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In dieser Arbeit wurde die Auswirkung einer geratisleterminierten Defizienz der
Glutamatdecarboxylase 65 auf die synaptischen wlllil&en Eigenschaften von
Zellen in der lateralen Amygdala (LA) der Maus usteht (Genehmigung fur
Tierversuche vom 09.09.2010, AZ 50.0835.1.0 (G B3%)). Die LA steht als Zentrum
fur Angst- und Fluchtreflexe (LeDoux et al.,, 1990a) Zusammenhang mit
Verhaltensauffalligkeiten GADG65 defizienter Tier€afselow and LeDoux, 1999;
Rodrigues et al., 2004). Diese Arbeit wurde mit deriel durchgefihrt
elektrophysiologische Merkmale und synaptische ii8ghaften GAD65 defizienter im
Vergleich zu heterozygoten GAD65+/- und GAD65+/+uNmen zu identifizieren.

Es wurden Veranderungen in der Kinetik und Frequspuntaner mIPSCs festgestellt,
die unter anderem Hinweise auf eine verdnderte mosnsetzung der
postsynaptischen GABARezeptoren in GADG65 defizienten Neuronen liefeEs
zeigte sich aul3erdem eine Tendenz zur VermindedemgAmplitude der mIPSCs in
diesen Neuronen, der eine Verminderung der Dicbtepdstsynaptischen Rezeptoren
oder der Menge des freigesetzten Neurotransmitegginde liegen konnte.

Bei extrazellularer Stimulation zeigte sich, dassA&uslosung eines Minimalreleases in
GADG65-/- signifikant hohere Spannungen notwendigdsals in GAD65+/- und in
GADG65+/+. Da die weiteren Ergebnisse gegen Veramdgm der postsynaptischen
Rezeptoren und der prasynaptischen Freisetzungsegvanlichkeit sprechen, ist eine
maogliche Erklarung eine Veradnderung der synaptisctierschaltung der Inter- und
Projektionsneurone. Diese Arbeit liefert neue Hirmeedarauf, dass GAD65 wichtige
Charakteristika der synaptischen Ubertragung blesisit Das Fehlen von GAD65 hat

deutliche Auswirkungen auf die spontane und evtai€ransmitterfreisetzung.
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Einleitung

1 Einleitung

Das zentrale Nervensystem ist Schaltstelle vegetatind autonomer Funktionen des
Menschen. Es ermdglicht die Interaktion mit der Wsttwund steht im Dienste der
Wahrnehmung, der Integration des WahrgenommenenDdeakens und Fuhlens und
der Auslésung angemessener Reaktionen auf &uliede inirere Reize. Durch
verschiedenste Schadigungen des ZNS kann es Zdltgeln Stérungen und Ausfallen
des Organismus kommen, dessen Verstandnis fir @eizZvh von elementarer Be-
deutung ist.

Funktionelle Einheit des ZNS ist das Neuron. Dastraée Nervensystem besteht aus
etwa 182 Neuronen, die (iber Synapsen hemmend oder erregiégidander in Kontakt

stehen. So kann eine einzige Nervenzelle von Ub@&0R Synapsen beeinflusst werden.

1.1 Die synaptische Ubertragung

Damit Informationen Ubertragen und verarbeitet wardonnen, missen die einzelnen
Nervenzellen miteinander kommunizieren und intexegi kénnen. Dazu missen
Signale Uber die Zellgrenzen hinweg Ubertragen arerilVird eine Nervenzelle erregt,

so flief3t ein Strom entlang ihres Axons bis zursgréaptischen Terminale. Hier findet
sich die Kontaktstelle zur nachsten Nervenzelle, diirch elektrische oder chemische
Synapsen gebildet wird. Bei einer elektrischen $gadesteht ein direkter Kontakt des
Zytoplasmas der benachbarten Zellen, wodurch dedsktrisch leitend miteinander

verbunden sind (Roerig and Feller, 2000). BeidéeAdbilden aus 6 Konnexonen einen
Proteinkomplex, der den Ubertritt niedermolekula@abstanzen ermaglicht.

An einer chemischen Synapse besteht kein direktetdkt der benachbarten Zellen.
Der elektrische Strom wird durch kurzzeitige Umwlaing in ein chemisches Signal

auf die nachste Zelle Ubertragen (Collingridge aekter, 1989). Nach ihrer

Morphologie lassen sich chemische Synapsen in @ugppen einteilen. Synapsen des
Typs Gray | enthalten elektronenmikroskopisch rusgleaptische Vesikel, die in einen
etwa 30 nm breiten synaptischen Spalt ausgeschiigaten. Zu ihnen gehoéren die
glutamatergen Synapsen. Gray-Typ Il Synapsen simdbitorisch und meistens

GABAerg mit abgeflachten Neurotransmitter enthaltn Vesikeln. Der synaptische
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Spalt ist etwa 20 nm breit und auch die aktive Zishenit < 1pum? kleiner als bei Gray-
Typ | Synapsen (Gray, 1969).

Synapsen bilden sich normalerweise zwischen Axod Dendrit (axodendritisch),
zwischen Axon und Soma (axosomatisch) oder zwischfeton und Axon
(axoaxonisch) zweier Neurone aus. Im ZNS sind adehdrodendritische Synapsen
zwischen den Dendriten verschiedener Neurone umdasomatische Synapsen be-

kannt, welche einen synaptischen Kontakt der Zgtkdarstellen.

1.1.1 Aufbau einer chemischen Synapse

Eine chemische Synapse ist ein Ort der Kommunikatiwischen zwei Neuronen. Sie
besteht aus den spezialisierten MembranbereicherPdie und des Postsynaptischen
Neurons und dem dazwischen liegenden synaptischeat. SZur Bildung der
chemischen Synapsen sind verschiedene Neurotrophieésslich \(icario-Abejon et
al., 1998). Einer der wichtigsten ist der brainkdedl neurotrophic factor BDNF, der die
Bildung von glutamergen und GABAergen Synapsenntoegbt und an Interneuronen
Dendriten- und Axonwachstum sowie die Expression @ene fir die Glutamat-

decarboxylase fordert (Marty et al., 1997).

1.1.1.1prasynaptische Transmitterausschuttung

Das Axon des prasynaptischen Neurons ist an denzZ8reum synaptischen Spalt
verdickt. Hier befindet sich die prasynaptische niiealie mit Mitochondrien und

vesikularen Strukturen in denen verschiedene Nensinitter gespeichert sein konnen.
Die Vesikel liegen zum Teil Gber Synapsin fixiert Aktinfilamenten des Zytoskeletts
vor. Sie kbnnen entlang des F-Aktins zur prasysapgn Membran gelangen. Dieser
Teil der Vesikel wird als Reservepool bezeichnat. &derer Teil der Vesikel ist durch
Proteine direkt an die prasynaptische Membran g#duner wird ,readily releasable
pool“ genannt (Christgau et al., 1992; Kaufmannakt 1991; Zucker and Regehr,
2002). Damit es zur Transmitterausschittung komk@em, missen an den Vesikeln

bestimmte Ablaufe stattfinden.

1.1.1.1.1 der synaptische Vesikelzyklus
In der Membran der Neurotransmitter-speicherndesikéé sind die G-Proteine Rab3a
und Rab3b lokalisiert. Durch Hydrolyse des GTPs uméraktion mit RIM (Rab3
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interacting molecule 3) wird die Bildung eines Aggaungskomplexes mdglich (Hosaka
et al., 1999). Um die im Reservepool gespeicheviesikel zu mobilisieren, muss erst
das ebenfalls vesikelassoziierte Protein Synapdwer Udie Calcium-Calmodulin
abhangige Proteinkinase Il (CaMKII) phosphoryliesrden (Llinas et al., 1991). Um
die Vesikel auf die Fusion mit der Plasmamembrarzwgereiten, bildet sich nun ein
core-Komplex aus dem vesikelassoziierten v-SNARm|#&Ptobrevin/ VAMP) und dem
plasmamembransténdigen t-SNARE (Syntaxin | + SNAP3yntaxin liegt in Ruhe
gebunden an Munc 18 vor, welches zur Freisetzurgy $intaxins mit Munc 13
interagieren muss (Zhang et al., 2000). Der cormplex wird durch das Kalzium-
bindende Protein Complexin stabilisiert (Knausletl®90; Fykse et al., 1993; Verhage
et al., 2000; Augustin et al., 1999). Die SNARE+Riwe kénnen mit dem €a
sensitiven Protein Synaptotagmin interagieren, hescbei Bindung von Gaseine
Konformation andert (Dulobova et al., 2003; Chealgt1999; Sudhof, 2002). Dadurch
wird bei spannungsabhéngigem?GRinstrom die Bildung einer Fusionspore méglich
und der Neurotransmitter gelangt in den synaptisc®ealt (Sugita and Sudhof, 2000,
Fernandez-Chacon et al., 2001). Die Neurotransmitterden als sog. ,Quanten”
freigesetzt. Ein Quant enthalt dabei 6000 - 80C&n3mittermolekile. Diese Quanten
werden vereinzelt auch ohne ankommendes Aktionspatepontan freigesetzt, was zu
spontanen postsynaptischen Miniaturstromen fihie Beitspanne vom Kalzium-
einstrom bis zur Vesikelfusion mit der Membran agtretwa 100-20@sec (Llinas et
al., 1981). Nach der Transmitterfreisetzung wird desikel tber Endozytose wieder
aufgenommen. Dafir findet zuerst eine Clathrin-Agsieerung am entsprechenden
Membranabschnitt statt, die durch Adapterproteire A2 und AP180 vermittelt wird
(Schmid, 1997). Die dann abgeschnirten Membranstuekschmelzen im Zytosol mit
Endosomen, von denen bei Bedarf wieder Vesikel tabgat werden kénnen. Uber
membranstandige Protonenpumpen wird das Innereerdi@scycelten Vesikel
angesauert und Uber spezifische TransportsystetriEramsmittermolektlen gefullt, die
im Zytosol der Synapse vorliegen (Liu and Edwarti897). In der Membran der
Vesikel befinden sich wieder Synapsine, die diedBimg an Filamente des Zytoskeletts
wie Neurofilamente, Aktinfilamente und Mikrotubwiermitteln (Betz and Bewick,
1992).
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Abb. 1-1: Der synaptische Vesikelzyklus

(1) Transport von Vesikeln aus dem Reservepool Mambran und Andocken, (2) Interaktion von
Proteinen in Vesikel- und Plasmamembran, (3}"&nstrom und Exozytose, (4) Clathrinabhéangige
Endozytose, (5) Abschnirung des entleerten Vesik€é®) Ansduerung und Befullung mit

Neurotransmitter, (7) Speicherung im Reserve Pdel direkter Transport zur Membran

1.1.1.2der synaptische Spalt

Die freigesetzten Transmittermolekile diffundieram durch den synaptischen Spalt,
welcher etwa 20-50 nm breit ist und mit dem Extiairaum in Verbindung steht.
Die Diffusion von der Post- zur Prasynapse dauera®,1 ms. Die freigesetzten Trans-

mittermolekile kdnnen auch homosynaptisch an Rereptder Prasynapse wirken.

1.1.2 Kurzzeitplastizitat (STP)

Bei wiederholter Erregung einer Synapse kdnnen diehMenge des ausgeschitteten
Transmitters und die Starke der postsynaptischentw@dm verandern. Diese
Veranderung persistiert Gber einen Zeitraum vomiakekunden bis Minuten (Zucker
and Regehr, 2002). Dabei kann sich die Effektividat synaptischen Ubertragung
erhohen oder vermindern.

Bei der sog. Faszilitierung reicht eine einzigesgriaptische Aktivierung aus, damit fir
mehrere 100 ms ein zweiter postsynaptischer Stréfdey ist als der erste (Perkel et al.,

1990; Konnerth et al., 1990). Bei der posttetarescFPotenzierung fuhrt eine Folge
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hochfrequenter Stimuli bis zu mehrere Sekunden lamgerhohter Effektivitat der
Synapse. Diese Steigerung der synaptischen Efigtiveflektiert eine erhéhte
Ausschuttungswahrscheinlichkeit der synaptischerikég evtl. in Kombination mit
einer Erhéhung der Anzahl der aktiven Zonen. Dadtetler CaInflux wahrend der
Depolarisation der Pradsynapse von elementarer BaaguNach der ,residual calcium®
Hypothese erhdht das nach der ersten Depolarisatidiiebene intrazellulare Kalzium
die Ausschuttungswahrscheinlichkeit von Vesikelin dggteren Aktivierungen (Atluri
and Regehr, 1996; Delaney and Tank, 1994). Dieekttkann auch durch Freisetzung
intrazellularen Kalziums imitiert werden. Verstankird der Kalzium-Anstieg durch
einen verminderten Natrium-Gradienten nach synapis Erregung und einer daraus
resultierenden Hemmung des'Na&*-Austauschers. Es ist unklar, ob das Kalzium als
freie lonen persistiert oder ob es von speziellEnhancement“-Stellen gebunden und
langsam wieder freigesetzt wird. Nach Depolarisatiwird aulerdem Kalzium in
prasynaptischen Mitochondrien gespeichert und bikleen Pool der das residuelle
Kalzium aufrecht erhalten kann. Wenn das erste mnkende Aktionspotential schon
eine Transmitterfreisetzung bewirkt hat, so kaneséibeim zweiten héher ausfallen.
AulRerdem kann es bei einer Synapse, die beim gpsésynaptischen Stimulus keinen
Transmitter freigesetzt hat, durch das erhdhte idalzbei einer zweiten Erregung zu
einer Transmitterausschittung kommen (Zucker argéRe 2002).

Es gibt auch Synapsen, bei denen wiederholte Aditivdie Transmitterausschittung
herabsetzt (Eccles et al., 1941). Das kann an &@mhopfung des Vesikelpools, an
einer Freisetzung modulatorischer Substanzen oderiaer Desensitisierung der
postsynaptischen Rezeptoren liegen. Aul3erdem kaem adisgeschittete Neuro-
transmitter Uber prasynaptische Rezeptoren zu éinexhemmung fuhren (Zucker and
Regehr, 2002).

1.1.2.1postsynaptische Rezeptoren

In der postsynaptischen Membran befinden sich tnansbranare Proteine, die als
Rezeptoren fungieren. Unterhalb der postsynaptisdiembran ist ein elektronen-
mikroskopisch dichter Bereich der ,postsynaptic sigfi (PSD) genannt wird. Hier

befinden sich in hoher Dichte Proteine zur Orgdiosader Rezeptoren und Proteine
des Zytoskeletts wie Tubulin, Aktin und Spektrimé€ag, 1997).




Einleitung

Die in der Membran verankerten Rezeptoren erhdhein Bindung eines Neuro-
transmitters die Leitfahigkeit fur eine oder mekréonensorten. Dadurch kommt es
zum elektrochemisch getriebenen lonenstrom in dier caus der postsynaptischen
Zelle. Die Membran wird dabei entweder depolarisigras zu der Auslésung und
Weiterleitung eines Aktionspotentials fihren kander hyperpolarisiert, wodurch die
Zelle schwerer erregbar wird und ankommende Strénmezgeschlossen werden.
Verschiedene Neurotransmitter konnen so eine emdesgeder hemmende Wirkung auf
das nachgeschaltete Neuron haben. Ob es schlieBlichAuslésung eines post-
synaptischen Aktionspotentials kommt entscheide¢ daumliche und zeitliche
Integration der verschiedenen ankommenden hemmeunddnerregenden Einflisse
(Tao and Poo, 2000).

Bei den Rezeptoren unterscheidet man ionotropangtdbotrope Wirkmechanismen.
lonotrope Rezeptoren bestehen aus mehreren Pegatidunieiten, die eine Bindungs-
stelle fur den Transmitter bereitstellen und gleaitig einen lonenkanal bilden. Durch
die direkte Kopplung an den Kanal werden schneth@gtische Vorgange vermittelt.
Metabotrope Rezeptoren bestehen aus einer einRgépeptidkette, die 7 mal die
Membran durchspannt und intrazellular an ein Gdtnagekoppelt ist. Bei Bindung des
Neurotransmitters werden Enzyme, zum Beispiel durtlosphorylierung, aktiviert.
Diese aktivieren wiederum sog. second-messengdeifgs welche dann den
eigentlichen Effekt vermitteln (Wisden and Seebur@93; Hollmann and Heinemann,
1994; Tao and Poo, 2000).

1.1.3 Glutamat-Rezeptoren

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neunasraitter im zentralen Nervensystem
(Palmer et al.,, 2005). Es gibt ionotrope und metalpe Glutamat-Rezeptoren. Die
ionotropen Rezeptoren lassen sich aufgrund ihretagomisten und Agonisten in
verschiedene Gruppen unterteilen. Bindung von Lt@Bhat bewirkt die Offnung eines
fur einwertige lonen nichtselektiven KationenkanalBie Durchlassigkeit fur
zweiwertige Kationen wie Kalzium variiert je naclusammensetzung des Rezeptors
aus verschiedenen Untereinheiten. Der loneneinst@iohnet sich durch eine schnelle
Anstiegs- und Abklingzeit aus. Wichtig fur die Onggation und Stabilitat von
Glutamat-Rezeptoren sind verschiedene Proteine R8®95 (postsynaptic density
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protein 95kDa) fur NMDA-Rezeptoren oder GRIP (Ghatd-Rezeptor-Interacting-
Protein) und GRASP (GRIP1-associated scaffold prpfér AMPA-Rezeptoren (Moss
and Smart, 2001).

1.1.3.1metabotrope Glutamat-Rezeptoren

Die metabotropen Glutamatrezeptoren gehdren zu peyogenetisch altesten
metabotropen Rezeptoren. Sie bestehen aus 7 maiabchapannenden Doménen und
fuhren zu lonenstrémen mit langen Latenzen (Pin d&hvoisin, 1995). Die
Glutamatbindungsstelle befindet sich an einer gmoBkterminalen Domane. Die
Rezeptoren lassen sich aufgrund ihres Wirkmecharsisin verschiedene Gruppen
unterteilen. Gruppe | —Rezeptoren (mGIuR1 und mG)ukktivieren Uber ein G-Protein
die Phospholipase C. Diese spaltet PIP2 (PhospiitiDiphosphat) in IP3 (Inositol-
Tri-Phosphat) und Diacylglycerol (DAG) und bewirtadurch eine Freisetzung von
Kalzium aus intrazellularen Speichern (Hermans @malliss, 2001). MGIuR1 und
MGIuURS5 spielen eine wichtige Rolle bei der synapies Plastizitat (Alagarsamy et al.,
2001). Die Rezeptoren-Gruppen Il und Il wirken cureine Hemmung der
Adenylatzyklase und fuhren damit zu einer Senkueg dAMP-Spiegels und einer

Herabsetzung der Aktivitat der Proteinkinase A.

1.1.3.2Kainat-Rezeptoren & AMPA-Rezeptoren

Kainat-Rezeptoren regulieren im adulten Gehirn @idsynaptische Rezeptoren die
Aktivitdit GABAerger und glutamerger Synapsen (Kiddal., 2002); postsynaptisch
sind sie beteiligt an der basalen glutamergen Tmngsson. Sie bilden, wie auch die
AMPA  (o-Amino-3-hydroxy-5-methyl-isoxazolpropionsaure) zZRptoren, einen
Kationenkanal, der durchlassig fur monovalente dfan ist und ein Umkehrpotential
von 0 mV aufweist. Fur divalente Kationen schwarlk¢ Leitfahigkeit je nach
Zusammensetzung aus den verschiedenen UnteremheiteLeitfahigkeit des AMPA-
Rezeptors betragt zwischen 8 und 15 pS, die desak&ezeptors ist mit 1-5 pS
deutlich kleiner (Nicoll et al., 1990).

AMPA-Rezeptoren sind fur den Grof3teil der Erregumg ZNS verantwortlich. Sie
bestehen aus 4 Untereinheiten GIuR1-4. (HollmamhH&inemann, 1994). Jede dieser
Untereinheiten setzt sich aus einer intrazellul&eerminalen Domane, 4 hydrophoben

Doméanen TM1-4 und einer extrazellularen N-terminal@oméane zusammen. TM2
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bildet eine Schlaufe in der intrazellularen Memiseite, wéahrend die anderen
hydrophoben Domanen die Membran durchspannen. Dgantenbindung findet
zwischen der N-terminalen Doméane und einer Schlawieschen TM3 und TM4 statt
(Palmer et al.,, 2005). Die postsynaptische Antwoetgt bei AMPA-Rezeptoren
schnelle Anstiegs- und Abklingzeiten von 1 und 8,Pas (Edmonds et al., 1995).
Obwohl AMPA-Rezeptoren ionotrop sind, kénnen dudem C&'*-Influx verschiedene
Proteinkinasen aktiviert und dadurch second-messeKgskaden ausgeltst werden
(Palmer et al., 2005).

1.1.3.3NMDA-Rezeptoren

Der NMDA Rezeptor setzt sich als Heteromer aus reiNR1-Untereinheit in

Kombination mit einem oder mehreren Typen von NRfdtkinheiten zusammen. Die
NR1-Untereinheit bildet den lonenkanal, wahrend dR2-Untereinheiten die

spezifischen Eigenschaften des Rezeptors bestimDaru gehdren unter anderem
Affinitat far verschiedene Liganden und kinetisdBegjenschaften (Dingledine et al.,
1999). Die Besonderheit des NMDA-Rezeptors liegt seiner Blockade durch

Magnesium bei Membranpotentialer ~40 mV (Nowak et al., 1984; Nicoll et al.,
1990) und seiner hohen Leitfahigkeit fir Kalziumggarsamy et al., 2001). Erst nach
Vordepolarisation durch non-NMDA-Rezeptoren l6sthsider Mg*-Block und der

lonenkanal 6ffnet sich. So dient er als Koinzidestedtor und vermittelt synaptische
Plastizitdt (Tsien, 2000). Von besonderer Bedeutdiig diese ist die NR2B-

Untereinheit des NMDA-Rezeptors. Sie vermittelt (Begensatz zur NR2A-Unter-
einheit einen langsamen lonenstrom mit einer Abfakitkonstante von tber 200 ms
(Chen et al., 1999). Dadurch kann vermehrt Kalziondie Zelle einstromen, welches
weitere plastische Prozesse in Gang setzt (Chah,e1999). Die NR2B-Untereinheit
wird nach der frihen postnatalen Entwicklung in deristen Hirnregionen durch
NR2A-Untereinheiten ersetzt (Cathala et al., 200@ Konzentration bleibt jedoch in
Bereichen erhohter plastischer Aktivitat wie ddetalen Amygdala hoch. Hier ist sie

unabdingbar fur die Aneignung konditionierter An@Rodrigues et al., 2001).

1.1.4 GABA-Rezeptoren

GABA-Rezeptoren gehoren einer Familie von Rezeptare die durch Genduplikation

und Divergenz aus einem gemeinsamen Ursprungsdgstaeden sind. Dafir spricht
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die Ahnlichkeit der Aminosauresequenzen der Rezeptdieser Familie, zu der der
ligandengesteuerte Acetylcholin-, Glycin-, Glutamaind schlie3lich der GABA
Rezeptor gehdren (Bormann, 1988; Bormann, 2000B&Rezeptoren vermitteln im
adulten Gehirn eine Hyperpolarisation der postsiysepen Zelle sowie einen
Kurzschluss ankommender Strome und bewirken soharebgesetzte Erregbarkeit.

Sie lassen sich in drei Gruppen einteilen: in ioojmé GABAs-Rezeptoren,
metabotrope GABA-Rezeptoren und eine weitere Gruppe ionotroper GABA

Rezeptoren, GABA-Rezeptoren.

