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Zusammenfassung

Das vor wenigen Jahren entdeckte Neuropeptid S stellt zusammen mit seinem Rezeptor
ein hochinteressantes System der Neuromodulation mit einzigartigem Wirkungsspek-
trum dar. NPS steigert zum einen Wachheit und Aufmerksamkeit. Das NPS-System
wirkt zum anderen anxiolytisch (angstlosend), sowohl akut auf Angstlichkeit als auch
anhaltend auf spezifische Aspekte des Furchtgediichtnisses (Verminderung von Kon-
textfurcht; Verbesserung von Furchtextinktion). Die Hauptquelle von NPS im Gehirn
sind NPS-positive Neurone im Hirnstamm. NPS bindet an einen in Vertebraten hoch-
konservierten, G-Protein gekoppelten Rezeptor, dessen Stimulation zur Mobilisierung
von intrazellulirem Ca?" und Aktivierung von Proteinkinasen fiihrt. In synaptischen
Schaltkreisen der Amygdala, die fiir die Expression von Furcht sowie die Bildung und
die Expression des Furchtgedichtnisses relevant sind, fiihren diese Wirkungen zu ei-
ner gesteigerten Freisetzung des exzitatorischen Transmitters Glutamat, vor allem in
synaptischen Verbindungen zu bestimmten Populationen GABAerger Interneurone.
Polymorphismen des NPSR-Gens im Menschen sind mit Verinderungen im Schlafzyklus
sowie Panikerkrankungen assoziiert. Insgesamt zeigt das NPS-System ein einzigartiges
Profil beziiglich Spezifitit und Zeitkonstanten der Wirkung, das zum einen fiir die
Grundlagenforschung und zum anderen fiir potenzielle klinische Anwendungen von
groflem Interesse ist.

Abstract

Neuropeptide S: a new transmitter system in the brain.

The recently discovered Neuropeptide S represents — together with its cognate receptor
— a highly interesting system of neuromodulation with a unique spectrum of effects.
On one hand, NPS promotes wakefulness and arousal. On the other, NPS produces
anxiolytic (fear reducing) effects, both on acute fear expression as well as persistent
effects on specific aspects of fear memories (by reducing contextual fear memory and
enhancing fear extinction). The main source of NPS in the brain are NPS-positive neu-
rons in the brainstem. NPS is binding to a G-protein-coupled receptor that has been
highly conserved among vertebrates and receptor binding stimulates mobilization of
intracellular Ca*" and activation of protein kinases. In synaptic circuits of the amygdala
that are relevant for expression of fear or formation and recall of fear memories these
effects produce enhanced release of the excitatory transmitter glutamate, especially in
synaptic junctions to specialized populations of GABAergic interneurons. Polymorphis-
ms in the human NPSR gene have been associated with changes in sleep behaviors as
well as panic disorders. Overall, the NPS system displays a unique profile of specificity
and temporal activity that could be highly interesting for both basic research as well
as possible clinical applications.

Keywords: neuropeptide S; G-Protein-coupled receptor; amygdala; fear behaviour;
anxiety disorder

Einleitung

Etwa 10 bis 15% der Menschen im Alter zwi-
schen 18 bis 65 Jahren leiden in Deutschland
unter klinisch relevanten Angsterkrankungen
oder posttraumatischem Stress. Chronische
Angsterkrankungen fiihren zu erheblichen
Einbuflen der Lebensqualitdt der Betrof-
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fenen. Die Erforschung der neurobiolo-
gischen Grundlagen von Angst und Stress
ist demzufolge gleichsam wissenschaftlich
als auch klinisch und gesundheitspolitisch
von groflem Interesse. Vor allem in ein bes-
seres Verstidndnis intra- und interzelluldrer
Signalwege in den kritisch involvierten
synaptischen Netzwerken des Gehirns wer-

den groBe Erwartungen fiir die Entwicklung
gezielter medikamentdser Therapieansitze
gesetzt. Neben der Rolle der ,.klassischen®
Neurotransmitter treten immer mehr die Neu-
ropeptidsysteme in den Fokus der Forschung.
Diese spielen offenbar eine zentrale Rolle bei
der Modulation der Informationsiibertragung
in Hirnabschnitten, die mit der AuBerung von
Angst und Stress in engem Zusammenhang
stehen. Ein vor wenigen Jahren entdecktes
Neuropeptidsystem, bestehend aus dem
Neuropeptid S (NPS) und seinem Rezeptor,
zeigte in ersten Verhaltensstudien ein fiir die
Angstforschung interessantes Wirkungs-
spektrum. NPS wirkt in Mdusen und Ratten
anxiolytisch (,,angstlosend*‘) und steigert die
Wachheit der Versuchstiere (Xu et al. 2004).
Dariiber hinaus erbrachten genetische Studi-
en erste Hinweise auf eine Rezeptorvariante
mit deutlich reduzierter NPS - Wirksamkeit,
die mit Panikerkrankungen in Verbindung zu
stehen scheint (Gottlieb et al. 2007). Im Fol-
genden werden neue Erkenntnisse der NPS
-Wirkung vorgestellt, die die Mechanismen
auf molekularer, zelluldrer und Verhaltense-
bene aufschliisseln.

