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Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten bislang unbekannte Interaktionspartner des GABA -
Rezeptors identifiziert werden. Die gefundenen Interaktionen sollten molekularbiologisch

charakterisiert und funktionell analysiert werden.

Im Gehirn der Sdugetiere wird die schnelle synaptische Inhibition durch den Neurotransmitter
GABA vermittelt. In der postsynaptischen Membran sind ligandengesteuerte Ionenkanile
lokalisiert, die GABA binden und in Folge dessen die Permeabilitit der Membran fiir
Chloridionen erhohen. GABAA-Rezeptoren sind pentamere Proteinkomplexe aus verschiedenen

Untereinheiten, die im Gehirn zeitlich und ortlich unterschiedlich exprimiert werden.

Das 16sliche Geriistprotein Gephyrin ist ein wesentlicher Bestandteil inhibitorischer Post-
synapsen. Es ist im Riickenmark und Gehirn an glyzinergen, sowie an GABAergen Synapsen
lokalisiert. Gephyrin kann durch Selbstassoziation ein hexagonales Gitter ausbilden und bindet
mit hoher Affinitdt an den Glyzin-Rezeptor, was zu dessen Biindelung und Konzentrierung
(,,Clustering®) an inhibitorischen Synapsen fiihrt. Die Inaktivierung von Gephyrin fithrt zum
kompletten Verlust der sogenannten Glyzin-Rezeptor-,,Cluster”.

In Abhéngigkeit von ihrer Zusammensetzung sind auch GABA-Rezeptoren in ihrer Biindelung
beim Verlust von Gephyrin beeintrachtigt. Wihrend die punktformige Immunreaktivitit fiir
Rezeptoren, die eine y2-Untereinheit tragen, fast vollstindig verlorengeht, zeigen al- und a5-
enthaltende Rezeptoren ein vollkommen unbeeintrichtigtes ,,Clustering*.

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Hefe-2-Hybrid-Technik systematisch nach Interaktions-
partnern fiir die groflen intrazelluldren Schleifen der al1- und a5-Untereinheit des GABAa-

Rezeptors gesucht.

Das ,,Screening“-Verfahren identifizierte das Protein Muskelin als Interaktionspartner fiir die
a1-Untereinheit. Es konnte gezeigt werden, dass Muskelin in vitro an die zytoplasmatische

Schleife des Rezeptors bindet. Die Bindestelle wurde auf wenige Aminosduren eingegrenzt.
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Ferner wurde beobachtet, dass Muskelin teilweise an Synapsen vorkommt und mit GABAsR-al

in Neuronen kolokalisiert.

Die Suche nach Interaktionspartnern fiir die a5-Untereinheit identifizierte Radixin als
Bindeprotein. Radixin gehort zur Familie der ERM-Proteine, deren Assoziation mit dem Aktin-
Zytoskelett durch Membranbindung und Phosphorylierung reguliert ist. Die Bindestelle fiir
Radixin wurde auf der Rezeptorschleife eingegrenzt. Eine physiologische Relevanz der
Interaktion wurde durch Koimmunprézipitation von Radixin mit GABAAR-a5 aus Rattengehirn
bestitigt. Verschiedene Ansitze zur Storung der gefundenen Wechselwirkung identifizierten
Radixin als den ersten direkt bindenden ,,Clustering“-Faktor fiir GABA-Rezeptoren. Durch
Mutationsstudien konnte gezeigt werden, dass die Bindung an den Rezeptor reguliert ist und dass
die synaptische Lokalisation des Radixins von dem Zustand seiner Aktivierung abhingt.
SchlieBlich wurde gezeigt, dass die Manipulation der Radixin-Aktivierung durch die Expression
konstitutiv-aktiver, beziehungsweise dominant-negativer GTPasen der Rho-Familie zu einer

Verschiebung sowohl von Radixin, als auch des a5-enthaltenden Rezeptors an die Synapse fiihrt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Radixin ein vom Gephyrin-System unabhéngiges
,Clustering“ von GABA,-Rezeptoren gewihrleistet. Uberdies deutet die synaptische-
extrasynaptische Rekrutierung des Rezeptors auf ein Modell hin, in dem neben der lateralen
Diffusion in der Membran und endo- oder exozytotischen Prozessen auch bereits gebiindelte,
extrasynaptische Rezeptoren durch laterale Verschiebung an der schnellen, synaptischen
Inhibition beteiligt sein konnen und erweitert auf diese Weise das gegenwértige Verstindnis von

synaptischer Plastizitét.
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1. Einleitung

1.1 Das Gehirn der Siugetiere

Das Nervensystem der Sdugetiere ldsst sich nach verschiedenen Gesichtspunkten unterteilen.
Die anatomische Einteilung unterscheidet das periphere vom zentralen Nervensystem. Das
periphere Nervensystem besteht aus den Ganglien und den Nerven, wihrend dem zentralen
Nervensystem das Gehirn und das Riickenmark zugeordnet werden. Mit Ausnahme der
Reflexe, die ausschlieBlich im Riickenmark verarbeitet werden, bewerkstelligt das Gehirn die
Verarbeitung sdmtlicher Erregungen, die ihm {iber die sensorischen Nerven nach Reizung der
Sinnesorgane zugeleitet werden. Aullerdem steuert das Gehirn den Bewegungsapparat, wirkt
iiber neuroendokrine Aktivitit auf das Hormonsystem ein und beeinflusst die Tatigkeit der
inneren Organe iiber sympathische und parasympathische Bahnen. Neben der
Informationsverarbeitung und der motorischen Steuerung erfiillt das Gehirn auch die hoheren
Funktionen wie die Ausbildung eines Bewusstseins, das Lernverhalten und Erinnerungs-
vermogen.

Die anatomische Einteilung unterscheidet im Gehirn der Sdugetiere fiinf groe Bereiche
(Hirnstamm, Hinterhirn, Mittelhirn, Zwischenhirn und GroBhirn), denen unterschiedliche
Aufgaben zukommen. Der Hirnstamm bildet durch das verlangerte Mark (Medulla oblongata)
die Verbindung zwischen dem Gehirn und dem Riickenmark. Das Hinterhirn wird von dem
Kleinhirn (Cerebellum) und der Briicke (Pons) gebildet. Die Aufgabe des Hinterhirns ist es,
das gesamte sensomotorische System zu kontrollieren. Es verfiigt, ahnlich wie das GroBhirn,
iiber eine stark gewundene Rinde.

