine deutliche Abnahme der Ins(1,3,4,5)P, Konzentration nachgewiesen
(Abb. 3.3.2-2M), die im linken okzipital Pol (ocpl) nach erlernter korperlicher Aktivitat im
Laufrad signifikant (p < 0,05) war (Abb. 3.3.2-2N und 3.3.2-4).
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Kontrolle erlerntes Laufen erzwungenes Laufen
Frontalschnitt 1
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Abb. 3.3.2-1: Verteilung von Ins(1,3,4,5)P, in der Kontrollgruppe sowie nach erlerntem und
erzwungenem Laufen im Laufrad im Gehirn der Ratte. Dargestellt sind die Ins(1,3,4,5)P,
Konzentrationen im Frontalschnitt 1 (A-C), im Frontalschnitt 2 (D-F), im Frontalschnitt 3 (G-1), im
Frontalschnitt 4 (J-L) und im Frontalschnitt 5 (M-O) in der Kontrollgruppe sowie nach erlerntem und
erzwungenem Laufen. Die Bezeichnung der Gehirnregionen ist in Tab. 3.3.1-1 gezeigt. Die
Ventrikel sind schwarz markiert und die grauen Regionen sind nicht préparierte Areale.

47



Ergebnisse

_ erlerntes Laufen erzwungenes Laufen
Frontalschnitt 1 A

20

Emm erlerntes Laufen

° B
-10
notl notr

delta Ins(1,3,4,5)P, vs Kontrolle [%]

-20
-30
-40
fpcl fper notl notr buo shn
Frontalschnitt 2 D

160

mm—erlerntes Laufen
140 == erzwungenes Laufen

120
100
80
60
40

cicl cicr
m

delta Ins(1,3,4,5)P, vs Kontrolle [%]

2 | |
0t 1 illn i (1 stil  hypl
2] | I
0 O Q O N Q
N N
& eﬁo“i@“i?%@"éq*gq*é SIS RE S
Frontalschnitt 3 G H

140
g mmm erlerntes Laufen
S 120 1= erzwungenes Laufeh ¥ occl
S 100 wo
=1 * ¥
g w frx  hipl @
» 60
2
o 40 |
@ str| strl
$ L
g o L
£ -zo” H : hypl hypr hypl hypr
s "
3 40 ¥
3 .

-60

2

S
SELEES FERE

Frontalschnitt 4 J

150

= erlerntes Laufen
=1 erzwungenes Laufen| 4 y
aiel cicr

win

hipr
50 ’7
0 I thar

e

100

-50

delta Ins(1,3,4,5)P, vs Kontrolle [%]

-100

> A >
NN

Frontalschnitt 5 M

40

mmmm erlerntes Laufen

30 {E== erzwungenes Laufen
20
10
0

-10

-20

delta Ins(1,3,4,5)P, vs Kontrolle [%]

304

-40

% T
-60 -40 -20 0 20 40 60 80 100

Abb. 3.3.2-2: Delta Veradnderung der Ins(1,3,4,5)P, Konzentration nach erlerntem und
erzwungenem Laufen im Gehirn der Ratte. Gezeigt sind die Ins(1,3,4,5)P, Spiegel im
Frontalschnitt 1 (A-C), im Frontalschnitt 2 (D-F), im Frontalschnitt 3 (G-I), im Frontalschnitt 4 (J-L)
und im Frontalschnitt 5 (M-O) nach erlerntem und erzwungenem Laufen. Die
Konzentrationszunahme von Ins(1,3,4,5)P, spiegelt der rot-gelbe Farbbereich wieder, dagegen ist
die Abnahme durch blaue Farben gekennzeichnet. Signifikante Erhéhungen und Erniedrigungen
weisen einen Stern (*) auf. Die Bezeichnung der Gehirnregionen ist in Tab. 3.3.1-1 gezeigt.
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Abb. 3.3.2-3: Ins(1,3,4,5)P, Konzentration im Hippocampus und im cinguldren Kortex.
Dargestellt sind die Ins(1,3,4,5)P, Konzentrationen im linken (hipl) und rechten Hippocampus (hipr)
(A) sowie im linken (cicl) und rechten cinguldren Kortex (cicr) (B) nach erlerntem und
erzwungenem Laufen. Die statistisch signifikanten Differenzen zwischen der Kontrollgruppe und
dem erlernten bzw. erzwungenen Laufen sind markiert: *p < 0,05. Abgebildet sind die Mittelwerte

(n > 5) + SEM.

[—— Kontrollgruppe
== erlerntes Laufen

[
o
T
S
=
c
O — 3 A
N P mmmm erzwungenes Laufen
S ]
o — 1
1
o e T I
S 1
<
™
= 0 . ;
(%))
c ocpl ocpr

Abb. 3.3.2-4: Ins(1,3,4,5)P, Konzentration im okzipital Pol. Gezeigt sind die Ins(1,3,4,5)P,
Konzentrationen im linken (ocpl) und rechten okzipital Pol (ocpr) nach erlerntem und erzwungenem
Laufen. Die statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und dem erlernten
bzw. erzwungenen Laufen sind markiert: *p < 0,05. Abgebildet sind die Mittelwerte (n > 4) + SEM.

3.3.3 Veranderungen der 1Ins(1,3,4)P; Konzentration nach erlerntem und

erzwungenem Laufen im Laufrad

Das Ins(1,3,4)P; entsteht durch Dephosphorylierung aus Ins(1,3,4,5)P,, wobei die
Reaktion durch die 5-Phosphatase katalysiert wird [Majerus et al., 1999] (Abb. 3.3-1). Der
Mittelwert des Ins(1,3,4)Ps; Spiegels betrug bei der Kontrollgruppe 0,35 + 0,02 nmol/g Fg
und war nach erlerntem (0,47 + 0,02 nmol/g Fg) und erzwungenem Laufen im Laufrad
(0,48 + 0,03 nmol/lg Fg) erhoht. Eine Zusammenfassung Uber die Ins(1,3,4)Ps

Konzentrationen in der Kontrollgruppe sowie nach erlerntem und erzwungenem Laufen
dokumentiert Abb. 3.3.3-1.
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In der Kontrollgruppe zeigte sich, dass die weit frontal liegenden Gehirnregionen
(Frontalschnitt 1 und 2) hohe Ins(1,3,4)P; Konzentrationen aufwiesen (Abb. 3.3.3-1A und
D). Im Gegensatz dazu wurden in den Gehirnregionen, die medial und okzipital liegen
(Frontalschnitt 3 bis 5), deutlich verminderte Ins(1,3,4)P; Konzentrationen gemessen,
verglichen mit den frontal liegenden Gehirnregionen (Abb. 3.3.3-1G, J und M). Die
Bestimmung der Normal-Konzentrationen ergab einen Ins(1,3,4)P; Spiegel zwischen 0,12
und 0,61 nmol/g Fg. Des weiteren konnte kein deutlicher links/rechts Unterschied in der

Kontrollgruppe festgestellt werden.

Erlerntes Laufen im Laufrad induzierte eine Ins(1,3,4)P; Konzentrationsveranderung im
Gehirn der Ratte (Konzentrationsbereich zwischen 0,14 und 0,79 nmol/g Fg). Alle
Gehirnregionen zeigten im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen gesteigerte Ins(1,3,4)Ps
Spiegel. Jedoch war die Zunahme in den frontal gelegenen Gehirnregionen (Frontalschnitt
1 und 2) am starksten ausgebildet (Abb. 3.3.3-1B und E). Die hochsten Ins(1,3,4)Ps
Konzentrationen wurden im Nukleus olfactorius mit Tuberculum olfactorium (not) (0,73
nmol/g Fg) (Abb. 3.3.2-1B), im Tuberculum olfactorium (tuo) (0,79 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.3-
1E), im linken Hippocampus (hipl) (0,76 nmol/g Fg) und im linken piriformen mit
entorhinalem Kortex (pecl) (0,79 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.3-1H) gemessen. Ein deutlicher
links/rechts Unterschied konnte im Hypothalamus (hypl/hypr) (Abb. 3.3.3.-1E), im
Hippocampus (hipl/hipr) und im piriformen mit entorhinalem Kortex (pecl/pecr) (Abb. 3.3.3-

1H) bestimmt werden.

Auch das erzwungene Laufen im Laufrad hatte einen direkten Einfluss auf den
Ins(1,3,4)P; Spiegel im Gehirn der Ratte (Normalkonzentration zwischen 0,13 und 0,90
nmol/g Fg). Alle Gehirnregionen wiesen eine Ins(1,3,4)P; Konzentrationszunahme auf,
verglichen mit der Kontrollgruppe. Besonders deutlich war dies in den frontal liegenden
Gehirnregionen (Frontalschnitt 1 und 2) zu sehen (Abb. 3.3.3-1C und F). Allerdings war
die Starke der Zunahme deutlich hoéher als nach erlerntem Laufen im Laufrad. Hohe
Ins(1,3,4)P; Spiegel wurden im frontopolaren Kortex (fpc) (0,90 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.3-
1C), im linken cingularen Kortex (cicl) (0,85 nmol/g Fg), im linken Striatum (stll) (0,85
nmol/g Fg) und in der linken motorischen Region des parietalen Kortex (pacml) (0,88
nmol/g Fg) (Abb. 3.3.3-1F) nachgewiesen. Der gefundene links/rechts Unterschied war
nach erzwungenem Laufen deutlicher ausgepragt als nach erlerntem Laufen und in der
Kontrollgruppe. Aufféallige Hemisph&renunterschiede wurden im Hypothalamus (hypl/hypr)
(Abb. 3.3.3-1F), im okzipitalen (occl/occr), temporalen (tecl/tecr) und piriformen mit

entorhinalem Kortex (pecl/pecr) (Abb. 3.3.3-1I) bestimmt.

Die Differenztomogramme fiir die Veranderung des Ins(1,3,4)P; Spiegels im Gehirn der
Ratte sind in Abb. 3.3.3-2 dargestellt.
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Abb. 3.3.3-1: Verteilung von Ins(1,3,4)Ps; in der Kontrollgruppe sowie nach erlerntem und
erzwungenem Laufen im Laufrad im Gehirn der Ratte. Dargestellt sind die Ins(1,3,4)P;
Konzentrationen im Frontalschnitt 1 (A-C), im Frontalschnitt 2 (D-F), im Frontalschnitt 3 (G-1), im
Frontalschnitt 4 (J-L) und im Frontalschnitt 5 (M-O) in der Kontrollgruppe sowie nach erlerntem und
erzwungenem Laufen. Die Bezeichnung der Gehirnregionen ist in Tab. 3.3.1-1 gezeigt. Die
Ventrikel sind schwarz markiert und die grauen Regionen sind nicht préaparierte Areale.
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Abb. 3.3.3-2: Delta Veranderung der Ins(1,3,4)P; Konzentration nach erlerntem und
erzwungenem Laufen im Gehirn der Ratte. Gezeigt sind die Ins(1,3,4)Ps; Spiegel im
Frontalschnitt 1 (A-C), im Frontalschnitt 2 (D-F), im Frontalschnitt 3 (G-I), im Frontalschnitt 4 (J-L)
und im Frontalschnitt 5 (M-O) nach erlerntem und erzwungenem Laufen. Die
Konzentrationszunahme von Ins(1,3,4)P; spiegelt der rot-gelbe Farbbereich wieder, dagegen ist
die Abnahme durch blaue Farben gekennzeichnet. Signifikante Erhéhungen und Erniedrigungen
weisen einen Stern (*) auf. Die Bezeichnung der Gehirnregionen ist in Tab. 3.3.1-1 gezeigt.
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Wahrend beide Bedingungen eine deutliche Zunahme der Ins(1,3,4)P3; Konzentration im
frontopolaren Kortex (fpc) verursachten (Abb. 3.3.3-2B und C), die aul3erdem nach
erzwungenem Laufen im Laufrad signifikant war (p < 0,05) (Abb. 3.3.3-3), &nderte sich der
Ins(1,3,4)P; Spiegel in den anderen Gehirnregionen des Frontalschnitts 1 nur geringfligig
(Abb. 3.3.3-2A).

c

2 2,4

) 21 = Kontrollgruppe

E —. .- 1= erlerntes Laufen

g 2 g — erzwungenes Laufen

c o 1,5 T 1

S =124 1 *
[) *%*

" € 0,9 -

I = 06 I m

32 0,3 - TIT

< 0,0 l '

£

fpcl fper

Abb. 3.3.3-3: Ins(1,3,4)P; Konzentration im frontopolaren Kortex. Dargestellt ist die
Ins(1,3,4)P; Konzentration im linken (fpcl) und rechten frontopolaren Kortex (fpcr) nach erlerntem
und erzwungenem Laufen. Die statistisch signifikanten Differenzen zwischen der Kontrollgruppe
und dem erlernten bzw. erzwungenen Laufen sind markiert: **p < 0,005; *p < 0,05. Abgebildet sind
die Mittelwerte (n > 5) + SEM.

Im Frontalschnitt 2 verursachte erlerntes Laufen eine Zunahme der Ins(1,3,4)Ps
Konzentration im cingularen Kortex (cicl/cicr), im parietalen Kortex (pacm/pacs), im linken
piriformen Kortex (picl) und im lateralen Striatum (stll/stlr) (Abb. 3.3.3-2D und E). Nach
erzwungenem Laufen konnte eine Ins(1,3,4)P; Konzentrationserh6hung in den gleichen
Gehirnregionen beobachtet werden (Abb. 3.3.3-2D und F), allerdings war diese starker
ausgepragt als nach erlerntem Laufen. Zudem wurde im linken cinguldren Kortex (cicl)
eine signifikante Erhohung des Ins(1,3,4)P; Spiegels (p < 0,05) nach erzwungenem
Laufen bestimmt (Abb. 3.3.3-4). Im Frontalschnitt 3 war die Ins(1,3,4)P; Konzentration in
allen Gehirnregionen nach erlernter Bewegung im Laufrad von bis zu 200 % gesteigert
(Abb. 3.3.3-2G und H). Eine Ausnahme bildete der Hypothalamus (hypl/hypr), der eine
Ins(1,3,4)P3; Verminderung aufwies. Nach erzwungener korperlicher Aktivitat im Laufrad
wurde ebenfalls in allen Gehirnregionen eine Zunahme des Ins(1,3,4)Ps; Spiegels um bis
zu 150 % beobachtet (Abb. 3.3.3-2G und |).
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Abb. 3.3.3-4: Ins(1,3,4)P; Konzentration im cingularen Kortex. Dargestellt ist die Ins(1,3,4)P;
Konzentration im linken (cicl) und rechten cinguldren Kortex (cicr) nach erlerntem und
erzwungenem Laufen. Die statistisch signifikanten Differenzen zwischen der Kontrollgruppe und
dem erlernten bzw. erzwungenen Laufen sind markiert: *p < 0,05. Abgebildet sind die Mittelwerte
(n>4) £ SEM.

Im Frontalschnitt 4 wurde nach erlerntem Laufen eine sehr deutliche Ins(1,3,4)P;
Konzentrationszunahme um bis zu ca. 150 % im linken Hippocampus (hipl), im
entorhinalen Kortex (encl/encr), im linken temporalen (tecl) und im rechten okzipitalen
Kortex (occr) ermittelt (Abb. 3.3.3-2J und K). Die Ins(1,3,4)P; Erhéhung war im rechten
okzipitalen Kortex (occr) signifikant (p < 0,05) (Abb. 3.3.3-5). Erzwungenes Laufen
bewirkte eine Konzentrationszunahme von Ins(1,3,4)P3 im linken Hippocampus (hipl), im
entorhinalen (enc) und temporalen Kortex (tec) (Abb. 3.3.3-2J und L). Die Veranderung in

den anderen Gehirnregionen war eher unbedeutend.
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Abb. 3.3.3-5: Ins(1,3,4)Ps Konzentration im okzipitalen Kortex. Dargestellt ist die Ins(1,3,4)P3
Konzentration im linken (occl) und rechten okzipitalen Kortex (occr) nach erlerntem und
erzwungenem Laufen. Die statistisch signifikanten Differenzen zwischen der Kontrollgruppe und
dem erlernten bzw. erzwungenen Laufen sind markiert: *p < 0,05. Abgebildet sind die Mittelwerte
(n>4) £ SEM.
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In den okzipital Polen (ocp) (Frontalschnitt 5) wurden Steigerungen des Ins(1,3,4)P;
Spiegels sowohl nach erlerntem als auch nach erzwungenem Laufen im Laufrad um bis
zu 100 % beobachtet (Abb.3.3.3-2M-0). Dagegen hatten beide Bedingungen kaum

Auswirkungen auf das Kleinhirn (klh/klw) und die Medulla oblongata (mob).

Ins(1,3,4)P; wird durch die Ins(1,3,4)P3-5/6-Kinase/InsP,-1-Kinase zum Ins(1,3,4,6)P,
umgesetzt [Abel et al., 2001]. Das Ins(1,3,4,6)P, Isomer konnte in den Versuchen fir die
Methodenentwicklung (siehe Abschnitt 3.1) nachgewiesen werden, allerdings lag es bei
diesen Versuchen haufig unterhalb der Detektionsschwelle, weshalb seine

Konzentrationen nicht systematisch dokumentiert und ausgewertet wurden.

3.3.4 Veranderungen der 1Ins(1,3,4,5,6)Ps Konzentration nach erlerntem und

erzwungenem Laufen im Laufrad

Das Isomer Ins(1,3,4,5,6)Ps kann sowohl aus Ins(1,3,4,6)P, als auch aus Ins(1,3,4,5)P,
durch die IPMK gebildet werden [Irvine & Schell, 2001] (Abb. 3.3-1). Eine Ubersicht tber
die Ins(1,3,4,5,6)Ps Konzentrationen in der Kontrollgruppe sowie nach erlerntem und
erzwungenem Laufen zeigt Abb. 3.3.4-1. Die mittlere Ins(1,3,4,5,6)Ps Konzentration
betrug bei der Kontrollgruppe 4,27 + 0,11 nmol/g Fg. Erlerntes Laufen im Laufrad bewirkte
eine Verminderung des mittleren Ins(1,3,4,5,6)Ps Spiegels (4,06 + 0,12 nmol/g Fg) und

erzwungenes Laufen im Laufrad eine Steigerung (4,41 + 0,13 nmol/g Fg).

Das Ins(1,3,4,5,6)Ps der Kontrollgruppe lag bei fast allen Gehirnregionen in einem
ahnlichen Konzentrationsbereich (3,17 — 4,88 nmol7g Fg). Eine Ausnahme bildeten der
parietale Kortex (pacm/pacs) (5,02 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.4-1D), der okzipital Pol (ocp)
(5,08 nmol/g Fg) und das Kleinhirn (klh/klw) (5,80 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.4-1M), diese
Regionen wiesen deutliche hohere Ins(1,3,4,5,6)Ps Spiegel auf, verglichen mit den
anderen Gehirnregionen. Ein weiterer Sonderfall waren der Bulbus olfactorius (buo) (2,32
nmol/g Fg) und die Sehnerven (shn) (1,04 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.4-1A) sowie der linke
Hypothalamus (hypl) (2,69 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.4-1D), diese Regionen zeigten im
Vergleich zu den anderen Gehirnregionen eine Reduktion der Ins(1,3,4,5,6)Ps
Konzentration. Deutliche Hemispharenunterschiede konnten im piriformen Kortex
(picl/picr), im Hypothalamus (hypl/hypr) (Abb. 3.3.4-1D), im okzipitalen (occl/occr) und
temporalen Kortex (tecl/tecr) (Abb. 3.3.4-1J) beobachtet werden.

Die Veranderungen der Ins(1,3,4,5,6)Ps Konzentration induziert durch erlerntes Laufen im
Laufrad fielen nicht so stark aus (Konzentrationsbereich zwischen 0,78 und 5,80 nmol/g
Fg), verglichen mit der Kontrollgruppe. Allerdings zeigten Gehirnregionen wie die weil3e
Substanz (wm) (Abb. 3.3.4-1E), der Hypothalamus (hyp) (Abb. 3.3.4-1H) und der linke

okzipitale Kortex (occl) (Abb. 3.3.4-1K) vergleichsweise groRere Abweichungen im
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Ins(1,3,4,5,6)Ps Spiegel als die anderen Gehirnareale. Auffallige links/rechts Unterschiede
wurden im cinguléren (cicl/cicr) (Abb. 3.3.4-1H), temporalen (tecl/tecr) (Abb. 3.3.4-1H) und
okzipitalen Kortex (occl/occr) (Abb. 3.3.4-1K) gefunden.

Im Gegensatz zum erlernten Laufen verursachte erzwungenes Laufen im Laufrad eine
starkere Modifikation der Ins(1,3,4,5,6)Ps Konzentration. In den meisten Gehirnregionen
verursachte dieser Stressor eine Erhéhung des Ins(1,3,4,5,6)Ps Spiegels. So wiesen der
frontopolare Kortex (fpc) (Abb. 3.3.4-1C), der parietale Kortex (pacm/pacs) (Abb. 3.3.4-
1F), das Septum (sep) (Abb. 3.3.4-1F), der Hypothalamus (hyp) (Abb. 3.3.4-1F), der
okzipitale Kortex (occ) (Abb. 3.3.4-11) und die okzipital Pole (ocp) (Abb. 3.3.4-10)
deutliche Konzentrationszunahmen auf. Die Bestimmung der Normal-Konzentrationen
ergab einen Ins(1,3,4,5,6)Ps Spiegel zwischen 0,58 und 7,00 nmol/g Fg. Der links/rechts
Unterschied war nach erzwungenem Laufen schwacher ausgebildet als nach erlerntem
Laufen und in der Kontrollgruppe. Es gab keine besonders auffalligen

Hemisph&renunterschiede in den einzelnen Gehirnregionen.