1.1.4.1GABAs-Rezeptor

GABAA-Rezeptoren werden aul3er durch GABA auch durch vhedaind Isoguvacin
aktiviert. Bicucullin hemmt den Rezeptor kompetitimd Picrotoxin nicht-kompetitiv
(Sieghart, 1992; Nicoll et al., 1990). GARMARezeptoren sind ionotrope Rezeptoren,
durch deren Aktivierung ein Chlorid-Kanal geo6ffneird. Dadurch kommt es im
adulten Gehirn zu einem schnellen Anstieg derL€itfahigkeit und damit einem
Chlorideinstrom in die Zelle, was zu Hyperpolanisatund verminderter Erregbarkeit
fuhrt (Bormann, 1988; Study and Barker, 1981). Urdestimmten Umstanden, wie
zum Beispiel wahrend der embryonalen Entwicklungrign GABA\-Rezeptoren auch
depolarisierend wirken. Wenn etwa aufgrund nochhtnicollstandig entwickelter
Chlorid-Transporter die intrazellulare Chloridkonmation hoch ist, so kann eine
Offnung des Kanals einen Chloridausstrom in Richtutes CI'Gleichgewichts-
potentials und somit eine Depolarisation bewirk&o¢druff, 2006). Das Umkehr-
potential des durch GABA ausgeltsten Chloridstrdiegt bei etwa —70 mV. Der
GABAA-Rezeptor besitzt mehrere GABA-Bindungsstellen naibterschiedlicher
Affinitat. Durch Bindung von GABA an Stellen mit her Affinitat kbnnen die anderen
Bindungsstellen allosterisch beeinflusst werden.mZOffnen des assoziierten
Chloridkanals ist die Bindung von mehr als einemld’al GABA notwendig, da die
Stellen mit hoher Affinitdt bereits bei basaler GRABonzentration besetzt sind
(Sieghart, 1995). Die Leitfahigkeit des offenen &&prs betragt 30 pS, wobei der
Porendurchmesser 5,6 A betragt (Hamill, 1987). B&BAs-Rezeptor besteht aus
verschiedenen Untereinheiten. Bisher sind-63 3-, 3y-, 16-, 1¢&-, 1 06- und 17-

Isoform bekannt, die sich teilweise durch altenesi Spleil3en weiter differenzieren
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kbnnen (Moss and Smart, 2001). Die Gene fir diescleedenen Untereinheiten
verteilen sich auf verschiedene Chromosomen (Sregh@95). Jede Untereinheit wird
aus vier transmembranéren Domanen gebildet (TM1JT8drmann 2000). An diesen
Doméanen befinden sich auch Bindungsstellen fur radddsche Molekile und
Pharmaka. Durch unterschiedliche Kombination derscreedenen Untereinheiten
werden verschiedene Affinitaten vermittelt. Die &sdlierung der Untereinheiten und
die subzellulare Lokalisation wird durch Proteinge wGephyrin, Dystrophin und
GABAA-Rezeptor-Assoziiertes Protein (GABARAP) und detateraktion mit dem
Zytoskelett vermittelt (Moss and Smart, 2001). Bébrtebraten liegt der GABA
Rezeptor als Heteropentamer vor; die haufigste Koation besteht aus+, 2 a- und

2 B- Untereinheiten. Durch Koexpression vanund [3-Untereinheiten kann sich ein
GABA-sensitiver lonenkanal bilden, durch Integratieinery-Untereinheit wird die
Benzodiazepin-Sensitivitat vermittelt. Je nach Aldr o-Untereinheit werden die
Rezeptoren in GABAss unterteilt. Durch Blockierung des GABARezeptors zeigt
sich in Tiermodellen ein gesteigertes Angstverima(tehimada et al., 1995). GABA-
Agonisten wie Muscimol setzen unabhangig von GAB#&eld an der GABA-
Bindungsstelle des Rezeptors an und bewirken so &teigerung der ClLeitfahigkeit
(Olsen, 1982). Die Aktivitdt des GABARezeptors kann auch durch Phosphorylierung
moduliert werden. Die Phosphorylierungs-Stelletliagischen den Domé&nen TM3 und
TM4 (Sieghart, 1995). So sind GARARezeptoren zum Beispiel eng mit Proteinkinase
C BIl und deren Rezeptor RACK1 assoziiert, die @&kosphorylierung der [3-
Untereinheit vermitteln (Moss and Smart, 2001). Pi@osphorylierung kann sowohl
eine Steigerung als auch eine Hemmung der Rezé&ptatd bewirken. Medizinisch
wichtig ist die Interaktion des GABARezeptors mit Benzodiazepinen und
Barbituraten. Barbiturate steigern die GABAerge nbraission allosterisch durch
Steigerung der mittleren Dauer der Kanal6ffnungi@@tii et al. 1983). Diazepam und
andere Benzodiazepine steigern die Wirksamkeit ®ABA durch Erhohen der
Offnungswahrscheinlichkeit und Steigerung der -l@itfahigkeit des GABA-
Rezeptors (Study and Barker, 1981; Eghbali et E997). Fir ihre Wirksamkeit
benéttigen sie die Anwesenheit von GABA (Sieghar993). Durch diese
Substanzgruppen werden anxiolytische Effekte véeihitwelche auch therapeutisch

beim Menschen genutzt werden (Corbett et al., 1981ch verschiedene Muskel-
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relaxanzien und Anasthetika wie Etomidat und Halothverdanken ihre Wirkung
zumindest teilweise der Beeinflussung des GAB®ezeptors. Einige Antidepressiva
wie Amoxapin und Mianserin entfalten einen TeilehWirkung an diesem Rezeptor
(Sieghart, 1995). AuRerdem besitzt der GABRezeptor Bindungsstellen fur
Neurosteroide und Ethanol (Bormann, 1988). Ethdmelirkt eine Potenzierung des
GABA-vermittelten Chloridstroms. Eine Zink-Bindurggslle auf einigen, aber nicht
allen GABAa-Rezeptoren, durch welche Zink die GABA-Antwort ham wird
diskutiert (Sieghart, 1995). GABARezeptoren zeigen bei andauernder Exposition zu
GABA eine verminderte Antwort. Ein Grund daflr ister verminderte trans-
membranare Chlorid-Gradient. Aul3erdem zeigt dereptez Desensitisierung und es

findet eine Down-Regulierung der Rezeptoren s&itdghart, 1995).

A GABA, Bicucullin
) Benzodiazepine

Extrazelluldr

Intrazellulér

Neurosteroide

Picrotoxin Proteinkinase

Abb.1-2: Aufbau eines GABA\-Rezeptors

(A) schematische Darstellung eines GABRezeptors mit extrazellularen Bindungsstellen und
intrazellularer Phosphorylierungsstelle. (B) Ein B%\.-Rezeptor setzt sich aus 5 Untereinheiten mit je 4
transmembranéren Domanen zusammen. Die Phosphongistelle liegt zwischen den Untereinheiten
3 und 4. (C) Die Anordnung der Untereinheiten. @droridkanal wird aus der Untereinheit TM2
gebildet. (nach Bormann, 2000)

1.1.4.2GABAg-Rezeptor

GABAg-Rezeptoren wirken metabotrop Uber die Adenylatzsdl Sie sind
prasynaptisch als Autorezeptoren anzutreffen, we diirch Hemmung von &a
Kanalen die Transmitterausschittung des NeuronsneemBei einem Wegfall dieser

prasynaptischen Hemmung kommt es im Mausmodell mner eGeneralisierung
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konditionierter Angst (Shaban et al., 2006). Pasagyisch fihren GABA-Rezeptoren
durch Offnung eines kKanals zu Hyperpolarisation und schwererer Errdghtides
postsynaptischen Neurons. Agonist am GABRezeptor ist Baclofen, Antagonist
Phaclofen. GABA-Rezeptoren bilden ein Heterodimer aus zwei Untbesten,
GABAg; und GABAg,. GABAg; ist ein Protein mit 7 die Membran durchspannenden
Domanen, das fir die Interaktion mit Agonisten wighist. Auch die GABA;-
Untereinheit durchspannt die Membran 7 mal. Sidd@ht@ber auch einen langen N-
terminalen extrazellularen Teil und wird bendtigh Wie GABAgi-Untereinheit zur

Zellmembran zu leiten. Aul3erdem interagiert siedeih G-Protein (Bowery, 2002).

1.1.4.3GABA-Rezeptor

GABA(c-Rezeptoren bilden wie GABARezeptoren einen lonenkanal fur.CBie
bilden ein Heteropentamer, das sich aus 3 verseh@tp-Untereinheiten zusammen-
setzt. Diese finden sich im adulten Gehirn fastseahiéef3lich in der Retina (Moss and
Smart, 2001). Die aufgrund ihrer verschiedenen rRhkologie urspriinglich als
GABA klassifizierten Rezeptoren werden oft auch alsetginuppe der GABA-
Rezeptoren angesehen (GARA(Bormann 2000).

1.2 y-Amino-Buttersaure (GABA)

y-Aminobuttersdure, kurz GABA, entsteht durch Deoastiierung der Aminosaure
Glutamat. GABA ist der héaufigste inhibitorische NMewansmitter im zentralen
Nervensystem (Krnjevic, 1974; Fagg and Foster, 1988 wird vor allem von lokalen
Interneuronen ausgeschiittet, nur wenige ProjekieEmm®ne wie die Purkinjezellen des
Kleinhirns, bestimmte Neurone der Basalganglien webs Gyrus dentatus des
Hippocampus nutzen GABA als Neurotransmitter (Niebkl., 1990Szabo et al., 2000
GABA wird, wie die anderen Neurotransmitter auch Quanten freigesetzt. Dabei ist
ein Quantum GABA in der Lage, etwa 80 postsynapésRezeptoren zu besetzen
(Nusser et al., 1997). Augrund des veranderten rch®radienten in unreifen
Nervenzellen wirkt GABA wéahrend der Embryogenesd aach an unreifen Nerven-
zellen im adulten Gehirn exzitatorisch (Ben-Ari,020 Ge et al.,, 2006). An reifen
Neuronen bewirkt GABA durch inhibitorische Kontmlier exzitatorischen Impulse im

ZNS unter anderem eine Regulierung der Reaktionaagbtauslosende Stimuli. Eine
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Erhbhung des GABA-Levels durch Hemmung des Abbauschd die GABA-
Transaminase erzeugt anxiolytische Effekte (Cordstedd., 1991).

1.2.1 Glutamatdecarboxylase

Das Enzym, welches die Herstellung von GABA durdt&rboxylierung von Glutamat
katalysiert ist, die Glutamatdecarboxylase (GAD)AD5 wird vor allem im ZNS
exprimiert, in geringer Menge auch in Ovarien, Hodend den [-Zellen der
Langerhans-Inseln des Pankreas, wo ihre Funktmbwcje unklar ist (Okada et al., 1976;
Tillakaratne et al., 1992). Aufl3erdem wird GAD unénidt auch GABA, in
embryonalem Nervengewebe exprimiert, wo sie didiferation, Migration, das Axon-
wachstum von Neuronen und die Bildung von Synapgssinflusst (LoTurco et al.,
1995). Die Glutamatdecarboxylase liegt in zwei tsibiedlich grol3en Isoformen vor,
der Glutamatdecarboxylase 65 (GAD65) und —67 (GAOE&rlander et al., 1991), die
durch zwei unabhéngige Gene kodiert werden. Gadliekiofir GAD67 und liegt auf
Chr2g31 und Gad2 kodiert fur GAD65 und liegt aufr@pl1.23 (Erlander et al.,
1991). Obwohl in den meisten Hirnregionen sowohl Zellkdrpern als auch in
Synapsen beide GAD-Isoformen zu finden sind, giébteutliche Unterschiede in der
Verteilungsdichte. So liegt GAD67 als zytosolisckg=ym im gesamten Soma vor, wo
es Uber das Tetrapeptid NPHK (Asn-Pro-His-Lys) am &Kofaktor Pyridoxal-5 -
Phosphat (PLP) gebunden ist. GADG65 ist vermehdein Axonterminalen anzutreffen
(Esclapez et al., 1994; Kaufmann et al., 1991)isEsn den Synapsen reversibel an
Vesikel gebunden (Esclapez et al., 1994; Martial.etLl991; Jin et al., 1999). Aul3erdem
liegt GAD 65 in grol3en Mengen als Apoenzym, alsakiiv, vor und kann durch
Bindung von PLP aktiviert werden (Martin et al.,919 Itoh and Uchimura, 1981;
Kaufmann et al., 1991). Die Assoziation des Kofekt®LP mit GAD65 wird von
anorganischem Phosphat;)(Rind durch Depolarisation geférdert und von ATP
gehemmt, steigt also in Zeiten hohen Energievedbiaudurch synaptische
Beanspruchung (Kaufmann et al., 1991, Miller andltévs, 1979). Das lasst die
Vermutung zu, dass GADG65 vor allem fur die GABA-S@rgung bei erhdhtem Bedarf
wichtig ist und einen Reservepool an GABA fir Zeitdhoher synaptischer
Beanspruchung herstellt (Martin et al., 1991, Keshl., 1997). So konnte auch gezeigt
werden, dass die mMRNA von GADGS5 vor allem in Zeitbronischen Stresses vermehrt
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hergestellt wird, wahrend in akuten Stresssituatiovor allem die Menge der GAD67
MRNA ansteigt (Bowers et al.,, 1998). GAD65 konntelradie Feineinstellung der
inhibitorischen Neurotransmission regulieren (Kastal., 1999). GAD67 sorgt flur die
Grundversorgung mit GABA und produziert tlber 90 86 gesamten GABA-Menge.

Bei verschiedenen pathologischen Zustéanden spigd ®ine Rolle. So bilden sich
Autoantikdrper gegen beide GAD-Isoformen bei Mewrschdie spéater einen insulin-
abhangigen Diabetes mellitus entwickeln und GADgizetine hohe Aktivitat in
menschlichen Insulinomen (Okada et al., 1976). AntiOrper gegen GAD65 kdnnen
das sogenannte Stiff-man-Syndrom (Kono et al., 2@@&slI6sen. Auch neurologische
Erkrankungen wie Temporallappen-Epilepsie, Postaaisches Stress-Syndrom und

Depressionen (Levine et al., 2001) kdnnen mit GABammenhangen.

1.2.2 Herstellung des “Knock-Outs”

Fur diese Arbeit wurden homozygote und heterozygefeD65 defiziente Mause
verwendet. Zur Herstellung des GAD65-KnockOuts siglash 1997 und Asada 1996.
Es wurden Mause der Art Mus Musculus (Hausmausyverdet. Die Sequenz des
GADG65 Gens von F1-Embryos aus C57/BL/6-Weibchen GBA-Mannchen konnte
aus einer Genbank gewonnen werden (http://www.nichinih.gov/, Nr. D42051). Der
Zielvektor (pMC1DT-ApA) enthielt die Neokassette IR&eopA, die fur das
Neomycinresistenzgen kodiert und eine Diphterigtdxiagment-A-Kassette (DT-A),
die aber aul3erhalb des homologen Bereichs des Melg. Dieser Zielvektor wurde
nun in einen Bluescript-SK-Vektor (BSK) (Stratageneingebracht. Wichtiger
Bestandteil dieses Vektors ist eine Polylinker-Ragi die multiple Erkennungs-
sequenzen fir verschiedene Restriktionsendonukldaesstzt. Jede dieser Erkennungs-
sequenzen ist nur einmal auf dem Plasmid enthatedass das Plasmid an einer dieser
Stellen durch eine Endonuklease geschnitten urehiisiert werden kann, und ein
Stuck fremde DNA angehangt werden kann. Die PdtglirRegion liegt eingebettet im
3-Galaktosidase-kodierenden Gen LacZ und bewiikEkpression in einem Bakterium
bei Anwesenheit von X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-ingdddeta-D-galactopyranoside)
eine Blaufarbung. Nach Unterbrechung der PolylirfiRegion durch den Zielvektor
kénnen die erfolgreichen Kombinationen durch ihei3e Farbe in Anwesenheit von
X-Gal identifiziert werden o-Komplementierung). Als Zielzellen dienten nun
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embryonale TT2-Stammzellen (Transparent Testa @jciDElektroporation wurde die
Zellmembran durchlassig gemacht und der zuvor Iséelie lineare Vektor konnte

aufgenommen werden.

7,5kb

Exon 1 Exon 3
Allel

9,2kb

Zielvektor | PGKNeopA | DT-A |—
B I i B

Verindertes
Allel . - s I

Abb. 2-1: GAD65 Deletionsmutation durch homologe Rembination

Wildtyp Allel und Zielvektor zur Herstellung der @65 Deletionsmutante und verandertes Allel. Der
Zielvektor enthalt ein Neomycinresistenzgen zuritp@sn und ein Diphterie-Toxin A Gen zur negativen
Selektion (verandert nach Asada et al., 1996).

Durch Rekombination wurde der Vektor nun in das @emer Stammzellen integriert.
Durch Neomycin-Gabe wurden dann alle nicht-rekorabian Zellen abgetotet, da
diese nicht das Neomycin-Resistenzgen des Targ¥®hktprs enthielten (positive
Selektion). Zellen, die den Vektor durch nicht-hdoge Rekombination aufgenommen
hatten, exprimierten das auf3erhalb der homologeneAgelegene Gen fir Diphterie-
Toxin A und starben durch Hemmung des Elongatidgtsfa 2 und damit der
Proteinbiosynthese (negative Selektion). Die erfattnpen homologen Rekombi-
nationen wurden durch Restriktionsverdau und SontBéot-Analysen verifiziert und
die Zellen in 8-Zell-Stadien von ICR-M&ausen injizjeso dass sich chimére Mause
entwickelten. Durch Kreuzung mit C57BI/6-Wildtypns@&m konnten so GADG65
defiziente Mause (GAD65-/-) entstehen.
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Da das GADG65-Gen in Exon 3 unterbrochen wird undrEg und 2 intakt bleiben
konnte evtl. noch ein schmales N-terminales Peagiulldet werden, das aber nicht fur
die Enzymaktivitat ausreicht (Kash et al., 1997ada et al,. 1996; Yagi et al., 1993).

1.2.2.1GAD67 “Knock-Out”

GADG67-Knock-Out Mause werden mit einer Gaumenspg#boren. |hre Lunge ist
grof3tenteils atelektatisch und die Tiere sterbenng®l oder innerhalb des ersten
Lebenstages wahrscheinlich an respiratorischeifflaginz (Asada et al., 1997; Condie
et al., 1997). Ihre Gehirne zeigen bei morpholdgscUnauffalligkeit eine GAD-

Aktivitat von weniger als 20 % und ein GABA-Levebv nur 7 % des Wildtyps (Kash
et al., 1999, Asada et al., 1997). GABA ist alsseegiell fur die embryonale Ent-
wicklung und GADG65 kann alleine nicht genug GABA fiie Uberlebensfahigkeit des

Organismus generieren.

1.2.2.2GADG65 “Knock-Out”

GADG65-Knock-Out Mause (GAD65-/-) sind tUberlebengfalsie haben beinahe normal
hohe basale GABA-Level und eine normal hohe holdGkktivitat. GAD65 mMRNA
ist in den homozygoten Knock-Outs erwartungsgeméht nvorhanden, in den
heterozygoten GAD65+/- Mausen um die Halfte reduzidsada et al., 1996). Die
homozygoten Knock-Outs zeigen eine 50 %ige Reduoktier durch Kofaktor
aktivierbaren Enzymaktivitat (Kash et al., 1997peeleichte Reduktion des basalen
GABA-Levels scheint bei erwachsenen Tieren aufgehobu sein (Hensch et al.,
1998). Da GADG65-/- Mause auch ohne Gaumenspalte salestige Abnormalitaten
geboren werden und sich normal entwickeln, sch&m®D65 kein essentieller
trophischer Faktor in der Embryonalentwicklung mins Allerdings zeigen GAD65-/-
eine erhohte Mortalitat durch das Auftreten spoetagpileptischer Anfalle, so dass
> 30 % der Tiere wahrend der ersten 7 Monate ste(Bash et al., 1997). Diese
Anfalle konnen schon durch leichten Stress oder sAngusgeldst werden. Die
epileptischen Anfélle betreffen auch das limbis8ystem, ihre Starke ist abhangig
vom genetischen Hintergrund des Knock-Outs (Kaslalet1997). Nach Gabe von
Picrotoxin bekommen GADG65-/- Mause schneller Kraamfdlle als Kontrolltiere; die
heterozygoten GAD65+/- liegen dazwischen (Asad@6).9AulRerdem zeigen GAD65-
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/- Mause eine veranderte Plastizitdt des visueentex wahrend der Entwicklung
(Hensch et al., 1998).

Das Fehlen der Glutamatdecarboxylase 65 wurde imakenstests in Hinsicht auf
unterschiedliche Aspekte untersucht. Die Tests eb@si auf dem natlrlichen
Vermeidungsverhalten von Mausen gegenuber offersanmign. Im ,open field* Test
und im ,elevated zero maze* Test wurde eine gestagAngstlickeit der GAD65-/-
Mause gegenuber GAD65+/+ festgestellt (Kash el @b9).

Bei Gabe von Diazepam zeigen Wildtyp-Mause typisghese eine gesteigerte
lokomotorische Aktivitdt, was auf die anxiolytischeEffekte der Substanz
zurtckgefuhrt wird. Bei Untersuchungen mit GADG65zeigte sich jedoch keine
Anderung des Verhaltens. Auch bei der Injektion \Rarbituraten zeigte sich eine
verminderte Wirksamkeit (Kash et al., 1999). Bei@eabstanzen bendtigen die
Anwesenheit von GABA, um ihre Wirkung zu entfaltémre verminderte Wirksamkeit
kbnnte sich also durch eine Verminderung der rasdBABA-Freisetzung erklaren
lassen.

Der GABA-Agonist Muscimol wirkt auf Wildtyp-Mause edativ. Da Muscimol

unabhangig von GABA direkt auf den GABA-Rezeptorrklyi zeigte sich dieser
beruhigende Effekt auch bei den GAD65-/- (Kashlgtl®99). GAD65-/- Mause sind
nicht hyperaktiv und zeigen keine Anzeichen vonmog Spastik, Ataxie oder
Bewegungsstorungen. GAD65 scheint also nicht fie drobe lokomotorische
Kontrolle verpflichtend zu sein (Kash et al., 199Dje postsynaptische Dichte von
GABAA-Rezeptoren ist in GAD-/- gegenuiber GAD+/+ unvegih¢{Kash et al., 1999).

1.3 Die laterale Amygdala

Die laterale Amygdala gehort zum Kernkomplex dery@yohala, einer der wichtigsten
Gehirnregionen zur Generierung von emotionalem &legh und essentiell zur
Formung emotionaler Gedachtnisinhalte (Aggleton9219Shinnick-Gallagher et al.,
2003). Die Amygdala wurde zuerst von Burdach ininénii 19. Jhdt. beschrieben (Sah et
al., 2003) und besteht aus 13 Einzelkernen, die w&rschiedenen Gruppen zuordnen
lassen. Diese Kerne lassen sich wiederum in Umieegen aufteilen und weisen starke
intra- und internukleare Verbindungen auf (Kreteakd Price, 1977; Pitkdnen et al.,
2000). Dabei laufen die Verbindungen innerhalbldtaralen Amygdala vor allem von
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dorsal nach ventral und von lateral nach mediaig&samt liegt bei den intranukle&dren
Fasern im Vergleich zu anderen Hirnarealen allgsl#in grol3es Mal3 an Heterogenitat
vor (Samson and Paré, 2006). Makroskopisch entgpriie Amygdala einer
Ansammlung grauer Substanz rostral vom Ende deschigtiatus im Temporallappen.
Sie wird ventral vom basalen Kern, lateral von deternen Kapsel und medial vom

zentralen Nukleus begrenzt.