Das Tectum und das Tegmentum bilden gemeinsam das Mittelhirn. Wihrend das Tectum
dorsal liegt und auf einer Platte, der Lamina tecti, vier Hiigel besitzt (je zwei Colliculi
superiores und inferiores), stellt das Tegmentum den groBeren Teil des Mittelhirns dar und
enthdlt unter anderem den Nucleus ruber, der als wichtiger Schaltkern fiir das

extrapyramidalmotorische System dient.
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Das Zwischenhirn besteht aus dem Thalamus und dem Hypothalamus, der seinerseits viele
verschiedene Kerne umfasst und {iber Kommunikation mit der Hirnanhangdriise (Hypophyse)
steuernd auf das Hormonsystem einwirkt. Er ist auerdem mit dem limbischen System
(Archikortex) verkniipft, das sich unter anderem aus dem Hippokampus und der Amygdala
zusammensetzt. Wéhrend in der Amygdala Prozesse ablaufen, die fiir die emotionale Farbung
von Informationen wichtig sind (zum Beispiel Angstverhalten), wird der Hippokampus mit
Vorgingen von Lernen und Gedichtnis in Verbindung gebracht. Patienten, denen der
Hippokampus entfernt wurde, leiden am Verlust ihres Kurzzeitgeddchtnisses und konnen nur
mithsam neue Zusammenhédnge erlernen. Die Beleuchtung der neuronalen Konnektivitit im
Hippokampus hat erstmals zu einem gut beschriebenen Modell fiir die Informations-
verarbeitung und -weiterleitung zwischen verschiedenen sensorischen Systemen und der
GroBhirnrinde (Neokortex) gefiihrt. Der Neokortex ist Teil des GroBhirns (Cerebrum) und
wolbt sich liber die beiden vielfach gefurchten Hemisphiren, die {iber den Balken (Corpus
callosum) miteinander verbunden sind. Das GroBhirn beinhaltet unter anderem das Seh- und
Horzentrum, die Bewusstseins- und Korperfiihlfelder und stellt den phylogenetisch jlingsten

Teil des Wirbeltiergehirns dar.

Aufgrund der auBerordentlichen Komplexitit des Gehirns und der weit verzweigten
Zellfortsétze, hat sich erst relativ spit die Ansicht durchgesetzt, dass das Gehirn aus zelluldren
Grundeinheiten, den Neuronen, aufgebaut ist und nicht, wie bis dahin von Camillo Golgi
postuliert, aus einem zusammenhidngenden Membranretikulum. Am Ende des 19.
Jahrhunderts gelang es Santiago Ramoén y Cajal zum ersten Mal, einzelne Neuronen
anzufiarben. Basierend auf seinen anatomischen und histologischen Betrachtungen stellte er
die Theorie der funktionellen Polaritdt auf, auf deren Grundlage viele Erkenntnisse der

modernen Neuroanatomie und -biochemie beruhen.
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1.2 Neuronen

Die funktionellen Grundeinheiten des Nervensystems, die Neuronen, sind elektrisch
erregbare, hochgradig polarisierte Zellen. Funktionell gliedern sie sich in ein oft
weitverzweigtes Gedst aus Fortsdtzen (Neuriten) und einen Zellkorper (Soma). Auler den
Dendriten, die Informationen von anderen Nervenzellen erhalten, entspringt dem Soma ein
zum Teil sehr langer Zellfortsatz, der die Erregung an andere Zellen weiterleitet (Axon).
Neben den Neuronen machen Gliazellen ungefiahr 50% der Zellmasse im Gehirn aus. Den
Gliazellen werden Aufgaben in der Erndhrung und elektrischen Isolierung der Neuronen
zugeschrieben. Neuere Erkenntnisse lassen dariiberhinaus auf komplexe Zusammenhénge
schlielen, bei denen Gliazellen zum Beispiel bei der Modulierung neuronaler Aktivitit (Kang
und Gabriel, 1998) und bei der neuronalen Wanderung wihrend der Hirnentwicklung beteiligt
sind.

Die Position der Neuronen im Gehirn ist das Ergebnis eines Entwicklungsprozesses, der
grofitenteils nach festgelegten Mustern erfolgt. Die Musterbildung (,,patterning®) ist am
besten in der Entwicklung des Neokortex untersucht, der aus sechs verschiedenen Schichten
besteht, deren Aufbau in seiner rdumlichen und zeitlichen Organisation streng reguliert ist
(zur Ubersicht sieche Rakic, 2002). Nachdem bildgebende Verfahren in der Magnetresonanz-
spektroskopie Hinweise darauf gegeben haben, dass bestimmte Hirnfunktionen auf
bestimmten Arealen lokalisiert werden konnen, setzt sich nun die Annahme durch, dass das
Gehirn eine funktionelle Karte darstellt, die in manchen Modellsystemen bis hin zur Ebene
einzelner Zellen bestimmt werden kann.

Die elektrische Erregbarkeit der Neuronen beruht auf dem Vorhandensein verschiedener
Transmembranproteine, die als spannungsabhédngige oder ligandengesteuerte lonenkanile
fungieren konnen und entweder auf eine Verschiebung des elektrischen Potentials {iber der
Membran oder durch Bindung eines spezifischen chemischen Botenstoffes die Leitfahigkeit
der neuronalen Plasmamembran fiir bestimmte Ionen selektiv erh6hen konnen. Dadurch wird
die Membran lokal depolarisiert und in benachbarten Bereichen werden ebenfalls

spannungsabhingige Ionenkanéle gedffnet, sofern ein bestimmter Schwellenwert fiir das
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Membranpotential unterschritten wird. Auf diese Weise wandert die elektrische Erregung
nach dem ,,Alles-oder-Nichts“-Prinzip in Form eines Aktionspotentials entlang eines
Neuriten.