Das Differenztomogramm (Abb. 3.3.4-2) zeigt, dass erlerntes Laufen im Laufrad einen
geringfugigen Einfluss auf die Ins(1,3,4,5,6)Ps Konzentration in den Gehirnregionen des
Frontalschnitts 1 hatte (Abb. 3.3.4-2A). Nur die Sehnerven (shn) zeigten eine deutliche
Erniedrigung (Abb. 3.3.4-2B). Im Unterschied dazu hatte erzwungenes Laufen im Laufrad
grolRere Auswirkungen auf die Ins(1,3,4,5,6)Ps Konzentration (Abb. 3.3.4-2C). Es zeigte
sich eine Zunahme des Ins(1,3,4,5,6)Ps Spiegels im frontopolaren Kortex (fpc) und im
Bulbus olfactorius (buo), wahrend im Nukleus olfactorius mit Tuberculum olfactorium (not)
und in den Sehnerven (shn) eine Abnahme beobachtet wurde. Im Frontalschnitt 2 wurden
in der weil3en Substanz (wm) eine Erh6hung um ca. 20 % und im linken cingularen Kortex
(cicl) sowie rechten Hypothalamus (hypr) eine Abnahme der Ins(1,3,4,5,6)Ps
Konzentration um bis zu 50 % nach erlerntem Laufen festgestellt (Abb. 3.3.4-2D und E).
Wahrend die anderen Gehirnregionen eher unauffallig blieben. Nach erzwungenem
Laufen wurden im parietalen Kortex (pacm/pacs), in der weilen Substanz (wm), im linken
Striatum (stll), im Septum (sep) und im Hypothalamus (hyp) eine Ins(1,3,4,5,6)Ps
Konzentrationszunahme ermittelt. Dagegen zeigten sich im Tuberculum olfactorium (tuo)
und im piriformen Kortex (pic) eine Ins(1,3,4,5,6)Ps Konzentrationserniedrigung (Abb.
3.3.4-2F). Erlerntes Laufen im Laufrad fuhrte in den meisten Gehirnregionen des
Frontalschnitts 3 zu einer Abnahme des Ins(1,3,4,5,6)Ps Spiegels um bis zu 25 % (Abb.
3.3.4-2G). Nur der Hypothalamus (hyp) wies eine klare Ins(1,3,4,5,6)Ps Erhohung auf
(Abb. 3.3.4-2H). Erzwungenes Laufen im Laufrad bewirkte eine Ins(1,3,4,5,6)Ps
Konzentrationszunahme in bestimmten Gehirnregionen, wobei der linke Hypothalamus
(hypl), das linke Striatum (strl), der rechte cingulare Kortex (cicr) und die weil3e Substanz
(wm) eine Abnahme zeigten (Abb. 3.3.4-2I).
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Abb. 3.3.4-1: Verteilung von Ins(1,3,4,5,6)Ps in der Kontrollgruppe sowie nach erlerntem und
erzwungenem Laufen im Laufrad im Gehirn der Ratte. Dargestellt sind die Ins(1,3,4,5,6)Ps
Konzentrationen im Frontalschnitt 1 (A-C), im Frontalschnitt 2 (D-F), im Frontalschnitt 3 (G-1), im
Frontalschnitt 4 (J-L) und im Frontalschnitt 5 (M-O) in der Kontrollgruppe sowie nach erlerntem und
erzwungenem Laufen. Die Bezeichnung der Gehirnregionen ist in Tab. 3.3.1-1 gezeigt. Die
Ventrikel sind schwarz markiert und die grauen Regionen sind nicht préparierte Areale.
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Abb. 3.3.4-2: Delta Veranderung der Ins(1,3,4,5,6)Ps Konzentration nach erlerntem und
erzwungenem Laufen im Gehirn der Ratte. Gezeigt sind die Ins(1,3,4,5,6)Ps Spiegel im
Frontalschnitt 1 (A-C), im Frontalschnitt 2 (D-F), im Frontalschnitt 3 (G-I), im Frontalschnitt 4 (J-L)
und im Frontalschnitt 5 (M-O) nach erlerntem und erzwungenem Laufen. Die
Konzentrationszunahme von Ins(1,3,4,5,6)Ps spiegelt der rot-gelbe Farbbereich wieder, dagegen
ist die Abnahme durch blaue Farben gekennzeichnet. Signifikante Erhéhungen und Erniedrigungen
weisen einen Stern (*) auf. Die Bezeichnung der Gehirnregionen ist in Tab. 3.3.1-1 gezeigt.
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Die weiter okzipital liegenden Gehirnregionen (Frontalschnitt 4 und 5) zeigten sehr
divergente Veranderungen der Ins(1,3,4,5,6)Ps Konzentration, die oft eher unerheblich
waren (Abb. 3.3.4-2J und M). Die Modifikation lag bei den meisten Gehirnregionen bei
etwa 20 %. Eine deutliche Abnahme der Ins(1,3,4,5,6)Ps Spiegel wurde im Thalamus (tha)
und im Hippocampus (hip) des Frontalschnitts 4 sowohl nach erlerntem als auch nach
erzwungenem Laufen im Laufrad beobachtet (Abb. 3.3.4-2J). Im linken okzipital Pol (ocpl)
konnte eine signifikante Ins(1,3,4,5,6)Ps Verringerung (p < 0,05) nach erlerntem Laufen
gemessen werden (Abb. 3.3.4-2N und Abb. 3.3.4-3).
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Abb. 3.3.4-3: Ins(1,3,4,5,6)P5s Konzentration im okzipital Pol. Dargestellt ist die Ins(1,3,4,5,6)Ps
Konzentration im linken (ocpl) und rechten okzipital Pol (ocpr) nach erlerntem und erzwungenem
Laufen. Die statistisch signifikanten Differenzen zwischen der Kontrollgruppe und dem erlernten
bzw. erzwungenen Laufen sind markiert: *p < 0,05. Abgebildet sind die Mittelwerte (n > 4) + SEM.

3.3.5 Veranderungen der Ins(3,4,5,6)P,/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration nach erlerntem

und erzwungenem Laufen im Laufrad

Die eigene InsP Analyse im Gehirn der Ratte lieferte neben Ins(1,3,4,5)P, zwei weitere
InsP, Isomere, Ins(3,4,5,6)P, und Ins(1,4,5,6)P,. Allerdings kann die Micro-MDD-HPLC
aufgrund der identischen Retentionszeiten nicht zwischen beiden Enantiomeren

differenzieren [Irvine & Schell, 2001].

Eine Zusammenfassung Uber die Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentrationen in der
Kontrollgruppe sowie nach erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad zeigt Abb.
3.3.5-1. Die mittlere 1Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration betrug bei der
Kontrollgruppe 0,44 + 0,02 nmol/g Fg und war nach erlerntem Laufen in Laufrad

unverandert (0,44 + 0,02 nmol/g Fg) und nach erzwungenem Laufen im Laufrad deutlich

erhoht (0,61 £ 0,03 nmol/g Fg).

59



Ergebnisse

Die 1Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Spiegel der Kontrollgruppe waren in fast allen
Gehirnregionen &ahnlich (0,40 — 0,55 nmol/g Fg). Eine Ausnahme bildeten der cingulare
Kortex (cic) (0,72 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.5-1D), der Hippocampus (hip) (0,59 nmol/g FQg)
(Abb. 3.3.5-1G), der linke okzipitale Kortex (occl) (0,60 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.5-1J) und der
linke okzipital Pol (ocpl) (0,62 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.5-1M), diese wiesen eine leichte
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Erhéhung auf, verglichen mit den anderen Gehirnregionen.
Ausgepragte Hemispharenunterschiede konnten in der Kontrollgruppe nicht gefunden

werden.

Erlerntes Laufen im Laufrad hatte kaum Auswirkungen auf  die
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentrationen (Konzentrationsbereich zwischen 0,17 und
0,75 nmol/g Fg). Nur der okzipitale Kortex (occ) (0,31 nmol/g Fg nach erlerntem Laufen vs
0,55 nmol/g Fg in der Kontrollgruppe) und temporale Kortex (tec) (0,36 nmol/g Fg nach
erlerntem Laufen vs 0,50 nmol/g Fg in der Kontrollgruppe) zeigten eine Reduktion des
Ins(3,4,5,6)P,4/Ins(1,4,5,6)P, Spiegels nach erlerntem Laufen (Abb. 3.3.5-1K). Wie schon
in der Kontrollgruppe beobachtet, konnten nach erlerntem Laufen im Laufrad keine

deutlichen links/rechte Unterschiede ausgemacht werden.

Nach erzwungenem Laufen wurde in allen Gehirnregionen eine deutliche Steigerung der
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration beobachtet. Besonders aufféllig war dies in
allen Kortexarealen und in den okzipital Polen (ocp). Der hochste
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Spiegel wurde im linken cingularen Kortex (cicl) (1,08 nmol/g
Fg) (Abb. 3.3.5-1F) beobachtet. Dagegen war der niedrigste Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P,
Spiegel im Bulbus olfactorius (buo) (0,25 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.5-1C). Erzwungenes
Laufen im Laufrad induziert keine deutlichen Hemisphéarenunterschiede in der
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration.
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Abb. 3.3.5-1: Verteilung von Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, in der Kontrollgruppe sowie nach
erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad im Gehirn der Ratte. Gezeigt sind die
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentrationen im Frontalschnitt 1 (A-C), im Frontalschnitt 2 (D-F),
im Frontalschnitt 3 (G-l), im Frontalschnitt 4 (J-L) und im Frontalschnitt 5 (M-O) in der
Kontrollgruppe sowie nach erlerntem und erzwungenem Laufen. Die Bezeichnung der
Gehirnregionen ist in Tab. 3.3.1-1 gezeigt. Die Ventrikel sind schwarz markiert und die grauen
Regionen sind nicht praparierte Areale.
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Abb. 3.3.5-2: Delta Veradnderung der Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration nach
erlerntem und erzwungenem Laufen im Gehirn der Ratte. Gezeigt sind die
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Spiegel im Frontalschnitt 1 (A-C), im Frontalschnitt 2 (D-F), im
Frontalschnitt 3 (G-1), im Frontalschnitt 4 (J-L) und im Frontalschnitt 5 (M-O) nach erlerntem und
erzwungenem Laufen. Die Konzentrationszunahme von Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, spiegelt der
rot-gelbe Farbbereich wieder, dagegen ist die Abnahme durch blaue Farben gekennzeichnet.
Signifikante Erhdhungen und Erniedrigungen weisen einen Stern (*) auf. Die Bezeichnung der
Gehirnregionen ist in Tab. 3.3.1-1 gezeigt.
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Abbildung 3.3.5-2A zeigt, dass erlerntes Laufen im Laufrad zu einem signifikanten Anstieg
des Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Spiegels im Bulbus olfactorius (buo) fuhrte (Abb. 3.3.5-
3A), wahrend sich die Konzentration in den anderen Gehirnregionen kaum verénderte
(Abb. 3.3.5-2B). Dagegen wurde nach erzwungenem Laufen eine deutliche Zunahme der
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration in allen Gehirnregionen des Frontalschnitts 1
festgestellt (Abb. 3.3.5-2A und C). Eine signifikante Erhéhung (p < 0,005) wurde im
Bulbus olfactorius (buo) (Abb. 3.3.5-3A) und im rechten frontopolaren Kortex (fpcr)
beobachtet (Abb. 3.3.5-3B).
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Abb. 3.3.5-3: Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration im Bulbus olfactorius und im
frontopolaren Kortex. Dargestellt ist die Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration im Bulbus
olfactorius (buo) (A) sowie im linken (fpcl) und rechten frontopolaren Kortex (fpcr) (B) nach
erlerntem und erzwungenem Laufen. Die statistisch signifikanten Differenzen zwischen der
Kontrollgruppe und dem erlernten bzw. erzwungenen Laufen sind markiert: *p < 0,05. Abgebildet

sind die Mittelwerte (n > 5) + SEM.

Auch in den Gehirnregionen des Frontalschnitts 2 zeigte sich, dass das erzwungene
Laufen einen starkeren Effekt auf die Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration hatte als
das erlernte Laufen im Laufrad (Abb. 3.3.5-2D). Jedoch wurde in der weil3en Substanz
(wm) eine signifikante Erhdhung des Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Spiegels (p < 0,05)
nach erlerntem Laufen im Laufrad gemessen (Abb. 3.3.5-2E und Abb. 3.3.5-4A). Nach
erzwungenem Laufen wurde eine signifikante Zunahme (p < 0,05) der
Ins(3,4,5,6)P,4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration im linken cingul&ren Kortex (cicl), im parietalen
Kortex (pacm/pacs), im rechten lateralen Striatum (stlr), im linken piriformen Kortex (picl)
sowie in der weil3en Substanz (wm) festgestellt (Abb. 3.3.5-2F und Abb. 3.3.5-4B bis F).
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Abb. 3.3.5-4: Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration in der weilen Substanz, im lateralen
Striatum, im parietalen, piriformen und cinguldaren Kortex. Dargestellt ist die
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration in der weilen Substanz (wm) (A), im linken (stll) und
rechten lateralen Striatum (stlr) (B), in der linken (pacml) und rechten motorischen Region (pacmr)
des parietalen Kortex (C), in der linken (pacsl) und rechten somatosensorischen Region (pacsr)
des parietalen Kortex (D), im linken (picl) und rechten piriformen Kortex (picr) (E) sowie im linken
(cicl) und rechten cinguléaren Kortex (cicr) (F). Die statistisch signifikanten Differenzen zwischen der
Kontrollgruppe und dem erlernten bzw. erzwungenen Laufen sind markiert: *p < 0,05. Gezeigt sind
die Mittelwerte (n > 4) + SEM.

Auch die Gehirnregionen des Frontalschnitts 3 zeigten kaum Veranderungen in der
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration nach erlerntem Laufen (Abb. 3.3.5-2G und H).
Allerdings wurde
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Wertes um bis zu 150 % beobachtet (Abb. 3.3.5-2G und I).
Diese war im okzipitalen Kortex (occ) (Abb. 3.3.5-21 und Abb. 3.3.5-5A), im linken
cingularen Kortex (cicl) (Abb. 3.3.5-21 und Abb. 3.3.5-5B) und im rechten temporalen
Kortex (tecr) (Abb. 3.3.5-2I und Abb. 3.3.5-5C) signifikant (p < 0,05).

nach erzwungenem Laufen eine deutliche Zunahme des

64



Ergebnisse

>
w

Q:r 'a <

o o
oL 18 G+ 18
5 o = Kontrollgruppe o o — Kontrollgruppe
< © 1,5 == erlerntes Laufen < © 15 == erlerntes Laufen
% g 1,2 {=== erzwungenes Laufen :u:’ g 1,2 {=== erzwungenes Laufen
= 1 * c Z
< 5 091 * = £ 09 - *

< O !

o = o =
© O 0,6 - © © 0,61
v = i : 0= {
< o 03 < S 031 m
o N 5 ©
= £ 0,0 T T L < 00 T T
n O »n O !
c X occl occr =4 cicl cicr
C
=
oL 15
) 2 —— Kontrollgrupe
<. © 1,2 4= erlerntes Laufen
¥ g === erzwungenes Laufen
0 = 09 o
c ’ *
= g
o = 061
© 8
L %‘ 0,3 -
<
- N
e c . .
n O 0.0
£ ¥

tecl tecr

Abb. 3.3.5-5: Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration im okzipitalen, cingularen und
temporalen Kortex. Dargestellt ist die Ins(3,4,5,6)P,4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration im linken (occl)
und rechten okzipitalen Kortex (occr) (A), im linken (cicl) und rechten cingularen Kortex (cicr) (B)
sowie im linken (tecl) und rechten temporalen Kortex (tecr) (C). Die statistisch signifikanten
Differenzen zwischen der Kontrollgruppe und dem erlernten bzw. erzwungenen Laufen sind
markiert: *p < 0,05. Gezeigt sind die Mittelwerte (n > 5) + SEM.

Im Frontalschnitt 4 war der Einfluss des erlernten und erzwungenen Laufens auf die
Ins(3,4,5,6)P./Ins(1,4,5,6)P, Konzentration deutlich geringer ausgepragt. Erlerntes Laufen
fuhrte zu einer Ins(3,4,5,6)P.4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentrationsverringerung im temporalen
(tec), okzipitalen (occ) und linken cingularen Kortex (cicl) (Abb. 3.3.5-2J und K).
Erzwungenes Laufen verursachte eine geringflgige Erhéhung des
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Spiegels im Thalamus (tha), im Hippocampus (hip), im
entorhinalen (enc) und temporalen Kortex (tec) (Abb. 3.3.5-2J und L). Erlerntes Laufen im
Laufrad hatte kaum Auswirkungen auf die Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration in
den Gehirnregionen des Frontalschnitts 5 (Abb. 3.3.5-2M und N). Dagegen bewirkte
erzwungenes Laufen im Laufrad eine Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P,
Konzentrationserhéhung in allen Gehirnregionen (Abb. 3.3.5-2 M und O), die im okzipital
Pol (ocp) signifikant war (Abb. 3.3.5-6).
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Abb. 3.3.5-6: Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration im okzipital Pol. Dargestellt ist die
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration im linken (occl) und rechten okzipital Pol (ocpr). Die
statistisch signifikanten Differenzen zwischen der Kontrollgruppe und dem erlernten bzw.
erzwungenen Laufen sind markiert: *p < 0,05. Gezeigt sind die Mittelwerte (n > 5) + SEM.

3.3.6 Veranderungen der InsPs Konzentration nach erlerntem und erzwungenem

Laufen im Laufrad

InsPg kann aus den InsPs Isomeren: 1Ins(1,2,3,4,5)Ps, 1Ins(1,3,4,5,6)Ps oder
Ins(1,2,4,5,6)Ps gebildet werden (Abb. 3.3-1). Abbildung 3.3.6-1 zeigt eine
Zusammenfassung der InsPs Konzentrationen in der Kontrollgruppe sowie nach erlerntem
und erzwungenem Laufen. Die mittlere InsPg Konzentration betrug bei der Kontrollgruppe
13,54 + 0,35 nmol/g Fg. Erlerntes Laufen im Laufrad bewirkte eine Verminderung des
mittleren InsPg Spiegels (13,24 + 0,37 nmol/g Fg) und erzwungenes Laufen eine

Zunahme (14,86 + 0,44 nmol/g Fg).

In den Gehirnregionen der Kontrollgruppe lagen die Normal- InsPe¢ Konzentrationen
zwischen 7,43 und 19,19 nmol/g Fg. Frontalschnit 2 (Abb. 3.3.6-1D) und 5 (Abb. 3.3.6-
1M) zeigten hohere InsPg Spiegel als die Frontalschnitte 1 (Abb. 3.3.6-1A), 3 (Abb. 3.3.6-
1G) und 4 (Abb. 3.3.6-1J). Dabei wurden die hdochsten Konzentrationen im Striatum (str)
(18,50 nmol/g Fg), im cingularen (cic) (16,76 nmol/g Fg) und rechten parietalen Kortex
(pacmr/pacsr) (16,07 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.6-1D) sowie im okziptal Pol (ocp) (16,71
nmol/g Fg) (Abb. 3.3.6-1M) gemessen. Dagegen wiesen der linke Hypothalamus (hypl)
(7,39 nmol/g Fg) (Abb. 3.3.6-1D), der rechte Thalamus (thar) (8,97 nmol/g Fg) (Abb.
3.3.6-1J), der Bulbus olfactorius (buo) (7,76 nmol/g Fg) und die Sehnerven (shn) (7,43
nmol/g Fg) (Abb. 3.3.6-1M) die niedrigsten InsPg Konzentrationen auf. Aufféllige
links/rechts Unterschiede in der InsPs Konzentrationen wurden im parietalen Kortex
(pacm/pacs) und im Hypothalamus (hypl/hypr) (3.3.6-1D) sowie im Hippocampus
(hipl/hipr) (Abb. 3.3.6-1G) und im Thalamus (thal/thar) (Abb. 3.3.6-1J) bestimmt.
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Erlerntes Laufen im Laufrad bewirkte in fast allen Gehirnregionen eine Veranderung des
InsPs Spiegels (Konzentrationsbereich zwischen 6,05 und 20,82 nmol/g Fg). Besonders
auffallig war diese im cingularen Kortex (cic) (Abb. 3.3.6-1E und H), im Hippocampus (hip)
und im okzipitalen Kortex (occ) (Abb. 3.3.6-1K). Der Hemisphéarenunterschied war im
parietalen (pacm/pacs) (Abb. 3.3.6-1E), temporalen (tecl/tecr) (Abb. 3.3.6-1H) und
okzipitalen Kortex (occl/occr) (Abb. 3.3.6-1K) besonders stark ausgepragt.

Im Gegensatz zum erlernten Laufen verursachte erzwungenes Laufen im Laufrad eine
starkere Modifikation der InsPg Konzentration. In den meisten Gehirnregionen verursachte
dieser Stressor eine Erhohung des InsPg¢ Spiegels. So zeigten der Nukleus olfactorius mit
Tuberculum olfactorium (not) (Abb. 3.3.6-1C), der parietale (pacm/pacs) und der piriforme
Kortex (pic) (Abb 3.3.6-1F), der rechte Hippocampus (hipr) (Abb. 3.3.6-1l), die linke
Amygdala (amyl) (Abb. 3.3.6-11) und der okzipital Pol (ocp) (Abb. 3.3.6-10) deutliche
Konzentrationszunahmen. Die Bestimmung der Normal-Konzentrationen ergab einen
InsPs Spiegel zwischen 6,08 und 21,59 nmol/g Fg. Der links/rechts Unterschied war nach
erzwungenem Laufen schwacher ausgebildet als nach erlerntem Laufen und in der
Kontrollgruppe. Der Hemispharenunterschied war im Hypothalamus (hypl/hypr), in der

Amygdala (amyl/amyr) und im Hippocampus (hipl/hipr) (Abb. 3.3.6-11) am auffalligsten.