Capsula externa

Capsula
externa

Stria
terminalis

Stria terminalis

piriformis

Abb. 1-3: Lage der Amygdala im Hirnschnitt

(A) Schematische Darstellung im Frontalschnitt. Caentromediale Amygdala; Coa, kortikale Kerne
der Amygdala; Ba, Basale Kerngruppe der Amygdatall Llaterale Untereinheit der lateralen Amygdala;
Lam, mediale Untereinheit der lateralen AmygdalavlL ventrolaterale Untereinheit der lateralen
Amygdala. (B) Frontalschnitt durch Bregma-3 mit $liBarbung. (C) VergroRerung der Amygdala ohne
Farbung. Eingezeichnet ist die ungefahre Lage aterdlen Amygdala (LA), der Basalen Amygdala (B)
und die laterale (CeL) und mediale (CeM) Untereinties zentralen Nukleus. (nach Sah et al., 2003)

Die laterale Amygdala besteht aus der kleinzelligersolateralen, der grof3erzelligen
ventrolateralen und der medialen Untereinheit (Sd4hal., 2003). Sie wird als
sensorischer Eingang des gesamten Corpus amygelatoithetrachtet und dient als
sensorische Schnittstelle (Pitkanen et al., 19@RNdux et al., 1990a; McDonald, 1998).
Sensorische Informationen erreichen die lateralgddala aus dem Thalamus und dem
Kortex (McDonald, 1998), olfaktorische Projektionémer den piriformen Kortex
(Luskin, 1983) und Uber zwischengeschaltete anaieggdaloide Stationen.
Somatosensorische und nozizeptive Afferenzen terdeen Amygdala entspringen vor
allem in der Inselrinde (Shi and Cassell, 19978. ¢gilangen tUber den medialen Corpus
geniculatum mediale und den posterioren internukledNukleus des Thalamus zur
Amygdala (Bordi and LeDoux, 1994). Gustatorischd uiszerale Afferenzen erhéalt die
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laterale Amygdala aus der Inselrinde (Shi and Oasd®98) und aus dem
posteromedialen ventralen Thalamus (Nakashima.eP@D0). Besonders wichtig fur
die Angst-Konditionierung ist der auditorische Ibgur lateralen Amygdala. Dieser hat
seinen Ursprung in T3; T1 hat keine direkte Verbimgl zur Amygdala (Shi and
Cassell, 1997). Aul3erdem erhélt die laterale Amigydaditorische Informationen tber
den Corpus geniculatum mediale (LeDoux et al., b®98uch visuelle Afferenzen zur
lateralen Amygdala kénnen entweder vom visuellentdso oder Uber thalamische
Zentren zur lateralen Amygdala gelangen (Shi and/iid)a2001). Dabei treten
unimodale sensorische Informationen vor allem &ter die laterale Amygdala ein,
wohingegen polymodale Informationen hauptséchligdial eintreten (Pitkanen et al.,
2000).

Efferenzen der lateralen Amygdala filhren in groRZahl zum medialen
Temporallappen, zum prafrontalen Kortex und zum. Rccumbens (Petrovich et al.,
2001; Pitkanen, 2000). AulRerdem sendet die latekahygdala Informationen zum
zentralen Kern der Amygdala (Pitkdnen et al., 198&) die Erregung zum Hirnstamm
und zum Hypothalamus weiterleitet.

Funktionell lasst sich die Amygdala dem limbisch8ystem zuordnen. Sie hat
modulatorischen Einfluss auf vegetative Zentren Hgpothalamus und vermittelt
Verhaltensweisen auf emotionale Reize, zum Beispiglht- und Angstreaktionen.

So zeigen sich in bildgebenden Verfahren Reaktialermmygdala auf verschiedenste
soziale Situationen wie zum Beispiel Bewegungea Atigst ausdriicken (de Gelder et
al., 2004). Ausschlaggebend fur das VerstandnisBeéeleutung der Amygdala waren
Versuche von Heinrich Kliver und Paul Bucy 1939. diresen wurden die
Auswirkungen einer bilateralen Temporallappen-Lésimtersucht. Die beschriebenen
Affen zeigten eine Verflachung des Geflhlslebemsere ungehemmten Sexualtrieb,
sowie eine orale Tendenz. Die emotionale Komponeldses Symptomkomplexes
konnte spater der Amygdala zugeordnet werden.

Menschen mit bilateralen Amygdala-Lasionen konnemach Zeitpunkt der Lasion
soziale Defizite durch erlernte Verhaltensweisesg@ichen. Sie zeigen jedoch Defizite
in der Interpretation von menschlichen Gesichtsaick®n, besonders wenn diese
Angst ausdrticken (Adolphs et al., 1999). Sie intgreren damit menschliche Gesichts-
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audricke tendenziell als vertrauenserweckender galsunde Vergleichspersonen
(Adolphs et al., 1998).

1.3.1 Neurone der lateralen Amygdala

Die Neurone der lateralen Amygdala lassen sich naetschiedenen Kriterien
kategorisieren. Nach dem Adaptationsverhalten iAlgronspotentiale lassen sie sich
in Projektions- und in Interneurone unterteilenb@&aet al., 2001). Die Verarbeitung
emotionaler Reize wird durch ein Gleichgewicht @&emmenden und erregenden
Einflissen vermittelt (Davis et al., 1994). Die égung wird dabei von glutamergen
Projektionsneuronen Ubertragen, die Hemmung von A&&8en Interneuronen
(Carlsen, 1988).

Neben Projektions- und Interneuronen existiererscreedene weitere Formen von
Nervenzellen in der lateralen Amygdala, die aber hicht weiter beschrieben werden.
Dazu gehéren ,extended cells®, ,cone cells®, ,chalret cells” und ,neurogliaform
cells* (Faulkner and Brown, 1999; Kamal and TOmA@&75; Millhouse and DeOImos,
1983)

1.3.1.1Projektionsneurone

Die Projektionsneurone, auch pyramidale-, spinyeradassl- Zellen genannt, machen
etwa 80 % der Nervenzellen der lateralen Amygdaks @and benutzen Glutamat als
Neurotransmitter (Carlsen, 1988; Smith and Parg@4).9

1.3.1.1.1 Morphologie

Die Projektionsneurone besitzen in der Regel enampiydenformiges Soma mit 3 bis 7
Dendriten, die sich weiter zu Sekundar- und Tedgadriten mit spitzen Auslaufern
verzweigen. Oft ist ein Hauptdendrit erkennbar, diem apikalen Dendriten kortikaler
Neurone vergleichbar ist (Faber et al., 2001; Ha8i72). Die Zellen zeigen keine
spezielle Ausrichtung, sondern sind unregelmaligeardnet. Der Primardendrit ist
apikal und basal von etwa gleicher Lange, was dieed morphologisch von kortikalen
Pyramidenzellen unterscheidet (Faber et al., 20D&¥% Axon der Projektionsneurone
entspringt entweder direkt vom Zellkérper oder vahsprung des Hauptdendriten

(Faber et al., 2001; Paré et al., 1995). Bevor déflen als Projektionsneurone
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Dendriten in andere Kerngebiete senden, gebenosie Iokale Kollateralen ab (Paré et
al., 1995; Smith and Paré, 1994). Die Morphologie Erojektionsneurone reicht von
pyramidenférmigen bis zu sternférmigen Zellen (Fabet al., 2001). Diese
unterschiedliche Morphologie scheint jedoch kein®&ezug zu den elektro-
physiologischen Eigenschaften der Zellen zu habEabdr et al., 2001). Der
Durchmesser des Somas der Projektionsneurone deralem Amygdala betragt
10-15um (Millhouse and DeOlmos, 1983).

1.3.1.1.2 Elektrophysiologie

Projektionsneurone in der lateralen Amygdala lassem durch unterschiedliches
Adaptationsverhalten bei der Generierung von Aldpmientialen weiter unterteilen.
Einige adaptieren bereits vollstandig nach ein ardeei Aktionspotentialen, andere
zeigen verminderte oder gar keine Adaptation. Molpdisch wurde zwischen diesen
verschiedenen Zelltypen kein Unterschied festgiegtedber et al., 2001; Funahashi et
al., 2000). Das unterschiedliche Adaptationsveegmaltkonnte mit dem ,After-
Hyperpolaryzing Potential* (AHP) korrelieren. Sonfen Faber et. al 2000, dass
maximal adaptierende Projektionsneurone der laerAmygdala kirzere AHPs haben
als nicht adaptierende. In verschiedenen Studiendevu etwa 3 % der Neurone
identifiziert, die unabhangig von der Starke undu®ader Depolarisation nur ein
einziges Aktionspotential generieren (Chapman.etl8P0; Faber et al., 2001; Faulkner
and Brown, 1999). Die Unterschiede im Adaptationsaken koénnten mit einer
unterschiedlichen Verteilung von spannungsabhangiged Kalzium-aktivierten k
Kanélen zusammenhangen (Faber et al., 2001; Fabesah, 2002).

Die passiven Membraneigenschaften dieser versahied@aptierenden Neurone
unterscheiden sich nicht. So fanden Faber et aDl12@in durchschnittliches
Ruhemembranpotential von —66 mV und einen durchgkbtimen Eingangswiderstand
von 150 M2. Aktionspotentiale konnten vollstdndig durch Tdotoxin blockiert

werden.

1.3.1.1.3 Synaptische Eigenschaften

Die Projektionsneurone der lateralen Amygdala éghalglutamergen Input aus
kortikalen und thalamischen Strukturen (Farb et1895), welcher an ihren Synapsen
AMPA (o-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropinoc aeidjnd NMDA (N-
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methyl-D-aspartat)-Rezeptoren aktiviert (Farb amdDaux, 1997; Farb and LeDoux,
1999). Die Anwesenheit von Kainat-Rezeptoren (Gastt al., 1997) ist fur die basale
synaptische Transmission von Bedeutung (Li and Rekga 1998). Diese drei
ionotropen Rezeptoren spielen eine Rolle bei veésdeime Formen synaptischer
Plastizitat in der lateralen Amygdala (Sah et 2003). Glutamat aktiviert auf3erdem
einen metabotropen Glutamat-Rezeptor, der UberGeRrotein die Phospholipase C
oder die Adenylatzyklase aktiviert (Pin and Duvojsl995) und dadurch synaptische
Plastizitat induziert (Sah et al., 2003).

Bevor die Axone der Projektionsneurone die lateradanygdala verlassen
kollateralisieren sie. Die Kollateralen fihren séwpu lokalen Interneuronen (Smith et
al., 2000), als auch zu anderen Projektionsneurdiedonald, 1982). Um das Soma
herum befinden sich in starker Dichte inhibitoriscBynapsen Parvalbumin-positiver
Interneurone, die den exzitatorischen Ausgang kdigren. Exzitatorische Inputs
erreichen die Projektionsneurone vor allem an distBendriten (Muller et al., 2006).

1.3.1.2Interneurone

1.3.1.2.1 Morphologie

Die zweite Gruppe von Neuronen in der lateralen gdaja, die GABAergen
(McDonald and Augustine, 1993) Interneurone, wirkeibitorisch. Sie sind kleiner
als die Projektionsneurone und werden auch alswyspells“ oder als ,stellate” oder
sclassll“-Zellen (Millhouse and DeOlmos, 1983; Hall972; Sah et al., 2003)
bezeichnet. Sie haben 2 bis 6 primare Dendriteneoh spharisches Feld um das Soma
formen (Lang and Pare, 1998; McDonald, 1982). DiAB&ergen Interneurone
enthalten Kalzium-bindende Proteine wie Parvalbu(®¥), Calbindin und Calretinin
und Neuropeptide wie das vasoaktive intestinaleti®Pef/IP), Somatostatin und
Cholezystokinin (CCK) (McDonald and Mascagni, 2@1Kemppainen and Pitkanen,
2000). Aufgrund der Verteilung und Kolokalisationeser Peptide lassen sich die
Interneurone in mindestens vier Untergruppen ueitert. Parvalbumin- und Calbindin-
positive Zellen, Somatostatin- und Calbindin-pesitiZellen, Cholezytokinin- und oft
Calbindin-positive Zellen und VIP-, Calretinin- ur@hoelzystokinin-positive Zellen.
(McDonald and Betette, 2001; Mascagni and McDon&603; McDonald and
Mascagni, 2001b; Kemppainen and Pitkanen, 2000¢r die Halfte der GABAergen
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Interneurone gehdren dem Parvalbumin-positiven Tap. Die Axone dieser
Interneurone verzweigen sich in der Nahe des Zgi® (Millhouse and DeOlmos,
1983), bilden Korb-dhnliche Strukturen um das Soner Projektionsneurone
(McDonald and Mascagni, 2001b) und kénnen so eiaekes inhibitorische Kontrolle
Uber deren exzitatorischen Ausgang ausiben (Carlk®#88; Lang and Paré, 1998;
McDonald and Betette, 2001; Paré and Smith, 1988)durch wird eine Uber-
schie3ende Erregung in der lateralen Amygdala ndént (Royer and Paré, 2003) und

relevante Signale werden von nicht relevanten getréBauer and LeDoux, 2004).

1.3.1.2.2 Elektrophysiologie

Auf einen anhaltenden depolarisierenden Reiz hinegeren die Interneurone eine
Kette schmaler, nicht-adaptierender Aktionspotémtimit einer Halbbreite (,half-
width®) von etwa 0,7 ms (Lang and Pare, 1997; Raré@l., 1995; Washburn and
Moises, 1992). Sie zeigen eine hthere spontaneviféittials Projektionsneurone mit
Frequenzen von 10-15 Hz (Lang and Paré, 1998; & alé 1995).

1.3.1.2.3 synaptische Eigenschaften

Die Interneurone der lateralen Amygdala erhaltezitatorischen Eingang von lokalen,
kortikalen und thalamischen Zellen (Lang and Pda@98; Szinyei et al., 2000).
AulRerdem bilden sie untereinander ein dichtes Natizvaus (McDonald, 1982). Sie
besitzen AMPA-Rezeptoren mit einer relativ hohenrnf&bilitdt fur Kalzium
(Mahanty and Sah, 1998). AuRerdem spielen auclinéerineuronen entgegen friiherer
Ansichten NMDA-Rezeptoren eine bedeutende Rolledeeisynaptischen Ubertragung
aus kortikalen und thalamischen Afferenzen. Auah fdir die synaptische Plastizitat
bedeutende NMDA-Untereinheit NR2B konnte in Intemomen der lateralen
Amygdala nachgewiesen werden (Szinyei et al., 20@3) den nachgeschalteten
Projektionsneuronen vermitteln die Interneurone ieimbitorisches postsynaptisches
Potential. Dieses Potential setzt sich aus eindmedten und einer langsamen
Komponente zusammen. Der frihere Teil der Antwart wlurch GABA.-Rezeptoren
vermittelt, was sich darin auR3ert dass er sensitivden GABA-Antagonisten
Picrotoxin und Bicucullin ist. Der spatere AnteirdAntwort wird durch GABA -
Rezeptoren vermittelt und ist sensitiv gegenibem d&ABAg -Antagonisten
CGP35348 (Lang and Paré, 1997; Washburn and Mdi®82; Samson and Paré,
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2006). Auffallig ist eine grof3e Variabilitat der 2ahl postsynaptischer GABA
Rezeptoren, die den aktiven Zonen der Prasynapgengberliegen. Sie kann von
einigen wenigen bis zu mehreren hundert Rezeptoegiieren (Bird et al., 2006).
Interneurone kénnen sowohl Vorwarts- als auch Riéctshemmung vermitteln (Alger
and Nicoll, 1982). Sie selber stehen unter inhistdher und exzitatorischer Kontrolle
von Dopamin (Marowsky et al., 2005). Die aktivennga der Interneurone enthalten
mehrere ,Release Sites”, so dass bei hohen Frersggwahrscheinlichkeiten mehrere
Vesikel pro aktiver Zone freigesetzt werden konn&adurch kann eine hohe
Variabilitdt postsynaptischer Antworten auf einerdgynaptischen Release entstehen
(Bir6 et al., 2006).

1.4 Prinzip der Patch-Clamp Technik

Ende der 30er Jahre wurde von Kenneth S. Cole udd Gurtis nachgewiesen, dass
sich bei Erregung einer Nervenzelle die Membraiéleigkeit verandert. Sie benutzten
dazu zum ersten Mal die Technik der Spannungsklenfwodtage clamp). Bert
Sackmann und Erwin Neher verfeinerten dann die @pagsklemme, was zwischen
1973 und 1976 zur Entwicklung der Patch-Clamp Tachiihrte, mit deren Hilfe man
Strome durch einzelne lonenkanale registrieren kann

Grundlage der Patch-Clamp Technik ist die Verhindgr der Anderung des
Membranpotentials einer Zelle durch Injektion eik@@mpensationsstroms. So kann
das Membranpotential bei einem bestimmten Wert taoisgehalten werden. Durch
Messung des Kompensationsstroms konnen Ruckschhigselie Leitfahigkeit der
Membran und damit auch auf die Aktivitat von lonanéilen geschlossen werden.
Zuerst wird mit Hilfe eines Pullers (Patch Pipdddler PA-10, E.S.F. electronics) aus
Borsilikatglas (Harvard Apparatus LTD, GC150T-1)eeMikropipette hergestellt und
mit intrazellularer Losung befillt. Uber einen Ag@l-Draht wird die Pipette mit dem
Vorverstarker (hier: HEKA EPC10 Probel, GND SIN %60) verbunden.

Mit Hilfe eines Mikromanipulators wird die Pipetigher den Schnitt gebracht. Ein
anliegender Uberdruck verhindert dabei ein Versiopder Pipette. Nach maximaler
Annaherung an eine Zelle bildet sich bei leichtermtdddruck ein hoher
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Abdichtungswiderstand im @&-Bereich zwischen Membran und Pipette aus, wodurch
das Membranstick unter der Pipette elektrischagolvird.

Um die in dieser Arbeit genutzte Ganz-Zell-Konfigtion zu erreichen, wird nun durch
einen leichten Unterdruck das Membranstick unter Rlpette aufgerissen und die
intrazellulare Flissigkeit in der Pipette steht dem Zellinneren in Verbindung. Uber
eine Diffusion der Pipettenlésung in die Zelle k&influss auf die Zusammensetzung
des Zytoplasmas genommen werden. Zentrales Baueledes Vorverstarkers ist der
Operationsverstarker (OPV), ein Strom-Spannungsdlféan Der OPV hat zwei
Eingdnge, die die anliegende Spannung messen. Angag wird das Membran-
potential registriert, Uber den +Eingang die felgtgee Kommandospannung.

UOUt

0
UkmE|
0

Abb. 2-2: Schematischer Aufbau einer ,patch clamp“Ableitung

(U) Spannung zwischen Zellinnerem und Bezugselekio(@g) Kapazitat der Zellmembran, (R
Membranwiderstand der Zellmembran, ) vorgegebenes Membranpotential ,(}Jdem lonenstrom
proportionale Spannung = Mel3gréRe, (OPV) Operatenstirker, (R Ruckkopplungswiderstand, {R
Serienwiderstand

Durch den OPV selbst fliel3st aufgrund seines hohiegangswiderstands kein Strom.
Am Ausgang liefert der OPV eine Spannung, die priopaoal zur Differenz der
Eingangsspannungen ist. Uber einen Rickkopplungsstand flieBt nun ein
Kompensationsstrom, der die Differenz zwischenspalhnung und Membranpotential
ausgleicht, so dass an der Zelle zu jeder Zeitgéwiinschte Kommandospannung
anliegt. Uber die Registrierung des Kompensatiooss lasst sich eine Aussage Uber

die Leitfahigkeit der Membran bei verschiedenen Meanpotentialen machen.
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1.5 Ziele der Arbeit

Die Glutamatdecarboxylase steht als Enzym zur Hiéusig von GABA im Zentrum
der Kontrolle exzitatorischer Reize im ZNS durchiitorische Einflisse. Diese
Kontrolle ist essentiell zur Filterung auf den OQrgaus einwirkender Reize und zur
Verhinderung einer Uberwallenden Exzitation, wiee . B. im Rahmen von
epileptischen Anfallen beobachtet wird (Scharfm2®07). Obwohl einiges Uber den
Metabolismus des wichtigsten inhibitorischen Netwagmitters, GABA, bekannt ist,
sind viele Einzelheiten weiterhin unklar. Diese @ittkonzentriert sich auf die Rolle der
kleineren Isoform der Glutamatdecarboxylase, GAD8® Erkenntnisse uber ihre
funktionelle Bedeutung zu erlangen, werden Delstiontanten genutzt, deren Defizite
auf die Wirkung der GAD65 im gesunden Organismuksdhlie3en lassen. Obwohl
das Enzym nur den kleineren Teil der basalen GAB#&nle in adulten Neuronen
herstellt, stehen Defizite in seiner Struktur imsZmmenhang mit verschiedenen
Krankheitsbildern beim Menschen und Verhaltenséligkeiten bei Tieren (Kash et al.,
1999; Levine et al., 2001; Kono et al., 2001). Ziel Arbeit ist es, die Aufgabe der
GAD65 bei der synaptischen Ubertragung zwischen erauronen und
Projektionsneuronen zu untersuchen. Dazu werdentap® und evozierte GABAerge
Strome von homozygoten und heterozygoten GAD6%m#fien Mausen mit denen
genetisch normaler Mause verglichen. Die Messungemlen an Projektionsneuronen
vorgenommen, die unter inhibitorischer GABAergemkolle stehen. Durch eventuell
vorhandene Unterschiede zwischen den Zellcharsktexi in den verschiedenen
Genotypen kénnen Hinweise auf die Funktion der GBD® der Entwicklung von
Projektionsneuronen und auf Defekte der normaldifufi&tion bei Fehlen des Enzyms
gewonnen werden. Die laterale Amygdala wurde atsdér Untersuchung gewahlt, da
in ihr als Integrationszentrum fur Angst- und Flireflexe die inhibitorische Kontrolle
synaptischer Eingangssignale besonders wichtig Bsti Lasionen der lateralen
Amygdala bei Affen und Menschen wurden Verhalteffadigkeiten festgestellt, die
zum Teil in GAD65-/- Mausen auftraten (Adolphs ét 4995; Adolphs et al., 1998;
Kash et al., 1999). Gerade hier scheint also dieeRies Enzyms flir ein angemessenes
Verhalten essentiell zu sein.

Zur Untersuchung der synaptischen Ubertragung rsoite dieser Arbeit sowonhl

spontane, als auch evozierte inhibitorische posisysche Strome gemessen werden.
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Die spontanen IPSCs kdnnen indirekt Hinweise aaffieisetzungswahrscheinlichkeit
von Vesikeln in der Prasynapse liefern. Aul3erdessda sich Uber die postsynaptische
Amplitude Aussagen zu Veranderungen der Rezeptoahen. Durch die Auslésung
postsynaptischer Strome kann die Funktion der metemone Uber ihren Einfluss auf die
nachgeschalteten Projektionsneurone ermittelt werdeul3erdem kann dber die
evozierten Potentiale eine starke Beanspruchun&yeapse simuliert werden, und die
Ausschittung von GABA unter synaptischem Stresdein verschiedenen Genotypen

verglichen werden.

-30 -



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Losungen und Pharmaka

Im Folgenden sind die in der Arbeit verwendetenuni@gen und Pharmaka aufgelistet.

Praparations-Losung

Substanz

KCI

NH.PO,
MgSO,
PIPES
Glucose
Saccharose
CaCb

pH = 7,35;

2,5
1,25
10
20
10
200
0,5

~305 mOsmol/kg

Artifizielle cerebro-spinale Flissigkeit (ACSF)

Substanz

NaCl
KCI
NaHPO,
MgSO,
NaHCG;
CesH1206
CaCb

Konzentration [mM]

Konzentration [mM]

120
2,5
1,25
2

22

(vor Gebrauch zugegeben) 20

(vor Gebrauch zugegeben) 2

pH 7,3 (eingestellt mit Carbogen)
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Prainkubationslosung (Stammlésung, wird 5fach vend)i

Substanz

NaCl
NaHCG
CaH,POy
MgSOy
KCI

vor Gebrauch zugeben fur 200ml:
Glukose
CaCb

Intrazellulare Losung | (Miniaturstréme)

Substanz

NacCl

CsClI

EDTA

HEPES

Mg-ATP
Na-GTP
Phosophocreatin
MgCl,

CaCb

pH 7,25; ~295-302 mOsmol/kg

Konzentration [mM]

125
24
1,25
2
2,5

Menge:
0,3969g
400ul 1molare Lésung

Konzentration [mM]

10
110
11
10

0,5
15

0,5
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Intrazellulare Lésung Il (evozierte Strome)

Substanz

NaCl

KCI

EDTA

HEPES
Mg-ATP
Na-GTP
Phosphocreatin
MgCl,

CaCb

pH 7,25; ~295-302 mOsmol/kg

Pharmaka
Substanz Konzentratiop{]
TTX 1
DNQX 10

GABAzin 25
Picrotoxin 100
CGP555845| 50

Konzentration [mM]

10
110
11
10

0,5
15

0,5

bezogen von

Tocris bioscience
Tocris bioscience
Tocris bioscience
Tocris bioscience

Tocris bioscience

2.2 Praparation der Hirnschnitte

Versuchstiere waren weibliche GAD65+/+, +/- undMause am postnatalen Tag 16 -
31. Die Tiere wurden mit Isofluran (Florene® 100%/VY anasthesiert und

anschlie3end decapitiert. AnschlieRend wurde ddsriGaerausprapariert. Dazu wurde
die Kopfhaut entfernt, der Schadel durch einen falenohnitt an Bregma erdffnet und
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die Schéadeldecke mit Hilfe einer feinen Pinzettdfeent. Intermittierend wurde das
Gehirn mit kalter Praparationslosung heruntergekitim Hypoxieschaden zu
vermeiden. Schlie3lich wurde das Gehirn durch Dwecimung des Frontallappens aus
der Schadelhéhle herausgelést und unverziglich-4n°8 kalte Praparationslosung
Uberfuhrt. Das gekuhlte Gehirn wurde nun mit Hifmes Vibratoms (Vibratome®
Series 1000, Sectioning Systems, Ted Pella Inc.3d@ um dicke Frontalschnitte
geschnitten. Die Dicke von 300m gewahrleistet gentigend dinne Schnitte fur die
Durchsicht mit der Infrarot-Videooptik und fir di¥ersorgung des Gewebes mit
Sauerstoff und Glukose durch Diffusion. Gleichzgitbleiben viele neuronale
Schaltkreise erhalten.