Neuronen haben unterschiedliche Moglichkeiten, um miteinander zu kommunizieren.
Kontaktstellen, an denen die Informationsiibertragung von einem Neuron zum anderen
stattfindet, werden nach dem griechischen Wort sunaptein (zusammenschlieen) als Synapsen
bezeichnet. Man unterscheidet nach ihrer Natur elektrische von chemischen Synapsen.
Elektrische Synapsen (auch ,,gap junctions®) sind direkte Kontaktstellen des Zytoplasmas
zweier benachbarter Zellen. Sie sind in Epithelzellen und im Herzmuskelgewebe weit
verbreitet und dienen der schnellen Gleichschaltung verschiedener Parameter wie elektrischer
Erregbarkeit, Metabolitenspiegel oder Ionengleichgewicht in einem funktionellen
Zellverband. Die physikalische Verbindung zweier Zellen wird durch spezialisierte
Proteinporen (Connexone) hergestellt, deren Offnungszustand durch den sekundiren
Botenstoff Kalzium reguliert ist (Thimm et al., 2005). Elektrische Synapsen dienen

beispielsweise der Synchronisation von Aktivitit in Nervenzellverbanden.

Axon

Mikrotubuli

Mitochondrion

synaptisches
X i Vesikel

. ti i
préasynaptische synaptischer

Membran

postsynaptische

Membran dendritischer

Dorn
Neurotransmitter- =
Rezeptor Dendrit

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung einer chemischen Synapse.

Die priasynaptische Endigung beherbergt eine Vielzahl von synaptischen Vesikeln, die mit dem
Neurotransmitter gefiillt sind. In der postsynaptischen Membran sind Neurotransmitter-Rezeptoren lokalisiert.
Prd- und postsynaptische Zelle sind durch den synaptischen Spalt voneinander getrennt (Heinrich Betz, MPG).
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Chemische Synapsen hingegen sind spezialisierte Kontaktbereiche, bei denen die
betreffenden Zellen durch einen etwa 30-50 nm breiten Spalt voneinander getrennt bleiben

und somit eine pri- und eine postsynaptische Spezialisierung ausbilden (sieche Abbildung 1.1).

Die Informationsiibertragung geschieht durch kleine Molekiile (Transmitter), die von der
prasynaptischen Zelle aus spezialisierten Vesikeln ausgeschiittet und von der postsynap-
tischen Zelle durch spezifische Rezeptoren erkannt werden. Erreicht ein Aktionspotential die
prasynaptische Endigung einer Nervenzelle, so werden dort spannungsabhéngige lonenkanéle
gedffnet, die fiir Ca®"-Ionen permeabel sind. Dieser Ca**-Einstrom fiihrt zur Fusion der
synaptischen Vesikel, die den Neurotransmitter enthalten, mit der Plasmamembran. Die
Botenstoffe diffundieren durch den synaptischen Spalt und binden an die postsynaptischen
Rezeptoren, die ihrerseits durch konformationelle Anderungen die Permeabilitit der
postsynaptischen Plasmamembran fiir bestimmte Ionen kurzfristig heraufsetzen. Dies fiihrt —
je nach Ladung des Ions und der Stromrichtung — zu einer Depolarisation oder
Hyperpolarisation der nachgeschalteten Nervenzelle und damit entweder zu ihrer Erregung

(exzitatorische Synapsen) oder ihrer Hemmung (inhibitorische Synapsen).

1.2.1 Exzitatorische Synapsen

Exzitatorische oder auch erregende Synapsen zeichnen sich durch eine Reihe von
morphologischen Charakteristika aus. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen ist die
Priasynapse an der Vielzahl ihrer synaptischen Vesikel zu erkennen. Die postsynaptische Seite
hingegen ist durch eine elektronendichte Struktur gekennzeichnet, die aufgrund ihrer
Auffalligkeit auch die postsynaptische Dichte (PSD, ,postsynaptic density*) genannt wird.
Threm besonderen morphologischen Erscheinungsbild verdankt die exzitatorische Synapse
auch die Bezeichnung asymmetrische Synapse. In vielen Fillen ruht die Prasynapse auf einer
besonderen, dornenférmigen Struktur, eine Spezialisierung des postsynaptischen Dendriten.

Diese dendritischen Dornen (,,dendritic spines*) wurden zuerst von Ramoén y Cajal im Jahr
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1888 beschrieben und sind im zentralen Nervensystem weit verbreitet. Wihrend der
Synaptogenese bilden sich voriibergehend viele, zunédchst filopodienartige Dornen aus, von
denen einige durch den Kontakt mit prisynaptischen Endigungen und durch Aktivitit
stabilisiert werden. Sie verdndern darauthin ihre Form zu einer knollenartigen Erscheinung
und enden schlieBlich in einer etablierten und funktionellen Synapse als reife, pilzformige
dendritische Dornen. Exzitatorische Synapsen werden aber auch auf dem dendritischen Schaft
gebildet und in manchen Hirnregionen sind iiberhaupt keine Dornen beschrieben worden.

Der hiufigste exzitatorische Neurotransmitter im Gehirn ist die Aminosdure Glutamat, aber
auch Aspartat und die biogenen Amine Noradrenalin, Dopamin und Serotonin konnen
erregende Signale vermitteln. Biochemisch sind glutamaterge Synapsen durch verschiedene
Charakteristika gekennzeichnet. Auf der prasynaptischen Seite konnen die transmembranen
Proteine VGLUT1 und VGLUT2 nachgewiesen werden, deren Aufgabe darin besteht, die
synaptischen Vesikel mit Glutamat zu befiillen (Takamori et al., 2000; Fremeau et al., 2001).
Auf der postsynaptischen Seite befinden sich Glutamatrezeptoren in der postsynaptischen
Membran. Die zur Familie der ligandengesteuerten Ionenkanéle zdhlenden Rezeptoren werden
nach ihren spezifischen Agonisten in die drei Klassen der Kainat-Rezeptoren, AMPA (a-
Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol-Propionsaure)-Rezeptoren und NMDA (N-Methyl-
D-Aspartat)-Rezeptoren eingeteilt.

Die Rolle der Kainat-Rezeptoren ist am wenigsten gut verstanden. Bis heute sind fiinf
verschiedene Untereinheiten beschrieben worden. Hinweise darauf, dass die Kainat-
Rezeptoren ausschlieBlich als Tetramere vorkommen, werden noch kontrovers diskutiert
(Ferrer-Montiel und Montal, 1996).