Abbildung 3.3.6-2 fasst die delta Veranderung der InsPs Konzentration nach erlernter und
erzwungener korperlicher Bewegung im Laufrad im Gehirn der Ratte zusammen. Das
Differenztomogramm von Frontalschnitt 1 bestatigt, dass erlerntes Laufen im Laufrad den
InsPs Spiegel nur geringfugig verandert (Abb. 3.3.6-2B). Im Unterschied dazu bewirkte die
erzwungene Bewegung im Laufrad eine InsPs Konzentrationszunahme in allen
Gehirnregionen des Frontalschnitts 1, mit Ausnahme der Sehnerven (shn) (Abb. 3.3.6-2A
und C). Diese war im linken frontopolaren Kortex (fpcl) und im linken Nukleus olfactorius
mit Tuberculum olfactorium (notl) (Abb. 3.3.6-2C und Abb. 3.3.6-3) signifikant (p < 0,05).
Im Frontalschnitt 2 verursachte erlerntes Laufen eine InsPg Konzentrationserhéhung im
linken medialen und lateralen Striatum (stml/stll) sowie im linken Hypothalamus (hypl)
(Abb. 3.3.6-2E). Dagegen wurde im cingularen Kortex (cic) sowie im rechten lateralen und
medialen Striatum (stmr/stlr) eine Verringerung des InsPgs Spiegels beobachtet (Abb.
3.3.6-2E). Die erzwungene Benutzung des Laufrades flihrte in den meisten
Gehirnregionen zu einer InsPe¢ Konzentrationszunahme (Abb. 3.3.6-2F). Besonders
deutlich war dies in der somatosensorischen Region des parietalen Kortex (pacs), im
piriformen Kortex (pic), im linken Hypothalamus (hypl) und im Septum (sep) zu sehen
(Abb. 3.3.6-2F). Im Septum (sep) und in der linken somatosensorischen Region des
parietalen Kortex (pacsl) war die InsPs Konzentrationserhohung signifikant (p < 0,05)
(Abb. 3.3.6-4).
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Abb. 3.3.6-1: Verteilung von InsPg in der Kontrollgruppe sowie nach erlerntem und
erzwungenem Laufen im Laufrad im Gehirn der Ratte. Gezeigt sind die InsPg Konzentrationen
im Frontalschnitt 1 (A-C), im Frontalschnitt 2 (D-F), im Frontalschnitt 3 (G-I), im Frontalschnitt 4 (J-
L) und im Frontalschnitt 5 (M-O) in der Kontrollgruppe sowie nach erlerntem und erzwungenem
Laufen. Die Bezeichnung der Gehirnregionen ist in Tab. 3.3.1-1 gezeigt. Die Ventrikel sind schwarz
markiert und die grauen Regionen sind nicht praparierte Areale.
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Abb. 3.3.6-2: Delta Veranderung der InsPg Konzentration nach erlerntem und erzwungenem
Laufen im Gehirn der Ratte. Gezeigt sind die InsPg Spiegel im Frontalschnitt 1 (A-C), im
Frontalschnitt 2 (D-F), im Frontalschnitt 3 (G-1), im Frontalschnitt 4 (J-L) und im Frontalschnitt 5 (M-
0O) nach erlerntem und erzwungenem Laufen. Die Konzentrationszunahme von InsPg spiegelt der
rot-gelbe Farbbereich wieder, dagegen ist die Abnahme durch blaue Farben gekennzeichnet.
Signifikante Erhéhungen und Erniedrigungen weisen einen Stern (*) auf. Die Bezeichnung der

Gehirnregionen ist in Tab. 3.3.1-1 gezeigt.
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Abb. 3.3.6-3: InsPs Konzentration im frontopolaren Kortex und im Nukleus olfactorius mit
Tuberculum olfactorium. Gezeigt ist die InsPg Konzentration im linken (fpcl) und rechten
frontopolaren Kortex (fpcr) (A) sowie im linken (notl) und rechten Nukleus olfactorius mit
Tuberculum olfactorium (notr) (B) nach erlerntem und erzwungenem Laufen. Die statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und dem erlernten bzw. erzwungenen
Laufen sind markiert: *p < 0,05. Abgebildet sind die Mittelwerte (n > 4) + SEM.
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Abb. 3.3.6-4: InsPg Konzentration im Septum und in der somatosensorischen Region des
parietalen Kortex. Gezeigt ist die InsPg Konzentration im Septum (sep) (A) sowie in der linken
(pacsl) und rechten somatosensorischen Region des parietalen Kortex (pacsr) (B) nach erlerntem
und erzwungenem Laufen. Die statistisch signifikanten Differenzen zwischen der Kontrollgruppe
und dem erlernten bzw. erzwungenen Laufen sind markiert: *p < 0,05. Abgebildet sind die
Mittelwerte (n > 4) £ SEM.

Es zeigte sich im Frontalschnitt 3 nach erlerntem Laufen eine Erhéhung des InsPs
Spiegels im Hypothalamus (hyp) sowie in der linken Amygdala (amyl) (Abb. 3.3.6-2H).
Gleichzeitig wurde eine Abnahme des InsPgs Spiegels im Striatum (str), im linken
Hippocampus (hipl) und im rechten temporalen Kortex (tecr) beobachtet (Abb. 3.3.6-2H).
Die erzwungene korperliche Bewegung im Laufrad flhrte zu einer deutlich erhéhten InsPg
Konzentration in der linken Amygdala (amyl), im rechten Hippocampus (hipr) und im
linken cingularen Kortex (cicl) (Abb. 3.3.6-2I). Allerdings war die Erhéhung der InsPg
Konzentration nur im linken cingularen Kortex (cicl) signifikant (p < 0,05) (Abb. 3.3.6-5).
Zudem wurde im linken Hypothalamus (hypl) und im linken Hippocampus (hipl) eine

Erniedrigung des InsP¢ Spiegels festgestellt (Abb. 3.3.6-21).
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Abb. 3.3.6-5: InsPs Konzentration im cingularen Kortex. Dargestellt ist die InsPs Konzentration
im linken (cicl) und rechten cinguléren Kortex (cicr) nach erlerntem und erzwungenem Laufen. Die
statistisch signifikanten Differenzen zwischen der Kontrollgruppe und dem erlernten bzw.
erzwungenen Laufen sind markiert: *p < 0,05. Abgebildet sind die Mittelwerte (n > 4) + SEM.

Im Frontalschnitt 4 war der InsPg Spiegel im linken okzipitalen Kortex (occl) signifikant (p
< 0,05) erhoht nach erlerntem Laufen im Laufrad (Abb. 3.3.6-2K und Abb. 3.3.6-6) und im
Hippocampus (hip) sowie im rechten okzipitalen Kortex (occr) erniedrigt (Abb. 3.3.6-2J
und K). Nach erzwungenem Laufen zeigte sich eine InsPs Konzentrationserh6hung im
entorhinalen Kortex (enc) und im linken cinguldren Kortex (cicl) (Abb. 3.3.6-2L). Die

anderen Gehirnregionen blieben unauffallig.
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Abb. 3.3.6-6: InsPg Konzentration im okzipitalen Kortex. Dargestellt ist die InsPg Konzentration
im linken (occl) und rechten okzipitalen Kortex (occr) nach erlerntem und erzwungenem Laufen.
Die statistisch signifikanten Differenzen zwischen der Kontrollgruppe und dem erlernten bzw.
erzwungenen Laufen sind markiert: *p < 0,05. Abgebildet sind die Mittelwerte (n > 4) £+ SEM.

Der linke und rechte okzipital Pol (ocp) wiesen nach erlerntem Laufen im Laufrad eine
deutliche Abnahme des InsPs Spiegels auf (Abb. 3.3.6-2M und N), wahrend die
Veranderung der InsPg Konzentration in den anderen Gehirnregionen des Frontalschnitts

5 geringfiigig war. Nach erzwungenem Laufen zeigte sich mit Ausnahme der
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Kleinhirnhemispharen (klh) eine InsPs Steigerung in allen Gehirnregionen des
Frontalschnitts 5 (Abb. 3.3.6-20).

3.3.7 Veranderungen der Ins(1,2,3,4,6)Ps, Ins(1,2,3,4,5)Ps, Ins(1,2,4,5,6)Ps und InsP;
Konzentrationen nach erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad

In einigen Gehirnregionen konnten zusatzlich die InsP Isomere: Ins(1,2,3,4,6)Ps,
Ins(1,2,3,4,5)Ps, Ins(1,2,4,5,6)Ps und InsP; nachgewiesen werden. Ins(1,2,3,4,6)Ps kann
durch Phosphorylierung aus Ins(1,3,4,6)P, oder durch Dephosphorylierung aus InsPg
gebildet werden. Ins(1,2,3,4,5)Ps entsteht aus InsPg, diese Reaktion wird durch MIPP
katalysiert. Die Bildung von Ins(1,2,4,5,6)Ps5 erfolgt ebenfalls aus dem InsPg, allerdings ist
das Enzym, welches die Reaktion katalysiert noch nicht néher beschrieben. Auch das
Isomer InsP; wird aus InsPg gebildet, die Phosphorylierung wird von der InsPg Kinase
synthetisiert (Abb. 3.3-1).

Das Isomer Ins(1,2,3,4,6)Ps wurde in der Bricke (Pons) bis Medulla (brm), im Kleinhirn
(kIh/klw), in der Medulla oblongata (mob) und im Mittelhirn (mih) gefunden. In der
Kontrollgruppe lag der Ins(1,2,3,4,6)Ps Spiegel zwischen 0,10 und 0,15 nmol/g Fg.
Erlerntes und erzwungenes Laufen im Laufrad fuhrten zu einer deutlichen Ins(1,2,3,4,6)Ps

Konzentrationszunahme in allen Gehirnarealen (Abb. 3.3.7-1).
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Abb. 3.3.7-1: Veranderung der Ins(1,2,3,4,6)Ps Konzentrationen in der Bricke bis Medulla, im
Kleinhirn, in der Medulla oblongata und im Mittelhirn. Gezeigt sind die Ins(1,2,3,4,6)Ps
Konzentrationen in der Briicke bis Medulla (brm), im Kleinhirn (klh und klw), in der Medulla
oblongata (mob) und im Mittelhirn (mih) nach erlerntem und erzwungenem Laufen. Abgebildet sind
die Mittelwerte (n = 5) + SEM.

Das Ins(1,2,3,4,5)Ps konnte in der Briicke (Pons) bis Medulla (brm), im Bulbus olfactorius
(buo), im Kleinhirn (klh/klw), in der Medulla oblongata (mob), im Mittelhirn (mih), in der
weilden Substanz (wm), im frontopolaren Kortex (fpc), im Striatum (str) und im Thalamus
(tha) detektiert werden. Der Konzentrationsbereich von Ins(1,2,3,4,5)Ps lag in der
Kontrollgruppe zwischen 0,11 und 0,38 nmol/g Fg. Die Briicke (Pons) bis Medulla (brm),

der Bulbus olfactorius (buo), das Kleinhirn (klh/klw) und die Medulla oblongata (mob)
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zeigten wie beim Ins(1,2,3,4,6)Ps ein Konzentrationssteigerung nach erlerntem und
erzwungenem Laufen (Abb. 3.3.7-2A). Das Mittelhirn (mih) wies eine signifikante
Ins(1,2,3,4,5)Ps Konzentrationszunahme (p < 0,05) nach erzwungenem Laufen auf (Abb.
3.3.7-2A). Die Veranderung des Ins(1,2,3,4,5)Ps Spiegels war in der weiRen Substanz
(wm) sehr divergent. In der weiRen Substanz des Frontalschnitts 2 (wm 2) war eine
Ins(1,2,3,4,5)Ps Steigerung um bis zu 40 % nach erlerntem und erzwungenem Laufen im
Laufrad zu beobachten, wahrend im Frontalschnitt 3 die Ins(1,2,3,4,5)Ps Konzentration
reduziert war (Abb. 3.3.7-2A). Dagegen war im Frontalschnitt 4 eine deutliche
Ins(1,2,3,4,5)Ps Zunahme nach erzwungenem Laufen sichtbar (Abb. 3.3.7-2A). Beim
frontopolaren Kortex (fpc) zeigte nur die rechte Seite eine Erhdhung der Ins(1,2,3,4,5)P5
Konzentration nach erzwungenem Laufen (Abb. 3.3.7-2B). Das Striatum (str) des
Frontalschnitts 2 wies eine auffallende Ins(1,2,3,4,5)Ps Konzentrationszunahme sowohl
nach erlerntem als auch nach erzwungenem Laufen im Laufrad auf, diese war im rechten
lateralen Striatum (stlr 2) signifikant (p < 0,05) (Abb. 3.3.7-2B). Dagegen war die
Veranderung im Striatum (str) des Frontalschnitts 3 und im Thalamus (tha) eher

unbedeutend.
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Abb. 3.3.7-2: Verédnderung der 1Ins(1,2,3,4,5Ps Konzentrationen in verschiedenen
Gehirnregionen. Abgebildet sind in (A) die Ins(1,2,3,4,5)Ps Konzentrationen in der Bricke bis
Medulla (brm), im Bulbus olfactorius (buo), im Kleinhirn (klh und klw), in der Medulla oblongata
(mob), im Mittelhirn (mih) und in der weil3en Substanz (wm) und in (B) die Ins(1,2,3,4,5)Ps Mengen
im frontopolaren Kortex (fpcl und fpcr), im Striatum (stll 2, stlr 2, stml 2, stmr 2, strl 3 und strr 3)
sowie im Thalamus (thal 3 und thar 3) nach erlerntem und erzwungenem Laufen. Die Zahlen hinter
den Bezeichnungen der Gehirnregionen kennzeichnen den Frontalschnitt, aus dem diese
stammen. Die statistisch signifikanten Differenzen zwischen der Kontrollgruppe und dem erlernten
bzw. erzwungenen Laufen sind markiert: *p < 0,05. Abgebildet sind die Mittelwerte (n = 5) + SEM.

Das Ins(1,2,4,5,6)Ps Isomer konnte in einigen Gehirnregionen nachgewiesen werden. In
der Kontrollgruppe lag die Ins(1,2,4,5,6)Ps Konzentration zwischen 0,10 und 0,32 nmol/g
Fg. Die Briicke (Pons) bis Medulla (brm), der Bulbus olfactorius (buo), das Kleinhirn

(kln/klw), die Medulla oblongata (mob) und das Mittelhirn (mih) zeigten wie beim
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Ins(1,2,3,4,5)Ps ein Konzentrationssteigerung nach erlerntem und erzwungenem Laufen
(Abb. 3.3.7-3A). Die weille Substanz (wm) zeigte auch bei diesem Isomer eine
abwechselnde Modifikation in den einzelnen Frontalschnitten. Im Frontalschnitt 2 konnte
ein Ins(1,2,4,5,6)Ps Zunahme nach erzwungenem Laufen im Laufrad beobachtet werden,
demgegeniuber wurden im Frontalschnitt 3 und 4 eine Reduktion um bis zu 50 % sowohl
nach erlerntem als auch nach erzwungenem Laufen detektiert (Abb. 3.3.7-3A). Die
Gehirnregionen des Frontalschnitts 1 (frontopolarer Kortex und Nukleus olfactorius mit
Tuberculum olfactorium) zeigten eine Erniedrigung des Ins(1,2,4,5,6)Ps Spiegels nach
erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad (Abb. 3.3.7-3B). Dagegen wiesen der
parietale  (pac) und der piriforme Kortex (pic) eine Ins(1,2,4,5,6)Ps
Konzentrationszunahme um bis zu 50 % auf (Abb. 3.3.7-3C). Erlerntes und erzwungenes
Laufen flhrte im Striatum (str) des Frontalschnitts 2 zu einer deutlichen Ins(1,2,4,5,6)Ps
Reduktion um bis zu 50 % (Abb. 3.3.7-3C). Erlerntes Laufen im Laufrad bewirkte eine
Ins(1,2,4,5,6)Ps Konzentrationsabnahme im piriformen mit entorhinalem Kortex (pec), im
rechten okzipitalen (occr) und temporalen Kortex (tecr) des Frontalschnitts 4 um bis zu 60
%, wahrend der linke temporale Kortex (tecl) des Frontalschnitts 3 eine Zunahme aufwies
(Abb. 3.3.7-3D). Im linken piriformen mit entorhinalem Kortex (pecl), im Striatum (str) und
okzipitalen Kortex (occ) des Frontalschnitt 3 sowie im temporalen Kortex (tec) des
Frontalschnitts 3 und 4 (Abb. 3.3.7-3D) und im okzipital Pol (ocp) (Abb. 3.3.7-3E) wurde
ein Ins(1,2,4,5,6)Ps Erhbhung nach erzwungenem Laufen im Laufrad beobachtet. Diese
war im rechten okzipital Pol (ocpr) signifikant (p < 0,05) (Abb. 3.3.7-3E).

Das InsP; konnte in der Briicke (Pons) bis Medulla (brm), im Bulbus olfactorius (buo), im
Kleinhirn (klh/klw), in der Medulla oblongata (mob) und im Mittelhirn (mih) detektiert
werden. Der Konzentrationsbereich von InsP- lag in der Kontrollgruppe zwischen 0,05 und
0,26 nmol/g Fg. Alle Gehirnregionen zeigten sowohl nach erlerntem als auch nach
erzwungenem Laufen im Laufrad eine InsP; Konzentrationssteigerung (Abb. 3.3.7-4).
Allerdings war die Erhéhung nach erlerntem Laufen (Konzentrationsbereich zwischen
0,09 und 043 nmollg Fg) deutlicher als nach erzwungenem Laufen

(Konzentrationsbereich zwischen 0,06 und 0,32 nmol/g Fg) im Laufrad.

74



Ergebnisse

20

mm erlerntes Laufen
60 {C—= erzwungenes Laufen

mm erlerntes Laufen
3 erzwungenes Laufen

ol = Iu IM

-40

-60 A

im Vergleich zur Kontrolle [%]

fpcl fper notl notr

o Veranderung der Ins(1,2,4,5,6)P, Konzentration >
im Vergleich zur Kontrolle [%]
O Veranderung der Ins(1,2,4,5,6)P, Konzentration @

60

150

mm erlerntes Laufen
1 erzwungenes Laufen

mmm erlerntes Laufen
3 erzwungenes Laufen
100 A

50 -

-50 1

im Vergleich zur Kontrolle [%]

-100 -—

Veranderung der Ins(1,2,4,5,6)P, Konzentration
im Vergleich zur Kontrolle [%]
Verénderung der Ins(1,2,4,5,6)P, Konzentration

=
o]
o

EEm erlerntes Laufen *
150 1= erzwungenes Laufen

120 -

©
o
L

D
o
L

w
o
L

ocpl ocpr

im Vergleich zur Kontrolle [%]

o
L

W
S

Verénderung der Ins(1,2,4,5,6)P, Konzentration m

Abb. 3.3.7-3: Veranderung der 1Ins(1,2,4,5,6)Ps Konzentrationen in verschiedenen
Gehirnregionen. Abgebildet sind die Ins(1,2,4,5,6)Ps Mengen: (A) in der Briicke bis Medulla (brm),
im Bulbus olfactorius (buo), im Kleinhirn (klh/klw), in der Medulla oblongata (mob), im Mittelhirn
(mih) und in der weien Substanz (wm); (B) im frontopolaren Kortex (fpc) und im Nukleus
olfactorius mit Tuberculum olfactorium (not), (C) im parietalen (pac) und piriformen Kortex (pic)
sowie im Striatum (str); (D) im piriformen mit entorhinalem Kortex (pec), im entorhinalen (enc),
okzipitalen (occ) und temporalen Kortex (tec) sowie im Thalamus (tha) und (E) in den okzipital
Polen (opc) nach erlerntem und erzwungenem Laufen. Die Zahlen hinter den Bezeichnungen der
Gehirnregionen markieren den Frontalschnitt, aus dem diese hervorgehen. Die statistisch
signifikanten Differenzen zwischen der Kontrollgruppe und dem erlernten bzw. erzwungenen
Laufen sind markiert: *p < 0,05. Gezeigt sind die Mittelwerte (n = 4) £ SEM. Die Bezeichnung der
Gehirnregionen ist in Tab. 3.3.1-1 gezeigt.
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Abb. 3.3.7-4: Veranderung der InsP; Konzentrationen in der Briicke bis Medulla, im Bulbus
olfactorius, im Kleinhirn, in der Medulla oblongata und im Mittelhirn nach. Gezeigt sind die
InsP; Konzentrationen in der Briicke bis Medulla (brm), im Bulbus olfactorius (buo), im Kleinhirn
(klh und klw), in der Medulla oblongata (mob) und im Mittelhirn (mih) nach erlerntem und
erzwungenem Laufen. Abgebildet sind die Mittelwerte (n = 5) + SEM.

3.4 Gradienten der InsP Konzentrationen im Gehirn der Ratte

In nahezu allen Gehirnregionen konnten Gradienten in der InsP Konzentration beobachtet
werden (Abb. 3.3.1-1, Abb. 3.3.2-1, Abb. 3.3.4-1, Abb. 3.3.5-1, Abb. 3.3.6-1). Im
cingularen Kortex, Thalamus, Hypothalamus und Hippocampus wurden signifikante
Unterschiede der InsP Verteilung in der fronto-okzipitalen Ausdehnung nachgewiesen
(Abb.  3.4-1). Die Isomere  Ins(1,4,5)P3, Ins(1,3,4,5)Py, Ins(1,3,4,5,6)Ps,
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, und InsPg des cingularen Kortex (Abb. 3.4-1A) und des
Thalamus (Abb. 3.4-1B) waren im frontalen Teil in h6heren Konzentrationen vorhanden
als im okzipitalen Teil. Im Hypothalamus (Abb. 3.4-1C) und im Hippocampus (Abb. 3.4-
1D) waren Ins(1,4,5)P3, Ins(1,3,4,5)P,4, Ins(1,3,4,5,6)Ps und InsPgs im okzipitalen Teil
dominierend gegentiber dem frontalen Teil.
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Abb. 3.4-1: Verteilung der Inositolphosphate im cingularen Kortex, im Thalamus, im
Hypothalamus und im Hippocampus. Gezeigt sind InsP Konzentrationen im cingularen Kortex
(A), im Thalamus (B), im Hypothalamus (C) und im Hippocampus (D). Die Zahlen (2,3,4)
kennzeichnen die Frontalschnitte, aus denen die Proben stammen. Frontalschnitt 2 reprasentiert
den frontalen Teil und Frontalschnitt 4 kennzeichnet den okzipitalen Teil. Die statistisch
signifikanten Differenzen zwischen den frontalen und okzipitalen Schnitte sind markiert: *p < 0,05
Abgebildet sind die Mittelwerte (n > 4) + SEM.