Neuropeptid S und der Neuropeptid
S-Rezeptor

Das im Jahre 2004 erstmalig beschriebene
NPS und der NPS-Rezeptor (NPSR) repri-
sentieren ein neues Transmittersystem, das
in verschiedenen Spezies vorkommt und dort
vor allem - aber nicht ausschlieBlich - im Ge-
hirn wirkt. Das NPS ist ein 20 Aminoséuren
langes Peptid mit einer in verschiedenen Wir-
beltierspezies hoch konservierten Sequenz,
dessen Benennung nach dem aminotermi-
nalen Serinrest (S) erfolgte (Abbildung 1 A).
NPS entsteht durch Spaltung eines langeren
Vorlauferpeptids (89 Aminosduren in der
Ratte (Xu et al. 2004)). Im Gehirn von Ratte
und Maus wird NPS-mRNA mittels in situ-
Hybridisierung vor allem in drei Kerngebie-
ten des Hirnstammes nachgewiesen: einem
Areal zwischen dem Locus coeruleus und
Barrington's Nucleus (Abbildung 1 B), einer
Region nahe dem Nucleus parabrachialis
lateralis, sowie in der Nihe des sensorischen
Hauptkerns (Nucleus principalis) des trigemi-
nalen Systems (Xu et al. 2004). NPS wird in
Neuronen exprimiert, die zusétzlich erregende
bzw. stimulierende Neurotransmitter wie z.B.
Glutamat, Acetylcholin oder CRF (,,corti-
cotropine-releasing factor*) bilden. Welche
Areale im zentralen Nervensystem von diesen
NPS-positiven Neuronen innerviert werden,
bleibt unbekannt und ist Gegenstand aktueller
Forschungsaktivitdten. Auflerhalb des ZNS
wird das NPS-Vorlauferpeptid hauptsiachlich
in endokrinen Geweben gebildet.
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A Neurgpeplid S-Sequeng:
SFRMGVGTGMEKTSFORAKS  Mensch

SFRNGYGSGACKTSFRAAKD  Maus
SFRMGVLGSGVK TSFRAAKD  Ratbs

c Extrazeluldrer Raum

Ca”-Kanal

= Ca=lonen

& Phosphata

I 1H||"nr| HHHhII

Abb. 1: NPS und der NPS-Rezeptor. A) Das 20 Aminosauren lange Peptid Neuropeptid S besitzt zwischen Mensch, Ratte und Maus eine hohe
Sequenzhomologie. Das NPS kann in allen bisher untersuchten Tetrapoden gefunden werden, fehit allerdings bei den Fischen. B) Nachweis
von NPS-exprimierenden Zellen im Hirnstamm der Ratte mittels in situ-Hybridisierung gegen die mRNA des NPS-Vorlauferpeptids (weif). Die
NPS-positiven Zellen liegen neben den Tyrosinhydroxylase-positiven (TH) Zellen des Locus coeruleus, colokalisieren aber nicht mit diesen. 4V
= 4. Ventrikel, Cb = Cerebellum. C) Die Bindung von NPS an den NPS-Rezeptor (NPSR) fiihrt iiber ein stimulierendes G-Protein (Gs) und der
Aktivierung einer Adenylatcyclase (AC) intrazellular zu einer vermehrten Synthese von cAMP. Des Weiteren fiihrt die Aktivierung des NPSR
zu einem Anstieg der intrazelluliren Ca?*-Konzentration. Diese Zunahme der Ca2*-Konzentration kann durch Offnen von Kalziumkanalen in der
Zellmembran und/oder von Kanalen im endoplasmatischen Retikulum (SER) vermittelt werden. (A bis C modifiziert nach Xu et al. 2004).

Der NPSR gehort zur Familie der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Weitere
Bezeichnungen des Rezeptors sind: GPR154,
VRRI1 oder GPRA. Der NPSR wird vor-
wiegend im ZNS exprimiert. NPSR-mRNA
findet sich zum einen in Regionen, die mit der
Informationsverarbeitung des Geruchssinnes
in Zusammenhang stehen (z.B. anteriore Teile
des Bulbus olfactorius, pré-/endopiriformer
Kortex). Zum anderen wurde NPSR-mRNA
in Arealen des ZNS nachgewiesen, die es-
senziell fiir die Verarbeitung von furcht- und
angstrelevanten Informationen sind (z.B.
Amygdala und paraventrikuldre Kerngebiete
des Hypothalamus), sowie in Regionen, de-
nen eine regulierende Rolle im Wach-Schlaf-
Rhythmus zukommt (z.B. intralaminére
Kerne des Thalamus, préaoptische und supra-
chiasmatische Kerne des Hypothalamus) (Xu
etal. 2004). Der NPSR ist intrazellulédr an G -
und G -Proteine gekoppelt. Die Bindung des
Agomsten an den Rezeptor fihrt auf zelluldrer
Ebene zu einer Erhdhung der intrazellulidren
Ca*-Konzentration und zu einer Zunahme
der cAMP-Konzentration tiber Aktivierung
einer Adenylatcyclase (Abbildung 1 C).
Zusitzlich erfolgt eine Phosphorylierung der
MAPK (,,mitogen-activated protein kinase*).
Die Bindung von NPS an seinen Rezeptor
aktiviert also eine Reihe von essenziellen
intrazelluldren Signalkaskaden, welche ein
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umfangreiches Wirkungsspektrum innerhalb
der Zelle haben. Der NPSR kann durch erst
kiirzlich entwickelte bizyklische Piperazine
(z.B. SHA66 und SHA68) effektiv blockiert
werden (Okamura et al. 2008). Die Ablaufe
der an die Rezeptoraktivierung angeschlos-
senen intrazelluldren Signaltransduktion
sind im Detail noch nicht bekannt und bieten
Anlass fiir weitere Untersuchungen.