Es sind vier Untereinheiten fiir den AMPA-Rezeptor beschrieben worden (GluR1-4), die sich
zu heterotetrameren oder heteropentameren Rezeptoren zusammenlagern kdnnen (Ayalon und
Stern-Bach, 2001). AuBBerdem konnen durch alternatives Spleissen und RNA-Editierung der
verschiedenen Untereinheiten viele Varianten hervorgebracht werden. So wird beispielsweise
die Kalziumpermeabilitdt des Rezeptors durch das sogenannte Q/R-Editieren in der GluR2
Untereinheit reguliert (Dabiri et al., 1996). In Neuronen kommt hauptsédchlich die Kalzium-

impermeable Variante vor, weswegen der Rezeptor nur Kalium- und Natriumstrome
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vermittelt. Der rasche Einstrom von Natriumionen hat eine lokale Depolarisierung der
postsynaptischen Membran zur Folge und fiihrt zur Ausbildung eines Aktionspotentials, wenn
der Schwellenwert unterschritten wird. AMPA-Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle in der
Modulierung synaptischer Stirke und tragen entscheidend zum Enstehen von Langzeit-
potenzierung und Langzeitdeprimierung bei (sieche Abschnitt 1.2). Es konnte gezeigt werden,
dass die Insertion von AMPA-Rezeptoren in die beziehungsweise die Depletion aus der
Plasmamembran durch exo- und endozytotische Prozesse direkten Einfluss auf die Effizienz
der synaptischen Ubertragung hat.

NMDA-Rezeptoren kommen oft gemeinsam mit AMPA-Rezeptoren an der postsynaptischen
Spezialisierung vor (Huntley et al., 1994). Sie stellen tetramere Assemblierungen aus den
Untereinheiten NR1 und NR2 dar, die fiir Natrium-, Kalium- und in hohem Male fiir
Kalziumionen permeabel sind. Zu den Besonderheiten des NMDA-Rezeptors gehort, dass ein
Magnesium-Ion die Kanalpore blockiert und erst nach erfolgter Depolarisierung der
postsynaptischen Membran abdiffundieren kann. Ein Kalziumeinstrom kann also erst
stattfinden, wenn Glutamat ausgeschiittet wird, obschon die postsynaptische Zelle bereits
erregt ist. Diese Besonderheit stellt sicher, dass der NMDA-Rezeptor nur aktiviert werden
kann, wenn in seiner unmittelbaren Umgebung bereits AMPA-Rezeptoren gedffnet worden
sind. Er fungiert daher als ein Gleichzeitigkeits-Detektor. Desweiteren wirkt Glyzin am
NMDA-Rezeptor als Koagonist und ist fiir seine vollstaindige Aktivierung unerlisslich
(Kleckner und Dingledine, 1988).

Der Einstrom von Kalzium-Ionen, die im Zellinneren als sekundérer Botenstoff fungieren,
fiihrt durch kalziumbindende Proteine zur Aktivierung von verschiedenen Signalkaskaden, die
weitreichende Effekte auf verschiedene subzelluldre Steuerungsmechanismen ausiiben. Unter
anderem sind direkte Einfliisse auf die Genexpression im Zellkern durch Aktivierung von
NMDA-Rezeptoren beschrieben worden (Ghosh und Greenberg, 1995).

Die Lokalisation des Rezeptors ist von entscheidender Bedeutung fiir die Auswirkungen
seiner Aktivierung. Wahrend NMDA-rezeptorvermittelte Signale, die an synaptischen
Kontakten iibertragen werden, neuroprotektive Wirkung entfalten, fithrt die NMDA-Rezeptor

Aktivierung an extrasynaptischen Stellen iiber Signalwege, die den Transkriptionsfaktor
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CREB (,,cAMP response element binding protein‘) steuern, zum Zelltod (Hardingham et al.,
2002). Es wird spekuliert, dass die Aktivierung von extrasynaptischen NMDA-Rezeptoren
einen wichtigen Mechanismus beim Phidnomen der Exzitotoxizitit von Glutamat darstellt.

Die Biindelung der Glutamat-Rezeptoren und ihre Verankerung am Zytoskelett wird von
Bestandteilen der postsynaptischen Dichte geleistet. Dieses feste Geflecht aus iiber hundert
verschiedenen Komponenten erhielt seinen Namen, weil es mit Detergenzien quasi nicht in
Losung gebracht werden kann. Die molekulare Untersuchung der postsynaptischen Dichte hat
das Verstindnis von den Vorgingen unter der postsynaptischen Membran bedeutsam
beeinflusst. Die NR2 Untereinheit bindet das Protein PSD95, ein Strukturprotein, das aus drei
PDZ-Doménen (von postsynaptic density, discs large, zonula occludens), einer SH3-Doméne
(sarc homology) und einer katalytisch nicht aktiven Guanylatkinase-Doméine aufgebaut ist
(Kornau et al., 1995) und im N-Terminus myristoyliert werden kann. PSD95 verbindet den
Rezeptor mit dem Protein GKAP, das seinerseits an das Gerlistprotein Shank koppelt (Naisbitt
et al., 1999). Shank fungiert als ein multivalentes Kopplungsmodul, das wesentliche Teile der
postsynaptischen Dichte miteinander vernetzt. Des Weiteren verbindet PSD95 den NMDA-
Rezeptor mit anderen Transmembranproteinen wie Neuroligin 1, einem fiir exzitatorische
Synapsen spezifischen Zell-Adhédsionsmolekiil (Song et al., 1999), dem initiale Beteiligung
am Aufbau von synaptischen Kontakten zugeschrieben werden (Chih et al., 2005). Der
NMDA-Rezeptor bindet aulerdem die Proteine a-Actinin und Spektrin, die beide an F-Aktin
binden und den Rezeptor so mit dem Zytoskelett verankern. Umgekehrt wirkt die Aktivierung
des NMDA-Rezeptors liber die proteolytische Prozessierung von Spektrin auf die
Modulierung des Aktin-Zytoskeletts ein (Rajgopal und Vemuri, 2002). Diese Verbindung
wird als eine Moglichkeit fiir aktivitdtsabhingige Strukturverdnderungen an Synapsen
gesehen. Ferner bindet die NR1 Untereinheit an das Protein Yotiao, das den Rezeptor mit
Signalmolekiilen wie Proteinkinase A oder Proteinphosphatase I koppelt, die seine Aktivitét
regulieren konnen (Lin et al., 1998).