3.5 Ableitung der InsP metabolisierenden Enzymaktivitaten

Aus den gemessenen InsP Konzentrationen nach erlerntem und erzwungenem Laufen im
Laufrad lassen sich Rickschlisse (ber die Aktivitatsanderungen einzelner InsP
metabolisierender Enzyme ableiten. Dabei wurde fir jedes InsP Isomer die jeweiligen
Konzentrationen nach erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad von der
Kontrollgruppe subtrahiert. Dies wurde flr jede Gehirnprobe durchgefiihrt. Die erhaltenen
A InsP Konzentrationen wurden fir das jeweilige InsP metabolisierende Enzym summiert.
Die positive Werten entsprachen einer Aktivitatssteigerung, wahrend die negativen Werte

eine Aktivitatsreduktion der InsP metabolisierenden Enzyme anzeigten.
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3.5.1 Ableitung der Anderung der PLC

Die PLC katalysiert die Hydrolyse des Membranphospholipids Ptdins(4,5)P, zu DAG und
Ins(1,4,5)P5 [Berridge, 1993]. Fiir die Ableitung der Anderung der PLC wurde A PLC anapol
nach folgendem Berechnungsmodus bestimmt: A PLC .00 = A InS(1,4,5)P; + A
Ins(1,3,4,5)P, + A Ins(1,3,4)P; + A Ins(1,3,4,5,6)Ps + A Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, + A
InsPs. Bei den berechneten A PLC ,.a00 Werten handelt es sich um anndhernd reale A-
Werte, da die Anstiege der direkten Dephosphorylierungsprodukte von Ins(1,4,5)P; und
Ins(1,3,4)P3;, dieses sind mehrere InsP, und InsP Isomere, nicht analysiert wurden.
Zudem wurde angenommen, dass keine signifikanten InsPs Dephosphorylierungen in der
Versuchszeit stattfanden. Die Abschatzung von A PLC ,nano €rfasst nur den Teil der PLC

Aktivitat, der zu anabolen Folgenreaktionen fiihrt.

Die Gehirnregionen des Frontalschnitt 1 zeigten nach erlernten und erzwungenem Laufen
im Laufrad Anderungen in der Aktivitit von A PLC anapa (Abb. 3.5.1-1A). Im rechten
frontopolaren Kortex (fpcr) und im rechten Nukleus olfactorius mit Tuberculum olfactorium
(notr) wurde nach erlerntem Laufen im Laufrad eine Abnahme der A PLC znapo Aktivitat
beobachtet, wahrend nach erzwungenem Laufen im Laufrad eine Steigerung der A PLC
anabol Aktivitat erfasst wurde (Abb. 3.5.1-1B und C). Der Bulbus olfactorius (buo) zeigte
nach beiden Bedingungen eine A PLC ,.an0 Aktivitatssteigerung, wobei in den Sehnerven
nach beiden Bedingungen eine A PLC 40 Aktivitdtsreduktion beobachtet wurde (Abb.
3.5.1-1B und C). Im Frontalschnitt 2 wurde fur den cerebralen Kortex eine Abnahme der A
PLC aavo Aktivitat nach erlerntem Laufen im Laufrad beobachtet, wahrend nach
erzwungenem Laufen im Laufrad die Aktivitéat von A PLC ;a0 gesteigert war (Abb. 3.5.1-
1D). Eine Ausnahme bildete der parietale Kortex (pac), der nach beiden Bedingungen
eine A PLC o Aktivitatszunahme aufwies (Abb. 3.5.1-1E und F). Im Striatum (str),
Hypothalamus (hyp), Septum (sep) und Tuberculum olfactorium (tuo) wurde eine
Anderung der A PLC a.ap0 Aktivitat sowohl nach erlernten und erzwungenem Laufen im
Laufrad beobachtet als auch zwischen der linken und rechten Gehirnhalfte (Abb. 3.5.1-
1D). Dagegen wies die weil3e Substanz nach erlernter und erzwungener Bewegung im
Laufrad eine Zunahme der A PLC ahape Aktivitat auf (Abb. 3.5.1-1E und F). Im
Frontalschnitt 3 wurde flr den cerebralen Kortex eine A PLC a0 Aktivitatssteigerung
nach erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad beobachtet (Abb. 3.5.1-1G bis I).
Demgegentber zeigte sich im Thalamus (tha), im Hippocampus (hip) und in der weil3en
Substanz (wm) eine Abnahme der PLC Aktivitat nach beiden Bedingungen (Abb. 3.5.1-1H
und ). Eine A PLC .0 AktivitAtsverminderung wurde auch im Thalamus (tha), im
Hippocampus (hip) und in der weil3en Substanz (wm) des Frontalschnitts 4 beobachtet
(Abb. 3.5.1-1K und L).
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Abb. 3.5.1-1: Verdnderung von PLC ..., nach erlerntem und erzwungenem Laufen im
Laufrad im Gehirn der Ratte. Dargestellt sind die Aktivitdtsdnderungen von A PLC ,nahe imM
Frontalschnitt 1 (A-C), im Frontalschnitt 2 (D-F), im Frontalschnitt 3 (G-I), im Frontalschnitt 4 (J-L)
und im Frontalschnitt 5 (M-O) nach erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad. Die
Konzentrationszunahme von A PLC .00 SPiegelt der rot-gelbe Farbbereich wieder, dagegen ist die
Abnahme durch blaue Farben gekennzeichnet. Die Bezeichnung der Gehirnregionen ist in Tab.
3.3.1-1 gezeigt.
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Im okzipital Pol (ocp) wurde nach erlerntem Laufen im Laufrad eine reduzierte A PLC ananol
Aktivitat beobachtet (Abb. 3.5.1-1M und N), gleichzeitig wurde nach erzwungenem Laufen
im Laufrad eine Steigerung der A PLC ana0 Aktivitdt im linken okzipital Pol (ocpl) erfasst
(Abb. 3.5.1-1M und O). Die Kleinhirnregionen zeigten nach erlerntem und erzwungenem
Laufen im Laufrad unterschiedlich verdnderte A PLC ,nano Aktivitdten (Abb. 3.5.1-1N und
O). In der Medulla oblongata (mob) war nach beiden Bedingungen die Aktivitat der A PLC
anabol €rNONt (Abb. 3.5.1-1N und O).

3.5.2 Ableitung der Anderung der Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase

Die 1Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase katalysiert die Phosphorylierung von Ins(1,4,5P; zum
Ins(1,3,4,5)P, [Xia & Yang, 2005]. Die Ableitung der Anderung der Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase
Aktivitat erfolgte nach folgendem Berechnungsmodus: A Ins(1,4,5)P3-3-Kinase = (A
Ins(1,3,4,5)P, + A Ins(1,3,4)P3; + A Ins(1,3,4,5,6)Ps + A Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, + A
InsPg) — A Ins(1,4,5)Ps.

Der frontopolare Kortex (fpc), der linke Nukleus olfactorius mit Tuberculum olfactorium
(notl), der Bulbus olfactorius (buo) und die Sehnerven (shn) wiesen nach erlerntem
Laufen im Laufrad eine Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase Aktivitadtszunahme auf, dagegen war im
rechten Nukleus olfactorius mit Tuberculum olfactorium (notr) die Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase
Aktivitat reduziert (Abb. 3.5.2-1A und B). Erzwungenes Laufen im Laufrad fiihrte in allen
Gehirnregionen des Frontalschnitts 1 zu einer Steigerung der Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase
Aktivitat (Abb. 3.5.2-1A und C). Die Gehirnregionen des Frontalschnitts 2 zeigten nach
erlerntem Laufen im Laufrad eine Reduktion der Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase Aktivitat, jedoch
wurde im parietalen Kortex (pacmr und pacsr), im linken piriformen Kortex (picl), im
lateralen Striatum (stl) und im linken medialen Striatum (stml), im linken Hypothalamus
(hypl), im Tuberculum olfactorium (tuo) und in der weil3en Substanz (wm) eine Zunahme
beobachtet (Abb. 3.5.2-1D und E). Dagegen flhrte erzwungenes Laufen im Laufrad in
den meisten Gehirnregionen des Frontalschnitt 2, mit Ausnahme des linken cingularen
Kortex (cicl), zu einer Ins(1,4,5)P3-3-Kinase Aktivitatssteigerung (Abb. 3.5.2-1D und F).
Erlerntes Laufen im Laufrad verursachte veranderte Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase Aktivitdten in
nahezu allen Gehirnregionen des Frontalschnitts 3 (Abb. 3.5.2-1G). Der Hypothalamus
(hyp), die Amygdala (amy), der Thalamus (tha), der rechte Hippocampus (hipr), der Fornix
(frx), der rechte okzipitale Kortex (occr) und der cingulare Kortex (cicr) wiesen eine
Zunahme der Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase Aktivitat auf, wahrend in den anderen Gehirnregionen
die Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase Aktivitat erniedrigt war (Abb. 3.5.2-1H).
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Abb. 3.5.2-1: Veradnderung der A Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase nach erlerntem und erzwungenem
Laufen im Laufrad im Gehirn der Ratte. Dargestellt sind die Aktivitdtsdnderungen von A
Ins(1,4,5)P;-3-Kinase im Frontalschnitt 1 (A-C), im Frontalschnitt 2 (D-F), im Frontalschnitt 3 (G-I),
im Frontalschnitt 4 (J-L) und im Frontalschnitt 5 (M-O) nach erlerntem und erzwungenem Laufen.
Die Konzentrationszunahme von A Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase spiegelt der rot-gelbe Farbbereich
wieder, dagegen ist die Abnahme durch blaue Farben gekennzeichnet. Die Bezeichnung der
Gehirnregionen ist in Tab. 3.3.1-1 gezeigt.
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Erzwungenes Laufen im Laufrad fuhrte zu einer Ins(1,4,5)P3s-3-Kinase Aktivitatsreduktion
im rechten piriformen mit entorhinalem Kortex (pecr), im linken Hippocampus (hipl) und im
temporalen Kortex (tec), dagegen zeigten die anderen Gehirnregionen des Frontalschnitts
3 eine Zunahme (Abb. 3.5.2-11). Im Frontalschnitt 4 wurde in den meisten Gehirnregionen
eine Ins(1,4,5)P;-3-Kinase Aktivitdtsverminderung nach erlerntem Laufen im Laufrad
beobachtet, nur der linke Thalamus (thal), der entorhinale (enc), der temporale (tecl), der
linke okzipitale (occl) sowie der rechte cingulare Kortex (cicr) zeigten eine Ins(1,4,5)P; 3-
Kinase Aktivitatssteigerung (Abb. 3.5.2-1J und K). Erzwungenes Laufen im Laufrad
bewirkte in nahezu allen Gehirnregionen des Frontalschnitts 4 eine Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase
Aktivitatszunahme, nur der rechte Thalamus (thar) und die weile Substanz bildeten eine
Ausnahme (Abb. 3.5.2-1J und L). Im Frontalschnitt 5 zeigte der linke okzipital Pol (ocpl)
eine Ins(1,4,5)P3-3-Kinase Aktivitatsverringerung, wahrend der rechte okzipital Pol eine
Steigerung aufwies (Abb. 3.5.2-1M und N). Erzwungenes Laufen verursachte eine
erhohte Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase Aktivitat im okzipital Pol (ocp), im Kleinhirnwurm (klw) und
in der Medulla oblongata (mob), dagegen zeigten die Kleinhirnhemisphéaren (klh) eine
Abnahme (Abb. 3.5.2-1M und O).

3.5.3 Ableitung der Anderung der Ins(1,3,4,5)P,-5-Phosphatase

Die 5-Phosphatase dephosphoryliert Ins(1,4,5)P3; zum Ins(1,4)P, sowie Ins(1,3,4,5)P4 zum
Ins(1,3,4)P; [Erneux et al., 1998]. Es wird nur die Ins(1,3,4,5)P,-5-Phosphatase
abgeleitet, da das Isomer Ins(1,4)P, nicht nachgewiesen werden konnte. Eine weitere
Annahme ist, dass InsPs und seine Folgeprodukte Uberwiegend Uber Ins(1,3,4)P; —
Ins(1,3,4,6)P, — 1Ins(1,3,4,5,6)Ps und nicht durch direkte Phosphorylierung von
Ins(1,3,4,5)P,4 gebildet werden. Diese wird durch Arbeiten in humanen Zellen unterstitzt
[Miller et al., 2005]. Die Ableitung der Anderung der Ins(1,3,4,5)P,-5-Phosphatase wurde
nach folgendem Berechnungsmodus bestimmt: A Ins(1,3,4,5)P,-5-Phosphatase = (A
Ins(1,3,4)P; + A Ins(1,3,4,5,6)Ps + A Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, + A InsPg) — A
Ins(1,3,4,5)P,.

Die Ins(1,3,4,5)P,-5-Phosphatase Aktivitat war in den meisten Gehirnregionen des
Frontalschnitts 1 nach erlerntem Laufen im Laufrad erhdht, eine Ausnahme bildeten der
rechte frontopolare Kortex (fpcr) und Nukleus olfactorius mit Tuberculum olfactorium (notr)
sowie die Sehnerven (shn) (Abb. 3.5.3-1A und B). Erzwungenes Laufen fihrte in allen
Gehirnregionen des Frontalschnitts 1, auRer in den Sehnerven, zu einer Ins(1,3,4,5)P4-5-
Phosphatase Aktivitatssteigerung (Abb. 3.5.3-1A und C).
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Abb. 3.5.3-1: Veradnderung der A 1Ins(1,3,4,5)P,;-5-Phosphatase nach erlerntem und
erzwungenem Laufen im Laufrad im Gehirn der Ratte. Dargestellt sind die Aktivitatsanderungen
von A Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase im Frontalschnitt 1 (A-C), im Frontalschnitt 2 (D-F), im
Frontalschnitt 3 (G-1), im Frontalschnitt 4 (J-L) und im Frontalschnitt 5 (M-O) nach erlerntem und
erzwungenem Laufen. Die Konzentrationszunahme von A Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase spiegelt
der rot-gelbe Farbbereich wieder, dagegen ist die Abnahme durch blaue Farben gekennzeichnet.
Die Bezeichnung der Gehirnregionen ist in Tab. 3.3.1-1 gezeigt.
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Erlerntes Laufen im Laufrad bewirkte im parietalen Kortex (pac), im linken lateralen (stll)
und medialen Striatum (stml), im linken Hypothalamus (hypl) und in der weil3en Substanz
(wm) des Frontalschnitts 2 eine Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase Aktivitatszunahme,
wahrend die restlichen Gehirnregionen dieses Frontalschnitts eine Reduktion aufwiesen
(Abb. 3.5.3-1D und E). Erzwungenes Laufen fihrte in allen Gehirnregionen, mit
Ausnahme des rechten Hypothalamus (hypr) und des Tuberculum olfactorium (tuo), zu
einer Ins(1,3,4,5)P4,-5-Phosphatase Aktivitatssteigerung (Abb. 3.5.3-1D und F). Der
Thalamus (tha), der Hippocampus (hip), der rechte temporale (tecr), der linke okzipitale
(occl) und der linke cinguléare Kortex sowie die wei3e Substanz (wm) des Frontalschnitt 3
zeigten nach erlerntem Laufen im Laufrad eine Reduktion der Ins(1,3,4,5)P4-5-
Phosphatase Aktivitdt (Abb. 3.5.3-1G und H). Die anderen Gehirnregionen dieses
Frontalschnitts wiesen eine Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase  Aktivitatszunahme  auf.
Erzwungenes Laufen im Laufrad rief eine Steigerung der Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase
Aktivitdt in nahezu allen Gehirnregionen des Frontalschnitts 3 hervor, jedoch zeigten der
linke Hypothalamus (hypl), die rechte Amygdala (amyr), der linke Hippocampus (hipl) und
die weilRe Substanz (wm) eine verminderte Ins(1,3,4,5)P,-5-Phosphatase Aktivitat (Abb.
3.5.3-1G und I). Im Thalamus (tha), Hippocampus (hip) und in der weil3en Substanz (wm)
des Frontalschnitts 4 wurden sowohl nach erlerntem als auch nach erzwungenem Laufen
im Laufrad eine Abnahme der Ins(1,3,4,5)P,s-5-Phosphatase Aktivitat beobachtet (Abb.
3.5.3-1K und L). Die einzelnen Regionen des cerebralen Kortex wiesen nach beiden
Bedingungen unterschiedliche Anderungen der Ins(1,3,4,5)P,-5-Phosphatase Aktivitat auf
(Abb. 3.5.3-1K und L). Erlerntes Laufen im Laufrad Ioste in nahezu allen Gehirnregionen
des Frontalschnitts 5, mit Ausnahme der Medulla oblongata (mob), eine Ins(1,3,4,5)P4-5-
Phosphatase Aktivitatsverminderung aus (Abb. 3.5.3-1M und N). Nach erzwungenem
Laufen im Laufrad wurde in den Kleinhirnhemispharen (klh) eine Abnahme der
Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase  Aktivitdt beobachtet, dagegen zeigten die anderen
Gehirnregionen des Frontalschnitts 5 eine Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase
Aktivitatszunahme (Abb. 3.5.3-1M und O).

3.5.4 Ableitung der Anderung der Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase

Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase katalysiert die Bildung von InsPg aus Ins(1,3,4,5,6)Ps [Verbskyb
et al., 2005]. Die Ableitung der Anderung der Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase Aktivitat erfolgte
nach folgendem Berechnungsmodus: A 1Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase = A InsPs — (A
Ins(1,3,4,5,6)Ps — A Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P,).
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Abb. 3.5.4-1: Veradnderung der A Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase nach erlerntem und erzwungenem
Laufen im Laufrad im Gehirn der Ratte. Dargestellt sind die Aktivitditsdnderungen von A
Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase im Frontalschnitt 1 (A-C), im Frontalschnitt 2 (D-F), im Frontalschnitt 3
(G-I), im Frontalschnitt 4 (J-L) und im Frontalschnitt 5 (M-O) nach erlerntem und erzwungenem
Laufen. Die Konzentrationszunahme von A 1Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase spiegelt der rot-gelbe
Farbbereich wieder, dagegen ist die Abnahme durch blaue Farben gekennzeichnet. Die

Bezeichnung der Gehirnregionen ist in Tab. 3.3.1-1 gezeigt.
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Der rechte frontopolare Kortex (fpcr) und Nukleus olfactorius mit Tuberculum olfactorium
(notr) sowie die Sehnerven (shn) des Frontalschnitts 1 zeigten nach erlerntem Laufen im
Laufrad eine Abnahme der Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase Aktivitat. Die anderen
Gehirnregionen dieses Frontalschnitts wiesen eine Erhdhung auf (Abb. 3.5.4-1A und B).
Erzwungenes Laufen im Laufrad verursachte in nahezu allen Gehirnregionen des
Frontalschnitts 1 eine Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase Aktivitatssteigerung, nur die Sehnerven
(shn) wiesen eine Aktivitatsreduktion auf (Abb. 3.5.4-1A und C). Erlerntes Laufen im
Laufrad bewirkte im cingularen Kortex (cic), im piriformen Kortex (pic), im rechten
lateralen (stlr) und medialen Striatum (stmr) sowie im Septum (sep) und im Tuberculum
olfactorium (tuo) des Frontalschnitts 2 eine Abnahme der Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase
Aktivitat (Abb. 3.5.4-1D und E). Die anderen Gehirnregionen dieses Frontalschnitts
zeigten eine Aktivitatssteigerung. Erzwungenes Laufen im Laufrad fihrte in allen
Gehirnregionen des Frontalschnitts 2 zu einer Steigerung der Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase
Aktivitat, nur der rechte Hypothalamus zeigte eine Abnahme (Abb. 3.5.4-1D und F). Der
linke Thalamus (thal), der linke Hippocampus (hipl), der Fornix (frx), der rechte temporale
(tecr) sowie der linke okzipitale Kortex (occl) des Frontalschnitts 3 wiesen nach erlerntem
Laufen im Laufrad eine Reduktion auf (Abb. 3.5.4-1G und H). Erzwungenes Leufen im
Laufrad verursachte in den meisten Gehirnregionen des Frontalschnitts 4 eine
Aktivitatssteigerung der Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase. Jedoch zeigten der linke Hypothalamus
(hypl), die rechte Amygdala (amyr), der linke Hippocampus (hipl), der Fornix (frx) und der
linke temporale Kortex (tecl) eine Verminderung (Abb. 3.5.4-1G und 1). Auch im
Frontalschnitt 4 wurde fir den rechten Thalamus (thar), den Hippocampus (hip), dem
rechten temporalen (tecr) und okzipitalen Kortex (occr) sowie dem linken cingularen
Kortex (cicl) und der weilen Substanz (wm) nach erlentem Laufen im Laufrad eine
Abnahme der Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase Aktivitat erfasst (Abb. 3.5.4-1J und K). Die
restlichen Gehirnregionen des Frontalschnitts 4 zeigten eine Aktivitatssteigerung.
Erzwungene korperliche Bewegung im Laufrad bewirkte eine Aktivitditsabnahme des
Enzyms im Hippocampus (hip), im rechten temporalen (tecr) und cingularen Kortex (cicr)
sowie in der weil3en Substanz, wahrend der Thalamus (tha), der entorhinale (enc) und
okzipitale Kortex (occ) sowie der linke temporale (tecl) und cingulare Kortex (cicl) eine
gesteigerte Enzymaktivitat aufwiesen (Abb. 3.5.4-1J und L). Im okzipital Pol (ocp) und in
den Kleinhirnhemisphéren (klh) wurden nach erlerntem Laufen eine Reduktion der
Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase Aktivitat erfasst (Abb. 3.5.4-1M und N). Erzwungenes Laufen im
Laufrad fuhrte im okzipital Pol (ocp), im Kleinhirnwurm (klw) und in der Medulla oblongata
(mob) zu einer gesteigerten Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase Aktivitat (Abb. 3.5.4-1M bis O).
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4 Diskussion

In den achtziger Jahren wurde erstmals Ins(1,4,5)P; als Ca?-mobilisierender second
messenger beschrieben [Streb et al., 1983]. Seitdem haben zahlreiche Arbeitsgruppen
weitere Inositolphosphate gefunden und hinsichtlich ihrer biologischen Funktion
untersucht. Allerdings gibt es bisher keine ausfihrlichen und spezifischen
Untersuchungen in Bezug auf mogliche biologische Funktionen der Inositolphosphate im
Gehirn der Ratte. In dieser Arbeit wurden regionale Unterschiede und die biologische

Rolle der Inositolphosphate im Gehirn der Ratte charakterisiert.