Die Schnitte, auf denen die laterale Amygdala mslkwpisch identifiziert werden
konnte, wurden anschlie3end in mit Carbogen bed&stimkubationslosung Uberflhrt.
Durch Erhitzung des Bades auf 30 °C fur 20 min gdeiHAAKE, CI, Typ 002-9910)
wurden die geschadigten Zellen zerstort, worauich im restlichen Schnitt fr
weitere 60 min bei Raumtemperatur der Zellmetabuls wiederherstellen konnte und
die Schnitte sich von der mechanischen Belastumgjem konnten.

Zur Messung wurden die Schnitte schlielich in dmt ACSF durchspilte
Messkammer Uberfihrt. Die ACSF wurde ebenfalls Emstellung des pH-Werts mit

Carbogen begast.

2.3 elektrophysiologische Untersuchungen

2.3.1 Der Versuchsaufbau

Zur Betrachtung der Schnitte diente ein aufrecMésoskop der Firma Zeiss mit zwei
Objektiven von 40- (Achroplan, Zeiss) und 5fachePlag-Neufluar, Zeiss)
VergroBerung. Zur Einsicht in den Schnitt war dagkrbskop mit Infrarot-Licht

ausgestattet. Das Zwischenbild wurde mit einer Kan{&appa, CF8/1) gefilmt zur
optischen Kontrolle auf einen Bildschirm (Panaspmé/-5410) Ubertragen. Die an
dem Mikroskop befestigte Messkammer konnte unalibaram Mikroskop Uber einen
Mikromanipulator (Luigs & Neumann, SM-5) bewegt den. Das Mikroskop war auf
einem durch Stickstoff schwingungsdampfenden Tidobfestigt. Uber einen
Silberchlorid-Draht war die intrazellulare Losungerdbefillten Pipette mit dem
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Vorverstarker (HEKA, EPC10, Probel, GND, SIN 5601i€rbunden. Die Pipette liel3
sich mit einem Mikromanipulator (Luigs & NeumannM$) unabhéngig von
Mikroskop und Tisch bewegen. Die Hirnschnitte wurde Inkubationslosung bei
Raumtemperatur aufbewahrt und mit Carbogen begaser optischer Kontrolle wurde
mit Hilfe des Mikromanipulators (Luigs & Neumann S die Mikropipette auf die
Zelle zu bewegt. Durch repetitive Gabe eines retigen Strompulses von 2,5 mV
wurde mit Hilfe des Programms ,Pulse” der Widerstder Pipette und die Bildung des
Giga-Seals kontrolliert. Nach Erreichen der Gank-Eenfiguration wurden die
Strome Uber den Patch-Clamp-Verstarker (HEKA, deupbtch clamp, EPC10)
registriert. Parallel dazu wurden die Strome zumptischen Kontrolle auf einem
Oszilloskop (HAMEG, HM507 Analog Digital Scope) dastellt. Zur extrazellularen
Evozierung postsynaptischer Strome wurde eine Eld&t mit Hilfe eines zweiten
Mikromanipulators (LN SMI) im Schnitt platziert. ®iReizstarke wurde im Bereich
von 0,5 bis 3,5 V reguliert (Isoflex A.M.P.1.).

2.3.2 Ableitung spontaner postsynaptischer Miniaturstrome

Spontane postsynaptische GABAerge Miniaturstromedeam im Ganz-Zell-Modus an
Projektionsneuronen der lateralen Amygdala regriridie durch ihre Morphologie
identifiziert wurden. Die Messungen wurden bei R&samperatur bei einem
Haltepotential von —-65 mV vorgenommen. Um Aktiortepdial-vermittelte

Transmission auszuschlieen, wurde der extrazedhldosung TTX (Tetrodotoxin)
zugesetzt. Durch Zugabe von DNQX (6,7-Dinitroquiakine-2,3-dion) wurden
glutamerge Strome durch non-NMDA-Rezeptoren untetbn. Glutamerge Strome
durch NMDA-Rezeptoren konnten aufgrund des negativélaltepotentials

ausgeschlossen werden.

Die intrazellulare Losung enthielt 110 mM CasiumieZial (intrazellulare Losung ).
Das Casium nimmt in der Zelle den Platz des Kaliwims kann aber nicht durch K-
Kanale entweichen. Dadurch wurden K-Stréme vermind®urch die intrazellulare
Lésung wird aufl3erdem eine symmetrische Chloridiferntg hergestellt. Die sonst bei
Offnung von GABA.-Rezeptoren aufgrund des Konzentrationsgradienteswarts

gerichteten Chloridstrome waren deshalb in Richtaeg Chlorid-Gleichgewichts-
potentials einwarts gerichtet.
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Da durch die oben genannten Substanzen K-Kanalé&lutdmat-Rezeptoren blockiert
und Aktionspotentiale unterbunden wurden, lieReh &iei der Ableitung nun isoliert
spontane Miniaturstrome durch GARARezeptoren registrieren. Um diese Selektivitat
zu zeigen, wurde der ACSF in je einem Versuch aenpetitive GABA-Antagonist
Gabazin, der nicht-kompetitive GABAAntagonist Picrotoxin und der selektive
GABAGg-Antagonist CGP zugesetzt.

Die Auswertung der spontanen postsynaptischen mirsaéme erfolgte mit der
Software Clampfit 10.0 (Axon CNS, Molecular Devites

2.3.3 Ableitung evozierter postsynaptischer Stréme

Die Ableitung evozierter postsynaptischer Stromefaei Raumtemperatur und einem
Haltepotential von —65 mV statt. Um postsynaptis@#&BAerge Strome auszuldsen,
wurde eine bipolare Elektrode extrazellular in @eeralen Amygdala platziert. Durch
Zusatz von DNQX zur ACSF wurden Antworten durch MWDA-Rezeptoren

blockiert. Strome durch NMDA-Rezeptoren konnten gawhd des negativen
Haltepotentials ausgeschlossen werden. Als inftdasd Losung wurde eine KCI-
reiche LOosung verwendet (Intrazellulare Losung IBs wurden 2 verschiedene
Stimulationsprotokolle verwendet, bei denen 1mgédaRulse zwischen 0,5 und 3,5 V
eingesetzt wurden. Die Reizstarke wurde jeweilseswestellt, dass in der post-
synaptischen Ableitung eine monosynaptische Mimstiraulation vorlag. Als

Minimalstimulation wurde eine Fehlerrate von etvie?4 angenommen.

Das erste Protokoll bestand aus 4 Stimuli mit SJuHd einem Interstimulationsintervall

(ISI) von 10 sek. Dieses Protokoll wurde pro Z&80emal durchlaufen.
30 *

ISI 10 sek 200ms

B

Abb. 2-3: Stimulationsprotokoll |

2*

IST 10-0,5 sek 50ms

A P e enEg

Abb. 2-4: Stimulationsprotokoll 1
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Das zweite Protokoll bestand aus 25 Stimuli mit B2 und einem Inter-
stimulationsintervall von erst 10, dann 5, 2, 1 Orfelsek.

Die Auswertung der evozierten postsynaptischenn@r@rfolgte mit der Software
Clampfit 10.0.

2.3.4 Registrierung der Membraneigenschaften

Zur Ermittlung der passiven Membraneigenschafterdevaler Patch-clamp-Verstarker
in den Current Clamp Modus gestellt. Dabei wird darch die Membran flieRende
Strom vorgegeben und das resultierende Membranjedtenegistriert. Die Zellen
wurden auf ein Haltepotential von -65 mV geklemAls intrazellulare Losung diente
die CsCl-reiche L6sung I. Da der extrazellularesurig TTX zugesetzt war konnte es
nicht zur Auslésung von Aktionspotentialen kommeAulRerdem enthielt die
extrazellulare Loésung DNQX. Der injizierte Strom nde@ nach einem anfanglichen
hyperpolarisierenden Schritt in 5 Stufen um je 20ephéht.

Um Aktionspotentiale zu registrieren wurde dieaatllulare Losung Il verwendet. Auf
die Zugabe von TTX wurde verzichtet. Der ACSF waBéhul einer 0,1 molaren
DNQX-L6sung zugesetzt. Das Membranpotential derleZeturde auf —65 mV
geklemmt. In 15 Stufen wurden mit einem Anstieg v8@ pA zuerst einige
hyperpolarisierende und anschlieRend depolarisier&trompulse von 500 ms Dauer
gegeben bis Aktionspotentiale sichtbar waren ume enaximale Frequenz erreicht
schien.

Die Messungen fanden bei Raumtemperatur statt. Aweherfolgte die Auswertung

mit der Software Clampfit 10.0.

2.3.5 Auswertung

Um einen systematischen Fehler durch den Untersumh&zuschlielen, wurden die
Messungen und die Auswertung in Unkenntnis des ypeader Tiere durchgefihrt.
Fur die statistische Auswertung der gewonnenenrDate&rde die Software OriginPro
7.5 benutzt. Die Mittelwerte der erhobenen Datemden mit Hilfe des Student’s t-

Tests verglichen. Das zugrundeliegende Signifikeseau betrug dabei p< 0,05.
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3 Ergebnisse

3.1 Passive Membraneigenschaften

Zunéchst wurden die passiven Membraneigenschaftan Pdojektionsneurone der
lateralen Amygdala untersucht. Der Eingangswidadcstder abgeleiteten Zellen konnte
aus der Potentialanderung als Reaktion auf die n#tjektion ermittelt werden
(R = U/ 1). GAD65+/+ Neurone hatten einen mittlefgingangswiderstand von 264,17
MQ (£ 27,12; n = 26). Dieser unterschied sich sigatifit vom Eingangswiderstand der
GADG65-/- Neurone von 175,68 @ (= 23,91; n = 26). Die GAD65+/- Gruppe lag mit
236,7 M2 (x 32,06; n = 15) dazwischen.

Die mittlere Membrankapazitdt der gemessenen Neurbetrug fiur GADG65+/+
240,8 pF (£ 20,93; n = 26), fur GAD65+/- 301,54 (#F29,17; n = 15) und fur GAD65-
[- 272,61 pF (x 27,08; n = 26). Damit war die Mearikapazitat von GAD65+/-

signifikant verschieden von den anderen beiden @up
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Abb. 3-1: Passive Membraneigenschaften von GAD65+/&AD65+/- und GAD65-/-

(A) Durch hyperpolarisierende Strominjektion ausget passive Antworten von GAD65 +/+, +/- und -/-.
Darstellung des 1., 3. und 5. von insgesamt 5 Rulgdt einem Inkrement von 20 PpA.
Haltepotential —65 mV. (B) Mittlerer Eingangswidiensd der drei Genotypen (n(+/+) = 26 , n(+/-) = 14,
n(-/-) = 26). (C) Mittlere Membrankapazitat der idBruppen (n(+/+) = 24 , n(+/-) =12 ,n(-/-) = 21).

3.2 Aktive Membraneigenschaften

Die aktiven Membraneigenschaften wurden mit deagdllularen Losung Il abgeleitet.
Der extrazellularen Losung war DNQX beigesetzt. Baem Haltepotential von
—65 mV wurden hyper- und depolarisierende Pulseelgeg bis die ausgeldsten

Aktionspotentiale ein Frequenzmaximum erreichtdratt
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20mV
GAD65+/+ GAD65+/- GADG65-/- ﬁ

Abb. 3-2: Durch Uberschwellige Strominjektion ausgkiste Aktionspotentiale

Durch Strominjektion evozierte Aktionspotentiale'vG AD65+/+, +/- und -/- Neuronen. Darstellung der
passiven Antworten auf den am starksten hyperpidaenden und den ersten depolarisierenden Reiz,
sowie des initialen und maximalen Auftretens vortidkspotentialen. Insgesamt wurden 15 Pulse mit
einem Inkrement von 30 pA injiziert. Haltepotenti&5 mV.

Die aktiven Membraneigenschaften unterschieden sichden drei verschiedenen
Genotypen nicht voneinander. Die Anzahl der ausgetwen Zellen betrug fur
GADG65+/+ 29, fur GAD65+/- 26 und fur GAD65-/- 25.

GADB5 +/+ GAD65 +/- GADSG5 -/-
AP-Frequenz [Hz] 12,87 + 1,67 13,077 1,58 14,1493
AP-Amplitude [mV] | 67,31+ 1,80 65,65 + 1,52 67,2170
Schwelle [mV] -40,3 + 1,14 -41,39 + 0,57 -42,44 83
Halbbreite [ms] 2,73+0,16 2,76 + 0,14 2,91 + 0,22
AHP [mV] 6,44 + 0,51 7,28+0,5 6,46 + 0,65

Tab. 3-1: Aktive Membraneigenschaften

Mittlere Werte und Standardfehler der maximal atrigfenen Aktionspotential-Frequenz, der Amplitude
des ersten aufgetretenen Aktionspotentials, dew&ltd bis zur Auslésung des ersten Aktionspotesitial

sowie der Halbbreite und der Tiefe des Nachhyparnmirenden Potentials dieses Aktionspotentials
(n(+/+) = 27, n(+/-) = 22, n(-/-) = 21).

Es gab in allen drei Gruppen eine grof3e Variatiam \Aktionspotentialmustern.
Einzelne Zellen generierten auch bei maximaler @ation nur ein Aktionspotential.
Andererseits gab es ebenfalls in allen drei Grupgehien, die nur eine geringe
Adaptation zeigten und Frequenzen von bis zu 30eHeichten. Die Zellen mit

unterschiedlichen Aktionspotentialmustern lie3&h geinen klaren Gruppen zuordnen.
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3.3 Miniaturstrome

Spontane Miniaturstrome wurden mit der intrazetletd Losung | gemessen, durch
deren Cs-Anteil K-Strome unterbunden wurden. Die extrazellulare hgsenthielt
DNQX und TTX. Bei einem Haltepotential von —65 m¥riten so selektiv GABA

Rezeptor vermittelte Strome durch GABRezeptoren erfasst werden.

A

B
GADG65 +/+ M
*
A *

*

GADGS +/- MNMWW e
o *

A

*

GADG65 -/-
A * * ¥
* *
40pA 20pA \

1sek 40ms

Abb. 3-3: Spontane GABA\-Rezeptor vermittelte mIPSCs
(A) Beispielstromspuren von GABAvermittelten postsynaptischen Miniaturstromen a&D85+/+, +/-

und -/- Neuronen. (B) VergroRerte Darstellung des th “ markierten Ereignisses der jeweiligen
Beispielstromspur.

Die registrierten Stromspuren wurden nach Frequamzd Amplitude der
postsynaptischen Ereignisse analysiert. Die Freqjuen spontanen Ereignisse lag fur
GADG65+/+ bei 0,85 Hz (+ 0,1, n = 29) und fur GAD@5bei 0,87 Hz (+ 0,15, n = 14).
Die Frequenz in GAD65-/- unterschied sich mit 1.7 # 0,15, n = 25) signifikant von
den anderen beiden Genotypen. Im Gegensatz dazdievanittiere Amplitude in den
drei Gruppen nicht signifikant verschieden. Sie imaBAD65+/+ mit 40,29 pA (x 2,33.

n = 29) am groRten. Die Amplitude bei GAD65+/- hegtB4,46 pA (+ 3,46, n = 14) und
bei GAD65-/- 34,95 pA (x 2,33; n = 25).
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Abb. 3-4: Mittlere Frequenz und mittlere Amplitude der spontanen mIPSCs

(A) Mittlere Frequenz der spontanen mIPSCs fur GBB#6+, +/- und -/- Neurone (n(+/+) = 29, n(+/-) =
13, n(-/-) = 24). (B) Mittlere Amplitude der spontn mEPSCs fiur GAD65 +/+, +/- und -/- Neurone
(n(+/+) = 29, n(+/-) = 13, n(-/-) = 24). (C) Kumtikee Wahrscheinlichkeiten der mittleren Frequend un
mittleren Amplitude.

Im n&chsten Schritt wurde die Kinetik der postsyisahen Ereignisse analysiert. Die
Anstiegszeitwurde als 10 — 90 % der Strecke von der Grundl{(0&) bis zum
Erreichen der maximalelimplitude (100%) gemessen. Fir GAD65+/+ wurde eiertV

von 1,086 ms (x 0,065; n = 29), fur GAD65+/- 1,63 it 0,211; n = 14) und flr

-42 -



Ergebnisse

GADG65-/- 1,18 ms (x 0,074; n = 025) bestimmt. Dertéfschied von GAD65+/- zu den
beiden anderen Gruppen war signifikant (p = 0,089. Abklingzeitkonstante, die das
Absinken einer monoexponentiellen Kurve auf 1 /36,8 %) ihres Ausgangswertes
beschreibt, betrug fur GAD65+/+ 14,58 ms (£ 0,5%; 29), fur GAD65+/- 15,66 ms (+
1,01; n = 14) und far GAD65-/- 11,32 ms (x 0,715 25). Dabei unterschied sich der
Wert von GADG65-/- bei einem Signifikanzniveau vo®® signifikant von den beiden

Kontrollgruppen (GAD65+/- und +/+).
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Abb. 3-5: Anstiegszeit und Abklingzeitkonstante demIPSCs

(A) Mittlere Anstiegszeit der spontanen GABARezeptoren vermittelten IPSCs (n(+/+) = 29, n(+-)
14, n(-/-) = 24). (B) Mittlere Abklingzeitkonstante der spontanen GABARezeptoren vermittelten
IPSCs (n(+/+) = 29, n(+/-) = 14, n(-/-) = 24).
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Der Nachweis der Vermittlung der erfassten postsiysehen Ereignisse durch
GABAA-Rezeptoren, wurde mit Hilfe pharmakologischer $gsfihrt.

A Kontrolle
+ Gabazin

(25uM)

- Gabazin

B Kontrolle

+ CGP
(50 pM)

C Kontrolle

+ Picrotoxin m

(100 M)

500ms

Abb. 3-6: Spontane GABA\-Rezeptor vermittelte IPSCs unter pharmakologischeBeeinflussung

(A) Beispielstromspur von spontanen GABRezeptor vermittelten mIPSCs vor und 10 min nach
Zugabe von Gabazin und nach Auswaschen von Gabemih 40 min. (B) Beispielstromspur von
spontanen GABA-Rezeptor vermittelten mIPSCs vor und nach Zugalre@GP. (C) Beispielstromspur
von spontanen GABARezeptor vermittelten mIPSCs vor und nach ZugaiveRicrotoxin.
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Abb.3-6A zeigt eine in einem GAD65+/- Neuron regeste Stromspur. Nach Zugabe
des kompetitiven GABArInhibitors Gabazin (2uM) lassen sich nach etwa 10 min
keine postsynaptischen Strome mehr erkennen. Behfillaren Gabazin-freier Losung
treten nach 30 min wieder spontane postsynaptiSttiene auf. In Abb. 3-6 B ist eine
Stromspur vor Zugabe des GABAntagonisten CGP (5QM) abgebildet. Nach
Zugabe des Pharmakons lasst sich keine Anderungaidsynaptischen Ereignisse
feststellen. Die Frequenz der Ereignisse steigarstegcht von 0,86 Hz auf 1,12 Hz. Im
dritten Experiment wird der nicht-kompetitive GARAANtagonist Picrotoxin (10QM)
eingewaschen. Nach 15 min sind die postsynaptis§tgime vollstandig blockiert.
Auch nach weiteren 5 min treten keine spontanergiisse mehr auf.

3.4 Evozierte IPSCs

Zum Vergleich evozierter synaptischer Antworten den drei Genotypen unter
synaptischer Beanspruchung, wurden in einem erssémulationsprotokoll 4
depolarisierende Strompulse im Bereich von 0,3BsV mit einer Frequenz von 5 Hz

injiziert.

Pulsfolge 1 Pulsfolge 30

GAD6s+/+ | m W

GADSS-.- th W

100ms

x_

GADG65+/-

Abb. 3-7: Durch extrazellulare Stimulation ausgelose GABAerge postsynaptische Strome
Beispielspuren zur Darstellung der ersten und detaton insgesamt 30 Pulsfolgen. Injiziert wurden
jeweils 4 Pulse mit 50 Hz im Abstand von 10 sele®D65+/+, +/- und -/- Neuronen.
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Im Abstand von jeweils 10 Sekunden wurde diese félgks 30 mal wiederholt.
Abbildung 3-7 zeigt Beispielspuren der ersten ued leétzten Pulsfolge in den drei
Genotypen.

Von den in GAD65+/+ abgeleiteten Neuronen zeigt@r6 9 (+ 9,4) eine, durch die
extrazellulare Stimulation erzeugte, postsynapésémtwort. Bei GAD65+/- lag der
Wert bei 95,6 % (x 4,4) und bei GAD65-/- bei 88,9(%11,1). Die Amplitude der
postsynaptischen Antwort auf den ersten Puls wjaweils fir die ersten zehn und die
letzten zehn Pulsfolgen gemittelt. Dabei ergab HiclGAD65+/+ flr die Pulsfolgen 1-
10 ein Mittelwert von 99,08 pA (= 26,77; n = 24)dufir die Pulsfolgen 21-30 ein
Mittelwert von 87,36 pA (x 21,13; n = 23). GAD65+éfreichte in den ersten zehn
Pulsfolgen auf dem ersten Puls ein Mittel von 9@p48(x 15,78; n = 25) und in den
letzten zehn ein Mittel von 68,98 pA (+ 12,88; 124). Fur GAD65-/- wurde ein Wert
von 57,41 pA (x 10,18; n = 18) fur die ersten uoat 65,81 pA (£ 9,79; n = 16) fur die
letzten Pulsfolgen ermittelt.
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Abb. 3-8: Evozierte postsynaptische GABAerge Antwden in den drei Genotypen

(A) Anteil responsiver Neurone in GAD65+/+, +/- usd bei Applikation einer Folge von 30 * 4 Pulsen
mit 5 Hz und einem ISI von 10 sek. (B) Mittlere Alitpde des Ereignisses nach Puls 1 in den ersten
zehn (1-10) und letzten zehn (21-30) von 30 Durnfjgéa des Stimulationsprotokolls in GAD65+/+, +/-
und -/- Neuronen (n(+/+) = 24, n(+/-) = 22, n(+)18). (C) Mittleres Verhdltnis von Puls 2 zu Pils
(P2/P1) in den ersten zehn (1-10) und letzten £2h#80) Durchgéngen in den drei Genotypen (n(+/+) =
22, n(+/-) = 22, n(-/-) = 18). (D) Mittlere Fehlate des ersten Pulses der Durchgédnge 1-10 und 21-30
den drei Genotypen (n(+/+) = 21, n(+/-) = 21, )(=-15).