Das humane NPSR-Gen enthélt mindestens
neun Exone und ist auf dem Chromosom
7pl4 lokalisiert. Eine Reihe von Polymor-
phismen des NPSR sind bislang bekannt,
die den Rezeptor mit einem erh6hten Risiko
fir Asthmaerkrankungen oder Stérungen
des zirkadianen Rhythmus (Gottlieb et
al. 2007) in Zusammenhang bringen. Ein
spezifischer Polymorphismus betrifft einen
Asn-Ile-Austausch an Position 107, der zu
einer veranderten Wirksamkeit des Agonisten
am Rezeptor bei unverdnderter Bindungsaf-
finitdt fiihrt. Die klinische Bedeutung dieses
Polymorphismus zeigen Ergebnisse einer
kiirzlich publizierten Studie, in der das Allel
mit der weniger aktiven Isoform (NPSR Asn
(107)) in einer ménnlichen Population von
Panikpatienten unterrepréasentiert gefunden
wurde, wihrend Vergleichskohorten von Pa-
tienten mit Schizophrenie oder Aufmerksam-
keitsdefizitssyndrom keine Assoziation mit
einem der NPSR-Allele zeigten. Demzufolge

scheint der NPS-Rezeptor fiir die Pathogene-
se von Angst- und Panikerkrankungen von
Bedeutung zu sein, moglicherweise in einer
geschlechtspezifischen Anlage (Okamura et
al. 2007).

Gezielte Kontrolle der Transmitterfrei-
setzung in der Amygdala durch NPS

Die Amygdala stellt eine Schliisselstation des
sogenannten limbischen Systems dar, die im
Temporallappen des Gehirns lokalisiert ist
und aus einer Reihe anatomisch-funktionell
differenzierbarer Kerngruppen aufgebaut
ist (Exkurs 1). Sie spielt eine zentrale Rolle
fiir die Verarbeitung und AuBerung von
Emotionen, insbesondere fiir die Bildung
und die Stabilisierung angstrelevanter Ge-
déchtnisspuren. Fiir die Signalverarbeitung
innerhalb der Amygdala sind neben exzitato-
rischen Projektions- oder Prinzipalneuronen
vor allem Interneurone von Bedeutung, die
den inhibitorischen Transmitter Gamma-
Aminobuttersdure (GABA) enthalten.
Diese GABAergen Interneurone existieren
in zwei Hauptpopulationen: zum einen als
lokale Interneurone, die inhibitorische Wech-
selwirkungen innerhalb der Kerngruppen
vermitteln, und zum anderen in Gruppen von
Neuronen, die zwischen den Kerngruppen an-
geordnet sind und die demzufolge als interka-
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Exkurs 1

Funktionelle und strukturelle Organi-
sation der Amygdala in der Maus

A) Kernstrukturen der Amygdala. Die
Amygdala, eine im Temporallappen des
Gehirns gelegene Struktur, besteht aus einer
Reihe von Kerngebieten und Regionen.
Hier stark vereinfacht dargestellt: die late-
rale Amygdala (LA), und die basolaterale
Amygdala (BLA), die zusammen mit der
basomedialen Amygdala den basolate-
ralen Komplex bildet, sowie die zentrale
Amygdala (CeA). Lateral und medial des
basolateralen Komplexes befinden sich
Ansammlungen von inhibitorischen Inter-
neuronen in den sogenannten interkalierten
oder paracapsuldren Gruppen, die in einen
lateralen und medialen Teil untergliedert
werden (Ipara und mpara). Die LA erhalt
afferenten Zustrom aus verschiedenen
Hirnregionen (z.B. Thalamus, préafrontaler
Kortex (PFC), Hirnstamm, Hippocampus)
und projiziert ihrerseits sowohl in die BLA
als auch in die CeA. Eine Subpopulation
von Neuronen der LA innerviert die mpara-
Interneurone, die ihrerseits inhibitorisch auf
die Neurone der CeA verschaltet sind. Die
BLA erhélt Informationen aus der LA, dem
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lierte oder parakapsulére Neurone bezeichnet
werden. Diese interkalierten, parakapsuldren
Neurone werden wiederum in zwei Teilgrup-
penunterschieden: eine laterale parakapsulére
Gruppe, die vor der Haupteingangsstation der
Amygdala, dem lateral/basolateralen Kern-
komplex (LA/BLA), gelegen ist, sowie einer
medialen parakapsuldren Gruppe, die vor der
Hauptausgangsstation der Amygdala, dem
zentralen Kernkomplex (CeA), angesiedelt
ist (Exkurs 1). Aus dieser anatomischen Lage
wird bereits die Hauptfunktion der lateralen
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endopiriformen Kortex (EPC) und anderen
Hirnregionen und sendet Informationen in
die LA und CeA. Die zentrale Amygdala ist
der Hauptausgang der Information aus der
Amygdala und sendet Fasern zum Beispiel
in den Hirnstamm und Hypothalamus.