4.1 Beeinflussung der InsP Konzentrationen im Gehirn der Ratte mittels

verschiedener Fixierungstechniken

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig eine Fixierungstechnik etabliert werden, die es
ermdglicht, ausreichend fixiertes Gehirngewebe zu erhalten, um die InsP Konzentrationen

in den einzelnen Gehirnregionen und Nuklei untersuchen zu kdnnen.

In der Literatur sind die Bestimmungen der InsP Konzentrationen und anderer
metabolischer Verbindungen ausschlie3lich mit unfixierten Gehirngewebe durchgefiihrt
worden [Grases et al., 2001; Yang et al., 2001], daher diente unfixiertes Gehirngewebe in
der vorliegenden Arbeit als Kontrolle fir die Etablierung einer Fixierungstechnik. Die InsP
Isomere Ins(1,4,5)P;, Ins(1,3,4,6)P4, 1Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P,, 1ns(1,2,3,4,5)Ps,
Ins(1,2,4,5,6)Ps, Ins(1,3,4,5,6)Ps und InsPg kénnen im unfixierten Gehirngewebe mittels
Micro-MDD-HPLC detektiert werden (Abb. 3.1.1-1). Die ermittelten InsP Konzentrationen
stimmen mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen Uberein. So kommen die Isomere,
Ins(1,3,4,5,6)Ps und InsPs in den hdchsten Konzentrationen vor [Martin et al., 1987;
Szwergold et al., 1987; Stephens et al., 1988], wahrend Ins(1,2,3,4,5Ps und
Ins(1,2,4,5,6)Ps in sehr geringen Konzentrationen vorhanden sind [Yang et al., 2001].
Daruber hinaus ist eine Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration von 0,59 + 0,10 nmol/g
Fg im Kleinhirn der Ratte vorhanden. Der Wert liegt in der gleichen Groéf3enordnung, wie
von Jun et al. [1998] berichtet, obwohl dieser im Hippocampus der Maus (0,61 + 0,15
nmol/g Fg) festgestellt wurde. Erstmalig konnte im Nagetierkleinhirn eine Ins(1,4,5)P;
Konzentration von 1,00 + 0,11 nmol/g Fg mittels Micro-MDD-HPLC detektiert werden
(Abb. 3.1.1-2). Bisher konnte nur durch Radiorezeptor Assay eine Ins(1,4,5)P;
Konzentration von 43,9 + 4,8 pmol/mg Protein fir das gesamte Mausgehirn festgestellt

werden [Jun et al., 1998], diese entspricht etwa 2 nmol/g Feuchtgewicht. Die post mortem
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gemessenen Ins(1,4,5)P; Spiegel konnen jedoch nicht die in vivo Konzentrationen
wiederspiegeln, da die PLC vermutlich auf Grund einer zellularen Ca®* Erhéhung noch
aktiv ist, welche die Hydrolyse von Ptdins(4,5)P, katalysiert, die dann zu einem erhdhten
Ins(1,4,5)P; Spiegel fuhrt [Ito, 2001].

Die Praparation von unfixiertem Gehirngewebe ist nicht fir die Untersuchung von
regionalen Unterschieden in der InsP Konzentration geeignet. Das frische Gehirngewebe
ist einerseits fur eine exakte Praparation in verschiedene Gehirnregionen zu weich und
andererseits wird die Zeit zu lang, die fir die Praparation des ganzen Gehirns in einzelne
Gehirnregionen erforderlich ist. Folglich wirden sich auch die InsP Konzentrationen

verandern, da die Enzyme des InsP Metabolismus noch aktiv sind.

Eine mogliche Alternative fur die unfixierte Gehirngewebepraparation sind Praparationen
mit Gefrierschnitten [Romeis, 1989: S. 71 — 111]. Diese Methode ist jedoch fir die
Zielsetzung dieser Arbeit ungeeignet, weil die Gefrierschnitte fir eine weitere Praparation
in verschiedene Gehirnregionen zu dinn sind (etwa 10 pm). Das minimale Feuchtgewicht
der Proben, aus welchem sich Inositolphosphate mittels Micro-MDD-HPLC analysieren
lassen, betragt 15 — 25 mg Fg. Somit sind die Gewebeproben aus den Gefrierschnitten fir
die InsP Analyse zu klein, zudem besteht die Gefahr, dass die Inositolphosphate beim

Auftauen des Gewebes verloren gehen bzw. metabolisiert werden.

Eine andere Moglichkeit ist die PFA Fixierung. Deshalb wurde der Effekt der PFA
Fixierung auf die Inositolphosphate im Gehirn getestet. Hierfur wurde PFA mit HEPES (pH
7,0) gepuffert, anstelle von dem Ublich genutzten Phosphatpuffer, da dieser zusammen
mit den Inositolphosphaten extrahiert wird und das Phosphat die anschlieende MDD-
HPLC Analyse beeinflussen wirde. Bei der PFA Fixierung wird zwischen Immersions-
und Perfusionsfixierung unterschieden, beide Methoden wurden in der vorliegenden

Arbeit getestet.

Bei der Immersionsfixierung wird das Gehirngewebe in die Fixierungsldsung fir 3 Tage
bei 4 °C eingelegt. Die Immersionsfixierung hat trotz leichter Durchflihrung einige Méangel.
Ein Nachteil dieser Methode sind die zeitlichen Unterschiede der fixierten Gehirnteile. Da
die Diffusion von auf3en nach innen erfolgt, werden innere Regionen viel spater fixiert als
auRere. Die Konsequenz ist damit eine irregulare Gewebekonservierung. Ein weiterer
Nachteil ist der zeitliche Aufwand [Romeis, 1989]. Nach 3 Tagen ist das Gewebe immer
noch zu weich ist, um eine prazise Praparation zu ermoglichen. Zudem zeigte sich eine
erhebliche Konzentrationsreduktion aller wichtigen Inositolphosphate, z.B. Ins(1,4,5)Ps,
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P,4, Ins(1,3,4,5,6)Ps und InsPs (Abb. 3.1.2.1-1). Mdgliche

Ursachen fiir die Abnahme der InsP Konzentrationen sind der Einfluss der
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Fixierungslosung selbst oder vorhandene metabolisch aktive InsP Phosphatasen [Majerus
et al., 1999].

Aufgrund der Méngel der Immersionsfixierung wurde eine effizientere Fixierung, die
transkardiale Perfusionsfixierung, verwendet. Hierbei wird das ganze Tier Uber den
GefaRweg mit der Fixierungslésung durchgespilt [Lorke & Lauer, 1990]. Diese Methode
verkirzt die Dauer des Fixierungsprozesses und induziert eine gleichmaRig verteilte
Fixierung [Romeis, 1989]. Die Perfusionsfixierung wurde bei Raumtemperatur und 4°C

durchgefihrt.

Die Perfusionsfixierung bei Raumtemperatur zeigte gegeniber dem unfixierten und
immersionsfixierten Gehirngewebe einen besseren Fixierungseffekt und deutlich
gehartetes Gewebe, das eine exakte Praparation der Gehirnregionen erlaubt. Trotzdem
wurde erneut eine beachtliche Verminderung der InsP Konzentrationen beobachtet, die in
der gleichen GroRRenordnung liegt wie bei der Immersionsfixierung (Abb. 3.1.2.2-1). Die
Abnahme der Inositolphosphate wird vermutlich nicht direkt durch die Fixierungslosung
hervorgerufen, vielmehr kann die InsP Verringerung vorhandenen Aktivitaten InsP

metabolisierender Enzyme zugeschrieben werden.

Fir die weiteren Versuche wurde samtliches Gehirngewebe einer Perfusionsfixierung bei
4 °C unterzogen, da sich bei den Isomeren Ins(1,2,4,5,6)Ps, Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P,,
Ins(1,3,4,5,6)Ps und InsPgs geringere Konzentrationsveranderungen zeigten, verglichen mit
dem unfixierten Gehirngewebe (Abb. 3.1.2.2-2). Nur bei Ins(1,4,5)Ps, Ins(1,3,4,6)P, sowie
Ins(1,2,3,4,5)Ps zeigten sich signifikante Veranderungen, wobei Ins(1,4,5)P; reduziert und
Ins(1,3,4,6)P, sowie Ins(1,2,3,4,5)Ps signifikant erhdéht waren (Abb. 3.1.2.2-2).
Anscheinend sind InsP Phosphatasen, trotz Temperaturen von 4 °C noch schwach aktiv
und verursachen somit Veranderungen in einigen InsP Konzentrationen. Diese
Feststellung deckt sich auch mit den Zeit-Verlaufs Experimenten (Abschnitt 3.2). Die InsP
Konzentrationen der perfusionsfixierten Kleinhirnproben (4 °C) nahmen mit der Zeit ab
(Abb. 3.2-1). Nach einer Woche erreichen die Inositolphosphate nur noch 3 — 10 % ihrer
Ausgangskonzentration. Die zeitabhangige Verminderung der Inositolphosphate kann

durch InsP Phosphatase Aktivitaten erklart werden.

Mdgliche InsP Phosphatase Kandidaten, die fir die Veranderung der InsP
Konzentrationen bei der Perfusionsfixierung (4°C) in Frage kommen, sind in Abb. 4.1-1
dargestellt. Die MIPP [Shears, 1998], die InsP¢/Ins(1,3,4,5,6)Ps-3-Phosphatase (PTEN)
[Nogimori et al., 1991] und 5-Phosphatase [Majerus et al., 1999] sind fir die InsP
Konzentrationsveranderungen am wabhrscheinlichsten. Das Enzym MIPP ist in intakten
Zellen auf das Lumen des ER beschrankt und baut mehrere hochphosphorylierte Inositole

ab [Yu et al., 2003]. Die Gewebefixierung bewirkt vermutlich immer Membranrisse, folglich
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kann es zur Freisetzung von MIPP in das Zytosol kommen. Hierdurch werden
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P4, Ins(1,3,4,5,6)Ps und InsPes metabolisiert, dieses fuhrt zu
einer signifikanten Reduzierung dieser Inositolphosphate und bewirkt zugleich eine
Erhéhung von Ins(1,3,4,6)P, und Ins(1,2,3,4,5)Ps. Die MIPP Aktivitat erklart die InsP
Veranderungen in schlecht fixiertem Gewebe, aber nicht in perfusionsfixiertem
Gehirngewebe, da dieses gut konservierte Zellmembranen aufweist [Lorke & Lauer,
1990]. Offenbar sind andere Enzyme fur die Verdnderungen der InsP Spiegel im
perfusionsfixiertem Gehirngewebe verantwortlich. PTEN konnte die Verringerung von
Ins(1,3,4,5,6)Ps sowie InsPgs [Nogimori et al., 1991] und die 5-Phosphatase [De Smedt et
al., 1994; De Smedt et al., 1996] die Reduktion von Ins(1,4,5)P3 erklaren.

Ins(1,4)P,
2 Ptdins(4,5)P,
v 4/
Ins(1,3,4)P, Ins(1,4,5)P,
4 2 3| | s
v
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Abb. 4.1-1: Ausschnitt aus dem InsP Metabolismus in tierischen Zellen. Dargestellt sind die
Konversionswege der Inositolphosphate in tierischen Zellen. Die InsP Isomere, die in den
Untersuchungen nachgewiesen wurden, sind blau markiert. Die Zahlen bezeichnen die Enzyme,
welche die Syntheseschritte katalysieren: 1. PLC, 2. 5-Phosphatase, 3. Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase, 4.
Ins(1,3,4)Ps-5/6-Kinase/Ins(3,4,5,6)P4-1-Kinase, 5. IPMK, 6. InsPs-Phosphatase, 7.
Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase, 8. MIPP, 9. InsPs-Kinase. Verandert nach [Irvine & Schell, 2001; Shears,
2004; Yu et al., 2003].

Trotz der beobachteten unvollstandigen Konservierung des metabolischen in vivo Status
der Inositolphosphate ist die Perfusion bei 4 °C die passende Fixierungstechnik fur die
Zielsetzung dieser Arbeit. Die Technik erlaubt eine exakte Praparation der Gehirne in
definierte Regionen und Nuklei sowie eine reprasentative ex vivo Analyse des
metabolischen Status der Inositolphosphate. Weiterhin ermdglicht die Perfusionsfixierung
bei 4 °C die Identifizierung von Unterschieden in den InsP Konzentrationen in definierten
Gehirnregionen. Zu diesem Zweck wurde das Striatum, eine sehr heterogene

Gehirnstruktur, ausgewahlt. Das Striatum konnte in einen lateralen und medialen Teil
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differenziert werden (Abb. 3.1.2.2-3). Diese Gehirnregion ist in die motorische Kontrolle
[Hourez et al., 2005] und in kognitive Funktionen involviert [Rogers et al., 2001], indem es
inputs aus dem cerebralen Kortex integriert [Hourez et al., 2005]. Im Striatum konnten
regionale Unterschiede in der InsP Verteilung sowohl in der medio-lateralen als auch in
der fronto-okzipitalen Ausdehnung demonstriert werden (Abb. 3.1.2.2-4). Das Isomer
Ins(1,4,5)P; ist in medialen und okzipitalen Teilen in héheren Konzentrationen vorhanden
als in frontalen oder lateralen Teilen. Dagegen ist InsPgs in okzipitalen Teilen hoher
konzentriert, wahrend Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, lateral vorherrschend ist (Abb. 3.1.2.2-
4). Das Vorkommen dieser Inositolphosphate im Striatum stimmt mit anderen Studien
Uberein, die gezeigt haben, dass Ins(1,4,5Ps; und InsPg Bindungsstellen [Parent &
Quirion, 1994] ebenso wie Ins(1,4,5)P; Rezeptoren [Rodrigo et al., 1993] im Striatum stark
exprimiert werden. Diese Untersuchungen zeigten weiterhin, dass die spezifischen InsPg
Bindungsstellen und Ins(1,4,5)P; Rezeptoren weit verbreitet sind, aber besonders in
Regionen mit neuronalen Perikarien angereichert sind. Die regionalen Unterschiede in
den InsP Konzentrationen des Striatums kdnnen zum Teil mit den Unterschieden in der
striatalen neuronalen Dichte im Zusammenhang stehen. Ursachen fir diese regionalen
Unterschiede in den InsP; bzw. anderen InsP Konzentrationen kdnnen auch
Abweichungen in der Calciumregulation oder in der differentiellen Modulation des

dopaminergen Stoffwechsels sein.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass eine konservierende Fixierungstechnik, die
den Status des InsP Metabolismus relativ zeitnah bei der Stoppung der Vitalfunktion
wiederspiegelt, etabliert wurde. Bei der Fixierungstechnik wird ausreichend gehértetes
Gehirngewebe erhalten. Dies ermdéglicht nun exakte Gehirnpraparationen in definierte
Regionen und Nuklei innerhalb einer Stunde und zeigt nur geringe, fur differenzielle
Analysen akzeptable Verénderungen in den InsP Konzentrationen. Die Fixierungstechnik
kann daher gut flr Studien zur Untersuchung von regionalen Unterschieden und

funktionellen Veranderungen der InsP Konzentrationen genutzt werden.

4.2 Regionale Unterschiede in den InsP Konzentrationen im Gehirn der Ratte
4.2.1 Vergleich der InsP Konzentrationen im Gehirn der Ratte mit der Literatur

In eigenen Untersuchungen konnten erstmals die Konzentrationen von sechs
Inositolphosphaten (Ins(1,4,5)P3, Ins(1,3,4,5)Py, Ins(1,3,4)P3, Ins(1,3,4,5,6)Ps,
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P,4, und InsPg) in verschiedenen Gehirnregionen nachgewiesen

werden.

Die mittlere Ins(1,4,5)Ps; Konzentration im Rattenhirn ist 10,12 + 0,34 nmol/g Fg (Abb.
3.3.1-1A, D, G, J und M). Die kleinste Ins(1,4,5)P3; Konzentration (3,75 nmol/g Fg) ist im
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rechten Thalamus des Frontalschnitts 4 (Abb. 3.3.1-1J) und die héchste Ins(1,4,5)Ps
Konzentration (16,28 nmol/g Fg) ist im rechten okzipital Pol des Frontalschnitts 5 (Abb.
3.3.1-1M). Die gemessenen Ins(1,4,5)P; Konzentrationen kdnnen nicht direkt mit der
gegenwartigen Literatur verglichen werden, da es bislang nicht mdglich war, Ins(1,4,5)P;
im Rattenhirn mittels Micro-MDD-HPLC nachzuweisen. Allerdings zeigten Smith und
Mitarbeiter [1991] eine Gesamtkonzentration an IP; von 14 nmol/g Fg im cerebralen
Kortex von Ratten. Eine weitere Studie an Wistar-Ratten konnte durch Gas-
Chromatographie in  Kombination mit Massenspektrometrie eine Ins(1,4,5)P;
Konzentration von 4,02 + 0,36 pmol * kg™ fiir das gesamte Rattengehirn ermitteln [Grases
et al., 2002]. Diese Diskrepanzen scheinen durch Unterschiede in der Tierart oder durch

unterschiedliche Messmethoden hervorgerufen zu werden.

Der gefundene mittlere Ins(1,3,4,5)P, Spiegel betragt 1,37 + 0,08 nmol/g Fg (Abb. 3.3.2-
1A, D, G, J und M). Die niedrigste Ins(1,3,4,5)P, Konzentration (0,10 nmol/g Fg) ist in der
Medulla oblongata des Frontalschnitts 5 (Abb. 3.3.2-1M) und die hdchste Ins(1,3,4,5)P,
Konzentration (2,66 nmol/g Fg) im linken Hippocampus des Frontalschnitts 4 (Abb. 3.3.2-
1J). Der mittlere Ins(1,3,4,5)P, Spiegel der vorliegenden Arbeit ist deutlich héher als fir
Mause bestimmt. So wurde eine InsP, Konzentration von 0,62 + 0,16 nmol/g Fg im
Hippocampus von Mausen mittels MDD-HPLC gemessen [Jun et al., 1998]. Regionen
spezifische Unterschiede in der Ins(1,3,4,5)P, Konzentration kénnen nicht verantwortlich
gemacht werden, denn in der vorliegenden Arbeit wurde ein Ins(1,3,4,5)P, Spiegel von
1,88 + 0,39 nmol/g Fg im Hippocampus der Wistar-Ratten ermittelt. Eine andere Studie
konnte durch lonen chromatographische Bestimmungen eine Ins(1,3,4,5)P, Konzentration
von 0,9 nmol/g Feuchtgewicht fir den cerebralen Kortex bei Ratten messen [Smith et al.,
1991]. Die Ursachen dieser Diskrepanzen liegen mdglicherweise in der Verwendung

unterschiedlicher Messtechniken.

Im Rattenhirn ergibt sich eine mittlere Ins(1,3,4)P; Konzentration von 0,35 + 0,02 nmol/g
Fg (Abb. 3.3.3-1A, D, G, J und M). Dabei liegt die Ins(1,3,4)P; Konzentration zwischen
0,12 nmol/g Fg im Bulbus olfactorius des Frontalschnitts 1 (Abb. 3.3.3-1A) und 0,61
nmol/g Fg im Tuberculum olfactorium des Frontalschnitts 2 (Abb. 3.3.3-1D). Bisher ist es
nicht gelungen, die Ins(1,3,4)P; Konzentration im Rattengehirn nachzuweisen, daher

kénnen die gemessenen Konzentrationen nicht mit Literaturwerten verglichen werden.

Die mittlere Ins(1,3,4,5,6)Ps Konzentration im Rattenhirn ist 4,27 + 0,11 nmol/g Fg (Abb.
3.3.4-1A, D, G, J und M). Die niedrigste Ins(1,3,4,5,6)Ps Konzentration (1,04 nmol/g Fg)
ist in den Sehnerven des Frontalschnitts 1 (Abb. 3.3.4-1A) und die hdchste
Ins(1,3,4,5,6)Ps Konzentration (6,45 nmol/g Fg) im Kleinhirnwurm des Frontalschnitts 5
(Abb. 3.3.4-1M). Ins(1,3,4,5,6)P5 ist das vorherrschende InsPs Isomer in allen
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Gehirnregionen, was mit den Literaturbefunden ubereinstimmt [Irvine & Schell, 2001]. Der
in der Regel in schnell wachsenden Zellinien mittels Isotopenmarkierungsanalysen
bestimmte Spiegel an Ins(1,3,4,5,6)Ps liegt zwischen 15 — 50 uM [Shears, 2003].