Auch AMPA-Rezeptoren interagieren mit verschiedenen PDZ-Proteinen. So bindet die GluR1
Untereinheit an SAP97, ein zu PSD95 homologes Protein (Sans et al., 2001). Die stark

miteinander verwandten Untereinheiten GluR2/3 binden an GRIP1 (glutamate receptor
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interacting protein), GRIP2 und PICK (protein interacting with activated C-kinase) (Hirbec et
al., 2002). GRIP1 besteht aus sieben unterschiedlichen PDZ-Doménen und es sind
verschiedene Spleissvarianten des Proteins beschrieben worden. Eine Form, die nur die PDZ-
Doménen 4-7 besitzt, lokalisiert vorwiegend synaptisch (Charych et al., 2004). Eine andere
Spleissform, GRIP1b, wurde als Interaktionspartner des Homdobox-Transkriptionsfaktors
DLX2 identifiziert (Yu et al., 2001). Mausmodelle der genetischen Inaktivierung haben
gezeigt, dass GRIP1 ein essentielles Protein ist. Noch ist seine Rolle in Bezug auf den AMPA-
Rezeptor allerdings nicht hinreichend beleuchtet. Neben einer moglichen Funktion in der
Biindelung und Verankerung des Rezeptors (,,Clustering) wurde, wie auch fiir PICK, eine
Beteiligung im Endozytosevorgang berichtet, die auf wichtige Funktionen in der Regulierung
der synaptischen Stirke hindeuten. Ferner wurde gezeigt, dass GRIP1 an GABARAP (GABA,4
receptor associated protein) binden kann (Kittler et al., 2004) und moglicherweise indirekt

Einfluss auf die Funktion von GABA s-Rezeptoren nehmen kann.

1.2.2 Inhibitorische Synapsen

Im Vergleich mit den exzitatorischen Synapsen lassen sich inhibitorische Synapsen in
elektronenmikroskopischen Bildern an weniger stark hervortretenden Strukturmerkmalen
erkennen. Die prisynaptische Endigung verfiigt iiber unregelmifBig geformte Vesikel, der
synaptische Spalt ist schmaler und die postsynaptische Dichte weniger deutlich ausgeprigt als
bei der erregenden Synapse. Morphologische Studien haben gezeigt, dass inhibitorische
Synapsen hauptsichlich auf dem Schaft des Dendriten liegen und selten auf dendritischen
Dornen. Eine grofle Zahl inhibitorischer Synapsen findet sich auch direkt auf dem Soma der
Nervenzellen.

Die Prisynapse kann immunzytochemisch durch das Protein GAD (glutamic acid
decarboxlyase) identifiziert werden, das durch Decarboxylierung von Glutamat den
Neurotransmitter GABA (y-amino-Buttersidure) herstellt. Ferner dient das transmembrane

Protein VIAAT (vesicular inhibitory amino acid transporter) als Marker fiir inhibitorische
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Prasynapsen, weil es in der Membran der synaptischen Vesikel lokalisiert ist und fiir die
Anreicherung von Glyzin oder GABA im Lumen des Vesikels verantwortlich ist (MclIntire et
al., 1997).

Glyzin und GABA stellen die wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter dar. Wahrend
Glyzin vorwiegend im Riickenmark und im Hirnstamm vorkommt, ist GABA der
vorherrschende Transmitter im gréften Teil des Gehirns. Glyzin- und GABAa-Rezeptoren
sind strukturell miteinander verwandt. Wie der ionotrope Serotoninrezeptor 5-HTR-3 und der
nikotinische Acetylcholinrezeptor gehdren sie zur Familie der pentameren, liganden-
gesteuerten lonenkanile. Fiir den Glyzin-Rezeptor sind eine - und vier a-Untereinheiten
beschrieben worden, die wahrscheinlich im Verhiltnis 3a2f3 einen pentameren Komplex
bilden. Jede Untereinheit besitzt eine relativ groBBe, extrazelluldre N-terminale Domine, vier
Transmembrandoménen, die eine kleine und eine grofe intrazelluldre Schleife einschlieen
und schlieBlich einen sehr kurzen C-Terminus, der wie der N-Terminus extrazellular
lokalisiert ist. Als Agonisten wirken f-Alanin und Taurin; Zink-Ionen modulieren die
Aktivitdt des Rezeptors negativ (Laube et al., 1995). Das pflanzliche Alkaloid Strychnin
kompetiert mit Glyzin um die Ligandenbindestelle und kann den Rezeptor hochaffin hemmen.
Der GABAA-Rezeptor verfligt iiber die gleiche Membrantopologie wie der Glyzin-Rezeptor,
seine Assemblierung ist jedoch aufgrund der Vielfalt an Untereinheiten erheblich komplexer.
Man unterscheidet sieben Klassen von Untereinheiten mit jeweils einer oder mehreren
Isoformen: al-6, p1-3, y1-3, 0, €, und p. Manche dieser Isoformen sind nur in einigen
Teilbereichen des Gehirns oder zu bestimmten Zeiten der Entwicklung exprimiert, wahrend
andere auf subzelluldrer Ebene in distinkten Kompartimenten lokalisiert sind. So kommt die
a6 Untereinheit fast ausschlieBlich im Cerebellum vor (Wisden et al., 1992), wihrend die a2
Untereinheit in GABAs-Rezeptoren gefunden wurde, die sich hauptsidchlich auf dem initialen
Axonsegment befinden (Nusser et al., 1996). Die enorme Vielzahl von theoretischen
Kombinationsmoglichkeiten wird in der Natur aber nicht voll ausgenutzt. Zwar sind
verschiedene Zusammensetzungen mit unterschiedlichen pharmakologischen Eigenschaften
beschrieben worden, die Hauptform des GABA s-Rezeptors wird aber durch die Kombination

2021y dargestellt (McKernan und Whiting, 1996). Die GABA-Bindestelle kann nicht einer
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einzelnen Untereinheit zugeschrieben werden, sondern wird gemeinsam von der a- und der f3-
Untereinheit gebildet. Benzodiazepine wirken als Agonisten und auch ihre Bindestelle
entsteht durch die Zusammenlagerung zweier Untereinheiten, nimlich der y- und einer o-
Untereinheit (Gunther et al., 1995). Weitere Modulationen werden von allosterischen
Effektoren wie Ethanol, Barbituraten und Steroiden ausgeiibt. Bicuculline wirkt als
kompetitiver Inhibitor an der GABA-Bindestelle, Muscimol als Agonist, wihrend
Picrotoxinin das Durchtreten der Ionen durch den Kanal verhindert.