Auch das ,Paired Pulse Ratio* (PPR) als Verhéltes Antwort auf den zweiten zur
Antwort auf den ersten Puls wurde fur die ersted die letzten zehn Pulsfolgen
getrennt ermittelt. Pulse, die keine postsynapésghtwort evozierten, wurden nicht in
die Wertung einbezogen. Das PPR betrug fur GAD6%tf+den ersten zehn Pulsfolgen
1,18 £ 0,077 (n = 22), auf den letzten zehn Pul&iol1,17 + 0,076 (n = 18). GAD65+/-
erreichte ein mittleres PPR von 1,23 + 0,08 (n ¥I&4 Pulsfolge 1-10 und von 1,11 +
0,058 (n = 23) bei Pulsfolge 21-30. Das PPR fur BB+ betrug 1,05 + 0,061 (n =
18) fur die ersten und 1,02 + 0,108 (n = 14) fie tktzten zehn Pulsfolgen. Zur

Uberprifung ob vergleichbare Minimalstimulationsinggingen in den drei Genotypen
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vorlagen, wurde die Fehlerrate des ersten Pulsefidiersten zehn und die letzten zehn
Pulsfolgen gemittelt. Fur GAD65+/+ wurden Fehlegravon 39,6 £ 5,1 % fur Pulsfolge
1-10und von 40,8 + 5,4 % (n = 19) fur Pulsfaje30 ermittelt. In GAD65+/- zeigte
sich eine Fehlerrate von 37,8 + 5,1 % bei Pulsfdlge10 und von 34 + 5,4 % (n = 21)
bei Pulsfolge 21 — 30. GADG65-/- Neurone zeigterediehlerrate von 29,4 + 6,5 % in
Pulsfolge 1 — 10 und von 41,2 + 8,3 % (n = 13) usPlge 21 - 30.

Die Stimulationsstarke wurde so eingestellt, dass =z einer minimalen
Transmitterfreisetzung aus der prasynaptischeneZklim. Ausgehend von einer
unterschwellig niedrigen extrazellularen Stimulatiovurde die Spannung der
Stimulation erhoht, bis es bei etwa 30 % der Pailseinem IPSC in dem abgeleiteten
Neuron kam. Dafir waren in den verschiedenen Gemroty unterschiedliche
Spannungen notwendig. GAD65+/+ Neurone wurden maitlischnittlich 1,23 + 0,08
V (n = 22) stimuliert, GAD65+/- mit 1,64 + 0,12 W & 23) und GADG65-/- mit 2,31 +
0,2 V (n = 17). Alle drei Genotypen unterschiederh $ei einem Signifikanzniveau
von p = 0,05 voneinander. Um eine Vergleichbarkigt erfassten Amplituden zu
gewahrleisten wurden diese auf die zum Releasetigem&timulationsstarke bezogen
(Amplitude [pA] / Stimulationsstarke [V]). Dabei wae die theoretische Amplitude
ermittelt, die rein rechnerisch durch ein Volt Spamg erzeugt wurde. Dieser Wert
wurde jeweils fir den ersten Puls der ersten zalmedaufe gemittelt. Es ergab sich fur
GADG65+/+ eine Amplitude von 98,5 + 28,24 pA/V (n24) und fir GAD65+/- ein
Wert von 74,14 + 19,68 pA/V (n = 24). Die Berechguitir GAD65-/- ergab eine
Amplitude von 27,68 + 5,37 pA/V (n = 18). GADG65-linterschied sich damit
signifikant von GAD65+/+.
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Abb. 3-9: Stimulationsstarke und darauf normierte pstsynaptische Stromamplitude

(A) Mittlere Starke der extrazellularen Stimulatidsis zum Erreichen eines Minimalreleases in
GADG5+/+, +/- und -/- (n(+/+) = 22, n(+/-) = 23,-/) = 17). (B) Auf 1V normierte mittlere Amplitude
des ersten Pulses der Durchgdnge 1 - 10 in deérgitypen (n(+/+) = 24, n(+/-) = 25, n(-/-) = 18).
Abschlie3end wurden die Neuronen mit Hilfe extrag#éier Strompulse in einer Folge
von 2 mal 25 Pulsen mit einer Frequenz von 20 kawsiert. Das Intervall zwischen
den beiden Durchlaufen wurde systematisch im Blereom 10 sek, 5 sek, 2 sek, 1 sek
und schlief3lich 0,5 sek variiert. Die Amplitude demtwort auf den ersten Puls des
zweiten Durchlaufs wurde normiert auf den erstels Eles ersten Durchlaufs, und die
Werte wurden in den drei Genotypen vergleichendabhtet. Fur die Intervalle von 10
sek und 0,5 sek ergaben sich folgende Werte. GABR65eigte beim 10sek Intervall
einen Wert von 2,35 £ 0,71 und fir das 0,5 seknhaleeinen Wert von 0,96 £ 0,31 (n

= 9). Fur GAD65+/- ergab sich bei 10 sek 3,12 £3QyAd bei 0,5 sek 0,61 = 0,09 (n =
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15). GADG65-/- erreichte bei einem Intervall vondék einen Wert von 2 + 0,76 und bei
einem Intervall von 0,5 sek einen Wert von 0,8225Qn = 11).
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Abb. 3-10: Amplitude des ersten Pulses von Durchld® normiert auf Durchlauf 1
Amplitude von Puls 1 des 2. Durchlaufs normiert Bufs 1 des 1. Durchlaufs (P1D2/P1D1) bei einem
Intervall zwischen beiden Durchlaufen von 10 und @¢b sek (n(+/+) = 8, n(+/-) = 15, n(-/-) = 11).

-50 -



Diskussion

4 Diskussion

Die Deletion eines bestimmten Gens ist eine hawfgwendete Methode um
Erkenntnisse Uber die Funktion des Genprodukts dangen. Bei nicht letal
verlaufenden Gendeletionen lassen sich durch viedehe Tests gegebenenfalls
Veranderungen im Verhalten des Organismus und nife lder Elektrophysiologie
zellulare Korrelate feststellen. Durch die ermidrl Defizite kann wiederum auf die
Funktion des Proteins im gesunden Organismus rigckdessen werden. Die Deletion
des Gens fiur GAD67, das den grof3ten Teil der GAB#nlye herstellt wirkt sich peri-
oder direkt postnatal letal aus (Asada et al., 19Bre Tiere mit einer Deletion des
Gens fur GADG65 sind Uberlebensfahig. Auch diesesareijedoch wahrend der ersten
Lebensmonate eine erhthte Letalitat auf (Kash.etl@7) und zeigen ein verdndertes

Angstverhalten in Verhaltenstests (Kash et al. 9199

4.1 Elektrische Erregbarkeit und Morphologie GADG65 defizienter
Neurone

In dieser Studie wurden im ersten Schritt aktivd passive Membraneigenschaften von
Projektionsneuronen der lateralen Amygdala in dendB/pen vergleichend untersucht.
Dadurch lassen sich Aussagen Uber grundlegendgyenddcharakteristika machen und
hierauf aufbauend die synaptischen Eigenschaftéereziert erfassen. Die Grol3e der
Depolarisation des Membranpotentials als Reaktiwineine Strominjektion wird als
Eingangswiderstand bezeichnet. Der Widerstand westimmt von der Grof3e einer
Zelle und von der Art und Menge ihrer transmembraméKanale. Der Eingangs-
widerstand wurde ausgehend von einem Haltepoterdralt65 mV ermittelt und war in
GADG65-/- gegenuiber GAD65+/+ signifikant vermindeidie Kapazitat der Zell-
membran gibt ebenfalls Auskunft Gber die relativé®& einer Zelle. Sie unterschied
sich in den verschiedenen Genotypen nicht vonegranBintsprechend scheint die
GroRRe der Zellen nicht signifikant unterschiedlimin sein, was auch in der Literatur
bisher nicht anderweitig beschrieben wurde. Diailgante Abweichung der GAD65-
/- von den GAD65+/+ beim Eingangswiderstand lieida folglich durch Unterschiede
in der Art oder Dichte der Membrankandle erklardedoch fehlen hierzu detaillierte

Hinweise, sowohl in der vorliegenden als auch idemen Studien. Die hier gefundenen
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Charakteristika der Zellmembran weichen leicht wvonder Literatur beschriebenen
Werten ab (Faber et al., 2001). Diese Abweichurigesen sich durch Unterschiede in
den benutzten extrazellularen und intrazellularésungen erklaren, die zum Beispiel
verschiedene Kanéle der Zellmembran blockieren dendit den Eingangswiderstand
verandern.

Durch Auslésung von Aktionspotentialen konnten diktiven Membraneigenschaften
ermittelt werden. In den drei Genotypen untersamesich die Schwelle zur Auslésung
von Aktionspotentialen, deren Amplitude, Anzahl uRtequenz nicht voneinander.
Auch die friher in der Literatur beschriebenen tgtieiedlichen Adaptationsmuster der
ausgeldsten Aktionspotentiale (Chapman et al., 1B8ber et al., 2001; Faber and Sah,
2002) konnten in der vollen Bandbreite beobachtiden. Unterschiede zwischen den
Genotypen zeigten sich nicht. Die fur die Genengruvon Aktionspotentialen
wichtigen zellularen Charakteristika, wie zum B&s$pdie Verteilung schneller
spannungsabhangiger Naund spannungsabhéngigef-KKanale in den Projektions-
neuronen sind also auch bei Fehlen von GAD65 underé Unterschiede im
synaptischen Antwortverhalten sind demzufolge aefamderte synaptische und
weniger auf intrinsische Eigenschaften zurtickzwgiihr

Insgesamt zeigt sich, dass die Deletion des GerdidlGADG5 einen geringen Einfluss
auf die passiven und keinen Einfluss auf die aktiveembraneigenschaften der Zellen
hat. Die Zellen in GAD65-/- zeigen in allen unteristen Bereichen physiologische und
mit GADG65+/+ vergleichbare Charakteristika. Dieseer§feichbarkeit bildet die
Vorraussetzung fur weitere Analysen der Zelleighafien.

4.2 Veranderung der Kinetik spontaner mIPSCs in
GADG65-/- Neuronen

Um die Kinetik der spontanen mIPSCs zu untersuctvende die Anstiegszeit und die
Abklingzeitkonstante der synaptischen Strome eefitbie Abklingzeitkonstante kann
unter anderem Auskunft Uber die Zusammensetzung GRBAA-Rezeptoren aus
Untereinheiten geben. So wurde gezeigt, dass insbtaunit einer Deletion derl-

Untereinheit die Abklingzeit verlangert ist, wahdef®1-Untereinheiten eine kurze
Abklingzeit zu fordern scheinen (van Ooyen et 2004; Huntsman and Huguenard,
2006). AulRerdem haben verschiedene GABA-AgonistehAntagonisten Einfluss auf
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die Abklingzeit der spontanen mIPSCs. In diesedi®twurde die Abklingzeitkonstante
T ermittelt. Sie gibt an wie lange eine monoexpoieirabsinkende Kurve, in diesem
Fall der postsynaptische Strom, braucht um 36,81%) (ihres Ausgangswertes zu
erreichen. Dabei war die Abklingzeitkonstante ddP®Cs von GAD65-/- Mausen
signifikant niedriger als die der beiden anderenndbgoen. Durch eine kirzere
Abklingzeit der inhibitorischen Pulse kann es im derojektionsneuronen schneller
wieder zur Auslésung von Aktionspotentialen kommEs. kénnte also eventuell als
Reaktion auf das Fehlen von GAD65 die Zusammenggtzier Untereinheiten der
GABA-Rezeptoren veréandert sein.

Die Anstiegszeit wurde von 10 - 90 % der Baselireezom Erreichen der maximalen
Amplitude gemessen. Sie gibt Auskunft Uber die Offp der postsynaptischen
Rezeptoren und ist abhéngig von der Konzentrati@s deurotransmitters im
synaptischen Spalt und von Rezeptoréffnungswahnsiatiekeiten (Bier et al., 1996).
AuBBerdem andert sie sich mit der Diffusionsgeschigkeit und —strecke, also auch
mit der Breite des synaptischen Spalts. Uberrasthereise ist die Anstiegszeit in
GADG65+/- signifikant langer als in den beiden amterGenotypen. Ein solches
Phanomen ist bisher in der Literatur noch nichttheeben worden, und kénnte einer
hohen zufalligen Variationsbreite der stochastiscRezeptoreigenschaften zugrunde
liegen, die nicht auf genotypspezifische Unterstdigschliel3en lassen.

4.3 Erh6hung der Frequenz spontaner mIPSCs in GADG65-/-
Neuronen

Um die Rolle von GADG5 in der synaptischen Ubemtragy zu untersuchen, wurden
zunachst unter DNQX und TTX selektiv GARArermittelte spontane postsynaptische
Miniaturstréme registriert. Die Frequenz der spoatapostsynaptischen mIPSCs war
in GADG65-defizienten Neurone etwa um den Faktotafigtisch signifikant hoher als in
den beiden Vergleichsgruppen. Die Frequenz wird altem durch die Anzahl der
Synapsen, und von der Freisetzungswahrscheinlichkir Vesikel in der
prasynaptischen Terminale bestimmt. Die ermitteltdnterschiede der mittleren
Frequenzen lassen darauf schliel3en, dass durchiddeties Gens fir GADG65 einer
dieser beiden Faktoren in GADG65-/- Mausen verandsin konnte. Es wurde

beschrieben, dass eine Blockierung des Abbaus WBAGdie Frequenz spontaner
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postsynaptischer Potentiale erhéht, wahrend einekigdirung der GABA-Synthese die
Frequenz erniedrigt (Engel et al., 2001). Der Femgerhohung kénnte also mit der
Menge des vorhandenen GABA zusammenhdngen. Aullemsaren durch den

Synthese-Antagonist MPA (Medroxyprogesteronacetat, Gestagen) Frequenz und
Amplitude von mIPSCs vermindert. Die Vermutung wau@lifgestellt, dass MPA vor
allem die an synaptischen Vesikeln lokalisierte t8gae von GABA durch GADG65

blockiert (Engel et al., 2001). Der gefundene Hffisk jedoch gegensatzlich zu der in
dieser Studie beobachteten Frequenzerhéhung vo8@slFDiese scheint also nicht mit

einer Synthesestérung von GABA zusammenzuhangen.

4.3.1 Wahrscheinlichkeit der Transmitterfreisetzung in GAD65-/-

Die Wahrscheinlichkeit der Transmitterfreisetzung der Prasynapse hangt unter
anderem von der Menge der zur Verfligung stehendesik®! ab. Nur die sich im
.readily releasable pool* befindlichen Vesikel k@mspontan ausgeschittet werden,
wobei die Ausschuttungswahrscheinlichkeit mit ded€& des Pools steigt (Stevens and
Williams, 2007). So konnte in GAD65-/- durch einet Aeedback-Mechanismus die
Anzahl der Vesikel erhéht sein um eine inadaqua#d/& Transmission durch eine
erhohte Ausschittungswahrscheinlichkeit zu komgeesi wodurch die gefundene
Frequenzerh6hung erklart werden kdnnte. Hinweisauddieferten Jin und Mitarbeiter
(1999) an GABA-defizienten Spulwirmer@genorhabditis elegans), die eine leicht
erhohte Anzahl prasynaptischer GABAerger Vesikdivasen. Im Gegensatz dazu
fanden Tian und Mitarbeiter (1999) eine Verminderder Ausschuittung von Vesikeln.
Sie untersuchten hippocampale Neurone und fande@nderungen, die mit einem
Defekt in der Vesikelzahl, -fullung oder -ausschig zu vereinbaren waren. Sie
sprechen die Mdoglichkeit an, dass GAD65 einen Mecmaus zur Fillung von
GABAergen Vesikeln unterstitzt, der in GAD65-/- Maen defekt ist, und so zu einer
verminderten Ausschittungswahrscheinlichkeit fubiese Ergebnisse wurden jedoch
in Neuronen von Hippocampus und Retina gewonnersuntldemzufolge nur begrenzt
vergleichbar mit den hier untersuchten Neuronenlateralen Amygdala. In anderen
Studien wurde gezeigt, dass kein Defizit in dedu¥ig synaptischer Vesikel besteht, da
in GADG65-defizienten Neuronen der vesikulare GABAFransporter VGAT
kompensatorisch hochreguliert wird, wodurch dieldig der Vesikel mit GABA
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gewahrleistet wird (Wu et al., 2007). Geht man daaos, dass die Menge des zur
Ausschittung bereitstehenden GABA in GADG65-/- teldigh vermindert ist, kbnnte
die erhohte Frequenz spontaner mIPSCs auch dunehverminderte rickgekoppelte
Hemmung auf die Freisetzung an der identischen @@mdAutoinhibition) erklart
werden. Zum Beispiel werden GABMRezeptoren in der Prasynapse exprimiert und
bewirken tiber einen KKanal eine erschwerte Erregbarkeit der Synapsedandt eine
verminderte Freisetzungswahrscheinlichkeit von kédsi Stimulation der GABA-
Rezeptoren bewirkt eine Abnahme der Frequenz spentanlPSCs und auch
Aktionspotential-generierter IPSCs (Rohrbacher ket #997). Eine gegensatzliche
Erklarung konnten aktuelle Studien liefern, die adés Vorhandensein von
prasynaptischen GABARezeptoren hinweisen. Diese erhdhen bei geringeBAS
Ausschuittung in den synaptischen Spalt die Freqapamtaner mIPSCs, ein Effekt der
durch GABA-Agonisten und GABA-Wiederaufnahmehemmerstarkt wird (Vautrin
et al., 1994; Trigo et al., 2007). Es wéare zu Uh&gm, ob die Anzahl dieser Rezeptoren
bei GAD65-Defizienz kompensatorisch erhéht ist.eAdings war der beschriebene
Effekt nur bis zum postnatalen Tag 14 zu beobaclienAlter, das die Tiere in dieser
Studie bereits Uberschritten hatten. Durch eineAnd#rte Neogenese, wie spater
diskutiert, konnte sich der Effekt eventuell auplter noch bemerkbar machen. Beide
Ansatze zur prasynaptischen Hemmung konnten diadi@ser Studie gefundene
Frequenzerhéhung erklaren. lhnen widerspricht dibgis unter anderem die Tatsache,
dass eine Erniedrigung der basalen, zur AusschiitunVerfiigung stehenden GABA-
Versorgung bei GAD65-/- in adulten Tieren bisherhhinachgewiesen wurde (Hensch
et al., 1998). Eine Veranderung der prasynaptisciirezeptoren ist deshalb
unwahrscheinlich. Die Anzahl und Eigenschaften peisynaptischen GABAergen
Vesikel miussten noch einmal unter den hier angetgandersuchsbedingungen in der
lateralen Amygdala untersucht werden um einen Effalf die in dieser Arbeit
gefundene Frequenzerh6hung zu bestéatigen odersuind@iden.

4.3.2 Veranderung der Interneurone in GADG5-/-

Eine erhdhte Frequenz spontaner postsynaptisché@m&tkonnte durch verschiedene
Veranderungen GABAerger Interneurone zustande kamniee Interneurone der
lateralen Amygdala wirken nicht nur hemmend aufitexarische Projektionsneurone,
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sondern bilden auch untereinander ein Netzwerkketamhibitorischer Kontrolle
(McDonald, 1982). Wenn diese Kontrolle wegféllt, h@&it sich die
Freisetzungswahrscheinlichkeit der Vesikel des gasbthalteten Neurons. Eine erhdhte
spontane Ausschittungsfrequenz konnte also dunghexhdhte Anzahl inhibitorischer
Synapsen erklarbar sein, die auf ein Projektiongmewirken. Zum anderen wirde eine
verminderte Innervation der Interneurone unteradeandie vorhandenen Synapsen
enthemmen und so die Frequenz erhdhen. Das wirdassetzen, dass sich das Fehlen
von GAD65 auf Synapsen zwischen Interneuronen andamuswirkt als auf
inhibitorische Synapsen auf Projektionsneurone. didere neurogenetische Faktoren
wurde bereits eine unterschiedliche Wirkung aufEimwicklung dieser beiden Typen
von Synapsen beschrieben (Wardle and Poo, 2003)h &ine erhthte Dichte der
Synapsen der Projektionsneurone auf die Interneukénnte diese enthemmen und zu
einer vermehrten Vesikelausschittung fuhren. Digahder inhibitorischen Synapsen,
die im abgeleiteten Neuron spontane mIPSCs auslééenen, konnte durch die
fehlende GAD65 und die verdnderte GABA-Verteilurgd uBeschaffenheit wahrend
der Embryogenese und weiteren Entwicklung veranskdrt. So regulieren neuronale
Aktivitdt und die Synthese von Neurotransmittera Neurogenese und die Bildung von
funktionellen Netzwerken der Neurone untereinarid&erman and Cline, 2007; Marty
et al., 2000). Die Inhibition durch GABAerge Intetmone verhindert dabei eine
Uberwallende Erregung in der lateralen Amygdalay@Rand Paré, 2003) und hilft,
relevante Signale von nicht relevanten zu trennBau¢r and LeDoux, 2004).
Mdglicherweise ist dieser, die Synaptogenese regride, Mechanismus durch das
Fehlen von GADG65 gestort. Dadurch kénnte die speniausschittung von GABA an
inhibitorischen Synapsen vermehrt sein.

Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass GAB#bdingbar in der Entwicklung
von Nervenzellen ist (Akerman and Cline, 2007). &ast vor allem die exzitatorische
Wirkung von GABA aufgrund der hohen intrazellula@hlorid-Konzentration unreifer
Neurone essentiell. So bilden sich funktioniere@¥#BAerge Interneurone wahrend
der fetalen Entwicklung zeitlich vor Bildung derofaktionsneurone und bilden so
einen Wachstumsreiz unter Umgehung der neurotosmsdNirkung grof3er Mengen
Glutamats und ohne das sensible Gleichgewicht hersdnhibition und Exzitation zu
storen (Gozlan and Ben-Ari, 2003). Die Storung @&BAergen Exzitation fuhrt in
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vivo zu Defekten in der Bildung von Synapsen undhddé¢en (Ge et al.,, 2006).
Offensichtlich bilden sich aktivitditsabhangig nenat® Netzwerke aus, die dem
Vorhandensein ausreichender Mengen von GABA bediiifie Gegensatz dazu fanden
Jin und Mitarbeiter (1999) keinen Hinweis daraufssl ein Mangel an GABA die
Morphologie, Menge oder Konnektivitat der Axone aredert. Allerdings wurde diese
Untersuchung nicht an Saugetieren durchgefihrtisindventuell nicht ohne weiteres
auf die Ergebnisse dieser Studie Ubertragbar.

Eine andere Mdglichkeit ist, dass die Glutamatdemaylase selbst einen Einfluss auf
die Neurogenese hat. Die Menge von GAD korreliattdar Neurogenese und erreicht
ihren Hohepunkt kurz vor der Geburt (Barker et H998). Dabei erhoht eine Aktivitat
der Neurone wiederum Uber die Proteinkinase A (PKW® Menge der GADG65-
immunoreaktiven Neurone durch einen posttranslatean Mechanismus (Gakhar-
Koppole, 2008). Das weist auf einen wichtigen Bgitvon GADG65 in der Entwicklung
der neuronalen Netzwerke hin. An Untersuchungenlateralen superioren Olive des
Hamsters wurde in neonatalen und in adulten Tiedd® Konzentration der
verschiedenen Isoformen der Glutamatdecarboxylassrsucht. Kurz nach der Geburt
fanden sich hohe Konzentrationen GAD65 im Gegermatziedrigen Konzentrationen
GADG67, ein Gegensatz zu dem Verhaltnis der Enzymenander in adulten Tieren
(Jenkins and Simmons, 2006). Auch diese Studiet\waeiseinen wichtigen Beitrag von
GADG65 wahrend der Entwicklung hin. In GAD67-defizien Interneuronen wurden
Defizite in der Verzweigung der Axone, Bildung vperisomatischen Synapsen an
Projektionsneuronen und eine Einschrdnkung der HKexitgt des neuronalen
Netzwerks festgestellt. Diese Effekte stellten getioch bei Deletion des Gens fur
GADG65 weder im adulten Gehirn noch bei Mutationen der Keimbahn ein
(Chattopadhyaya et al.,, 2007). Eine weitere Stwshitersuchte fetale und neonatale
Mausen, die keine der beiden Isoformen der Glutdetatrboxylase exprimierten und
fand keine histologisch und immunohistochemischeenkaren Veranderungen der
Histogenese (Ji et al., 1999). Es stellt sich disoFrage, ob und wenn ja wie sich eine
Deletion des Gens fir GAD65 auf die Neurogenesavigkts und ob eine eventuelle
Auswirkung die hier beschriebenen Phdnomene erkléaan.