B) Identifizierung von GABAergen Neu-
ronen und NPS-Rezeptoren in der Amygdala
der Maus. In einer transgenen GAD67-GFP-
Maus (oben links) sind GABAerge Neurone
selektiv iiber das GABA-Syntheseenzym
»Glutamic Acid Decarboxylase* (GAD)
durch das ,,Green Fluorescent Protein®
(GFP) markiert (Tamamaki et al. 2003). In
einem Hirnschnittpréparat der Amygdala sind
die GABAergen Neurone durch die GFP-
Markierung gut identifizierbar, vor allem die
der parakapsuldren Areale (mpara und Ipara)
und die der CeA. Bei hoherer Vergroferung
sind die Projektionsneurone (unten links;
intrazelluldr gefdrbt mit Biocytin) und die
GABAergen Interneurone (unten rechts;
Fluoreszenzaufnahme eines GAD67-GFP
positiven Interneurons) morphologisch unter-
scheidbar. Der Nachweis der NPS-Rezeptor-
mRNA mittels in situ-Hybridisierung (oben
rechts) zeigt, dass der NPSR vorwiegend in
Bereichen der lateralen Amygdala und dem
endopiriformen Kortex lokalisiert ist.

und parakapsuldren GABAergen Neurone
angezeigt: Kontrolle der Eingangs- und
Ausgangssignale der Amygdala. Wichtige
afferente Eingangssysteme der Amygdala
vermitteln sensorische Signale, vor allem aus
dem Thalamus und aus dem Kortex.

Der Transmitter NPS greift modulierend in
dieses Netzwerk der Signalverarbeitung ein.
Der NPSR wird von exzitatorischen Projek-
tionsneuronen in LA und BLA sowie von
den Projektionsneuronen des endopiriformen
Kortex (EPC) exprimiert (Exkurs 1 B). In

Hirnschnittpréparaten von Mausen konnten
Meis et al. (2008) mittels elektrophysiolo-
gischer Messungen an einzelnen Neuronen
des EPC zeigen, dass nach Applikation von
NPS in diesen Zellen ein depolarisierender
Membranstrom ausgeldst wird, der eine
Steigerung der Zellerregbarkeit zur Folge hat
(Abbildung 2 EPC). Die Projektionsneurone
des EPC (EPC PN) wirken iiber den Trans-
mitter Glutamat erregend auf die Zielneurone
in der Amygdala. Die gesteigerte Aktivitit der
EPC PN hat innerhalb des basolateralen Kom-
plexes der Amygdala zwei Auswirkungen
(Abbildung 2 BLA): zum einen eine gestei-
gerte Antwort in den direkt monosynaptisch
verbundenen Projektionsneuronen sowie in
den lokalen inhibitorischen Interneuronen,
die als erhohte Frequenz spontaner exzita-
torischer postsynaptischer Strome (SEPSCs)
in beiden Neuronentypen im Experiment
bestimmt werden kann (Abbildung 2 BLA 1).
Zum anderen sind die lokalen Interneurone
iiber die GABAergen Synapsen mit den Pro-
jektionsneuronen der BLA verschaltet, sodass
sich die NPS-Wirkung in den Projektions-
neuronen auch in einer Erh6hung der durch
die Interneurone vermittelten inhibitorischen
(di-)synaptischen, postsynaptischen Strome
(sIPSCs) abbildet (Abbildung 2 BLA 2).