Die gemessene mittlere Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Konzentration betragt 0,44 + 0,02
nmol/g Fg (Abb. 3.3.5-1A, D, G, J und M). Die niedrigste Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P4
Konzentration (0,17 nmol/g FQg) ist im Bulbus olfactorius des Frontalschnitts 1 (Abb. 3.3.5-
1A) und die hochste Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P4 Konzentration (0,72 nmol/g Fg) im linken
cingularen Kortex des Frontalschnitts 2 (Abb. 3.3.5-1D). Die Micro-MDD-HPLC kann
aufgrund der identischen Retentionszeiten nicht zwischen beiden Enantiomeren
differenzieren [lrvine & Schell, 2001]. Jedoch ist eine separate Quantifizierung von
Ins(3,4,5,6)P, und Ins(1,4,5,6)P, unter Verwendung von Enantiomer-spezifischen
Enzymanalysen moglich [Irvine & Schell, 2001]. Der gemessene
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, Spiegel ist in der gleichen GrolRenordnung wie in der
Literatur beschrieben [Jun et al., 1998].

Das InsPg Isomer kommt in den hochsten Konzentrationen in allen Gehirnregionen vor
[Efanov et al., 1997]. Die mittlere InsPg Konzentration (13,54 + 0,35 nmol/g Fg) im Gehirn
der Ratte (Abb. 3.3.6-1A, D, G, J und M) ist im Einklang mit den Literaturwerten (10 — 15
nmol/g Feuchtgewicht) [Yang et al.,, 2001]. Die niedrigste InsPs Konzentration (7,39
nmol/g Fg) ist im linken Hypothalamus des Frontalschnitts 2 (Abb. 3.3.6-1D) und die
hdchste InsPs Konzentration (19,19 nmol/g Fg) ist im rechten medialen Striatum des
Frontalschnitts 2 (Abb. 3.3.6-1D).

4.2.2 Ursachen fiir die regionalen Unterschiede in den InsP Konzentrationen im
Gehirn der Ratte

In der vorliegenden Arbeit konnten erstmalig Unterschiede in den InsP Konzentrationen in

definierten Gehirnregionen nachgewiesen werden.

Das Isomer Ins(1,4,5)P3 zeigt regionenspezifische Unterschiede in seiner Konzentration.
So ist es in frontal (Abb. 3.3.1-1A und D) bzw. okzipital (Abb. 3.3.1-1M) liegenden
Gehirnregionen hoher konzentriert als in medial liegenden Gehirnregionen (Abb. 3.3.1-1G
und J). Der Hypothalamus (Abb. 3.3.1-1D), Hippocampus (Abb. 3.3.1-1G) und Thalamus
(Abb. 3.3.1-1J) besitzen sehr niedrige Ins(1,4,5)P; Konzentrationen. Diese neuen
Ergebnisse kénnen mit der aktuellen Literatur nicht direkt verglichen werden, da bislang
nur autoradiographische Studien fur die Verteilung von InsP Bindungsstellen im Gehirn
der Ratte durchgefuhrt wurden [Parent & Quirion, 1994; Rodrigo et al., 1993]. Danach

sind die Ins(1,4,5)P3; Bindungsstellen im Striatum, Hippocampus, Kleinhirn, Tuberculum
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olfactorium, Substantia nigra und cingularen Kortex am hdchsten konzentriert. Dagegen
enthalten der Thalamus, Hypothalamus und Kerne des Hirnstammes nur wenig
spezifische Ins(1,4,5)P; Bindungsstellen. Diese und die eigenen Ergebnisse lassen
vermuten, dass es sich bei den regionalen Unterschieden in der Ins(1,4,5)P;
Konzentration um eine unterschiedliche zellulare Expression von Ins(1,4,5)P; Rezeptoren

in Neuronen und Gliazellen im Gehirn der Ratte handelt.

Das Ins(1,4,5)P; 3-Kinase Produkt, Ins(1,3,4,5)P,, weist regionale Unterschiede in seiner
Konzentration in einzelnen Gehirnregionen auf. Der Nukleus olfactorius mit Tuberculum
olfactorium (Abb. 3.3.2-1A), der cinguldre Kortex (Abb. 3.3.2-1D), der piriforme mit
entorhinalem Kortex (Abb. 3.3.2-1G) und der Hippocampus (Abb. 3.3.2-1J) zeigen hohe
Ins(1,3,4,5)P, Konzentrationen. Hingegen weisen das Striatum (Abb. 3.3.2-1G), der
Thalamus (Abb. 3.3.2-1J), das Kleinhirn und die Medulla oblongata (Abb. 3.3.2-1M)
besonders niedrige Ins(1,3,4,5)P, Konzentrationen auf. Fur das Ins(1,3,4,5)P, ist kein
direkter Vergleich mit der Literatur mdglich, da es bisher keine Untersuchungen in Bezug
auf die Verteilung der Konzentrationen dieses Isomers gibt. Allerdings beobachteten
Parent und Quirion [1994] in autoradiographischen Studien, dass der Hippocampus, viele
kaudale Regionen des Kortex und die Amygdala reichlich Ins(1,3,4,5)P, Bindungsstellen
besitzen. Auch der frontopolare, der cingulare, der piriforme und der entorhinale Kortex
weisen eine Vielzahl von Ins(1,3,4,5)P, Bindungsstellen auf, wéhrend der Thalamus, der
Hypothalamus und die Kerne des Hirnstammes keine spezifischen Ins(1,3,4,5)P,
Bindungsstellen zeigten. Zudem fanden mehrere Autoren Unterschiede in den Aktivitaten
der Ins(1,4,5)P; 3-Kinase im Gehirn der Ratte [Heacock et al., 1990; Mailleux et al., 1991].
Die Ins(1,4,5)P; 3-Kinase Aktivitdten sind in den hippocampalen CAl Pyramidenzellen,
den Purkinje-Zellen des Kleinhirns, im cerebralen Kortex und im zentralen Kern der
Amygdala am hdchsten. Dagegen wurden geringe Aktivitdten im Thalamus, im
Hypothalamus, im Hirnstamm und in Trakten mit viel weilBer Substanz gefunden.
Hintergrund flr die regionalen Unterschiede in der Ins(1,3,4,5)P, Konzentration kénnten
somit die Verteilung der Ins(1,3,4,5)P, Bindungsstellen und die Aktivitaten der

Ins(1,4,5)P3-3-Kinase in definierten Gehirnregionen sein.

Das Ins(1,3,4)Ps, gebildet aus Ins(1,3,4,5)P,, ist in weit frontal liegenden Gehirnregionen
héher konzentriert (Abb. 3.3.3-1A und D) als in medial und okzipital liegenden
Gehirnregionen (Abb. 3.3.3-1G, J und M). Heacock et al. [1990] untersuchten die Aktivitat
der 5-Phosphatase, welche die Synthese von Ins(1,3,4)P; aus Ins(1,3,4,5)P, katalysiert
[Majerus et al., 1999], in verschiedenen Gehirnregionen der Ratte. Sie fanden hohe 5-
Phosphatase Aktivitaten im cerebralen Kortex, im Hippocampus, im Hypothalamus und im
Kleinhirn. Die eigenen Ergebnisse zeigen in diesen Gehirnregionen aber eher geringe

Ins(1,3,4)P; Konzentrationen, somit erscheinen unterschiedliche 5-Phosphatase
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Aktivitdten als Ursache fir die regionalen Unterschiede im Ins(1,3,4)Ps Spiegel weniger

wahrscheinlich.

In nahezu allen Gehirnregionen der Ratte liegt die Ins(1,3,4,5,6)Ps Konzentration
zwischen 3,17 und 4,88 nmol/g Fg (Abb. 3.3.4-1A, D, G, J und M). Eine Ausnahme sind
der parietale Kortex (Abb. 3.3.4-1D), der okzipital Pol und das Kleinhirn (Abb. 3.3.4-1M),
deren Ins(1,3,4,5,6)Ps Konzentrationen deutlich héher sind. Dagegen weisen der Bulbus
olfactorius und die Sehnerven (Abb. 3.3.4-1A) sowie der linke Hypothalamus (Abb. 3.3.4-
1D) reduzierte Ins(1,3,4,5,6)Ps Spiegel auf. Das Ins(1,3,4,5,6)Ps kann durch die
Ins(1,3,4)P3-5/6-Kinase/InsP4-1-Kinase [Abel et al., 2001] und die IPMK [Chang et al.,
2002] synthetisiert werden. Beide Enzyme zeigen einen besonders hohen
Expressionsspiegel im Gehirn, allerdings gibt es keine detaillierten regionalen Studien
Uber die Aktivitdten der Enzyme. Somit kbnnen sie nicht als direkte Ursache fiir die

regionalen Unterschiede in der Ins(1,3,4,5,6)Ps Konzentration angesehen werden.

Bei den InsP, Isomeren Ins(3,4,5,6)P, und Ins(1,4,5,6)P, liegen die Konzentrationen
zwischen 0,40 und 0,55 nmol/g Fg in fast allen Gehirnregionen (Abb. 3.3.4-1A, D, G, J
und M). Allerdings zeigen der cingulare Kortex (Abb. 3.3.5-1D), der Hippocampus (Abb.
3.3.5-1G), der linke okzipitale Kortex (Abb. 3.3.5-1J) und der linke okzipital Pol (Abb.
3.3.5-1M) deutliche Abweichungen. Moglicherweise sind, die fiir diese Isomere bekannten
Funktionen, fur die regionenspezifischen Unterschiede verantwortlich. In der
gegenwartigen Literatur wird Ins(3,4,5,6)P, als ein physiologisch wichtiger Inhibitor von
Ca®* regulierten CI~ Kanalen dargestellt [Irvine & Schell, 2001], wahrend Ins(1,4,5,6)P,
indirekt die CI' Kanal Aktivitat erhéht [Chang & Majerus, 2006]. CI Kanale sind fur die
Regulation des Zellvolumens und des transepithelialen Transportes von Salz und Wasser
sowie fur die Modulation der elektrischen Erregbarkeit in Neuronen essentiell [Puljak &
Kilic, 2006]. Es ware denkbar, dass die Kanalsteuerungsfunktionen der beiden InsP,
Isomere die Ursache fiir die regionalen Unterschiede in der Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P,4

Konzentration im Gehirn der Ratte sind.

Das 1Ins(1,3,4,5,6)Ps 2-Kinase Produkt, InsPs, zeigt ebenfalls regionenspezifische
Unterschiede. So ist es in frontal (Abb. 3.3.6-1D) und okzipital liegenden Gehirnregionen
(Abb. 3.3.6-1M) hoher konzentriert als in medialen Gehirnregionen (Abb. 3.3.6-1G und J).
Parent und Quirion [1994] zeigten in autoradiographischen Studien eine Vielzahl von
InsPs Bindungsstellen im cinguldren, parietalen, temporalen und entorhinalem Kortex
sowie im Striatum und Hippocampus. Gleichzeitig waren in einigen Hypothalamus und
Thalamus Kernen wenig InsPg Bindungsstellen zu finden. InsPg wird aus Ins(1,3,4,5,6)Ps
durch die Aktivitat der Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase gebildet [Verbsky” et al., 2005]. Die
murine Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase wird verstarkt im Hippocampus, Kortex und in der
Purkinje-Zellen des Kleinhirns exprimiert [Verbsky® et al., 2005]. Zudem zeigen die
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eigenen Ergebnisse eine enge Korrelation zwischen der Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase und der
PLC (Abb. 4.3.2.1-1E und F). Vermutlich ist eine veranderte Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase
Aktivitat, die passiv der PLC folgt, fur die regionalen Unterschiede in der InsPg

Konzentration im Gehirn der Ratte verantwortlich.

Neben diesen regionenspezifischen Unterschieden in den InsP Konzentrationen
existieren in etlichen Gehirnregionen Gradienten der InsP Konzentrationen. Besonders
deutlich zeigt sich dieses im cingularen Kortex, Thalamus, Hypothalamus und
Hippocampus (Abb. 3.4-1). Diese Gehirnregionen weisen einen fronto-okzipitalen
Gradienten in der InsP Verteilung auf. Die Isomere Ins(1,4,5)P3; Ins(1,3,4,5)P,,
Ins(1,3,4,5,6)Ps, Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P,4 und InsPg des cingularen Kortex (Abb. 3.4-
1A) und des Thalamus (Abb. 3.4-1B) sind im frontalen Teil in h6heren Konzentrationen
vorhanden als im okzipitalen Teil. Dagegen sind Ins(1,4,5)Ps;, Ins(1,3,4,5)P,,
Ins(1,3,4,5,6)Ps und InsPg des Hypothalamus (Abb. 3.4-1C) und des Hippocampus (Abb.
3.4-1D) im okzipitalen Teil dominierend gegentber dem frontalen Teil. Aufgrund der in
Abschnitt 4.1 diskutierten MalRnahmen zur Uberprifung der Veranderung der InsP
Konzentrationen durch verschiedene Fixierungstechniken kénnen methodische Aspekte
im Hinblick auf diese Ergebnisse vernachlassigt werden. Weiterhin liel3e sich als Ursache
fir die Unterschiede der InsP Konzentrationen in Betracht ziehen, dass die InsP
metabolisierenden Enzyme innerhalb einer Gehirnregion unterschiedliche Aktivitaten
aufweisen. Mailleux und Kollegen [1991] beschrieben in immunhistochemischen
Untersuchungen fiir den Hippocampus, der im engeren Sinne das Ammonshorn (CA1-4)
und den Gyrus dentatus umfasst [Schiinke et al., 2006; Lein et al., 2007], dass die CAl
Pyramidenzellen hohere Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase Spiegel aufweisen als der Gyrus dentatus.
Gleichzeitig ist die Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase mRNA in den CA2-4 Pyramidenzellen geringer
als in den CA1 Pyramidenzellen und dem Gyrus dentatus. Sie vermuten, dass das Isomer
Ins(1,3,4,5)P,4, gebildet durch die Ins(1,4,5)P;-3-Kinase, eine spezielle Rolle in den
verschiedenen Strukturen des Ammonshorns einnimmt. Dagegen zeigten Verbsky und
Kolllegen [2005] in immunhistochemischen Analysen eine hohe Expression der murinen
Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase in allen Strukturen des Hippocampus. Daraus lasst sich
schlieBen, dass nicht ausschlieBlich InsP metabolisierende Enzyme fir die InsP
Konzentrationsunterschiede innerhalb einer Gehirnregion verantwortlich sind. Vielmehr
scheinen die Gehhirnregionen selbst, die sich aus verschieden Kernen und Area
zusammensetzen fur Gradienten in den InsP Konzentrationen verantwortlich zu sein. So
beinhaltet der Hippocampus in der vorliegenden Arbeit die gesamte
Hippocamusformation. Diese setzt sich aus dem Ammonshorn, dem Gyrus dentatus, dem
Subiculum und der Area entorhinalis des Gyrus parahippocampalis zusammen. Das

gleiche gilt fir den cingularen Kortex, der in einen anterioren und posterioren Tell
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differenziert werden kann sowie fur den Thalamus und Hypothalamus, die sich aus vielen
Kerngebieten zusammensetzen [Schinke et al.,, 2006]. Allerdings bedirfen die
Gradienten in den InsP  Konzentrationen weiterer lokalisations-orientierter

Charakterisierung.

4.2.3 Hemispharenunterschiede in den InsP Konzentrationen im Gehirn der Ratte

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals ein deutlicher Unterschied der InsP
Konzentrationen in der linken und rechten Gehirnhélfte der Ratte demonstriert werden.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen erstmals, dass die gefundenen
Seitenunterschiede in den InsP Konzentrationen im Gehirn der Ratte eine funktionelle

Bedeutung haben kénnten.

Hemisphéarendifferenzen weisen die motorische Region des parietalen Kortex (Abb. 3.3.1-
1D; Abb. 3.3.2-1D; Abb. 3.3.6-1D), der cinguldre Kortex (Abb. 3.3.1-1G und J) und der
Thalamus (Abb. 3.3.6-1J) auf. Diese Gehirnareale bzw. Kerngebiete sind an motorischen
Mechanismen und an der Koordination von Bewegungen beteiligt [Herrero et al., 2002;
McCoy & Platt, 2005]. Zudem sind deutliche Hemisphéarenunterschiede im okzipitalen
Kortex (Abb. 3.3.1-1G und J; Abb. 3.3.4-1J), der den visuellen Kortex beinhaltet [Palkovits
& Brownstein, 1988], im piriformen Kortex (Abb. 3.3.4-1D), der die grof3te kortikale
olfactorische Region darstellt [Klejbor et al., 2005] und im temporalen Kortex (Abb. 3.3.4-
1J), der das auditorische System einschlielt [Palkovits & Brownstein, 1988]. Der
Hippocampus als Bestandteil des limbischen Systems zeigt ebenfalls eine klare
Lateralisierung (Abb. 3.3.6-1G). Daneben weisen auch der frontopolare (Abb. 3.3.1-1A)
und der entorhinale Kortex (Abb. 3.3.2-1J) Unterschiede in der InsP Konzentration
zwischen der linken und rechten Gehirnhélfte auf. Der frontopolaren Kortex ist in kognitive
Prozesse involviert und wird bei emotionalen Ablaufen, Ged&achtnisfunktionen und
Stressreaktionen stimuliert [Merali et al., 2004]. Dagegen ist der entorhinale Kortex eine
essentielle neokortikal-hippocampale Schaltstation, in dem sensorische Informationen
verschaltet werden [Egorov et al., 2002]. Es zeigt sich somit eine deutliche Lateralisierung
in Gehirnregionen, die mit motorischen und sensorischen Funktionen sowie mit dem

limbischen System als auch mit Lernen und Gedachtnis assoziiert sind.

Diese Seitendifferenzen in den InsP Konzentrationen im Gehirn der Ratte sind bisher nur
sehr wenig charakterisiert. Sarmah und Mitarbeiter [2005] beschrieben, dass
Inositolpolyphosphate im Zebrafisch die konservierte links/rechts Asymmetrie regulieren.
Die meisten Wirbeltiere besitzen eine konservierte Asymmetrie der inneren Organe, die
schon wéahrend der Embryonalentwicklung entsteht. Daneben sind in der Ratte schon

Asymmetrien auf neuronaler und Verhaltensebene beschrieben worden sowie fir den
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Neurotransmitter Dopamin [Thiel & Schwarting, 2001]. Xu und Mitarbeiter [2005]
berichteten von unterschiedlichen Dopaminkonzentrationen und Rezeptoraktivitaten im
linken und rechten Striatum bei Wistar-Ratten. Andere Studien zeigten eine
asymmetrische Verteilung der hippocampalen Mineralocorticoid Rezeptoren bei Mausen
[Neveu et al., 1998] sowie unterschiedliche Dopaminspiegel im linken und rechten
medialen préafrontalen Kortex bei Ratten infolge von Stress [Sullivan & Gratton, 1998]. Als
Ursache einer Asymmetrie werden vor allem neurochemische Verteilungsdifferenzen der
Neurotransmitter, Rezeptoren und ihrer Subtypen diskutiert [Thiel & Schwarting, 2001].
Tang und Mitarbeiter [2003] vermuten, dass es sich bei der Asymmetrie von
Neurotransmittern im Gehirn um adaptive Vorteile fir den Organismus handelt. Frihere
Studien sprechen daftir, dass die Hemispharenunterschiede auch durch gesammelte
Erfahrungen, Alter und Geschlecht bestimmt werden. So zeigten Tang und Zou [2002],
dass Neuigkeitsreize im neonatalen Alter von Ratten in der CA1 Region des rechten
Hippocampus die Langzeit-Potenzierung verstarken. Gleichzeitig beobachteten Verstynen
und Kollegen [2001], dass Neuigkeitsreize im neonatalen Alter von Ratten die
hippocampale volumetrische Asymmetrie modulieren. Aus diesen und den eigenen
Befunden kann abgeleitet werden, dass Umweltmanipulationen im frihen Lebensalter,
selektive Erhdhungen in der Neuronenanzahl sowie Neuromodulatoren oder
Neuroregulatoren eine Asymmetrie in den InsP Konzentrationen im Gehirn der Ratte
hervorrufen kénnen. Allerdings sind die molekularen und die physiologischen

Mechanismen, welche die beobachteten Veranderungen vermitteln, noch nicht aufgeklart.

4.3 Funktionelle Verdnderungen der InsP Konzentrationen im Gehirn der Ratte

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die biologische Rolle der Inositolphosphate im
Gehirn der Ratte zu charakterisieren. Zu diesem Zweck wurde der Effekt von erlerntem
und erzwungenem Laufen im Laufrad auf die InsP Konzentrationen in definierten
Gehirnregionen und Nuklei zu untersucht. Beim erlernten Laufen im Laufrad stehen die
motorische Aktivitdt sowie Lern- und Gedachtnisprozesse im Vordergrund, wahrend
erzwungenes Laufen im Laufrad ein Modell fur einen kombinierten akuten physischen und
psychischen Stressor darstellt. Die Diskussion dieser Ergebnisse konzentriert sich
besonders auf die durch erlernte bzw. erzwungene Bewegung im Laufrad initiierten

Veranderungen in der Aktivitat der InsP metabolisierenden Enzyme.
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4.3.1 Ursachen fir die veranderten InsP Konzentrationen nach erlerntem und

erzwungenem Laufen im Laufrad

In der vorliegenden Arbeit konnten erstmals Veranderungen der InsP Konzentrationen im
Gehirn der Ratte nach erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad nachgewiesen
werden. Die Veradnderungen der InsP Konzentrationen sind vermutlich auf
unterschiedliche Aktivitaten der InsP metabolisierenden Enzyme zurlckzufthren. Im
folgenden werden mogliche InsP metabolisierende Enzyme fir jedes InsP Isomer

vorgestellt.