In kultivierten hippocampalen Schnitten wurde ggizeidass die Bildung von

inhibitorischen Synapsen aktivitatsabhéngig ist.i Blockade von non-NMDA
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Glutamat-Rezeptoren, die sonst eine Exzitation u&rin, wurde eine Abnahme der
Dichte GABAerger Synapsen im Hippocampus erzeugtésegensatz dazu fuhrte eine
Blockade von GABA-Rezeptoren zu einer erhdhten Synapsendichte seiner
vermehrten Nachweisbarkeit von GAD65 (Marty et 2000). Auch die Regulation von
Somagrol3e, Anzahl synaptischer Vesikel und Heustglivon GABA in Interneuronen
konnte aktivitdtsabhangig sein. Die regulierendaktéien sind dabei Neurotrophine
wie der ,Brain - Derived Neurotrophic Factor” (BDINFder bei Exzitation von
Projektionsneuronen ausgeschuttet wird (Marty et H97; Vicario-Abejon et al.,
1998). Verschiedene Studien zeigen die kritischbeRdie BDNF in der Reifung des
GABAergen Systems spielt. So zeigen heterozygot®&BD defiziente Mause eine
deutliche Einschrankung der GABAergen Funktionarmm ZBeispiel eine verminderte
Frequenz von spontanen mIPSCs (Abidin et al.,, 2008) eine verminderte
Innervationsdichte GABAerger Terminalen (Koharalet2007). Auf der anderen Seite
kbnnte also ein erhohter BDNF-Spiegel Uber Veramugen in der synaptischen
Innervation der Projektionsneurone eine hdhere Uareg spontaner mIPSCs auslosen.
Hinweise darauf lieferten Versuche, bei denen lekEkpression von BDNF die
Expression von GABA und GAD, sowie die Freisetzuvgsrscheinlichkeit von
GABA in der Prasynapse erhthte (Ohba et al., 20A6¢h Wardle und Poo (2003)
fanden unter BDNF eine erhdhte Frequenz spontafeE5@8s und eine Abnahme der
postsynaptischen Amplitude bei der Projektion vaterneuronen auf Projektions-
neurone. Bei Synapsen von Interneuronen auf anbigezneurone fanden sie im
Gegensatz dazu eine verminderte Frequenz von mIFECstellt sich also die Frage,
ob eine Deletion von GADG65 einen Einfluss auf diesgchittung von BDNF oder
anderen Neurotrophinen hat und damit die in diéskeit gefundene erhdéhte Frequenz
von mIPSCs erklaren konnte. GABA selbst hat inEl@mwicklungsphase von Neuronen
Uber exzitatorische Impulse Einflisse auf die Ab&tiang von BDNF. Es wurde
argumentiert, dass GABA selbst ein trophischer éialdt, der den Umschwung von
seiner exzitatorischen zur inhibitorischen Wirkwegranlasst (Ganguly et al., 2001).
Sollte dies der Fall sein, kdnnte ein verminde@ABA-Spiegel in der Entwicklung der
GADG65-/- Mause einen verspateten oder verandertasddwung zur exzitatorischen
Wirkung bewirken. Dieser Theorie widersprechen aber und Mitarbeiter (2003), die

trotz Blockade von GABA-Rezeptoren eine Entwicklung von der exzitatorischer
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inhibitorischen Wirkung feststellen konnten. Abeich wenn man davon ausgeht, dass
GABA selbst ein trophischer Faktor in der Embryemdvicklung ist, der die
Entwicklung von Interneuronen beeinflusst, so s&th doch die Frage, ob ein Fehlen
des Gens fur GAD65 bereits diese Entwicklung umielh Trotz all dieser offenen
Fragen bleibt festzustellen, dass in der Entwickleme Variation der Synapsendichte
zur Erlangung eines Gleichgewichts aus Exzitatiowl Unhibition stattfindet. Auch
wenn die Regulierung dieses Mechanismus noch michgtandig geklart ist, gibt es
doch viele Hinweise darauf, dass GABA und auch GBA[@ée Rolle dabei spielen.
Eine Veranderung in der Neurogenese durch ein Defan GAD65, GABA oder
daraus resultierende veranderte Aktivitatsmustent@die in dieser Studie gefundenen
Phanomene in GAD65-/- erklaren. Aufgrund der Vigigieit der Einflisse der von
GADG65 abhangigen Faktoren ist ein Einfluss auf diynaptogenese nicht
unwahrscheinlich und wurde auch schon in verschieadeStudien auf verschiedene
Aspekte hin untersucht. Es sind jedoch weitere tdntthungen der Entwicklung der
Interneurone und Projektionsneurone der lateralerygdala in GAD65-/- Tieren in
verschiedenen Stadien der Entwicklung notwendig, eime solche Veradnderung

genauer zu charakterisieren.

4.4 Amplitude spontaner mIPSCs

Im Gegensatz zu der erhéhten Frequenz der spontaA®A-Ausschittung war die
postsynaptische Amplitude der mIPSCs in der voelnetpn Studie zwar tendenziell,
jedoch nicht statistisch signifikant erniedrigt. eBés Ergebnis entspricht den
Erkenntnissen anderer Studien, die in GADG65-/- dhekeinen Unterschied in der
mittleren synaptischen Amplitude von spontanen ral®$anden (Tian et al., 1999).
Die Grol3e der postsynaptischen Amplitude ist viamalabhéangig von der Dichte und
Menge der postsynaptisch lokalisierten GABRezeptoren (Nusser et al., 1997). Man
kénnte vermuten, dass die postsynaptische Rezeégttedn GADG65-/- aufgrund der
verminderten Stimulation durch GABA kompensatorigchoht ist. Dies scheint aber
nicht der Fall zu sein. So fanden zum Beispiel Kasl Mitarbeiter (1999) keine
Hinweise auf einen veranderte Rezeptordichte in 6G&D. Im Gegensatz dazu erhdhte
eine Blockade der postsynaptischen GABRezeptoren mit Bicucullin in CAl-
Schnitten des Hippocampus die Dichte GADG65-pogitiVerminalen (Marty et al.,
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2000). Falls die erhohte Frequenz der mIPSCs eméhte Rezeptoraktivierung
anzeigt, konnte auf diese Weise kompensatorisch wenminderte Interneuronmenge
oder Synapsendichte resultieren. Eine andere Eridgiir die Variation der Amplitude
postsynaptischer GABAerger Miniaturstrome ist eiMariation in der Menge des
Neurotransmitters pro ausgeschuttetem Quantum kijRgeret al., 1995). Vorraus-
setzung dafir, dass eine Erhdhung der Menge degesalgitteten Transmitters die
Amplitude der postsynaptischen mIPSCs veranderm kstp dass die Rezeptoren bei
Ausldsung eines Vesikels Neurotransmitter nichgeg sind. Hinweise dafir lieferten
Biré und Mitarbeiter (2006) an hippocampalen GABgenr Synapsen sowie Perrais
and Ropert 1999 an Synapsen des visuellen Korter. Zugabe des GABA-
Transaminase-Hemmers Vigabatrin erhéhte die Frequed auch die Amplitude der
mIPSCs durch eine groRBere prasynaptische GABA-Mengel eine grol3ere
Transmittermenge pro freigesetztem Vesikel (Engal.e2001). Es wurde gezeigt, dass
der GABAs-Rezeptor-Agonist Zolpidem (ein Benzodiazepin) ddenplitude der
mIPSCs vergroRerte ohne die Leitfahigkeit der Rexep zu verandern (Perrais and
Ropert, 1999). So kdnnte eine tendenzielle Erngedigy der Amplitude der mIPSCs
durch eine verminderte synaptische GABA-Konzerdratn GAD65-/- erklart werden.
Allerdings war in diesen Versuchen der erzielteelftemperaturabhangig und war bei
Korpertemperatur (37 °C) nicht mehr nachweisbamw@i die gefundene Anderung in
der Amplitude nicht statistisch signifikant war,etdt sie doch einen weiteren
Ansatzpunkt zum Verstandnis der Veranderung ddeigehschaften durch das Fehlen
von GADG5.
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4.5 Auswirkungen der GAD65-Deletion auf evozierte posigaptische

Strome

Zur Auslésung postsynaptischer Stréme wurde eimléie Stimulationselektrode
extrazellular in der lateralen Amygdala platziédte Antworten responsiver Neurone

wurden analysiert.

4.5.1 Veranderung der Kurzzeitplastizitat an GABAergen Synapsen
GADG65 defizienter Interneurone

Wird in einer Synapse durch Depolarisation einen3naitterfreisetzung bewirkt, so
kann dadurch die Freisetzung von Transmittermotakilbei einer weiteren
Depolarisation positiv oder negativ beeinflusst degr. Die Effizienz einer Synapse
wird also durch Aktivitdt verandert. Dieses Phanonuer Kurzzeitplastizitat kann
durch das das ,Paired Pulse Ratio” (PPR) beschriglerden, das ein Mal3 flr eine
erhohte oder verminderte Freisetzungswahrschekditivon Vesikeln der Prasynapse
bei wiederholter Stimulation ist. Das PPR wurde dig ersten zwei Pulse der ersten
und der letzten zehn von 30 Durchlaufen gemittBlie Pulse hatten dabei eine
Frequenz von 5 Hz. In allen drei Genotypen fanti sime Faszilitierung nach einem
Aktionspotential. Die Faszilitierung unterschiedchsiin den drei Gruppen nicht
voneinander, sie wird wahrscheinlich durch residgelCalcium nach der ersten
Aktivierung ausgel6st (Altluri and Regehr, 1996;l&ey and Tank, 1994) und wurde
fur GABAerge Synapsen auch in anderen Studien de@m Gehirnarealen, wie zum
Beispiel dem Bulbus olfactorius, nachgewiesen (Hys&002). Inhibitorische Synapsen
tendieren demzufolge zu einer starkeren Hemmung derchgeschalteten
Projektionsneurone bei wiederholter Aktivierung.sBadas PPR in allen drei hier
untersuchten Genotypen gleich ist weist darauf hidass die Freisetzungs-
wahrscheinlichkeit fur GABA-haltige Vesikel in GABE- gegenluber dem Wildtyp
nicht verandert ist. Die Paired Pulse Faszilitigrureigt auch, dass der ,readily
releasable Pool" der synaptischen Vesikel nach desten Aktionspotential noch nicht
erschopft ist oder bereits neue Vesikel aus demerRepgool rekrutiert wurden.
Tendenziell zeigte sich bei den letzten 10 Durchigéarein niedrigeres PPR als bei den
ersten zehn. Das PPR lag jedoch immer Uber 1 @fidkeine Schlisse auf genotyp-

spezifische Unterschiede zu. Die Faszilitierung idbibitorischen Antwort bleibt also
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auch nach langerer Aktivierung bestehen, sie thdgh nicht mehr so stark wie nach
wenigen Depolarisationen. Da es sich sowohl bei,Baired Pulse* Depression als
auch bei der ,Paired Pulse* Faszilitierung sehr naelmeinlich um prasynaptische
Phanomene handelt, liefert die Homogenitat unter diei Genotypen einen Hinweis
darauf, dass die Vorgédnge des Vesikelzyklus inRtésynapse, zumindest unter den
hier verwendeten Parametern und experimentellennBedgen, auch bei GAD65-/-
intakt sind.

Tian und Mitarbeiter fanden 1999 nach Stimulatimit 100 Hz in hippocampalen
GADG65+/+ Neuronen eine starke posttetanische Pmenm, die mit einer
Veranderung des Paired Pulse Ratio einherging. séldossen dadurch auf eine
Erhéhung der Wahrscheinlichkeit der Transmittesig&iung nach synaptischer
Beanspruchung. Diese posttetanische Potenzierungté&gedoch in GAD65-/- nicht
nachgewiesen werden, was auf einen Defekt in demnshitterausschuttung im
Gegensatz zu Wildtyp-Mausen schlief3en lieRe. Isadidrbeit fand sich jedoch kein
Hinweis auf eine Beeintrachtigung der Transmittesatiiittung. Die Kurzzeitplastizitat
war in GAD65-/- gegeniuber genetisch normalen Zellamerandert und die Neurone

zeigten keine Veranderung der Effizienz bei syrsapier Aktivitat.

4.5.2 Veranderung evozierter IPSCs in GAD65-/- Neuronen

Zur Untersuchung der Veradnderung von IPSCs an Rrojesneuronen als Reaktion auf
eine Depolarisation afferenter Interneurone wurddie Neuronen extrazellular
stimuliert. Dazu wurde eine Minimalstimulation bértu Transmitter enthaltende
Vesikel werden nach Gesetzen der Wahrscheinlichkaitsgeschittet; diese
Freisetzungswahrscheinlichkeit wird durch Depotdran erhéht (Allen and Stevens,
1994). Bei Minimalstimulation folgt nicht auf jedéteiz eine postsynaptische Antwort,
weil bei niedriger Reizstarke die Wahrscheinlichkeier Transmitterfreisetzung
geringer ist und aulRerdem ein kleineres Gebietdardit weniger Fasern und Zellen
stimuliert werden. Eine Minimalstimulation mit emiéehlerrate von zum Beispiel 40%,
wie sie in dieser Arbeit benutzt wurde, gewahriigtine gleich hohe Ausschittungs-
wahrscheinlichkeit in der Prasynapse. Die hier srten Potentiale wurden mono-
synaptisch Ubertragen; alle postsynaptischen Arnemoginer Stimulationsreihe hatten

konstante kurze Latenzzeiten.
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Die Amplitude der evozierten postsynaptischen Amtero wurde fiir den ersten Puls
der ersten zehn und der letzten zehn von 30 Durfdnidgemittelt. Jeder Durchlauf
bestand aus 4 Pulsen mit einer Frequenz von 5 lezg&@messene Amplitude war zwar
tendenziell, jedoch nicht statistisch signifikaogj GAD65+/+ hoher als bei GAD65+/-,
und bei GAD65-/- am niedrigsten. Die Amplitude dleRECs ausgel6st durch die ersten
Pulse war in allen drei Genotypen hoher als die Koge der letzten zehn Pulse. Wenn
man voraussetzt, dass die Rezeptordichte und -umkier Postsynapse konstant ist,
kann man schlieRen, dass die Transmitterausscigittien Synapse nach starker
Beanspruchung vermindert ist. Dieses Ergebnis tigistéorausgegangene Studien.
Zugrunde liegende Mechanismen beinhalten eine Bésarung sowie eine ,Down®-
Regulierung der Expression GARARezeptoren. Aul3erdem ist durch den verminderten
Chlorid-Gradienten nach wiederholter Beanspruchdigg Triebkraft fur Chlorid bei
Kanaloffnung vermindert (Sieghart, 1995).

Um eine Minimalstimulation mit gleich hoher Ausstiingswahrscheinlichkeiten zu
gewahrleisten, waren unterschiedlich hohe Reiz an8pngen notwendig. Um bei
GADG65+/+ eine Minimalfreisetzung zu erreichen, waraine durchschnittliche
Spannung von 1,2 V angelegt, bei GAD65-/- 2,3 Vur@r daflir kann eine erhéhte
Schwelle zur Freisetzung von Vesikeln in den GAD63nterneuronen sein. Ein
anderer Grund konnte bei GAD65-/- eine Veranderdegauf das Projektionsneuron
projizierenden inhibitorischen Synapsen sein. Sode/eine verminderte Anzahl von
Interneuronen oder eine verminderte Dichte GABAergeynapsen auf die
Projektionsneurone die hoheren Spannungen erkladen, zum Auslosen post-
synaptischer Antworten né6tig waren. Auch hier kénrdie Erklarung in einer
Veranderung der Neuro- oder Synaptogenese bei rfrelin GADG65 liegen.
Interpretiert man die gefundenen Unterschiede in Heegbarkeit als gestorten
hemmenden Eingang auf die Projektionsneurone,edestsie in Einklang mit in vivo
gefundenen Verhaltensunterschieden zwischen GADB64#d GADG65-defizienten
Mausen. GAD65-/- Mause sind anfalliger fiur epileptie Anfalle (Asada et al., 1996),
zeigen sie ein vermindertes Vermeidungsverhaltgemg@er offenen Raumen und ein
vermindertes Ansprechen auf anxiolytische Substanzde Diazepam und Barbiturate
(Kash et al., 1999), deren Angriffspunkt der GABAetdbolismus ist. Diese

Beobachtungen weisen auf eine verminderte inhisithe Kontrolle der Projektions-
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neurone der lateralen Amygdala hin. Eine Fehletquah der Evozierung der
postsynaptischen Potentiale konnte die fehlenden@@izéerung oder Vereinheitlichung
der Abstdnde zwischen Stimulationselektrode undelgitigtem Neuron und die
unterschiedliche Position der Stimulationselektrateerhalb der lateralen Amygdala
sein. Diese Fehler wurde jedoch durch randomisiAttswahl des Stimulationsortes
innerhalb der lateralen Amygdala und durch Unkesntes Genotyps wéahrend der
Messung so klein wie mdglich gehalten.

Da die Stimulationsstarke in den drei Genotyperenschiedlich war, kénnen die
resultierenden Amplituden der postsynaptischen Artwnicht direkt miteinander
verglichen werden. Fur eine bessere Vergleichbaxrkerden die Amplituden auf ein
Volt Spannung bezogen. Dabei wurde eine hohere el pro Volt bei GAD65+/+
(98,5 pA/V) als bei GAD65+/- (74,1 pA/V) und bei ®A&5-/- (27,7 pA/V) deutlich.
Auffallig war auch die wesentlich geringere Variasier Amplituden in GAD65-/- im
Gegensatz zu den anderen beiden Genotypen. DieessterErregbarkeit in GAD65-/-
konnte mehrere Ursachen haben. Prasynaptisch kinemt&AD65-/- eine geringere
Transmittermenge pro ausgeschittetem Vesikel oder eerminderte Wahrschein-
lichkeit der Vesikelausschittung vorliegen. Dem evgpricht allerdings die erhohte
Frequenz der spontanen mIPSCs, die eher auf eiléhter Ausschuttungs-
wahrscheinlichkeit schliel3en lasst. Auch das umdstie PPR lasst eine veranderte
Wabhrscheinlichkeit der Transmitterausschittung Edklarung kaum zu. Allerdings
wurde das PPR nur fur eine Stimulationsfrequenz5/étz berechnet. Eventuell kommt
es bei hoheren Frequenzen zu veranderten Aussecbsttahrscheinlichkeiten in
GADG65-/-. In anderen Studien fanden sich jedochwdise auf eine verminderte
Ausschuttungswahrscheinlichkeit. In retinalen Geemglellen wurde eine Vermin-
derung der Frequenz von IPSCs als Reaktion auf@epolarisation in GAD65-/- im
Gegensatz zu GAD65+/+ gefunden (Tian et al., 1908).in jener Studie untersuchten
Zellsysteme der Netzhaut kénnten sich allerdingghien Eigenschaften deutlich von
denen der lateralen Amygdala unterscheiden. AuehAdi der Depolarisation folgte
einem anderen Schema, namlich einer Depolarisatien GABAergen amakrinen
Zellen Uber Gap Junctions durch die retinalen Gangellen. Postsynaptisch konnte es
eine Veranderung der ,postsynaptic densitiy* demiMean bei GAD65-/- geben. Die

Rezeptoren konnten in veranderter Form oder Diclitdiegen, wobei dann eine
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deutlichere Veranderung der Amplitude zu erwarteirew Aul3erdem sprechen, wie
oben bereits erwadhnt, verschiedene Studien gegen\&rénderung der Rezeptoren.
Die wahrscheinlichste Erklarung ist hier eine Ve@mng der Innervation des
prasynaptischen Neurons.

Eine weitere Moglichkeit zur Erklarung der vermingea Erregbarkeit ist eine
Verminderung der Interneuronenzahl. Durch eine igr der Entwicklung von
Interneuronen wurde in Mausen eine erhohte Ankliig gegentber epileptischen
Anfallen sowie ein verandertes Angstverhalten adsgigLevitt, 2005), ahnlich dem
Verhalten von GADG65-defizienten Mausen. So konntiese Verhaltensédnderungen
nicht nur durch das Fehlen von GAD65 und GABA, sanceventuell auch durch eine
veranderte Neurogenese hervorgerufen werden. Zickdri den oben beschriebenen
Einflissen der Glutamatdecarboxylase auf die Synaptd Neurogenese konnte auch
gezeigt werden, dass das Vorhandensein von GADG&newichtigen Faktor zum
Schutz von Zellen vor oxidativem Stress darstati] dass eine Inhibition der Bildung
von GADG67 die Zellproliferation einschrankt (Moon a., 2004). Zwar wurde diese
Studie an Tumorzellen durchgefiihrt und beschrargitd auf die Funktion von
GADG67, trotzdem liefert sie erste Hinweise auf Rigle der Glutamatdecarboxylase in
der Zellproliferation und im intrazellularen Sto#ehsel. In Zelllinien der Hoden von
Ratten konnte eine Erh6hung der Zellzahl durch Bagaon GABA und GABA-
Rezeptor-Agonisten nachgewiesen werden (Geigersstdak, 2004). Es scheint also
durchaus mdglich, dass eine Deletion des Gens #D65 auch in der lateralen
Amygdala uber eine Verminderung der Anzahl derrtrgarone die Auslosbarkeit von
IPSCs an Projektionsneuronen herabsetzt.

4.5.3 Auswirkung hoher synaptischer Beanspruchung auf GAB5-/-
Neurone

Da GADG6S5 in grofen Mengen als Apo-Enzym (Martiralet 1991, Itoh and Uchimura,
1981) vorliegt und die Kofaktorbindung vor allem Zeiten hohen Energieverbrauchs
und synaptischer Beanspruchung geschieht (Kaufraaah, 1991; Miller and Walters,
1997), wurde die Vermutung geaul3ert, dass es zwitBellung von GABA in Stress-
Situationen rekrutiert wird (Kash et al., 1999; Kast al., 1997; Martin et al., 1991).
Wahrend induzierter epileptischer Anfélle in Ratt@nnte ein Anstieg der GABA-
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Konzentration auf das doppelte der basalen Weneegsen werden. Dieser Anstieg
war zu etwa 80 % auf die Synthese durch GAD65 #mifcihren (Patel et al., 2006;
Esclapez and Houser, 1999). Diese Studien zeigeBetieutung von GAD65 wahrend
stark aktiver Phasen des ZNS. Dementsprechend &d@miartet werden, dass es in
GADG65-/- bei starker synaptischer Beanspruchung emver Verminderung der
fusionskompetenten Vesikel und zu einer schnelleBgachopfung der GABA-
Ausschittung kommt. Um diese Theorie zu Uberprifemurde eine starkere
Beanspruchung der Synapse simuliert. Es wurderfdiygs von 25 Pulsen mit 20 Hz
injiziert und der Abstand zwischen den beiden Didueten immer weiter verkirzt. Vor
einer Anderung des Intervalls wurde eine adaquagit Abgewartet, um eine
vollstdndige Regeneration der synaptischen Kapamitau gewahrleisten. Um eine
eventuell auftretende Erschopfung der SynapsenGAD65-/- zu erkennen, wurden
die Amplituden des ersten Pulses der beiden Pgksfiobei verschiedenen Intervallen
miteinander verglichen. Bei einem Interstimulatiotervall von 10 Sekunden erzeugte
bei allen drei Genotypen der erste Puls der zwédtasfolge eine um den Faktor 2-3
hohere Amplitude als der erste Puls der erstenfdtgés Es hat eine Faszilitierung
durch residuelles Calcium stattgefunden (Altlurd &egehr, 1996; Delaney and Tank,
1994). Bei einem verkleinerten Intervall zwischeandbeiden Pulsfolgen von 0,5
Sekunden ergab sich statt der Faszilitierung eeiehte Depression der zweiten
Pulsfolge. Auch diese war bei allen drei Genotypewva gleich. Durch diesen Versuch
konnte demzufolge eine schnellere Erschépfbarkeit GABA-Ausschittung in
GADG65-/- nicht nachgewiesen werden. Es ist allaggdiméglich, dass das angewendete
Stimulationsprotokoll die Synapsen noch nicht aichend beanspruchte, um einen
Effekt des GAD65-Mangels sichtbar zu machen. Fértder erzeugte Beanspruchung
der Synapse reichte offensichtlich die GAD 67 zwrdistellung GABA-haltiger
Vesikel aus. Aul3erdem konnten Vesikel aus dem Repgeol in den ,readily releasable
Pool* Uberfihrt und zur Ausschittung bereitgestetirden sein. Unter der Annahme
dass die Stimulation die Grenzen synaptischer Beaokbarkeit noch nicht erreicht
hatte, entspricht dieses Ergebnis den Erkenntniasdarer Studien, die gezeigt haben,
dass ein GAD65-Mangel sich nicht auf die basalesdigyung mit GABA auswirkt, da
GADG67 im adulten Gehirn den grol3ten Teil des GABwsstellt. Zur Depression der

zweiten Pulsfolge bei einem kurzen Intervall zwestlden Pulsfolgen ist anzumerken,
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dass alle Zellen zu diesem Zeitpunkt bereits 8 f2Ise durchlaufen hatten. Obwohl
dies durchaus im Bereich einer normalen synaptis@&wanspruchung liegt, ist nicht
vollig auszuschlieBen, dass es bereits zu eineer3é@ssierung der postsynaptischen
Rezeptoren gekommen ist.