In einer zweiten Arbeit im selben Jahr
zeigten Jiingling et al. (2008) einen spezi-
fisch-regulierenden Effekt von NPS direkt
im synaptischen Netzwerk der Amygdala.
Wichtige Grundlage war der Nachweis einer
zelltypspezifischen Expression von NPSR in
den Projektionsneuronen der Amygdala, ins-
besondere von LA/BLA. In den GABAergen
Interneuronen selbst wird der NPSR nicht
exprimiert. Eine Subpopulation der LA-PN
bildet erregende Synapsen auf die medial
parakapsulédren Interneurone (mpara) aus, die
zwischen dem LA/BLA-Komplex und der
zentralen Amygdala (CeA) lokalisiert sind
(Exkurs 1). Durch elektrische Stimulation
mittels einer extrazelluldren Reizelektrode
innerhalb der LA konnte die synaptische
Ubertragung auf die mpara-Interneurone
ausgelost und die postsynaptische Antwort
(eEPSC) registriert werden (Abbildung 2
mpara). Die Aktivierung des NPSR durch Ap-
plikation von NPS fiihrte zu einer deutlichen
Zunahme der evozierten postsynaptischen
Strome an den mpara-IN. Gleichzeitig erhShte
sich die Freisetzungswahrscheinlichkeit des
Transmitters an den prasynaptischen Endi-
gungen der LA-PN. Diese Befunde deuten
auf eine spezifische Modulation der synap-
tischen Ubertragung zwischen LA-PN und
mpara-IN hin. Der genaue Mechanismus der
erhohten Transmitterausschiittung ist bisher
ungekldrt. Denkbar ist, dass eine Aktivie-
rung der présynaptischen Proteinkinase A
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(PKA) durch cAMP zu einer verdnderten
Freisetzungswahrscheinlichkeit fiihrt. Dieser
Mechanismus konnte bereits an priasynap-
tischen Terminalen des LA/BLA-Komplexes
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse legen
die Vermutung nahe, dass eine gesteigerte
synaptische Exzitation der mpara-IN eine
Erhohung ihrer eigenen Aktivitét zur Folge
hat. Diese Vermutung konnte indirekt durch
Ableitungen von biphasischen, postsynap-
tischen Stromen an Projektionsneuronen der
zentralen Amygdala (CeA) bestétigt werden.
Biphasische Strome setzen sich aus einem
monosynaptischen, (direkt) erregenden und
einer di-synaptischen (vermittelt durch ein
zwischengeschaltetes Interneuron), inhibi-
torischen Stromkomponente (IPSC) zusam-
men (Abbildung 2 CeA). Bei Ableitungen
dieser biphasischen Strome an CeA-PN, die
durch extrazelluldre Reizung innerhalb der
LA evoziert wurden, zeigte sich, dass die
Applikation von NPS spezifisch die IPSC-
Komponente der postsynaptischen Antwort
erhdht, wihrend die exzitatorische Kompo-
nente unverdndert bleibt. Es tritt demnach
eine verstdarkte vorwartsgerichtete Inhibition
der CeA-PN auf, welche wahrscheinlich
durch die mpara-IN vermittelt wird.

Die Arbeiten von Meis et al. (2008) und
Jiingling et al. (2008) verdeutlichen in einem
ersten Ansatz, dass NPS iiber den NPSR
in der Lage ist, sowohl den afferenten als
auch den efferenten Informationsfluss der
Amygdala gezielt zu modulieren.

Verringerte Angstlichkeit und
moduliertes Furchtgedachtnis unter
Wirkung von NPS

Welche system- und verhaltensphysiolo-
gischen Konsequenzen hat diese sehr spezi-
fische Regulation der synaptischen Funkti-
onen in der Amygdala durch NPS? In ersten
experimentellen Studien wurde die Wirkung
von NPS in Verhaltenstests in Nagetieren
untersucht. Die intracerebroventrikuldre
Injektion (i.c.v.) von NPS fiihrte bei Mau-
sen zu einer erhohten Ausschiittung von
,Corticotropine-releasing hormone“ (CRH)
und Adrenocorticotropin in das Plasma iiber
eine Aktivierung der sogenannten Stres-
sachse (Smith et al. 2006) sowie zu einer
verringerten Dauer verschiedener Schlaf-
stadien (Xu et al. 2004). Begleitend zeigte
sich eine unter NPS dosisabhéngig erhéhte
lokomotorische Aktivitdt (Abbildung 3
A). Jingere Studien verwendeten anstelle
der i.c.v. - Injektion eine bilateral lokale
Applikation von NPS in die Amygdala und
benachbarte Regionen in Kombination mit
spezifischen Verhaltenstests auf Angstlich-
keit und Furchtgedéchtnis.
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Abb. 2: NPS moduliert die synaptische Transmission in furchtrelevanten Arealen. EPC:

Die Applikation von NPS im endopiriformen Kortex (EPC) fiihrt in den Projektionsneuronen
(EPC PN) zu einem depolarisierenden Einwartsstrom und erhoht die Erregbarkeit dieser
Zellen. BLA: In der basolateralen Amygdala (BLA) kommt es dadurch zu einer Zunahme

der spontanen exzitatorischen postsynaptischen Strome (sEPSCs) in den BLA-Projektions-
neuronen und Interneuronen (1; BLA PN und BLA IN). Getrieben durch diese Erhohung der
erregenden Eingange steigt auch die Frequenz der inhibitorischen postsynaptischen Strome
(sIPSCs) in den BLA PN (2; EPC und BLA modifiziert nach Meis et al. 2008). mpara: In
Anwesenheit von NPS steigt die Amplitude von eEPSCs, die durch Stimulation in der LA aus-
gelost werden, in mpara-Interneuronen (mpara) signifikant um mehr als 200% an. NPS wirkt
hier direkt auf die prasynaptische Transmitterfreisetzung. CeA: In Projektionsneuronen der
zentralen Amygdala (CeA PN) kommt es bei Stimulation in der LA in Anwesenheit von NPS
zu einer deutlichen Zunahme der inhibitorischen Komponente (elPSC) disynaptischer Ereig-
nisse. Dies deutet auf eine verstarkte vorwartsgerichtete Hemmung hin, die wahrscheinlich
iiber die mpara-IN vermittelt wird. (mpara und CeA modifiziert nach Jiingling et al. 2008).