Die postsynaptische Dichte der inhibitorischen Synapse ist weniger gut charakterisiert als die
der exzitatorischen. Das Vernetzungsprinzip durch Proteine, die PDZ-Doménen enthalten und
ein komplexes, strukturelles Netzwerk ausbilden, ist an der hemmenden Synapse nicht
realisiert. Allerdings sind diverse molekulare Komponenten der inhibitorischen Postsynapse
identifiziert worden. Die f-Untereinheit des Glyzin-Rezeptors bindet mit groBer Affinitit an
das submembranire Geriistprotein Gephyrin (Prior et al., 1992). Gephyrin ist ein 93 kD
schweres, losliches Protein, das gleichzeitig iiber verschiedene Motive in seiner
Aminosduresequenz dimerisieren und trimerisieren kann und auf diese Weise ein hexagonales
Gitter formt (Sola et al., 2004). Die Inaktivierung von Gephyrin zieht den Verlust der
Konzentrierung von Glyzinrezeptoren in der postsynaptischen Membran nach sich (Kirsch et
al., 1993). Eine direkte Interaktion von Gephyrin mit einer der Untereinheiten des GABA,-
Rezeptors konnte jedoch bisher nicht gezeigt werden. Das Protein GABARAP (GABA
receptor associated protein) ist bislang das einzige Protein, das sowohl Gephyrin (Kneussel et
al., 2000) als auch die y2-Untereinheit des GABAa-Rezeptors binden kann (Nymann-
Andersen et al., 2002), ein trimerer Komplex ist aber bislang nicht beschrieben worden. Da
GABARAP in Neuronen vornehmlich mit dem Golgi-Apparat assoziiert, aber nicht
synaptisch lokalisiert ist, erscheint es unwahrscheinlich, dass es eine solche Verankerungs-
funktion an der inhibitorischen Synapse ausiibt. Neben GABARAP binden auch das
Aktinbindeprotein Profilin I und Collybistin, ein Rho-GEF (GTP/GDP exchange factor), an
Gephyrin (Giesemann et al., 2003). Collybistin reguliert den Aggregationszustand von

Gephyrin iiber bislang unbekannte Mechanismen.
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Durch Immunprézipitation aus Rinderhirn sind eine Reihe von Bindeproteinen fiir den
GABAA-Rezeptor identifiziert worden, die spezifisch mit o l-enthaltenden Rezeptoren
assoziiert sind (Kannenberg et al., 1997), deren genaue Funktion allerdings in den meisten
Fillen unzureichend charakterisiert ist. Neben anderen wurden die Zytoskelett-Komponenten
Aktin und Tubulin gefunden, was Anlass zur Spekulation gab, dass der Rezeptor womoglich
sowohl tiber Mikrotubuli als auch iiber Mikrofilamente verankert wird (Giesemann et al.,
2003).

Das Ubiquitin-&hnliche Protein Plicl bindet unter anderem an die o.1-Untereinheit und scheint
die Insertion des Rezeptors in die Plasmamembran zu férdern und seine Verweildauer in
einem vesikuldren Reservepool unter der Zelloberfliche zu verldngern (Bedford et al., 2001).
GRIF-1 (GABA receptor interacting factor), das in zwei verschiedenen Spleissformen
beschrieben wurde, bindet spezifisch an die P2-Untereinheit. Thm wird wegen seiner
intrazelluliren Lokalisation bei Uberexpression in heterologen Zellsystemen eine Funktion im
Transport des GABAa-Rezeptors zugeschrieben (Beck et al., 2002). Die generellen
Mechanismen, mit Hilfe derer GABAa-Rezeptoren an inhibitorischen Synapsen gebiindelt
und mit dem Zytoskelett verankert werden, sind ungeklart.

Durch die Identifikation der beschriebenen Komponenten und die Charakterisierung ihrer
Funktionen wurden die Grundziige der synaptischen Ubertragung erkennbar. Die
Veranderlichkeit der synaptischen Stirke ist von groer Bedeutung, weil sie die molekulare

Grundlage fiir die Ausbildung eines Gedéchtnisses darstellt.

1.3 Lernen und Gedéchtnis: Synaptische Plastizitiit

Zu den hoheren Hirnfunktionen gehoren unter anderem das rdumliche Lernen und die
Ausbildung eines Erinnerungsvermogens. Die enorme Komplexitidt des Gehirns hat die
Beleuchtung der Vorgénge zum Beispiel beim Lernen erheblich erschwert. Die geschétzte
Zahl von einigen Milliarden Neuronen und bis zu 10.000 synaptischen Kontakten pro Neuron
macht deutlich, dass eine Beschreibung der Gesamtkonnektivitdt nicht moglich ist. Durch die

Beschriankung auf einige wenige, gut untersuchte Modellsysteme ist es aber gelungen,
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prinzipielle Mechanismen zu beschreiben, durch die das Gehirn Informationen zeitlich
konservieren kann.