Die in dieser Studie gefundene Erh6hung der Frenusgontaner postsynaptischer
Miniaturstrome in GAD65-defizienten Neuronen wutidsher in keiner anderen Studie
beschrieben und er6ffnet neue Ansatze zur Wirkungd uAufgabe der
Glutamatdecarboxylase 65 im gesunden Organismugarndmen mit der festgestellten
schwereren Ausldsbarkeit evozierter inhibitoriscB&Ome ergeben sich Hinweise auf
eine wichtige Rolle dieses Enzyms in der Neuro- 8gdaptogenese. Die Wirkung, die
GADG65 auf die Entwicklung des zentralen Nervensysteind das essentiell wichtige
Gleichgewicht aus Inhibition und Exzitation hatllt®oin weiteren Studien genauer
untersucht werden. Da die Amygdala als Zentrum \denarbeitung von Emotionen,
eine alte Gehirnregion ist, die sich im Laufe deoldtion wenig verandert hat (Barton
et al., 2002), kénnten sich so schlie3lich Hinweasé das Verstandnis verschiedener

Stérungen im Menschen ergeben.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde mittels Patch-Clamp-Techdik Auswirkung einer genetisch
determinierten Defizienz der Glutamatdecarboxyl&se auf die synaptischen und
zellularen Eigenschaften von Zellen in der lateraltmygdala (LA) der Maus
untersucht. Obwohl das Fehlen der GADGE5, als eile@sbeiden Enzyme, die GABA
produzieren, bei adulten Tieren keine Veranderuzgy @ABA-Levels bewirkt hat ihre
Defizienz weitreichende Auswirkungen. Die LA iss @entrum fur Angst- und Flucht-
reflexe fUr die Integration verschiedener Stimwd bngstassoziierten Lernvorgangen
unabdingbar (LeDoux et al., 1990a) und steht damit Zusammenhang mit
Verhaltensauffalligkeiten GAD65 defizienter Tier€afselow and LeDoux, 1999;
Rodrigues et al., 2004). Diese Arbeit wurde mit de&mel durchgeflhrt elektro-
physiologische Merkmale und synaptische EigensehafGAD65 defizienter im
Vergleich zu heterozygoten GAD65+/- und GAD65+/+ulmen zu identifizieren.

Es konnte gezeigt werden dass die passiven undeaklflembraneigenschaften sowie
die Membrankapazitat in den drei untersuchten Ggot nicht oder nur geringfligig
verandert sind. Die Mechanismen zur Interaktion ervenzellen untereinander sind
also intakt.

Die Analyse der mIPSCs ergab eine signifikante Gk@egerhohung in GADG5-/-
Neuronen. Dies weist auf eine erhdhte Freisetzualgsseheinlichkeit von
Transmittermolekilen in der Prasynapse oder eineanterung der synaptischen
Verbindungen der Neurone untereinander hin. Unténsougen zur Neurogenese bei
GADG65 Defizienz kdnnten weitere Erkenntnisse liefeDie Amplitude der mIPSCs
war tendenziell in GAD65 defizienten Neuronen vert@rt. Dieser Erniedrigung
konnte eine Verminderung der Dichte der postsysapén Rezeptoren oder der Menge
des freigesetzten Neurotransmitters zugrunde liegen

Des Weiteren wurde die Kinetik der mIPSCs untersubie Abklingzeitkonstante
war in GADG65-/- signifikant niedriger als in denitden anderen Genotypen. Dies ist ein
Hinweis auf eine verdnderte Zusammensetzung detsy@ptischen GABA
Rezeptoren und resultiert in einer schnelleren \&hedtegbarkeit der Zelle.

Um weitere Parameter der synaptischen Ubertragumgscien GABAergen
Interneuronen und Projektionsneuronen untersuchen kdnnen wurde eine

extrazellulare Stimulationselektrode in der latenaRmygdala platziert. Eine deutliche
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Zusammenfassung

Paired Pulse Faszilitierung in allen drei Genotypen Stimulation mit 5 Hz machte
deutlich, dass die Vorgange des Vesikelzyklus in Rigisynapse auch bei GAD65-
Defizienz intakt sind. Gegen Ende des Stimulatiooigikolls kam es, wahrscheinlich
durch Desensitisierung und ,Down“-Regulierung deABA s-Rezeptoren, in allen
Gruppen zu einer Abnahme der ausgeldsten Amplitude.

Es konnte gezeigt werden dass zur Auslésung einesmigireleases in GAD65-/-
signifikant hohere Spannungen notwendig sind al&SAD65+/- und in GAD65+/+.
Eine Erklarung wére eine erhdhte Schwelle zur \@&aiksschittung in GAD65-/-
Interneuronen, eine verminderte Anzahl von Interoeen oder eine verminderte
Anzahl GABAerger Synapsen. Die errechnete ausgelstplitude pro Volt Spannung
in GADG65-/- war nur knapp 30 % so grol3 wie die Aiyae in GAD65+/+. Da die
anderen gefundenen Ergebnisse gegen Veranderurg@osisynaptischen Rezeptoren
und der prasynaptischen Freisetzungswahrscheiglictgprechen, ist eine mdogliche
Erklarung eine Veranderung der synaptischen Velssiga der Inter- und
Projektionsneurone.

Da angenommen wird, dass GAD65 zur Bereitstellumgp \GABA unter hoher
synaptischer Beanspruchung dient, wurde diese deinghhdhere Anzahl von Pulsen in
einer hoheren Frequenz simuliert. Bei einem groiderstimulationsintervall kam es
zu einer Faszilitierung zwischen den ersten PutlrPulsfolgen. Bei einem niedrigen
Interstimulationsintervall von 0,5 sek konnte eileechte Depression nachgewiesen
werden. Durch dieses Stimulationsprotokoll konnggn& schnellere Erschoépfung der
GABA-Ausschuttung in GAD65-/- nachgewiesen werden.

Diese Arbeit liefert neue Hinweise darauf, dass GBDQvichtige Charakteristika der
synaptischen Ubertragung beeinflusst. Das Fehlen ®AD65 hat deutliche
Auswirkungen auf die spontane und evozierte Tratterfrieisetzung. Die Ursachen
dieser Veradnderungen muissen in weiteren Studieraugen untersucht werden.
Besonders die Untersuchung der Rolle von GAD undB&An der Neurogenese
konnte wichtige neue Erkenntnisse bringen. Veramggn der synaptischen
Ultrastruktur kénnten mittels Elektronenmikroskopidasst werden. Aul3erdem sollten
die hier vorgestellten Daten an &lteren Tieren [itbér werden. Durch kombinierte
Verhaltens- und elektrophysiologische Studien kansieh Zusammenhénge der hier

gefundenen Phanomene mit Verhaltensanderungersuaban lassen.

-69 -



Literaturverzeichnis

6 Literaturverzeichnis

(1) Abidin I, Eysel UT, Lessmann V, Mittmann T, 2008ngaired GABAergic
inhibition in the visual cortex of BDNF heterozygoknock out miceJ Physiol

Epub ahead of print

(2) Adolphs R, Tranel D, Damasio H, Damasio AR, 1998arFand the human
amygdalaJ Neurosci 15(9):5879-91.

(3) Adolphs R, Tranel D, Damasio AR, 1998. The humanygdala in social
judgementNature. 292:470-4.

(4) Adolphs R, Tranel D, Hamann S, Young AW, Calder Riglps EA, Anderson A,
Lee GP, Damasio AR, 1999. Recognition of facial @amoin nine individuals with

bilateral amygdala damagseuropsychologia 37:1111-7.

(5) Aggleton JP, Kentridge RW, Sembi S, 1992. Lesiohghe fornix but not the
amygdala impair the acquisition of concurrent diegration by ratsBehav Brain
Res 48(2):103-12.

(6) Akerman CJ, Cline HT, 2007. Refining the roles dkBAergic signalling during
neural circuit formationTrends Neurosci 30(8):382-9.

(7) Alagarsamy S, Sorensen SD, Conn PJ, 2001. Cooediegtilation of metabotropic
glutamate receptor&urr Opin Neurobiol . 11:357-62.

(8) Alger BE and Nicoll RA, 1982. Feed-forward dendritinhibition of rat
hippocampal pyramidal cells studies in vitdd?hysiol. 328:105-23.

(9) Allen C and Stevens CF, 1994. An evaluation of eadsr unreliability of synaptic
transmissionProc Natl Acad Sci USA 91(22):10380-3.

-70 -



Literaturverzeichnis

(10) Asada H, Kawamura Y, Maruyama K, Kume H, Ding RGFY, Kanbara N,
Kuzume H, Sanbo M, Yagi T, Obata K, 1996. Mice lagkthe 65 kDa Isoform of
Glutamic Acid Decarboxylase (GAD65) Maintain Normadvels of GAD67 and
GABA in Their Brains but are Susceptible to Seisuf@iochem Biophys Res
Commun. 229:891-5.

(11) Asada H, Kawamura Y, Maruyama K, Kume H, Ding R@nkara N, Kuzume
H, Sanbo M, Yagi T, Obata K, 1997. Cleft palate aletreased brain gamma-
aminobutyric acid in mice lacking the 67-kDa is@forof glutamic acid
decarboxylase?roc Natl Acad Sci USA 94:6496-9.

(12) Atluri PP and Regehr WG, 1996. Determinants oftime course of facilitation
at the granule cell to Purkinje cell synapséleurosci 16:5661-71.

(13) Augustin I, Rosenmund C, Sudhof TC, Brose N, 1989nc13-1 is essential for
fusion competence of glutamatergic synaptic vesitlature. 400(6743):457-61.

(14) Barker JL, Behar T, Li YX, Liu QY, Ma W, Maric D, Btic |, Schaffner AE,
Serafini R, Smith SV, Somogyi R, Vautrin JY, Wen X{ian H, 1998. GABAergic
cells and signals in CNS developmédngrspect Dev Neurobial 5(2-3):305-22.

(15) Barton RA, Aggleton JP, Grenyer R, 2002. Evolutignaoherence of the
mammalian amygdal®roc Biol Sci 270(1514):539-43.

(16) Bauer EP and LeDoux JE, 2004. Heterosynaptic leng-tpotentiation of
inhibitory interneurons in the lateral amygdaldeurosci 24(43):9507-12.

(17) Ben-Ari Y, 2002. Excitatory actions of gaba duridgvelopment: the nature of
the nurtureNat Rev Neurosci 3(9):728-39.

(18) Betz WJ and Bewick GS, 1992. Optical analysis ofagyic vesicle recycling at

the frog neuromuscular junctio8cience 255:200-3.

-71 -



Literaturverzeichnis

(19) Bier M, Kits KS, Borst JG, 1996. Relation betweaertimes and amplitudes of
GABAergic postsynaptic current3.Neurophysiol. 75(3):1008-1012.

(20) Bir6 AA, Holderith NB, Nusser Z, 2006. Release Ruolitiy-Dependent
Scaling of the Postsynaptic Responses at Singlepddampal GABAergic
Synapses] Neurosci 26(48):12487-12496.

(21) Bordi F and LeDoux JE, 1994. Response propertissgle units in areas of rat
auditory thalamus that project to the amygdalaAdoustic discharge patterns and

frequency receptive fieldExp Brain Res 98(2):261-74.

(22) Bormann J, 1988. Electrophysiology of GABAA and GREB receptor
subtypesTrends Neurosci 11(3):112-6.

(23) Bormann J, 2000. The “ABC” of GABA receptor§rends Pharmacol Sci
21(1):16-9.

(24) Bowers G, Cullinan WE, Herman JP, 1998. Regionifipecegulation of
glutamic acid decarboxylase (GAD) mRNA expressiorcentral stress circuits.
Neurosci 18(15):5938-47.

(25) Bowery NG, Bettler B, Froestl W, Gallagher JP, Ml F, Raiteri M, Bonner
Tl, Enna SJ, 2002. International Union of Pharmagypl XXXIIl. Mammalian y-
Aminobutyric AcidB Receptors: Structure and FunetioPharmacol Rev
54(2):247-64.

(26) Carlsen J, 1988. Immunocytochemical localizatiorglotamate decarboxylase
in the rat basolateral amygdaloid nucleus, withcedereference to GABAergic

innervation of amygdalostriatal projection neurah€omp Neurol. 273:513-26.

-72-



Literaturverzeichnis

(27) Castillo PE, Malenka RY, Nicoll RA, 1997. Kainateceptors mediate a slow
postsynaptic current in hippocampal CA3 neurdieture. 388:182-6.

(28) Cathala L, Misra C, Cull-Candy S, 2000. Developrakptofile of the changing
properties of NMDA receptors at cerebellar mos®eifigranule cell synapses3.
Neurosci 20:5899-5905.

(29) Chapman PF, Kairiss EW, Keenan Cl, Brown TH, 199@hg-term synaptic
potentiation in the amygdal&ynapse 6(3):271-8.

(30) Chattopadhyaya B, Di Cristo G, Wu CZ, Knott G, Kmahn S, Fu Y, Palmiter
RD, Huang ZJ, 2007. GAD67-mediated GABA synthesid aignalling regulate
inhibitory synaptic innervation in the visual cott®euron. 54(6):889-903.

(31) Chen YA, Scales SJ, Patel SM, Doung YC, Scheller, RBO9. SNARE
complex formation is triggered by Ca2+ and driveembrane fusion.Cell.
97(2):165-74.

(32) Christgau S, Aanstoot HJ, Schierbeck J, Begley KllimT S, Hejnaes K,
Baekkeskov S, 1992. Membrane anchoring of the atigen GADG65 to
microvesicles in pancreatic beta-cells by palmatgh in the NH2-terminal
domain.J Cell Biol. 118:309-320.

(33) Collingridge GL and Lester RAJ, 1989. Excitatoryiamacid receptors in the

vertebrate central nervous systdtharmacol Rev 41:143-210.

(34) Condie BG, Bain G, Gottlieb DT, Capecchi M, 199TefCpalate in mice with a
targeted mutation in the gamma-aminobutyric acmipcing enzyme glutamic acid
decarboxylaseProc Natl Acad Sci USA 94(21):11451-5.

-73-



Literaturverzeichnis

(35) Corbett R, Fielding S, Cornfeldt M, Dunn RW, 199GABAmMimetic agents
display anxiolytic-like effects in the social indetion and elevated plus maze

proceduresPsychopharmacology (Berl) 104(3):312-6.

(36) Davis M, Rainnie D, Cassell M, 1994. Neurotransioissn the rat amygdala
related to fear and anxiefJrends Neurosci 17:208-14.

(37) de Gelder B, Snyder J, Greve D, Gerard G, HadjikiNgn2004. Fear fosters
flight: a mechanism for fear contagion when pericgjvemotion expressed by a
whole body.Proc Natl Acad Sci USA 101(47):16701-6.

(38) Delaney KR and Tank DW, 1994. A quantitative meeswent of the
dependence of short-term synaptic enhancementesymaptic residual calciund.
Neurosci 14:5885-5902.

(39) Dingledine R, Borges K, Bowie D, Traynelis SF, 1998e glutamate receptor
ion channelsPharmacol Rev 51:7-61.

(40) Dulobova I, Yamaguchi T, Arac D, Li H, Huryeva 1,iMSW, Rizo J, Sudhof
TC, 2003. Convergence and Divergence in the mesitendbf SNARE binding by
Secl/Muncl8-like protein®roc Natl Acad Sci USA 100(1):32-7.

(41) Edmonds B, Gibb AJ, Colquhoun D, 1995. Mechanismsadivation of
glutamate receptors and the time course of excytatgnaptic currentsAnnu Rev
Physiol. 57:495-519.

(42) Eghbali M, Curmi JP, Birnir B, Gage PW, 1997. Hippmpal GABA(A)
channel conductance increased by diazeNature. 388(6637):71-5.

(43) Engel D, Pahner I, Schulze K, Frahm C, Jarry H, &tlilger G, Draguhn A,
2001. Plasticity of rat central inhibitory synapgesough GABA metabolismJ
Pysiol. 535.2:473-482.

-74 -



Literaturverzeichnis

(44) Erlander MG, Tillakaratne NJ, Feldblum S, Patelfbin AJ, 1991. Two genes
encode distinct glutamate decarboxyladé=uron. 7:91-100.

(45) Esclapez M and Houser CR, 1999. Up-regulation ofD63 and GAD67 in
remaining hippocampal GABA neurons in a model ahgeral lobe epilepsyJ
Comp Neurol. 412(3):488-505.

(46) Esclapez M, Tillakaratne NJK, Kaufmann DL, Tobin,Adouser CR, 1994.
Comparative Localization of two forms of glutamicich decarboxylase and their
MRNASs in rat brain supports the concepts of fumalodifferences between the
forms.J Neurosci 14(3):1834-1855.

(47) Faber ESL and Sah P, 2002. Physiological role iwa-activated potassium
currents in the rat lateral amygdalaNeurosci 22:1618-28.

(48) Faber ESL, Callister RJ, Sah P, 2001. Morphological Electrophysiological
Properties of Principal Neurons on the Rat Latefamhygdala in Vitro. J
Neurophysiol. 85:714-23.

(49) Fagg GE and Foster AC, 1983. Amino acid neurotrédttesrs and their pathway
in mammalian central nervous systé¥euroscience9:701-19.

(50) Fanselow MS, LeDoux JE, 1999. Why we think plasticinderlying Pavlovian

fear conditioning occurs in the basolateral amygdéeuron. 23(2):229-32.

(51) Farb CR and LeDoux JE, 1997. NMDA and AMPA receptor the lateral
nucleus of the amygdala are postsynaptic to ayditualamic afferentsSynapse
27:106-121.

-75 -



Literaturverzeichnis

(52) Farb CR and LeDoux JE, 1999. Afferents from ratgeral cortex synapse on
lateral amygdala neurons that express NMDA and AMfAeptors.Synapse
33:218-29.

(53) Farb CR, Aoki C, LeDoux JE, 1995. Differential Ibzation of NMDA and
AMPA receptor subunits in the lateral and basaleiuaf the amygdala: a light and

electron microscopic study.Comp Neurol. 362(1):86-108.

(54) Faulkner B and Brown TH, 1999. Morphology and pbl@yy of neurons in the
rat perirhinal-lateral amygdala ardaComp Neurol. 411(4):613-42.

(55) Fernandez-Chacon R, Konigstorfer A, Gerber SH, i@arcMatos MF, Stevens
CF, Brose N, Rizo J, Rosenmund C, Sudhof TC, 28@haptotagmin | functions as
a calcium regulator of release probabilature. 410(6824):41-9.

(56) Frerking M, Borges S, Wilson M, 1995. Variation GABA mini amplitude is

the consequence of variation in transmitter comaéinh.Neuron. 15(4):885-95.

(57) Funahashi M, Matsuo R, Stewart M, 2000. Propagatiosynchronous burst
discharges from entorhinal cortex to morphologicahd electrophysiologically

identified neurons of rat lateral amygddbaiain Res. 884:104-15.

(58) Fykse EM, Takei K, Walch-Solimena C, Geppert M,nJd& De Camilli P,
Sudhof TC, 1993. Relative properties and localoreti of synaptic vesicle protein
isoforms: the case of the synaptophysinSleursci. 13(11):4997-5004.

(59) Gakhar-Koppole N, Bengtson CP, Parlato R, Horsckdkstein V, Ciccolini F,
2008. Depolarization promotes GAD65-mediated GAByntkesis by a post-
translational mechanism in neural stem cell-derivedirons.Eur J Neurosci.
27(2):269-83.

-76 -



Literaturverzeichnis

(60) Ganguly K, Schinder AF, Wong ST, Poo M, 2001. GABgelf promotes the
developmental switch of neuronal GABAergic respendeom excitation to
inhibition. Cell. 105(4):521-32.

(61) Ge S, Goh EL, Sailor KA, Kitabatake Y, Ming GL, $piH, 2006. GABA
regulates synaptic integration of newly generaarons in the adult braiMature.
439(7076):589-93.

(62) Geigerseder C, Doepner RF, Thalhammer A, KriegeMAyerhofer A, 2004.
Stimulation of TM3 Leydig cell proliferation via GBA(A) receptors: a new role
for testicular GABA Reprod Biol Endocrinol. 2:13.

(63) Gozlan H and Ben-Ari Y, 2003. Interneurons are gharce and the targets of
the first synapses formed in the rat developinggbgampal circuitCereb Cortex
13(6):684-92.

(64) Gray EG, 1969. Electron microscopy of excitatoryl anhibitory synapses: a
brief review.Prog Brain Res 31:141-155.

(65) Guidotti A, Corda MG, Wise BC, Vaccarino F, Costa ¥983. GABAergic
synapses.  Supramolecular  organization and  bioctamicregulation.

Neuropharmacology. 22:1471-9.

(66) Hall E, 1972. The amygdala of the cat: a Golgi gtufl Zellforsch Mikrosk
Anat. 134:439-58.

(67) Hamill OP, Bormann J, Sakmann B, 1987. Mechanisnarabn permeation
through channels gated by glycine and gamma-amtgobacid in mouse cultured
spinal neuronesl Physiol. 385:243-86.

-77 -



Literaturverzeichnis

(68) Hensch TK, Fasiolini M, Matasa N, Stryker MP, Baeskov S, Kash S, 1998.
Local GABA circuit control of experience dependetssticity in developing visual
cortex.Science 282:1504-8.

(69) Hermans E and Challiss RA, 2001. Structural, sigwpland regulatory
properties of the group | metabotropic glutamatepeors: prototypic family C G-
protein-coupled receptorBiochem J 359:465-484.

(70) Hollmann M and Heinemann S, 1994. Cloned glutameteptorsAnnu Rev
Neurosci 17:31-108.

(71) Hosaka M, Hammer RE, Sudhof TC, 1999. A phosphaeswcontrols the
dynamic association of synapsins with synapticalesiNeuron. 24(2):377-87.

(72) Huntsman MM and Huguenard JR, 2006. Fast IPSCstithelamic reticular
nucleus require the GABAA receptor beta 1 subunirhysiol 572(Pt2):459-75.

(73) Itoh M and Uchimura H, 1981. Regional differencescofactor saturation of
glutamate decarboxylase (GAD) in discrete braineiwf the rat. Effect of repeated
administration of haloperidol on GAD activity inglsubstantia nigraNleurochem
Res 6:1283-9.

(74) Jenkins SA and Simmons DD, 2006. GABAergic neuiarthe lateral superior
olive of the hamster are distinguished by diffei@néxpressions of gad isoforms
during developmenBrain Res. 1111(1):12-25.

(75) Ji F, Kanbara N, Obata K, 1999. GABA and histogengsfetal and neonatal
mouse brain lacking both the isoforms of glutamiad adecarboxylaseNeurosci
Res 33(3):187-94.