Angstlichkeit und Furchtverhalten lassen
sich zuverlédssig mit einer Reihe von stan-
dardisierten Verhaltenstests in Nagetieren
iiberpriifen (Exkurs 2). Zur Uberpriifung der
generellen Angstlichkeit wird zum Beispiel
der sogenannte Test im offenen Feld (,, open
field test*) verwendet. In diesem Test haben
die Tiere in einem wandumgebenen Terrain
die Moglichkeit, entweder die ,,geschiitzten
und sicheren® Randbereiche oder die ,,un-
geschiitzten und unsicheren® Areale des
Zentrums aufzusuchen. Als akuter Effekt von
NPS zeigte sich sowohl nach i.c.v. - Injektion
(Xu et al. 2004) als auch nach lokaler bilate-
raler Applikation in den LA/BLA-Komplex
(Jiingling et al. 2008) eine signifikante Abnah-
me der generellen Angstlichkeit. Indikatoren
dieses anxiolytischen Effekts sind vermehrte
Aufenthaltsdauer und Aktivitét der Tiere im
zentralen ,,ungeschiitzten* Bereich im ,,open
field“-Test. Nach i.c.v.-Injektion bewirkt
NPS dariiber hinaus eine gesteigerte loko-
motorische Aktivitit (Abbildung 3 A unten),
die nach lokaler Applikation in die amygda-
laren Kerngebiete nicht auftritt (Jiingling et
al. 2008). Andere Tests auf Angstlichkeit,

wie ,elevated plus maze“ oder ,,light-dark
avoidance*, bestétigten die anxiolytische
Wirkung von NPS in der Amygdala (Jiing-
ling et al. 2008). Um zwischen der Wirkung
des exogenen NPS und der Wirkung des
endogenen NPS-Systems zu unterscheiden
wurde ein spezifischer NPSR-Antagonist
(SHA68) in die Amygdala injiziert. Tatséch-
lich zeigte dieser eine anxiogene Wirkung in
den verschiedenen Verhaltenstests, sodass
von einer endogen-anxiolytischen Wirkung
des NPS-Systems ausgegangen werden kann
(Jiingling et al. 2008). Die Bedingungen und
Mechanismen, unter denen NPS freigesetzt
wird, bleiben allerdings unbekannt.

Ein etabliertes Modell fiir emotionales
Gedéchtnis ist die Pawlowsche Furchtkon-
ditionierung, die in tierexperimentellen An-
sdtzen sowie — in modifizierter Form — auch
im Menschen angewendet wird (LeDoux
2000). In diesem Paradigma wird ein aver-
siver Stimulus (unkonditionierter Reiz, US;
z.B. kurzer elektrischer Fuflreiz) mit einem
neutralen Stimulus (konditionierter Reiz,
CS) assoziiert, wenn diese zeitlich korrelieren
(Exkurs 2). Der konditionierte Stimulus kann
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Exkurs 2

Generelle Angstlichkeit und
konditionierte Furcht im
Verhaltensversuch

A) Eine Reihe von etablierten Verhal-
tenstests dient der Uberpriifung gene-
reller Angstlichkeit. Hier ist der ,,open-
field“-Test dargestellt: Das Zentrum der
Versuchsapparatur stellt fiir das Tier ein
aversives, ungeschiitztes Areal dar. Die
Tendenz, diesen Bereich zu meiden, gilt
als Maf fiir die Angstlichkeit eines Tieres.
Dargestellt sind die Laufwege einer Maus
mit Blick auf die Testarena von oben.
Der Startpunkt ist rot markiert. Unter
Kontrollbedingungen hilt sich das Ver-
suchtier bevorzugt in den Randbereichen
der Versuchapparatur auf, unterbrochen
durch kurzeitige Explorationen im Zen-
trum. Unter der Wirkung angstlosender
Pharmaka (Anxiolytika) erhdhen sich Auf-
enthaltsdauer und Laufwege im Zentrum,
wiahrend Angst induzierende Pharmaka
(Anxiogene) eine entgegengesetzte Wir-
kung entfalten.

B) Die Pawlowsche Furchtkonditionie-
rung ist ein etabliertes experimentelles
Model fiir erlernte Furcht (,,Furchtge-

dichtnis®). Wéahrend der Akquisition
wird z.B. ein Ton (bedingter Reiz,
conditioned stimulus CS) wiederholt mit
einem aversiven Reiz (unbedingter Reiz,
unconditioned stimulus US) in einem
spezifischen Kontext (Kontext A) gepaart.
Die Paarung von bedingtem und unbe-
dingtem Reiz fiihrt zu einer konditio-
nierten Furchtantwort (,,freezing*), selbst
bei alleiniger Prasentation des bedingten
Reizes (conditioned response) in einem
neutralem Kontext (Kontext B). Die
typischerweise hohe Furchtantwort nach
Abruf des Furchtgeddchtnisses nimmt
bei wiederholter (alleiniger) Présentation
des konditionierten CS ab, den Vorgang
des Extinktionslernens anzeigend. Die
Konsolidierung der Extinktion kann
wiederum zu einem spéteren Zeitpunkt
iberpriift werden (Abruf der Extinktion).
Nach erfolgreicher Extinktion bewirkt die
Konfrontation mit dem CS im initialen
Kontext A eine Wiederherstellung (,,re-
newal“) der Furcht, angezeigt durch die
Steigerung der konditionierten Furchtant-
wort. Dieses Ergebnis ist ein Hinweis
darauf, dass die initiale Gedédchtnisspur
durch Extinktion nicht geloscht wurde,
sondern kontextabhdngig abrufbar bleibt.
(modifiziert nach Jingling et.al. 2008,
Quirk und Mueller 2008).