Die synaptische Verkniipfung der Neuronen untereinander ist nicht starr, sondern kann in
verschiedener Weise modifiziert werden. So wird die Stirke einer Synapse stdndig moduliert
und manche synaptischen Kontakte werden aufgegeben, wihrend sich an anderer Stelle neue
Verkniipfungen bilden. Diese Vorgdnge werden unter dem Begriff der ,,synaptischen
Plastizitdt™ zusammengefasst. Elektrophysiologische Ableitungen haben in Hippokampus-
Schnitten Vorgénge identifiziert, die heute als zelluldre Korrelate von Kurz- beziechungsweise
Langzeitgedidchtnis angesehen werden. Bei der post-tetanischen Potenzierung, die durch
hochfrequente synaptische Reize ausgelost wird, zieht ein einzelnes Aktionspotential auf dem
postsynaptischen Neuron eine stirkere Antwort nach sich als vor der Reizung. Der Effekt ebbt
in der Regel allerdings nach einigen Minuten ab und wird daher mit einem moglichen
Mechanismus fiir ein Kurzzeitgedichtnis in Verbindung gebracht.

Neben Kurzzeit-Effekten sind auch langanhaltende Verdnderungen beschrieben worden, zu
deren Ausbildung Proteinbiosynthese ndtig ist. Diese Langzeitpotenzierung (long term
potentiation, LTP), die selbst nach Wochen noch nachgewiesen werden kann und daher als
Aquivalent zu einem Vorgang im Langzeitgedichtnis angesehen wird, kann durch wiederholte
post-tetanische Potenzierung oder durch besonders starke tetanische Reizung ausgelost
werden. Umgekehrt kann die Stirke einer Synapse auch durch niederfrequente Stimulation
herabgesetzt werden (long term depression, LTD, Langzeitdepression) (Yang et al., 1994).
Beide Effekte werden durch den Einfluss von Kalziumionen in die postsynaptische
Spezialisierung gesteuert und konnen durch pharmakologische Blockade des NMDA-
Rezeptors verhindert werden (Thiels et al., 1994). Im Fall von LTP werden durch die lange
Stimulierung NMDA-Rezeptoren aktiviert, was zur Aktivierung der Kalzium/Calmodulin-
abhingigen Kinase II (CaMKII) fiihrt. Eine niederfrequente Reizung fiihrt hingegen zu einem
geringen, aber dauerhaften Anstieg des Kalziumspiegels und 16st iiber die Aktivierung von
Proteinphophatasen LTD aus. Neben der Moglichkeit, dass Phosphorylierungskaskaden
Signale bis zum Zellkern bringen und eine Verdnderung der Transkription ausldsen, wurden

vor allem die Auswirkungen dieser Signalwege an den Synapsen selbst untersucht. Zu den
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Zielproteinen der Phosphoregulierung gehdrt unter anderem der AMPA-Rezeptor. Sowohl
pharmakologische Rezeptoreigenschaften, als auch seine Prdsenz in der postsynaptischen
Membran werden durch Phosphorylierung gesteuert (Esteban et al., 2003). Neben dem
Befund, dass der Phosphorylierungsstatus des Rezeptors wéhrend LTD und LTP
unterschiedlich ist, konnte durch einen genetischen Ansatz gezeigt werden, dass die
Phosphorylierung an zwei bestimmten Serinresten (S831 und S845) in der GluR1 Untereinheit
eine Vorraussetzung fiir das Erinnern an neu erlernte, rdumliche Umgebung ist, aber nicht fiir
das Erlernen selbst (Lee et al., 2003). Die Induktion von LTP geht mit morphologischen
Veranderungen der betroffenen Dendritenabschnitte einher. So konnte gezeigt werden, dass
sich nach elektrophysiologisch induzierter LTP lokal neue Dornen ausbilden, wihrend andere,
nicht betroffene Bereiche des Dendriten keine Anderung der Dornenzahl zeigten (Engert und
Bonhoeffer, 1999).

Die Rolle des NMDA-Rezeptors in synaptischer Plastizitdt wurde durch Studien beleuchtet, in
denen das Verbriickungsprotein PSD95 als Fusion mit dem griin fluoreszierenden Protein
(GFP) in Neuronen exprimiert wurde. Zeitrafferaufnahmen zeigten, dass ein bestédndiger
Protein-Umsatz die Struktur der Synapse in einem verdnderlichen Fliegleichgewicht hilt und
dass die mittlere Verweildauer einzelner Molekiile nicht ldnger als 24 Stunden betrigt (Okabe
et al., 1999). Genetische Manipulation, die zur Expression eines verkiirzten PSD95 fiihrt, das
zwar noch an den NMDA-Rezeptor binden kann, aber nur noch aus den ersten beiden PDZ-
Doménen besteht, hat nicht den Verlust von NMDA-Rezeptoren an der Synapse, sondern eine
verstiarkte LTP und eingeschrinktes Lernen zur Folge (Migaud et al., 1998). Dieser Befund
weist auf eine Funktion von PSD95 in der Signaltransduktion hin und hat zu der Spekulation
gefiihrt, dass ein retrogrades Signal an die Prisynapse eine Voraussetzung fiir Lernen und
Erinnerung sein konnte und womdoglich durch die Interaktion von PSD95 mit dem
transsynaptischen Neuroliginl/Neurexin-Komplex vermittelt wird.

An der inhibitorischen Synapse sind plastische Vorgénge weniger gut untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass in organotypischen Hippokampus-Schnittkulturen die Dichte an
inhibitorischen Synapsen von der elektrischen Aktivitit im Gewebe abhédngt (Marty et al.,

2000). Gemeinsam mit dem Befund, dass in Dunkelheit aufgezogene Ratten verdnderte
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Muster der GABAa-Rezeptor-Immunreaktivitdt im visuellen Kortex zeigen (Morales et al.,
2002), deuten diese Ergebnisse auf eine maB3gebliche Beteiligung der elektrischen Netzwerk-
Aktivitdt an der Reifung inhibitorischer Synapsen und der Regulation ihrer Starke hin.