-78 -



Literaturverzeichnis

(76) Jin Y, Jorgensen E, Hartwieg E, Horvitz HR, 199Be TCaenorhabditis eleagns
Gene unc-25 Encodes Glutamic Acid Decarboxylaselari®equired for Synaptic

Transmission But Not Synaptic Developmehheurosci 19(2):539-548.

(77) Kamal AM and Tombdl T, 1975. Golgi studies on timeygdaloid nuclei of the
cat.J Hirnforsch. 16:175-201.

(78) Kash SF, Johnson RS, Tecott LH, Noebels JL, MayfieD, Hanahan D,
Baekkeskov S, 1997. Epilepsy in mice deficientha 65-kDa isoform of glutamic
acid decarboxylas®roc Natl Acad Sci USA 94:14060-65.

(79) Kash SF, Tecott LH, Hodge C, Baekkeskov S, 1998reksed anxiety and
altered responses to anxoilytics in mice deficiarthe 65-kDa isoform of glutamic
acid decarboxylas@®roc Natl Acad Sci USA 96:1698-1703.

(80) Katz B, 1969. The release of neural transmitter s&rzces. Liverpool

University Press

(81) Kaufman DL, Houser CR, Tobin AJ, 1991. Two forms thie gamma-
aminobutyric acid synthetic enzyme glutamate dewardase have distinct

intraneuronal distributions and cofactor interatsid Neurochem 56:720-3.

(82) Kemppainen S, Pitkdanen A, 2000. Distribution ofvadloumin, calretinin, and
calbindin-D(28k) immunoreactivity in the rat amyd¢md complex and

colocalization with gamma-aminobutyric acldComp Neurol. 426(3):441-67.

(83) Kidd FL, Coumis U, Collingridge GL, Crabtree JW,ads JT, 2002. A
presynaptic kainite receptor is involved in reguigtde dynamic properties of

thalamocortical synapses during developmiieuron. 34(4):635-46.

(84) Knaus P, Marqueze-Pouey B, Scherer H, Betz H, 1898aptoporin, a novel

putative channel protein of synaptic vesicisuron. 5(4):453-62.

-79 -



Literaturverzeichnis

(85) Kohara K, Yasuda H, Huang Y, Adachi N, Sohya K, msto T, 2007. A local
reduction in cortical GABAergic synapses after sslof endogenous brain-derived
neurotrophic factor, as revealed by single-cellegknock-out methodl Neurosci
27(27):7234-44.

(86) Konnerth A, Llano I, Armstrong CM, 1990. Synaptiarents in cerebellar
purkinje cellsProc Ntl Acad Sci USA 87:2662-5.

(87) Kono S, Miyajima H, Sugimoto M, Suzuki Y, TakahadhiHishida A, 2001.
Stiff-person syndrome associated with cerebellaxiat and high glutamic acid
decarboxylase antibody titdntern Med . 40(9):968-71.

(88) Krettek JE and Price JL, 1977. The cortical progext of the mediodorsal

nucleus and adjacent thalamic nuclei in the¥&omp Neurol. 171(2):157-91.

(89) Krnjevic K, 1974. Chemical nature of synaptic trnanssion in vertebrates.
Physiol Rev 54:418-540.

(90) Lang EJ and Paré D, 1997. Similar inhibitory preessdominate the responses
of cat lateral amygdaloid projection neurons to irthearious afferents.J
Neurophysiol. 77:341-52.

(91) Lang EJ and Parée D, 1998. Synaptic responsiverfesgeoneurons of the cat

lateral amygdaloid nucleulleuroscience 83:877-89.

(92) LeDoux JE, Cicchetti P, Xagoraris A, Romanski LM990a. The lateral
amygdaloid nucleus: sensory interface of the amiggda fear conditioning.J
Neurosci 10(4):1062-9.

(93) LeDoux JE, Farb C, Ruggiero DA, 1990b. Topogrammganization of neurons
in the acoustic thalamus that project to the amigydaNeurosci 10(4):1043-54.

-80 -



Literaturverzeichnis

(94) Levine J, Chengappa KN, Gershon S, Drevets W, 2Diferentiating primary
pathophysiologic from secondary adaptational preeeBepress Anxiety 14:105-
111.

(95) Levitt P, 2005. Disruption of interneuron developm&npilepsia. 7:22-8.

(96) Li H and Rogawski MA, 1998. GluR5 kainate receptoediated synaptic
transmission in rat basolateral amygdala in vitteuropharmacology. 37:1279-86.

(97) Liu Y and Edwards RH, 1997. The role of vesiculeansport proteins in

synaptic transmission and neuronal degenerafionuv Rev Neurosci 20:125-56.

(98) Llinas R, Steinberg 1Z, Walton K, 1981. Relationstetween presynaptic
calcium current and postsynaptic potential in sqgidnt synapseBiophys J.
33(3):323-51.

(99) Llinds R, Gruner JA, Sugimori M, McGiunness TL, @mgard P, 1991.
Regulation by synapsin | and Ca(2+)-calmodulin-ceieat protein kinase Il of the
transmitter release in squid giant synagsehysiol 436:257-82.

(100) LoTurco JJ, Owens DF, Heath MJS, Davis MBE, KriegsAR, 1995. GABA
and glutamate depolarize cortical progenitor califsl inhibit DNA synthesis.
Neuron. 15:1287-98.

(101) Luskin MB, Price JL, 1983. The topographic orgat@aof associational fibers
of the olfactory system in the rat, including céuogal fibers to the olfactory bulld.
Comp Neurol. 216(3):264-91.

(102) Mahanty NK and Sah, P, 1998. Calcium-permeable AMBéeptors mediate
long-term potentiation in interneurons in the amglgd\Nature. 394:683-7.

-81-



Literaturverzeichnis

(103) Marowsky A, Yanagawa Y, Obata K, Vogt KE, 2005. gesialized subclass of
interneurons mediates dopaminergic facilitatiorawfygdala functionNeuron. 48,
1025-37.

(104) Martin DL, Martin SB, Wu SJ, Espina N, 1991. Redotg Properties of Brain
Gluatmate Decarboxylase (GAD): The Apoenzyme of GéPresent principally as
the smaller of two molecular forms of GAD in brainNeurosci 11(9):2725-2731.

(105) Marty S, Berzaghi MdaP, Berninger B, 1997. Neunghios and acticity-
dependent plasticity of cortical interneuromsends Neurosci 20:198-202.

(106) Marty S, Wehrlé R, Sotelo C, 2000. Neuronal Acyivind Brain-Derived
Neurotrophic Factor Regulate the Density of Inlbit Synapses in Organotypic
Slice Cultures of Postnatal Hippocampii®eurosci 20(21):8087-8095.

(107) Mascagni F and McDonald AJ, 2003. Immunohistochaimtbaracterization of
cholecystokinin containing neurons in the rat baigwhl amygdalaBrain Res.
976:171-84.

(108) McDonald AJ, 1982. Cytoarchitecture of the cenénalygdaloid nucleus of the
rat.J Comp Neurol. 208:401-18.

(109) McDonald AJ, 1998. Cortical pathways to the mamamalamygdalaProg
Neurobiol. 55(3):257-332.

(110) McDonald AJ and Augustine JR, 1993. Localization G&fABA-like
immunoreactivity in the monkey amygdaNeuroscience 52:281-94.

(111) McDonald AJ and Bettette RL, 2001. Parvalbumin-agmnhg neurons in the rat
basolateral amygdala: morphology and co-localimatad Calbindin-D (28kD).
Neuroscience102:413-25.

-82 -



Literaturverzeichnis

(112) McDonald AJ and Mascagni F, 2001. Colocalizatiocatium-binding proteins
and GABA in neurons of the rat basolateral amygdeéairoscience 105:681-93.

(113) Miller LP and Walters JR, 1979. Effects of depdation on cofactor regulation
of glutamic acid decarboxylase in substantia ngyaaptosomes]J Neurochem
33:533-539.

(114) Millhouse OE and DeOlmos J, 1983. Neuronal conéigans in lateral and
basolateral amygdaldleuroscience 10:1269-1300.

(115) Moon MS, Cho EW, Byun HS, Jung IL, Kim IG, 2004. BA7KD antisense in
colon cancer cells inhibits cell growth and semsgito butyrate and pH reduction
and H202 and gamma-radiatigkrch Biochem Biophys 430(2):229-36.

(116) Moss SJ, Smart TG, 2001. Constructing inhibitonyagysesNat Rev Neurosci
2(4):240-250.

(117) Muller JF, Mascagni F, McDonal AJ, 2006. Pyramicklls of the rat basolateral
amygdala: synaptology and innervation by parvallouimmunoreactive
interneuronsJ Comp Neurol. 494(4):635-50.

(118) Nakashima M, Uemura M, Yasui K, Ozaki HS, Tabatal&n A, 2000. An
anterograde and retrograde tract-tracing studitherprojections from the thalamic
gustatory area in the rat: distribution of neurpngjecting to the insular cortex and
amygdaloid compleXNeurosci Res 36(4):297-309.

(119) Nicoll RA, Malenka RC, Kauer JA, 1990. Functionalor@parison of
Neurotransmitter Receptor Subtypes in Mammalian tt@erNervous System.
Physiol Rev 70(2):513-565.

(120) Nowak L, Bregestovski P, Ascher P, Herbet A, Praota A, 1984. Magnesium

gates glutamate-activated channels in mouse cemdtabnesNature. 307:462-5.

-83 -



Literaturverzeichnis

(121) Nusser Z, Cull-Candy S, Farrant M, 1997. Differende synaptic GABA(A)
receptor number underlie variation in GABA mini diyzle. Neuron. 19(3):697-
709.

(122) Nusser Z, 2002. Release-independent short-ternlitééion at GABAergic
synapses in the olfactory buldeuropharmacology 43(4):573-83.

(123) Ohba S, lkeda T, Ikegaya Y, Nishiyama N, MatsukiYymada MK, 2005.
BDNF locally potentiates GABAergic presynaptic miaehies: target-selective
circuit inhibition. Cereb Cortex 15(3):291-8.

(124) Okada Y, Taniguchi H, Schimada C, 1976. High cotre¢gion of GABA and
high glutamate decarboxylase activity in rat paaticaslets and human insulinoma.
Science 194:620-2.

(125) Olsen RW, 1982. Drug interactions at the GABA recepnophore complex.
Annu Rev Pharmacol Toxicol 22:245-277.

(126) Palmer CL, Cotton L, Henley JM, 2005. The molecydaarmacology and cell
biology of alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxégaropionic acid receptors.
Pharmacol Rev 57(2):253-77.

(127) Paré D and Smith Y, 1998. Intrinsic circuitry ofettamygdaloid complex:

common principles of organization in rats and catends Neurosci 21(6):240-1.

(128) Paré D, Pape HC, Dong J, 1995. Bursting and oBoijaneurons of the cat
basolateral amygdaloid complex in vivo: electropblpgical properties and

morphological featuresl. Neurophysiol 74:1179-91.

-84 -



Literaturverzeichnis

(129) Patel AB, de Graaf RA, Martin DL, Battagliolo G, lB& KL, 2006. Evidence
that GAD65 mediates increased GABA synthesis duntgnse neuronal activity in
vivo. J Neurochem 97(2):385-96.

(130) Perkel DJ, Hestrin S, Sah P, Nicoll RA, 1990. Eattiiry synaptic currents in
purkinje cellsProc R Soc Lond B Biol Sci241:116-21.

(131) Petrovich GD, Canteras NS, Swanson LW, 2001. Coatbial amygdalar
inputs to hippocampal domains and hypothalamic WWehasystems.Brain Res
Rev. 38(1-2):247-89.

(132) Perrais D and Ropert N, 1999. Effect of zoldipem rmomiature IPCSc and
occupancy of postsynaptic GABAA receptors in cdngynapses.J Neurosci
19(2):578-88.

(133) Pin JP and Duvoisin R, 1995. The metabotropic ghata receptors: structure
and functionNeuropharmacology. 34:1-26.

(134) Pitkdnen A, Savander V, LeDoux JE, 1997. Orgaropabf intra-amygdaloid
circuitries in the rat : an emerging framework forderstanding functions of the
amygdalaTrends Neurosci 20(11):517-23.

(135) Pitkdnen A, Pikkarainen M, Nurminen N., Ylinen AQ®. Reciprocal
connections between the amygdala and the hippodafopaation, perirhinal
cortex, and postrhinal cortex in rat. A reviedwmn N Y Acad Sci 911:369-91.

(136) Rodrigues SM, Schafe GE, LeDoux JE, 2001. Intragdala blockade of the
NR2B subunit of the NMDA receptor disrupts the dsgtion but not the expression
of fear conditioningJ Neurosci 21:6889-96.

-85 -



Literaturverzeichnis

(137) Rodrigues SM, Schafe GE, LeDoux JE, 2004. Molecukaechanisms
underlying emotional learning and memory in theedat amygdala.Neuron.
44(1):75-91.

(138) Roerig B and Feller MB, 2000. Neurotransmitters aBdp Junctions in
developing neural circuit®rain Res Rev 32:86-114.

(139) Rohrbacher J, Jarolimek W, Lewen A, Misgeld U, 19%ABAg receptor-
mediated inhibition of spontaneous inhibitory sym@agurrents in rat midbrain
culture.J Physiol 500.3 739-749.

(140) Royer S and Paré D, 2003. Conservation of totalpsiyn weight through
balanced synaptic depression and potentiahiature. 422:518-22.

(141) Sah P, Faber ESL, Lopez de Armentia M, Power J320bie Amygdaloid
Complex: Anatomy and Physiologyhysiol Rev 83:803-34.

(142) Samson RD, Paré D, 2006. A spatially structuredvort of inhibitory and
excitatory connections directs impulse traffic withthe lateral amygdala.
Neuroscience 141:1599-1609.

(143) Scharfman HE, 2007. The neurobiology of epilepSurr Neurol Neurosci
Rep. 7(4):348-54.

(144) Schmid SL, 1997. Clathrin-coated vesicle formatanmd protein sorting: an
integrated proces&\nnu Rev Biochem 66:511-48.

(145) Shaban H, Humeau Y, Herry C, Cassasus G, ShigeRo@iocchi S, Barbieri
S, Putten van der H, Kaupmann K, Bettler B, Lithi 2006. Generalization of
amygdala LTP and conditioned fear in the absencpregynaptic inhibitionNat
Neurosci 9(8):1028-1035.

- 86 -



Literaturverzeichnis

(146) Sheng M, 1997. Excitatory synapses. Glutamate teremput in their place.
Nature. 386(6622):221-23.

(147) Shi CJ, Cassell MD, 1997. Cortical, thalamic, antygdaloid projections of rat
temporal cortexJ Comp Neurol. 382(2):153-75.

(148) Shi CJ, Cassell MD, 1998. Cortical, thalamic, angygdaloid connections of
the anterior and posterior insular cortice€omp Neurol. 399(4) :440-68.

(149) Shi CJ and Davis M, 2001. Visual Pathways Involwed~ear Conditioning
Measured witch Fear-Potentiated Startle: Behaviamad Anatomic StudiesJ
Neurosci 21(24):9844-55.

(150) Shimada T, Matsumoto K, Osanai M, Matsuda H, TevasK, Watanabe H,
1995. The modified light/dark transition test incet evaluation of classic and

putative anxoilytic and anxiogenic drugsen Pharmacol 26:205-10.

(151) Shinnick-Gallagher P, McKernan MG, Xie J, Zinebi 2803. L-type voltage-
gated calcium channels are involved in the in vawal in vitro expression of fear
conditioning.Ann N Y Acad Sci 985:135-49.

(152) Sieghart W, 1995. Structure and Pharmacologyy-#minobutyric AcidA
Receptor Subtypefharmacol Rev 47(2):181-233.

(153) Sieghart W, 1992. GABAA receptors: ligand-gated 16t channels modulated
by multiple drug-binding site§.rends Pharmacol Sci 13(12):446-50.

(154) Smith Y and Paré D, 1994. Intra-amygdaloid progediof the lateral nucleus in
the cat: PHA-L anterograde labelling combined witbstembedding GABA and

glutamate immunocytochemistty Comp Neurol. 342:232-48.

-87 -



Literaturverzeichnis

(155) Smith Y, Paré D, Paré JF, 2000. Differential inagion of parvalbumin-
immunoreactive interneurons of the basolateral atalgd complex by cortical and
intrinsic inputs.J Comp Neurol. 416:496-508.

(156) Stevens CF and Williams JH, 2007. Discharge of rdedily releasable pool
with action potentials at hippocampal synapsdseurophysiol 98(6):3221-9.

(157) Study RE and Barker JL, 1981. Diazepam and (--}gierbital: fluctuation
analysis reveals different mechanisms for potaotiabf gamma-aminobutyric acid
responses in cultured central neurdf®c Natl Acad Sci USA 78:7180-4.

(158) Sugita S and Suadhof TC, 2000. Specificity of Ca2pehdent protein
interactions mediated by the C2A domains of syrtagtoins. Biochemistry.
39(11):2940-9.

(159) Sudhof TC, 2002. Synaptotagmins: why so madyBiol Chem. 277(10):7629-
32.

(160) Szabo G, Kartarova Z, Hoertnagl B, Somogyi R, Sperk2000. Differential
regulation of adult and embryonic glutamate decaylases in rat dentate granule

cells after kainite-induced limbic seizurdguroscience 100(2):287-95.

(161) Szinyei C, Heinbockel T, Montagne J, Pape HC, 20®@&ative cortical and
thalamic inputs elicit convergent excitation in applation of GABAergic

interneurons of the lateral amygdald\Neurosci 20:8909-8915.

(162) Szinyei C, Stork O, Pape HC, 2003. ContributiolN&2B subunits to synaptic

transmission in amygdaloid interneurod$\Neurosci 23:2549-56.

(163) Tao HW and Poo MM, 2000. Retrograde signalling exttal synapses?roc
Natl Acad Sci USA 98:11009-11015.

- 88 -



Literaturverzeichnis

(164) Tian N, Petersen C, Kash S, Baekkeskov S, CopenHaghlicoll R, 1999. The
role of the synthetic enzyme GADG65 in the contrioheuronaly-aminobutyric acid
releasePNAS. 96(22):12911-16.

(165) Tillakaratne NJ, Erlander MG, Collard MW, Greif KHobin AJ, 1992
Glutamate decarboxylase in nonneural cells of @atis and oviduct: differential
expression of GAD65 and GAD6J.Neurochem 58:618-27.

(166) Titz S, Hans M, Kelsch W, Lewen A, Swandulla D, k&l U, 2003.
Hyperpolarizing inhibition develops without trophsapport by GABA in cultured
rat midbrain neurongl. Physiol 550(Pt3):719-30.

(167) Trigo FF, Chat M, Marty A, 2007. Enhancement of GXABelease through
endogenous activation of axonal GABA(A) receptansjuvenile cerebellumJ
Neurosci 27(46):12452-63.

(168) Tsien JZ, 2000. Linking Hebb's coincidence-detectio memory formation.
Curr Opin Neurobiol . 10:266-73.

(169) van Ooyen A, Bosman L, Brussaard A, 2004. Influesicthe decay time of the
GABAergic postsynaptic current on the spatial sgreaf network activity.
Neurocomputing. 58-60: 291-295.

(170) Vautrin J, Schaffner AE, Barker JL, 1994. Fast pnaptic GABAA receptor-
mediated Cl- conductance in cultured rat hippocdampeurons. J Physiol
479(Pt1):53-63.

(171) Verhage M, Maia AS, Plomp JJ, Brussaard AB, HeeralHa Vermeer H,
Toonen RF, Hammer RE, van den Berg TK, Missler Muge HJ, Sudhof TC,
2000. Synaptic assembly of the brain in the absehceurotransmitter secretion.
Science 287(5454):864-9.

-89 -



Literaturverzeichnis

(172) Vicario-Abejon C, Collin C, McKay RD, Segal M, 1998eurotrophins induce
formation of functional excitatory and inhibitoryyreapses between cultured

hippocampal neurond.Neurosci 18:7256-71.

(173) Wardle RA and Poo MM, 2003. Brain-derived neurolviopfactor modulation
of GABAergic synapses by postsynaptic regulation obfloride transport.J
Neurosci 23(25):8722-32.

(174) Washburn MS and Moises HC, 1992. Electrophysioklgand morphological
properties of rat basolateral amygdaloid neurororoed in vitro.J Physiol
449:121-54.

(175) Wisden W and Seeburg PH, 1993. Mammalian ionotrghitamate receptors.
Curr Opin Neurobiol . 3:291-8.

(176) Woodruff AR, Monyer H, Sah P, 2006. GABAergic Extibn in the basolateral
amygdalaJ Neurosci 26(46):11881-7.

(177) Wu H, Jin Y, Buddhala C, Osterhaus G, Cohen EHJiwei J, Davis K, Obata
K, Wu JY, 2007. Role of glutamate decarboxylase ppAsoform, GADG65, in
GABA synthesis and transport into synaptic vesiclegvidence from GADG65-
knockout mice studie®rain Res. 1154:80-3.

(178) Yagi T, Nada S, Watanabe N, Tamemoto H, KohmurdkBa Y, Aizawa S,
1993. A novel negative selection for homologousnelginants using diphteria toxin
A fragment geneAnal Biochem 214:77-86.

(179) Zhang W, Efanov A, Yang SN, Fried G, Kolare S, Bnowm, Zaitsev S,
Berggren PO, Meister B, 2000. Munc-18 associatés @&yntaxin and serves as a
negative regulator of exocytosis in the pancredtata —cell. J Biol Chem.
275(52):41521-7.

-90 -



Literaturverzeichnis

(180) Zucker RS and Regehr WG, 2002. Short-term syngpésticity. Annu Rev
Physiol. 64:355-405.

-91 -



Anhang

7 Anhang

7.1 Abkilrzungsverzeichnis

+/+ Wild-Typ

+/- heterozygote Deletionsmutante

-/- homozygote Deletionsmutante

ACSF artifizielle Cerebrospinalflissigkeit

AHP LAfter Hyperpolaryzing Potential
AMPA a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-isoxazolpropionsaure
AP Adapterprotein

ATP Adenosintriphosphat

BDNF .Brain-derived neurotrophic factor”

BSK Bluescript-SK-Vektor

CaMKaII C&*-Calmodulin-abhangige Proteinkinase |I
cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
CCK Cholezystokinin

DAG Diacylglycerol

DNQX 6,7-Dinitroquinoxaline-2,3-dion

DT-A Diphterietoxin-Fragment-A-Kassette

F1 Filialgeneration 1

GABA y-Amino-Buttersaure

GABARAP GABAAa-Rezeptor-Assoziiertes Protein
GAD Glutamat-Decarboxylase

G-Protein Guanosinnukleotid-abhangiges Protein
GRASP “GRIP1-associated scaffold protein”
GRIP “Glutamat-Rezeptor Interacting Protein”
GTP Guanosein-Triphosphat

GVG Vigabatrin

IP3 Inositoltriphosphat

IPSC ~inhibitory postsynaptic current*

ISI Interstimulationsintervall
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LA laterale Amygdala

MGIuR metabotroper Glutamat Rezeptor

mIPSC »Mminiature inhibitory postsynaptic current*
MPA Medroxyprogesteronacetat

MRNA messenger Ribonukleinséaure

Ncl. Nucleus

NMDA N-methyl-D-aspartat

NPHK Tetrapeptid, bindet PLP, Asn-Pro-His-Lys
NR2B Untereinheit des NMDA-Rezeptors

OoPV Operationsverstarker

PIP2 Phsophoinositoldiphosphat

PKA Proteinkinase A

PLP Pyridoxal-5"-Phosphat

PPR “Paired Pulse Ratio”

PSD »postsynaptic density*

PSD95 “postsynaptic density protein 95 kDa”
PV Parvalbumin

RACK1 “receptor for activated C-kinase”

RIM »,Rab3 interacting molecule 3“

SNAP25 »Synaptosomal associated protein 25 kD"
SNARE ,Soluble NSF attachment receptor”

STP »short term plasticity”

T1 primarer auditorischer Kortex

T3 tertidrer auditorischer Kortex

TT2 Transparent Testa 2

TTX Tetrodotoxin

VGAT GABA-Transporter

VIP vasoaktives intestinales Peptid

X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopposide

ZNS zentrales Nervensystem
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7.2 Lebenslauf
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