A Generelle Angstlichkeit

B Konditionierte Furcht
E Hordent A [Kpniexi B
'I.F_' {:I.i:q. oy 'a‘| 'ai, d.‘ 'a‘, L .‘.- 1.I:'_|
Fraphagpsilohares- Fusorigediorineg Al ded Wsstkirharaisiing
A h sy Abrufl wied Extinkiios ] e Fureht
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spezifisch objekt- (Verwendung z.B. eines
Tons oder Lichtreizes) oder kontextbezogen
(Verwendung z.B. olfaktorischer, visueller,
taktiler Umgebungsreize) sein. Nach dem
Training (CS-US-Paarungen) wird das asso-
ziative Furchtgedichtnis durch Prisentation
des CS tiberpriift, wobei ein Furchtverhal-
ten sehr zuverlédssig durch das sogenannte
freezing® (Schreckstarre) angezeigt wird.
Beobachtungen zu unterschiedlichen Zeiten
nach Training lassen Kurz- und Langzeitge-
déchtnisphasen erkennen. Bei wiederholter
Présentation des CS ohne aversiven Reiz wird
typischerweise eine abklingende Furchtreakti-
on beobachtet, die die sogenannte Gedachtnis-
extinktion anzeigt. Gdngige Theorien weisen
der Extinktion einen erneuten Lern- und Ge-
déchtnisvorgang zu, demzufolge Extinktion
weniger ein ,,Loschen’ von Gedéchtnisinhal-
ten als eine Neuanlage einer Gedéchtnisspur
darstellt, die mit der initialen Geddchtnisspur
quasi konkurriert. Fiir diese Hypothese spricht
das auch nach Extinktion zu beobachtende,
spontane oder induzierte Wiederauftreten der
initialen Gedéchtnisinhalte. Dieses Wieder-
auftreten ist fiir Furcht und Angstlichkeit zum
Beispiel im Rahmen des Wiedererlebens von
traumatischen Ereignissen von erheblicher
klinischer Bedeutung.

Demzufolge wurde die Wirkung von NPS
auf das emotionale Geddchtnis in tierex-
perimentellen Ansédtzen unter Anwendung
der Pawlowschen Fruchtkonditionierung
erfasst. Dabei wurden einerseits spezifisch
objektbezogene und kontextbezogene As-
pekte des Furchtgedéchtnisses unterschieden,
und andererseits die Gedéachtnisbildung,
-stabilisierung und -extinktion vergleichend
betrachtet. Nach Kontextkonditionierung in
Mausen fiihrte die lokale Injektion von NPS
in den endopiriformen Kortex (EPC) zu einer
deutlichen Abnahme des konditionierten
Furchtverhaltens tiber die Zeit (Abbildung 3
B). Im Gegensatz dazu trat kein Effekt von
NPS auf die Bildung, die Konsolidierung und
den Abruf des spezifisch objektbezogenen
Furchtgedéchtnisses auf (Meis et al. 2008;
Jingling etal. 2008). Erst in den Experimenten
zur Extinktion des Furchtgeddchtnisses zeigte
sich ein spezifischer Einfluss dieses Transmit-
ters. Nach lokaler Injektion von NPS in den
LA/BLA-Komplex der Amygdala wurde eine
beschleunigte Abnahme der konditionierten
Furchtantwort bei wiederholter Prasenta-
tion des furchtkonditionierten Reizes (CS)
beobachtet, ein beschleunigtes Extinktionsler-
nen andeutend. Entsprechend zeigten Miuse,
in denen das endogene NPS-System durch
den spezifischen NPSR-Antagonisten SHA68
blockiert wurde, ein deutlich verzogertes Ex-
tinktionslernen sowie eine Verschlechterung
von Konsolidierung und Abruf der Extinktion
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nach 24 Stunden (Abbildung 3 C; Jiingling et
al. 2008). Weder die Expression der Furcht
noch die Bildung des Furchtgeddchtnisses
als solche waren unter Wirkung von NPS
beeinflusst.