Entsprechende Enzyme fir die Veranderung der Ins(1,4,5)P; Konzentration nach
erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad sind die PLC [lto, 2001], die 5-
Phosphatase [Majerus et al., 1999] und die Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase [Xia & Yang, 2005]. PLC
katalysiert die Hydrolyse des Membranphospholipids Ptdins(4,5)P,, dabei entsteht
Ins(1,4,5)P3; und DAG [Ito, 2001]. Somit wiirde eine verdnderte PLC Aktivitat zu einem
modifizierten Ins(1,4,5)P; Spiegel fuhren. Die 5-Phosphatase hydrolysiert Ins(1,4,5)P;
zum Ins(1,4)P, [Majerus et al., 1999] und kdnnte folglich eine Reduktion der Ins(1,4,5)P3
Konzentration bewirken. Die 1Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase phosphoryliert Ins(1,4,5)P; zum
Ins(1,3,4,5)P, und kann dementsprechend auch eine Verringerung des Ins(1,4,5)P;
Spiegels herbeiftihren. Zudem wird der Ins(1,4,5)P3-3-Kinase eine Schlisselrolle bei der
Regulation der Ins(1,4,5)P; und Ins(1,3,4,5)P, Konzentration zugesprochen [Xia & Yang,
2005].

Die Veréanderung der Ins(1,3,4,5)P, Konzentration nach erlernter und erzwungener
Bewegung im Laufrad koénnte durch die Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase [Xia & Yang, 2005], die 5-
Phosphatase [Majerus et al., 1999], die IPMK [Irvine & Schell, 2001] und die MIPP [Yu et
al., 2003; Shears, 2004] verursacht werden. Insofern kann eine gesteigerte Ins(1,4,5)Ps-3-
Kinase Aktivitat zu einer Ins(1,3,4,5)P4 Zunahme filhren. Dagegen wirde eine erhdhte 5-
Phosphatase Aktivitat eine Verringerung der Ins(1,3,4,5)P, Konzentration bewirken. Eine
modifizierte IPMK Aktivitdt kann sowohl eine Ins(1,3,4,5)P, Zunahme als auch eine
Abnahme bewirken, denn das Enzyme katalysiert Ins(1,4,5)Ps; zu Ins(1,3,4,5)P, und
phosphoryliert Ins(1,3,4,5)P4, Ins(1,3,4,6)P4 und Ins(1,4,5,6)P, zum Ins(1,3,4,5,6)Ps [Irvine
& Schell, 2001; Chang & Majerus, 2006]. Hingegen kann eine gesteigerte MIPP Aktivitat
eine Ins(1,4,5)P3 Konzentrationszunahme  verursachen. Jedoch ist eine
Aktivitditsanderung dieses Enzyms, nicht unbedingt an Ins(1,3,4,5)P, auszumachen, da
dieses nur ein Zwischenmetabolit ist. Auf3erdem ist dieser InsP Stoffwechselweg (InsPs —
Ins(1,3,4,5,6)Ps — Ins(1,3,4,5P, — Ins(1,4,5)P3) in der intakten Zelle fraglich, da der

Hauptteil des Enzyms auf das Lumen des ER beschrankt ist [Yu et al., 2003; Shears,
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2004]. Daher kann MIPP nur mit Vorbehalt zur Veranderung der Ins(1,3,4,5)P,

Konzentration angewendet werden.

Mdogliche Enzyme, welche flir die Veranderungen des Ins(1,3,4)P; Konzentration nach
erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad in Frage kommen, sind die 5-
Phosphatase [Majerus et al., 1999] und die Ins(1,3,4)Ps-5/6-Kinase/Ins(3,4,5,6)P4-1-
Kinase [Verbsky et al., 2005]. Eine gesteigerte 5-Phosphatase kann zu einer Ins(1,3,4)P3
Konzentrationszunahme filhren, da das Enzym die Hydrolyse von Ins(1,3,4,5)P,; zum
Ins(1,3,4)P; bewirkt. Dagegen kénnte eine erhdhte Ins(1,3,4)P3s-5/6-Kinase/Ins(3,4,5,6)P,4-
1-Kinase Aktivitat eine Verringerung der Ins(1,3,4)P; Konzentration verursachen, weil das

Enzym Ins(1,3,4)Ps; zum Ins(1,3,4,6)P4 phosphoryliert.

Die IPMK [Irvine & Schell, 2001], die Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase [Verbsky et al., 2005] und
die InsPs-Phosphatase sind denkbare Enzyme, welche Verédnderungen der
Ins(1,3,4,5,6)Ps Konzentration nach erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad
verursachen konnen. So wirde eine gesteigerte IPMK Aktivitdt zur Zunahme der
Ins(1,3,4,5,6)Ps Konzentration fihren. Eine Reduktion der Ins(1,3,4,5,6)Ps Konzentration
kann zum einen bei einer gesteigerten Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase Aktivitat beobachtet
werden, denn das Enzym phosphoryliert Ins(1,3,4,5,6)Ps zum InsPg und zum anderen bei
einer gesteigerten InsPs-Phosphatase, dieses Kkatalysiert 1Ins(1,3,4,5,6)Ps zum
Ins(3,4,5,6)P./Ins(1,4,5,6)P..

Folgende Enzyme konnten fur die Veréanderungen der Ins(3,4,5,6)P, und Ins(1,4,5,6)P,
Konzentrationen nach erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad verantwortlich sein:
die Ins(1,3,4)Ps-5/6-Kinase/Ins(3,4,5,6)P4-1-Kinase [Verbsky et al.,, 2005] und die
Ins(3,4,5,6)P4-1-Kinase bzw. Ins(1,4,5,6)P4-3-Kinase, die identisch mit IPMK ist [Irvine &
Schell, 2001]. Eine gesteigerte Ins(3,4,5,6)P4-1-Kinase bzw. Ins(1,4,5,6)P4-3-Kinase kann
zu einer Abnahme von Ins(3,4,5,6)P, und Ins(1,4,5,6)P,4 fuhren. Gleiches ist bei einer
gesteigerten IPMK Aktivitat zu beobachten. Die 1Ins(3,4,5,6)P, und Ins(1,4,5,6)P,
Konzentrationssteigerungen konnten auch durch eine erhdhte InsPs-Kinase zustande
kommen, allerdings gibt es bisher keine Hinweise, aus welchen InsP; Isomeren die
Synthese erfolgen kénnte. Die Synthese von Ins(1,4,5)P; zum Ins(1,4,5,6)P, durch die
IPMK ist bisher nur fur Pflanzen und Hefe beschrieben [Shears, 2004]. Oliver und
Mitarbeiter [1992] diskutierten sogar die Moglichkeit einer Isomerase, welche die zwei
Enantiomere austauscht, jedoch wurde diese Theorie nicht weiter experimentell

untersucht.

Fur Anderungen der InsPg Konzentrationen nach erlernter und erzwungener Bewegung im
Laufrad kdnnen die Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase [Verbsky et al., 2005], die DIPP [Caffrey et

al., 2000] und die InsP¢-Kinase [Nagata et al., 2005] verantwortlich sein. Eine InsPg
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Erhdhung kann durch eine gesteigerte Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase Aktivitat oder durch eine
verstarkte DIPP Aktivitat hervorgerufen werden. Dagegen fiihrt eine gesteigerte InsPs-

Kinase Aktivitat zur Verringerung der InsPg Konzentration.

Denkbare Enzyme fir veranderte InsP; Konzentrationen nach erlerntem und
erzwungenem Laufen im Laufrad sind die InsPg-Kinase [Nagata et al., 2005] und die DIPP
[Caffrey et al., 2000]. Dabei kénnte eine erhohte InsPg-Kinase Aktivitat eine Zunahme der
InsP; Konzentration verursachen, wahrend eine gesteigerte DIPP Aktivitat eine Abnahme

von InsP; bewirken kann.

Mdgliche Enzyme, die verénderte Ins(1,2,3,4,6)Ps, Ins(1,2,3,4,5)Ps und Ins(1,2,4,5,6)Ps
Konzentrationen nach erlernter und erzwungener Bewegung im Laufrad hervorrufen, sind
noch hypothetisch. Maodifikationen der 1Ins(1,2,3,4,6)Ps und Ins(1,2,3,4,5)Ps
Konzentrationen kommen vermutlich durch eine InsPs-2-Kinase oder durch die IPMK
zustande. Eine gesteigerte InsPs-2-Kinase Aktivitat wiirde einen erhdhten Ins(1,2,3,4,6)Ps
bzw. Ins(1,2,3,4,5)Ps Spiegel bedeuten, dagegen wirde eine erhdhte IPMK Aktivitat eine
Abnahme bewirken. Jedoch ist beim Ins(1,2,4,5,6)Ps noch unklar, welche Enzyme fir die
Bildung dieses Isomers verantwortlich sind. Auch ist noch nicht geklart, aus welchem
InsP, Isomer das Ins(1,2,4,5,6)Ps gebildet werden kann. Eine Mdglichkeit wére die
Synthese aus Ins(1,4,5,6)P, durch eine InsPs-2-Kinase, allerdings bedarf es dazu weiterer
Untersuchungen. Die Enzyme, die fir die beschriebenen Veranderungen der InsP
Konzentrationen nach erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad in Frage kommen,

sind in Abb. 4.3.1-1 zusammengefasst.

Da alle InsP Isomere durch verschiedene Enzyme an verschiedenen Stellen des InsP
Stoffwechselweges metabolisiert werden kénnen und zudem noch der grofR3en Variabilitat
auRerer Einflisse unterliegen, ist die Einordnung der veranderten InsP Konzentrationen

nach erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad komplex.
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Abb. 4.3.1-1: Ausschnitt aus dem InsP Stoffwechsel. Dargestellt sind die mdglichen InsP
Konversionswege, die fir die Veranderungen nach erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad
in Frage kommen. Die InsP Isomere, die blau unterlegt sind, haben Kanalsteuerungsfunktionen
und die rot markierten Inositolphosphate besitzen wachstumsmodulierende Funktionen. Verandert
nach [Abel et al., 2001; Irvine & Schell, 2001; Shears, 2004]. (Freundlicherweise von Prof. Mayr zur
Verfigung gestellt.)

4.3.2 Charakterisierung der verédnderten InsP metabolisierenden Enzyme nach

erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad

In der vorliegenden Arbeit konnten erstmals Aktivitdtsanderungen der InsP
metabolisierender Enzyme anhand der gemessenen InsP Konzentrationen im Gehirn der
Ratte nach erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad charakterisiert werden
(Abschnitt 3.5).

4.3.2.1 Abhangigkeit zwischen einzelnen InsP metabolisierenden Enzymen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen erstmals, dass es einen funktionalen
Zusammenhang zwischen einzelnen InsP metabolisierenden Enzymen gibt (Abschnitt
3.5). Dieser wird im folgenden durch Korrelationsanalysen zwischen den A Werten der
InsP metabolisierenden Enzymen gezeigt (Abb. 4.3.2.1-1). Die Aktivitat der A PLC anapol
korreliert nicht mit der Aktivitat der A Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase sowohl nach erlerntem (r =
0,2625; p > 0,10) (Abb. 4.3.2.1-1A) als auch nach erzwungenem Laufen im Laufrad (r =
0,1530; p > 0,10) (Abb. 4.3.2.1-1B). Die A PLC a,ana Aktivitat korreliert schwach mit der
Aktivitat der A Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase nach erlerntem (r = 0,5641; p < 0,05) (Abb.
4.3.2.1-1C) und erzwungenem Laufen im Laufrad (r = 0,7933; p < 0,0001) (Abb. 4.3.2.1-
1D).
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Abb. 4.3.2.1-1;
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Korrelationsanalysen zwischen den InsP metabolisierenden Enzymen nach
erzwungenem Laufen im Laufrad im Gehirn der Ratte. Abgebildet sind die
Korrelationsanalysen zwischen den Aktivitaten: der A PLC znapo UNd A Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase im
Frontalschnitt 3 nach erlerntem (A) und erzwungenem Laufen im Laufrad (B); der A PLC 4napo Und
A Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase im Frontalschnitt 3 nach erlerntem (C) und erzwungenem Laufen
im Laufrad (D); der A PLC ,nap0 Und A Ins(1,3,4,5,6)P5s-2-Kinase im Frontalschnitt 2 nach erlerntem
(E) und erzwungenem Laufen im Laufrad (F); der A Ins(1,4,5)P;-3-Kinase und A Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-
Kinase im Frontalschnitt 2 nach erlerntem (G) und erzwungenem Laufen im Laufrad (H); der A
Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase und A Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase im Frontalschnitt 4 nach erlerntem (1)
und erzwungenem Laufen im Laufrad (J) und der A Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase und A
Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase im Frontalschnitt 3 nach erlerntem (K) und erzwungenem Laufen im
Laufrad (L). Gezeigt ist der Pearson-Korrelationskoeffizient (r).
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Eine ahnlich schwache Korrelation besteht auch zwischen der Aktivitat der A PLC .nabol
und der A Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase nach beiden Bedingungen (Abb. 4.3.2.1-1E und F)
sowie der Aktivitat der A Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase und der A Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase nach
erlerntem Laufen im Laufrad (r = 0,7917; p < 0,005) (Abb. 4.3.2.1-1G). Dagegen besteht
zwischen der Aktivitdt der A Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase und der A Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase
nach erzwungenem Laufen im Laufrad keine signifikante Korrelation (r = 0,6269; p > 0,10)
(Abb. 4.3.2.1-1H). Die Aktivitat der A Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase ist positiv mit der Aktivitat der
A Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase nach erlerntem (r = 0,9469; p < 0,0001) (Abb. 4.3.2.1-1I)
und erzwungenem Laufen im Laufrad (r = 0,7827; p < 0,005) (Abb. 4.3.2.1-11) korreliert.
Zudem existiert ein Zusammenhang zwischen der Aktivitat der A Ins(1,3,4,5)P,-5-
Phosphatase und der Aktivitat der A Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase nach erlerntem (r = 0,7868;
p < 0,0001) (Abb. 4.3.2.1-1K) und erzwungenem Laufen im Laufrad (r = 0,8709; p <
0,0001) (Abb. 4.3.2.1-1L).

Daraus lasst sich schlieRen, die Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase und die Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-
Kinase folgen passiv der PLC. AufRerdem wird die Aktivitat der Ins(1,3,4,5)P4-5-
Phosphatase durch die Aktivitat der Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase reguliert. Die Aktivitat der
Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase unterliegt der Aktivitat der Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase in den
verschiedenen Gehirnregionen. Hingegen wird die Aktivitat der Ins(1,4,5)P3-3-Kinase
unabhangig von der PLC geregelt. Auch die Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase und die

Ins(1,4,5)P3-3-Kinase sind zwei unabhéngig voneinander regulierte Enzyme.

4.3.2.2Die Beziehung der Inositolphosphate und InsP metabolisierenden Enzyme im

Thalamus und Hypothalamus

Der Zusammenhang zwischen den nachgewiesenen A InsP Konzentrationen und den
daraus abgeleiteten Aktivitaten der InsP metabolisierenden Enzyme wird im folgenden an
zwei Beispielen, dem rechten Thalamus des Frontalschnitts 4 und dem rechten

Hypothalamus des Frontalschnitts 3 erlautert.

Der Thalamus ist ein Kernkomplex, der an sensorischen und motorischen Mechanismen
beteiligt ist [Herrero et al., 2002]. Die eigenen Ergebnisse haben gezeigt, dass erlerntes
und erzwungenes Laufen im Laufrad die InsP Konzentrationen (Abschnitt 3.3) und die
damit verbundenen Enzymaktivitdten (Abschnitt 3.5) im Thalamus beeinflussen (4.3.2.2-
1).

Nach erlerntem Laufen im Laufrad sind die Aktivitaten aller untersuchten Enzyme

reduziert (Abb. 4.3.2.2-1C). Nach erzwungenem Laufen im Laufrad sind die Aktivitaten
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der PLC anhavai, Ins(1,4,5)P3-3-Kinase, Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase ebenfalls vermindert,
jedoch ist die Aktivitat der Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase gesteigert (Abb. 4.3.2.2-1C).

Die PLC katalysiert die Hydrolyse des Membranphospholipids Ptdins(4,5)P, zu DAG und
Ins(1,4,5)P; [Berridge, 1993]. Watanabe und Kollegen [1998] beobachteten in in situ
Hybridisierungsstudien, dass die PLC mRNA im Thalamus nur gering exprimiert wird.
Nach erlerntem Laufen im Laufrad ist die PLC .nano Aktivitéat im Thalamus reduziert und
die Konzentration von Ins(1,4,5)P3; erhéht. Nach erzwungenem Laufen im Laufrad ist die
PLC ..o Aktivitat um das 5-fache stérker reduziert als nach erlerntem Laufen und die
Ins(1,4,5)P3; Konzentration ist verringert (Abb. 4.3.2.2-1A und B). Scheinbar variiert der
Grad der PLC .nano Aktivitdtsreduktion nach erlernter und erzwungener Bewegung im
Laufrad. Erst eine starke PLC o Aktivitétsreduktion, hervorgerufen durch erzwungene

Bewegung im Laufrad, fiihrt zu einer Abnahme der Ins(1,4,5)P3; Konzentration.
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Abb. 4.3.2.2-1: Zusammenfassung der Veradnderung der InsP Konzentrationen und ihrer
metabolisierenden Enzyme im rechten Thalamus des Frontalschnitts 4 nach erlerntem und
erzwungenem Laufen im Laufrad. Dargestellt sind die veranderten InsP Konzentrationen (A) und
die daraus abgeleiteten Aktivitdten der InsP metabolisierenden Enzyme (B) im rechten Thalamus
nach erlerntem und erzwungenem Laufen Im Laufrad. C zeigt die Zusammenfassung der
Ergebnisse und ihren Kontext im InsP Stoffwechsel. Die gefundenen InsP Isomere sind
eingerahmt. Die reduzierten Enzymaktivititen sind blau () markiert und erhéhten sind rot (1)
gekennzeichnet.

105



Diskussion

Die 1Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase katalysiert die Phosphorylierung von Ins(1,4,5)P; zum
Ins(1,3,4,5)P, [Xia & Yang, 2005]. Der Thalamus weist eine geringe Ins(1,4,5)P3s-3-Kinase
Aktivitat auf [Mailleux et al., 1991]. Erlerntes Laufen im Laufrad verursacht eine reduzierte
Ins(1,4,5)P;s-3-Kinase Aktivitat und Ins(1,3,4,5)P, Konzentration. Erzwungenes Laufen im
Laufrad bewirkt ebenfalls eine verminderte Ins(1,4,5)P3s-3-Kinase Aktivitat, allerdings ist
der Grad der Reduktion geringer als nach erlerntem Laufen, zudem ist der Spiegel des
Ins(1,4,5)P3-3-Kinase Produktes, Ins(1,3,4,5)P,4, erhoht (Abb. 4.3.2.2-1A und B). Die
Bestimmung der Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase Aktivitat nach korperlicher Bewegung ist bislang
nur in der Hippocampusformation von Ratten untersucht worden. Kim et al. [2004]
beobachteten eine erhdhte Expression der Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase Isoform A (RnIP3;3K-A)
in der Hippocampusformation von Ratten wahrend des Trainings im Morris-Wasser-
Labyrinth. Die verringerte Ins(1,4,5)P3-3-Kinase Aktivitdt im Thalamus nach erlerntem
Laufen im Laufrad in der vorliegenden Arbeit widerspricht somit den Untersuchungen von
Kim et al. [2004]. Die Ursachen fiir diese divergierenden Ergebnisse sind vermutlich die
unterschiedlichen Gehirnregionen (Thalamus vs Hippocampus) und ihre Funktionen. Fur
den Hippocampus ist bekannt, dass dieser in kognitive Prozesse sowie Lernen und
Gedéachtnis involviert ist [Popik et al., 1994] und eine erhohte Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase
Aktivitdt aufweist [Kim et al., 2004]. Jedoch ist die reduzierte Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase
Aktivitdt nach erlerntem Laufen im Laufrad im Thalamus nachgewiesen worden und
dieser ist nicht an Lern- und Gedéachtnisprozessen beteiligt. Die Ergebnisse bestarken die
Vermutung von Xia und Yang [2005], die eine Beteiligung der Ins(1,4,5)P;-3-Kinase in die
Gehirnentwicklung sowie in Lern- und Gedachtnisprozesse annehmen. Die reduzierte
Ins(1,4,5)P3-3-Kinase Aktivitat nach erzwungenem Laufen im Laufrad stimmt mit den
Befunden von Kim und Mitarbeiter [1994] Uberein. Sie zeigten allerdings im Gyrus
dentatus des Hippocampus von Ratten in in situ Hybridisierungsstudien, dass
elektrokonvulsive StoRe die Ins(1,4,5)P3s-3-Kinase mRNA Expression reduzieren. Diese
und die eigenen Ergebnisse zeigen, dass Stresssituationen wie erzwungenes Laufen im
Laufrad oder elektrokonvulsive Stél3e eine Reduktion der Ins(1,4,5)P3s-3-Kinase im Gehirn

der Ratte hervorrufen.