Zusammengefasst wirkt das NPS-System
sowohl akut anxiolytisch als auch anhaltend
auf spezifische Aspekte des Furchtgeddcht-
nisses (Verminderung von Kontextfurcht;
Verbesserung von Furchtextinktion) und
besitzt damit ein fiir potenzielle klinische
Anwendungen hochst interessantes Wir-
kungsprofil.
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Abb. 3: Effekte zentraler und lokaler Applikation von NPS auf das Verhalten. A) Oberer Teil:
Die zentrale Gabe von NPS (intracerebroventriculare [i.c.v.] Applikation, fiinf Minuten vor
Testbeginn) induziert eine signifikante konzentrationsabhangige Hyperlokomotion in naiven
Mausen in einer neuen und unbekannten neutralen Testapparatur. Unterer Teil: Im soge-
nannten ,,open-field“-Test bewirkt die i.c.v.-Gabe von NPS einen anxiolytischen Effekt, der
in einem (dosisabhangig) signifikant haufigeren Aufsuchen des ,ungeschiitzten“ Zentrums
sichtbar wird (Mittelwerte * SEM; ** p<0.01 im Vergleich zum Vehikel PBS). Dariiber hi-
naus nehmen die Laufwege in den ,geschiitzten“ Randbereichen zu, vermutlich aufgrund des
lokomotorischen Effektes von NPS (modifiziert nach Xu et al. 2004). B) Die lokale Injektion
von NPS in den endopiriformen Nucleus fiihrt zu einer dosisabhangigen Verringerung kon-
textkonditionierter Furchtantworten. Im Zeitverlauf des Abrufs des kontextuellen Furcht-
gedachtnisses tiber zwei Minuten (30 min nach NPS-Gabe) werden signifikant verringerte
Furchtantworten im Vergleich zu Kontrolitieren nach NaCl-Injektion deutlich (0.1 nmol, roter
Balken und rote Spur, Mittelwerte + SEM; * p<0.05) (modifiziert nach Meis et al. 2008). C)
Wahrend des Extinktionslernens nehmen objektbezogene (CS) konditionierte Furchtantwor-
ten (Furchtgedachtnis) kontinuierlich ab (Extinktion), konnen allerdings kontextabhangig
wieder hergestellt werden (Wiederherstellung). Lokale Injektion von NPS in die Amygda-

la hat keine Veranderung der initialen konditionierten Furchtantwort zur Folge, bewirkt
allerdings eine signifikant beschleunigte Furchtextinktion. Der NPSR-Antagonist (SHAG8)
bewirkt dagegen eine signifikante Beeintrachtigung der Furchtextinktion. Dargestellt sind
gemittelte Ergebnisse (+ S.E.M.) von Furchtantworten in Mausen nach Pawlowscher Furcht-
konditionierung. * p < 0.05, ** p<0.01 (modifiziert nach Jingling et al. 2008).

ropeptide promoting arousal and anxiolytic-like
effects. Neuron 19;43(4): 487-97.
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Functional proteomics identify corni-
chon proteins as auxiliary subunits

of AMPA receptors.
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Synaptische Kommunikation wird im zentra-
len Nervensystem vornehmlich von AMPA-
Rezeptoren (AMPARs) vermittelt. Die
Regulierung synaptischer AMPARSs ist von
besonderem Interesse, weil plastische Verdn-
derungen in der Lokalisation und Funktion
dieser Rezeptoren vermutlich bestimmten
Formen von Lernen und Gedéchtnis zugrunde
liegen.

AMPA-Rezeptoren interagieren robust mit
einer Familie von Proteinen, den sogenannten
Transmembrandren AMPAR-Regulatorischen
Proteinen (TARPs). TARPs regulieren sowohl
die Oberflichenexpression als auch die bio-
physikalischen Eigenschaften von AMPARs
(Nicoll et al. 2006; Ziff 2007). Stargazin, das
prototypische TARP, wurde urspriinglich als

-

&

Abb. 1: Cornichon-Homologe (CNIH) sind
beta-Untereinheiten der Glutamatrezeptoren
vom AMPA Subtyp (AMPAR). Sie fordern die
Expression von AMPARs an der Zelloberfla-
che und verandern deren biophysikalischen
Eigenschaften.

entscheidend notwendig fiir die Oberflichen-
expression von AMPARs und deren postsy-
naptische Lokalisation in den Kornerzellen
des Kleinhirns identifiziert (Chen et al. 2000).
Zusétzlich zu Stargazin, auch y-2 genannt,
umfasst die TARP-Familie noch y-3, -4, -5,
-7 und -8. Diese transmembranéren Proteine
sind im ZNS weit verbreitet und ihre biolo-
gische Funktion ist eng mit der der AMPARs
verbunden — von der Synthese bis hin zur
Oberfldchenexpression und zur synaptischen
Lokalisation. TARP-Proteine werden durch
Sequenzmotive in ihrem intrazelluldren
Carboxy-Terminus, die an PDZ-Doménen
von Gertlistproteinen wie z.B. PSD-95 bin-
den, an die Postsynapse lokalisiert. Dartiber
hinaus sind TARPs potente Modulatoren der
Biophysik und Pharmakologie von AMPAR:
Sie verlangsamen die Deaktivierung und
Desensitisierung der Kanéle, und vergrof3ern
ihre Einzelkanal-Leitfédhigkeit; sie konvertie-
ren den partiellen Agonisten Kainat in einen
vollstdndigen Agonisten und bewirken, dass
der kompetitive Antagonist CNQX sich als
partieller Agonist verhélt (Milstein and Nicoll
2007).

In Science beschreiben nun Schwenk et
al. die unerwartete Interaktion zwischen
AMPARSs und einer neuen Familie von Trans-
membranproteinen, die mit dem franzosischen
Wort fiir ,Gewtirzgurke* bezeichnet werden:
Cornichons. Ahnlich den TARPs scheinen
Cornichons den intrazelluldren Transport
und die biophysikalischen Eigenschaften von
AMPARSs zu beeinflussen (siche Abbildung
1). Die Autoren hatten eine proteomanaly-
tische Herangehensweise gewihlt, um die
Bestandteile nativer AMPAR-Komplexe
umfassend zu bestimmen. Dazu haben sie
mithilfe von Antikdrpern hochmolekulare
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