Die 5-Phosphatase dephosphoryliert Ins(1,4,5)P3; zum Ins(1,4)P, sowie Ins(1,3,4,5)P4 zum
Ins(1,3,4)P3 [Erneux et al., 1998]. Das Enzym hat eine 100-fach hodhere Affinitat zum
Ins(1,3,4,5)P, als zum Ins(1,4,5)P; [Irvine & Schell, 2001]. In der vorliegenden Arbeit
wurde nur die Aktivitdt der Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase abgeleitet, da das Isomer
Ins(1,4)P, nicht nachgewiesen werden konnte. Erlerntes Laufen im Laufrad fuhrt zu einer
reduzierten Ins(1,3,4,5)P,-5-Phosphatase Aktivitat (Abb. 4.3.2.2-1B). Jedoch konnte das
Produkt der Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase in der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen

werden. Vermutlich ist die Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase Aktivitat so stark reduziert, dass
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nur eine geringe Umsetzung von Ins(1,3,4,5)P, erfolgt, die aber nicht nachweisbar ist.
Zudem ist der Ins(1,3,4,5)P, Spiegel erniedrigt (Abb. 4.3.2.2-1A), was durch die reduzierte
Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase Aktivitat erklart werden kann. Nach erlerntem Laufen im Laufrad
sind die Aktivitaten der Ins(1,4,5)P;-3-Kinase und Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase im
Thalamus erniedrigt (Abb. 4.3.2.2-1B). Die extrem hohe Affinitdt der Ins(1,3,4,5)P4-5-
Phosphatase zur Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase (Abb. 4.3.2.1-11) erklart die Abnahme der
Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase Aktivitat. Nach erzwungenem Laufen im Laufrad ist der
Ins(1,3,4,5)P, Spiegel erhdht (Abb. 4.3.2.2-1A) und die Aktivitat der Ins(1,3,4,5)P4-5-
Phosphatase reduziert (Abb. 4.3.2.2-1B). Zudem ist die Aktivitat der Ins(1,4,5)Ps-3-
Kinase, metabolisiert Ins(1,3,4,5)P,4, ebenfalls erniedrigt (Abb. 4.3.2.2-1B). Daraus lasst
sich schlieRen, dass die Umsetzung in den anabolen Weg von InsP, fihrt. Zusatzlich wird
die langsam produzierte Ins(1,4,5)P; Menge auch langsamer metabolisiert. Die
Regulation der Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase durch die Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase (Abb.
4.3.2.1-1J) erklart die erniedrigte Ins(1,3,4,5)P4,-5-Phosphatase  Aktivitdt nach

erzwungenem Laufrad.

Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase katalysiert die Bildung von InsPg aus Ins(1,3,4,5,6)Ps [Verbskyb
et al., 2005]. Erlerntes Laufen im Laufrad bewirkt eine stark reduzierte Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-
Kinase Aktivitat und InsPs Konzentration (Abb. 4.3.2.2-1A und B). Erzwungenes Laufen im
Laufrad fuhrt zu einer gesteigerten 1Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase Aktivitdt und einer
reduzierten InsPs Konzentration. Scheinbar ist die Starke der InsPs Generierung im
Thalamus der Ratte von einer unterschiedlich stark aktivierten Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase

abhangig.

Der Hypothalamus ist ein Kernkomplex und stellt das wichtigste Steuer- und
Integrationszentrum dar. Der Hypothalamus steuert die Korpertemperatur, den
Hormonhaushalt und die Nahrungsaufnahme sowie den Sympathikus als auch den
Parasympathikus. Des weiteren ist der Hypothalamus an der Kontrolle von Emotionen
(das Zeigen von Affekten wie Freude, Aggression und Angst gegenlber der Umwelt)
beteiligt [Aumdiller et al., 2007]. Die eigenen Ergebnisse haben gezeigt, dass erlernte und
erzwungene koérperliche Bewegung im Laufrad veranderte InsP Spiegel (Abschnitt 3.3)
und Enzymaktivitaten (Abschnitt 3.5) im Hypothalamus verursachen. Nach beiden
Bedingungen sind die Aktivitdten der PLC .nano, der Ins(l,4,5)Ps-3-Kinase, der
Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase und der Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase erhoht (Abb. 4.3.2.2-2C).

Die Aktivitat der PLC ,hano iSt nach erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad
gesteigert (Abb. 4.3.2.2-2B). Jedoch ist die Aktivitat nach erzwungenem Laufen starker
als nach erlerntem Laufen im Laufrad. Der Spiegel des PLC znanoi Produktes, Ins(1,4,5)P3

ist nach erlerntem Laufen im Laufrad erniedrigt und nach erzwungenem Laufen im
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Laufrad erhoht (Abb. 4.3.2.2-2A). Vermutlich fuhrt eine starke PLC uabor
Aktivitatssteigerung, hervorgerufen durch erzwungene korperliche Bewegung, zu einer

Zunahme der Ins(1,4,5)P; Konzentration.
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Abb. 4.3.2.2-2: Zusammenfassung der Veranderung der InsP Konzentrationen und ihrer
metabolisierenden Enzyme im rechten Hypothalamus des Frontalschnitts 3 nach erlerntem
und erzwungenem Laufen im Laufrad. Dargestellt sind die veréanderten InsP Konzentrationen (A)
und die daraus abgeleiteten Aktivitditen der InsP metabolisierenden Enzyme (B) im rechten
Hypothalamus nach erlerntem und erzwungenem Laufen Im Laufrad. C zeigt die
Zusammenfassung der Ergebnisse und ihren Kontext im InsP Stoffwechsel. Die gefundenen InsP
Isomere sind eingerahmt. Die erhéhten Enzymaktivitaten sind rot und mit einem Pfeil (T) markiert.

Im InsP Stoffwechsel wird das Ins(1,4,5)P; durch die Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase zu
Ins(1,3,4,5)P, metabolisiert [Xia & Yang, 2005]. Heacock et al. [1990] und Mailleux et al.
[1991] wiesen eine geringe Aktivitdt des Enzyms im Hypothalamus nach. Die Aktivitat der
Ins(1,4,5)P;-3-Kinase ist sowohl nach erlerntem als auch nach erzwungenem Laufen im
Laufrad erhoht (Abb. 4.3.2.2-2B). Allerdings ist der Grad der Aktivitatssteigerung nach
erlerntem Laufen im Laufrad starker als nach erzwungenem Laufen im Laufrad. Die
Konzentrationsanderung des Ins(1,4,5)P;-3-Kinase Produktes, Ins(1,3,4,5)P,4, ist nach
beiden Bedingungen eher unauffallig (Abb. 4.3.2.2-2A). Scheinbar ist die Steigerung der
Ins(1,4,5)P3-3-Kinase Aktivitdt im Hypothalamus in der vorliegenden Arbeit direkt auf die
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Funktion des Enzyms zuriickzufiihren. Die Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase wird vermutlich durch

Lern- und Ged&achtnisprozesse reguliert.

Ins(1,3,4,5)P, wird durch die Ins(1,3,4,5)Ps;-5-Phosphatase zum Ins(1,3,4)P;
dephosphoryliert [Erneux et al., 1998]. Heacock et al. [1990] beobachteten eine geringe 5-
Phosphatase Aktivitat im Hypothalamus. In der vorliegenden Arbeit ist die Aktivitat der
Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase nach erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad
gesteigert (Abb. 4.3.2.2-2B). Die Konzentration von Ins(1,3,4)Ps ist nach erlerntem Laufen
im Laufrad reduziert und nach erzwungenem Laufen im Laufrad erhoht (Abb. 4.3.2.2-2A).
Eine mogliche Erklarung fir die Aktivitdtssteigerung des Enzyms ist die positive
Korrelation der Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase zur PLC (Abb. 4.3.2.1-1C und D) und zur
Ins(1,4,5)P3-3-Kinase (Abb. 4.3.2.1-11 und J). Die Aktivitaten dieser beiden Enzyme sind
ebenfalls nach beiden Bedingungen gesteigert (Abb. 4.3.2.2-2B).

Im InsP Stoffwechsel wird 1Ins(1,3,4)Ps zweimal phosphoryliert. Dabei entsteht
Ins(1,3,4,5,6)Ps, das durch die Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase zum InsPs metabolisiert wird
(Abb. 4.3.2.2-2C). Nach erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad ist die Aktivitat
der Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase erhoht, allerdings ist die Aktivitatssteigerung nach erlerntem
Laufen im Laufrad starker als nach erzwungenem Laufen (Abb. 4.3.2.2-2B). Das gleiche
Bild spiegelt sind in der InsPg Konzentration wieder. Hier zeigt sich ebenfalls eine InsPg
Konzentrationszunahme nach beiden Bedingungen, die aber nach erlerntem Laufen im
Laufrad starker ist als nach erzwungenem Laufen (Abb. 4.3.2.2-2A). Vermutlich ist die
Starke der InsPg Generierung im Hypothalamus der Ratte von einer stark aktivierten
Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase abhangig. Die Aktivitatssteigerung des Enzyms ist durch die
Korrelation der Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase zur PLC (Abb. 4.3.2.1-1E und F) und zur
Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase (Abb. 4.3.2.1-1K und L) erklarbar. Da auch die Aktivitaten
dieser beiden Enzyme nach erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad erhéht sind
(Abb. 4.3.2.2-2B).

4.3.3 Biologische Funktionen der Inositolphosphate im Gehirn der Ratte

Mdgliche biologische Funktionen der Inositolphosphate im Gehirn der Ratte werden im

nachfolgenden an einigen Beispielen vorgestellit.

4.3.3.1Rolle der Inositolphosphate im limbischen System der Ratte

Das limbische System umfasst neo-, archi- und paleokortikale Gebiete sowie subkortikale
Strukturen. Im engeren Sinne handelt es sich um folgende anatomische Regionen: Gyrus

cinguli  (cingularer Kortex), Gyrus parahippocampalis, Hippocampusformation,
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Septumkerne, Amygdala, Nucleus anterior thalami, Corpora mammilaria, Nucleus
accumbens, Habenula und die Raphekerne. Das limbische System beteiligt sich an der
Regulation des Trieb- und Affektverhaltens und ist fir Lernen und Gedachtnis von

entscheidender Bedeutung [Schiinke et al., 2006].

In der vorliegenden Arbeit wurden als Teile des limbischen Systems der cingulare Kortex,
die Hippocampusformation, das Septum und die Amygdala prapariert (Tab. 2.2.2.2.1-1).
AnschlieBend wurden die Konzentrationen von Ins(1,4,5)P3, Ins(1,3,4,5)P,, Ins(1,3,4)Ps,
Ins(1,3,4,5,6)Ps, Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P4 und InsPs nach erlerntem und erzwungenem

Laufen im Laufrad in diesen Gehirnregionen untersucht.

Erlerntes Laufen im Laufrad fuhrt zu veranderten InsP Konzentrationen (Abschnitt 3.3). Im
cingularen Kortex, in der Hippocampusformation, im Septum und in der Amygdala sind die
Konzentrationen von Ins(1,3,4,5)P, und InsPs in der gleichen Starke modifiziert. So weist
Ins(1,3,4,5)P,4 eine Konzentrationserhéhung (Abb. 3.3.2-1E, H und K) auf, wahrend der
Spiegel an InsPg vermindert ist (Abb. 3.3.6-2E, H und K). Vermutlich sind diese beiden
Inositolphosphate direkt mit Lern- und Gedéachtnisprozessen assoziiert. Die veréanderten
Konzentrationen von Ins(1,4,5)P3, Ins(1,3,4)Ps, Ins(1,3,4,5,6)Ps und
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, nach erlerntem Laufen im Laufrad variieren zwischen den

einzelnen Regionen des limbischen Systems.

Eine mogliche Ursache fur diese divergierenden InsP Konzentrationen im cingularen
Kortex, in der Hippocampusformation, im Septum und in der Amygdala konnte die
Feinregulation durch Ca®* sein. Zumal diese Gehirnregionen und die in dieser Arbeit
nachgewiesenen InsP Isomere mit Ca?* assoziiert sind. Im Hippocampus und in der
Amygdala hat die Modulation von Ca?* Signalen eine kritische Rolle bei der Bildung des
Langzeitgedéachtnisses [Yuan et al., 2004]. Im cingularen Kortex ist die Aktivierung der
Ca?" -stimulierten Adenylatzyklase 1 fiir die Induktion der Langzeit-Potenzierung essentiell
[Liauw et al., 2005]. Dagegen exprimieren die Zellen des Septums multiple Ca**
Kanaltypen [Thinschmidt et al.,, 1999]. Die in dieser Arbeit nachgewiesenen second
messenger Ins(1,4,5)P; und Ins(1,3,4,5)P, sind an der Regulation des intrazellularen ca?
Spiegels beteiligt [Berridge, 1998; Lockyer et al., 1999; Bootman et al., 2001].
Ins(1,3,4,5,6)Ps reguliert die Aktivitat von L-Typ Ca?" Kanalen [Riley et al., 2006; Deleu et
al., 2006]. Ins(3,4,5,6)P, ist ein physiologisch wichtiger Inhibitor von Ca?* regulierten CI™
Kanalen [Irvine & Schell, 2001]. Auch fiir InsPs sind Ca** aktivierende Eigenschaften in
hippocampalen Neuronen beschrieben worden [Yang et al., 2001]. Daraus lasst sich
schlieRen, dass die InsP Isomere wahrscheinlich tiber die Ca®* Regulation eine Rolle bei

der Bildung des Langzeitgedachtnisses spielen.
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Erzwungenes Laufen im Laufrad bewirkt ebenfalls veré&nderte InsP Konzentrationen
(Abschnitt 3.3). Im cingularen Kortex, in der Hippocampusformation, im Septum und in der
Amygdala sind die Konzentrationen von Ins(3,4,5,6)P.4/Ins(1,4,5,6)P, und InsPs deutlich
erhoht (Abb. 3.3.4-2; Abb. 3.3.5-2 und Abb. 3.3.6-2). Dies kdnnte bedeuten, dass diese
InsP  Isomere mit affektiven  Verhalten  assoziiert sind. Wobei das
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, besonders mit der Stressregulation verknipft ist, da der
Spiegel dieses Isomers in nahezu allen Gehirnregionen der Ratte signifikant erhoht ist
(Abb. 3.3.5-2).

Die eigenen Ergebnisse zeigen erstmals biologische Funktionen der Inositolphosphate.
So ist Ins(1,3,4,5)P, fir Lernen und Gedachtnis von entscheidender Bedeutung, wahrend
Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, in Stresssituationen hochreguliert wird. InsPg scheint in die
Kontrolle beider Prozesse involviert zu sein. Allerdings bedarf es weiterer

Untersuchungen, um die generellen Mechanismen aufzuklaren.

4.3.3.2Rolle der Inositolphosphate bei der motorischen Aktivitat der Ratte

An der Regulation der motorischen Aktivitdt der Ratte sind die motorische Region des
parietalen Kortex, das laterale Striatum [Rogers et al., 2001] und der Thalamus [Herrero
et al., 2002] beteiligt.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Konzentrationen von Ins(1,4,5)P3, Ins(1,3,4,5)P,,
Ins(1,3,4)P3, Ins(1,3,4,5,6)Ps, Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P4 und InsP¢ nach erlerntem und
erzwungenem Laufen im Laufrad in der motorischen Region des parietalen Kortex, im

laterale Striatum und im Thalamus bestimmt.

In der motorischen Region des parietalen Kortex sind die Konzentrationen aller
untersuchten Inositolphosphate nach erlerntem und erzwungenem Laufen im Laufrad
erhdht (Abschnitt 3.3). Dagegen bewirkt erlerntes Laufen im Laufrad im lateralen Striatum
eine Konzentrationszunahme von Ins(1,3,4)P3 (Abb. 3.3.3-2E), Ins(1,3,4,5)P4 (Abb. 3.3.2-
2E), Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, (Abb. 3.3.5-2E) und InsPg (Abb. 3.3.6-2E), wahrend die
Spiegel von Ins(1,4,5)Ps; (Abb. 3.3.1-2E) und Ins(1,3,4,5,6)Ps (Abb. 3.3.4-2E) erniedrigt
sind. Der Thalamus zeigt eine Konzentrationssteigerung von Ins(1,3,4)Ps; (Abb. 3.3.3-2K)
und eine Abnahme aller anderen untersuchten InsP Isomere. Erzwungenes Laufen im
Laufrad fahrt im lateralen Striatum zu einer Konzentrationssteigerung von Ins(1,3,4,5)P,
(Abb. 3.3.2-2F), Ins(1,3,4)P; (Abb. 3.3.3-2F), 1Ins(1,3,4,5,6)Ps (Abb. 3.3.4-2F),
Ins(3,4,5,6)P./Ins(1,4,5,6)P, (Abb. 3.3.5-2F) und InsPs (Abb. 3.3.6-2F), gleichzeitig zeigt
Ins(1,4,5)P; (Abb. 3.3.1-2F) eine Konzentrationsverminderung. Erzwungene korperliche

Bewegung im Laufrad verursacht im Thalamus eine Steigerung des Spiegels von
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Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P, (Abb. 3.3.5-2L) und eine Konzentrationsabnahme aller

anderen untersuchten InsP Isomere.

Das Striatum und der Thalamus haben eine bedeutende Rolle als zentrale Schaltstellen
motorischer Impulse. Die divergierenden Konzentrationen der InsP Isomere im lateralen
Striatum und im Thalamus zeigen, dass die Regulation der motorischen Aktivitat ein
komplexer Prozess ist, in dem scheinbar alle Inositolphosphate involviert sind. Die
Ergebnisse lassen vermuten, dass die Inositolphosphate eine wichtige modulatorische
Funktion ausiben. Fur die Beurteilung der Inositolphosphate bei der motorischen Aktivitét

der Ratte sind allerdings weitere Untersuchungen notwendig.

4.4 Ausblick

In der hier vorgestellten Arbeit wurde erstmals eine ex vivo Technologie etabliert, die eine
hochaufgeltdste Darstellung der Inositolphosphate im Gehirn der Ratte ermdglicht, in der
die komplexen Signal- und Stoffwechselgeschehen der Inositolphosphate dargestellt
werden konnen. Hierdurch konnten die dynamischen Veranderungen des InsP Systems
erstmals kontextdual im ganzen Gehirn fur die Paradigmen korperliche Aktivitat im
Laufrad sowie Stress als zeitnahes ,Nachleuchten* des in vivo Geschehens dargestellt
werden. Es sind hierdurch zahlreiche Antworten zur Benutzung dieses Systems fiir Ca*-
signalling, zellulare Flussigkeitsregulierung und Gedachtnisbildung moglich. Das System
sollte auf Grund seiner multiplen Parameter fiur die Visualisierung von
Psychopharmakawirkungen und fir neuropathologische Krankheitsmodelle geeignet sein.
Es stellt damit eine Erweiterung von in vivo Systemen der tomographischen
Funktionsdarstellung wie NMR und PET dar. Hierdurch kénnen Funktionsgrofien wie
biochemische Signaltransduktionsparameter, die bisher nicht dargestellt werden konnten,

spezifisch visualisiert werden.
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5 Zusammenfassung

Inositolphosphate sind essentielle Zellbestandteile, die an der Signaltransduktion beteiligt
sind. Sie besitzen eine breite Gewebeverteilung und eine Vielzahl von biologischen

Funktionen.

In  der vorliegenden Arbeit konnten mittels Micro-MDD-HPLC Technik die
Inositolphosphate im Gehirn von Wistar-Ratten untersucht werden. Es wurde eine
konservierende Fixierungstechnik etabliert, bei der ausreichend gehéartetes Gehirngewebe
erhalten wird. Dies ermdglicht exakte Gehirnpraparationen in definierte Regionen und
Nuklei innerhalb einer Stunde und zeigt nur geringe, fir differenzielle Analysen akzeptable
Veranderungen in den InsP Konzentrationen. Die Fixierungstechnik eignet sich fir
raumlich hoch aufgel6ste Studien zur Untersuchung von regionalen Unterschieden und

funktionellen Veranderungen der InsP Konzentrationen.

In definierten Gehirnregionen der Ratte konnten die Konzentrationen von Ins(1,4,5)Ps,
Ins(1,3,4,5)P,4, Ins(1,3,4)P;, Ins(1,3,4,5,6)Ps, Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P,4, und InsPg
jeweils als vollstdndiger Datensatz mit hoher Auflosung bestimmt werden. Es konnten
regionale Unterschiede in den InsP Konzentrationen nachgewiesen werden, wobei im
cingularen Kortex, Thalamus, Hypothalamus und Hippocampus Gradienten der InsP
Konzentrationen beobachtet wurden. Zusatzlich haben die Untersuchungen Unterschiede

in den InsP Konzentrationen in der linken und rechten Gehirnhélfte der Ratte gezeigt.

Die vorliegende Arbeit beschreibt zudem die biologische Rolle der Inositolphosphate in
definierten Gehirnregionen der Ratte, induziert durch erlerntes und erzwungenes Laufen
im Laufrad. In den Untersuchungen konnten verdnderte InsP Konzentrationen nach
beiden Bedingungen nachgewiesen werden, welche auf eine Beteiligung der
Inositolphosphate an der Regulation der motorischer Aktivitdt, Lern- und
Gedéachtnisprozessen sowie Stress hinweisen. Darlber hinaus erwies sich das InsP,
Gemisch, Ins(3,4,5,6)P4/Ins(1,4,5,6)P,4, als Stressindikator, wahrend Ins(1,3,4,5)P, flr

Lernen und Gedachtnis von entscheidender Bedeutung ist.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten veranderte Aktivitaten der PLC anapo, InS(1,4,5)P3-3-
Kinase, 1Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase und 1Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase in definierten
Gehirnregionen der Ratte identifiziert werden. In Korrelationsanalysen konnte gezeigt
werden, dass die Aktivitdt der Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase durch die Aktivitat der PLC
und der Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase in den verschiedenen Gehirnregionen reguliert wird.
Desweiteren folgt die Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase passiv der PLC und der Ins(1,3,4,5)P4-5-

Phosphatase.
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7 Anhang

7.1 Abkurzungsverzeichnis
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D-myo-Inositol 1,4-biphosphat
D-myo-Inositol 1,3,4-trisphosphat
D-myo-Inositol 1,4,5-trisphosphat
D-myo-Inositol 1,3,4,5-tetrakisphosphat
D-myo-Inositol 3,4,5,6- tetrakisphosphat
D-myo-Inositol 1,4,5,6- tetrakisphosphat
D-myo-Inositol 1,3,4,5,6- pentakisphosphat
Inositolhexakisphosphat
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Inositolpolyphosphat-Multikinase
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molar
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p
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PKC
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PLC
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[PP]-InsP4
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PTEN
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SERCA
Tab.
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4-(2-pyridylazo)resorcinol

Paraformaldehyd

Picogramm

Proteinkinase A
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Ryanodin-Rezeptoren

Sphingosin-1-Phosphat

Sarkoplasmatisches Retikulum
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Standardfehler des Mittelwertes
sarkoplasmatische/endoplasmatische Ca**-ATPasen
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unter anderem

vor allem

Gewicht/Volumen

Yttriumchlorid

zum Beispiel

zentrales Nervensystem
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