In verschiedenen Systemen wurden auf zellulirer Ebene LTP- und LTD-Phinomene
beobachtet. In der Plastizitit GABAerger Synapsen in neugeborenen Ratten spielt der
intrazelluldre Kalziumspiegel eine entscheidende Rolle, wenngleich die zugrundeliegenden
Mechanismen der Kalziumausschiittung in verschiedenen Strukturen unterschiedlich sind (zur
Ubersicht siehe Gaiarsa et al., 2002). Zu diesem Zeitpunkt in der Entwicklung im
Hippokampus sind die Chloridionen noch mit hoher intrazellulirer und niedriger
extrazelluldrer Konzentration iiber der Plasmamembran verteilt, so dass beim Offnen des
GABA-Rezeptors ein auswértsgerichteter Strom entsteht, der die Zelle depolarisiert. Der
Anstieg an intrazellulirem Kalzium erfolgt durch die Aktivierung spannungsabhingiger
Kalziumkanile (Caillard et al., 1999) und fiihrt zu LTP. Wenn gleichzeitig Glutamat
ausgeschiittet wird, erfolgt zusétzlich ein Kalziumeinstrom durch NMDA-Rezeptoren, die
aufgrund der Depolarisation durch die GABAerge Transmission das blockierende
Magnesiumion verloren haben. Interessanterweise fiihrt dieses Szenario zum Ausbilden von
LTD.

Auch in adulten Ratten, wo GABA inhibitorische Wirkung entfaltet, wurde der Beitrag der
hemmenden Synapsen zum Entstehen von LTP untersucht. Die Modulierung der
Gesamterregbarkeit von Nervenzellen spielt bei der Ausbildung von Langzeitphdnomenen
eine entscheidende Rolle. Zum Generieren von LTP tragen zwei Komponenten unabhéngig
voneinander bei: Erstens stellt der Anstieg des erregenden postsynaptischen Potentials (EPSP)
eine Voraussetzung fiir die erhohte Erregbarkeit der postsynaptischen Zelle dar, zweitens wird
die Wahrscheinlichkeit, dass es zur Ausbildung eines Aktionspotentials kommt, mafgeblich
vom Zustand der Inhibition der betreffenden Zelle beeinflusst (Lu et al., 2000). Die
Abschwichung der Inhibition erhdht die Wahrscheinlichkeit eines Aktionspotentials
zusitzlich, wenn gleichzeitig das erregende postsynaptische Potential vergroflert ist. Dieses
Phanomen nennt man E-S-Kopplung (EPSP-spike-coupling). Erste Arbeiten haben gezeigt,
dass die Phosphatase Calcineurin entscheidend an der Ausbildung der E-S-Kopplung beteiligt
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ist, indem sie eine langanhaltende Depression der inhibitorischen Synapsen vermittelt (Lu et
al., 2000). Spéter konnte demonstriert werden, dass diese Effekte auf einer direkten
Interaktion von Calcineurin mit der y2-Untereinheit des GABAa-Rezeptors beruhen und ihre
molekulare Ursache in der von Calcineurin vermittelten Dephosphorylierung des Rezeptors

haben (Wang et al., 2003).

Der Etablierung und Aufrechterhaltung funktioneller inhibitorischer Synapsen wéhrend der
Synaptogenese liegen die gleichen zelluliren Mechanismen zugrunde. So wurde gezeigt, dass
Neurotrophine wie das sekretierte Protein BDNF (brain derived neurotrophic factor) die
Reifung inhibitorischer Synapsen beschleunigen konnen (Vicario-Abejon et al., 1998) und
gleichzeitig der Reduktion an hemmenden Synapsen bei Unterdriickung elektrischer
Netzwerkaktivitit entgegenwirken (Marty et al., 2000). BDNF aktiviert den transmembranen
Trk-Rezeptor, der seinerseits die Aktivitdt von intrazelluldr assoziierten Tyrosinkinasen
heraufsetzt. Die genauen Mechanismen der Phosphorylierungskaskade sind nicht bekannt.

Die Stérke inhibitorischer Synapsen wird zusétzlich iiber die Verfiigbarkeit des Rezeptors an
der Oberfldche reguliert. GABAs-Rezeptoren werden durch kontinuierliche Endozytose aus
der Plasmamembran entfernt und an anderer Stelle wieder an die Oberflache gebracht (zur
Ubersicht siehe Kittler und Moss, 2003). Dieses FlieBgleichgewicht wird von verschiedenen
Faktoren beeinflusst. So fiihrt zum Beispiel die chronische Applikation von GABA, aber auch
der agonistisch wirkenden Benzodiazepine zu verstirkter Rezeptor-Endozytose (Tehrani und
Barnes, 1991). Die Endozytose von GABAa-Rezeptoren geschieht in Clathrin-umhiillten
Vesikeln (Tehrani und Barnes, 1993) und kann durch Bedingungen unterbunden werden,
unter denen die Clathrin-basierte Endozytose blockiert ist. Es wurde ferner gezeigt, dass der
Rezeptor direkt mit der Endozytosemaschinerie in Verbindung steht, weil - und y-
Untereinheiten an das Adapterportein AP2 binden, das Transmembranproteine mit dem
Clathrin-Kéfig verbindet (Kittler et al., 2000). Die synaptische Stirke wird zusétzlich durch
Phosphorylierung einzelner Untereinheiten des Rezeptors beeinflusst. Die groBlen
intrazelluldren Schleifen der P-Untereinheiten und der y2-Untereinheit kdnnen von

Serin/Threonin- beziehungsweise Tyrosinkinasen phosphoryliert werden. In heterologen
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Systemen wurde gezeigt, dass die Proteinkinasen A (PKA), PKC, PKG und CaMKII den
Rezeptor phosphorylieren konnen (zur Ubersicht siehe Brandon et al., 2002). Eine
funktionelle Analyse in vivo ist allerdings nur fiir wenige Beispiele gelungen. So fiihrt die
Phosphorylierung der P3-Untereinheit durch PKA an Serin408/Serin409 zu einer
Potenzierung der GABA-Antwort (McDonald et al., 1998) und wird durch die Aktivitit von
Proteinphosphatase-1c wieder aufgehoben (Terunuma et al., 2004). Die Phosphorylierung an
Serin409 der B1-Untereinheit hat interessanterweise eine Verminderung der GABA-Antwort
zur Folge. Fiir die y2-Untereinheit wurden sowohl Phosphorylierungen an Serin- als auch an
Tyrosinresten beschrieben (Moss et al., 1995; Brandon et al., 2001), aber die Einfliisse auf die
Rezeptorfunktion in vivo konnten noch nicht hinreichend geklart werden.

Neben den Hinweisen darauf, dass GABAa-Rezeptoren bei der Ausbildung eines
Gedéchtnisses und beim Lernverhalten eine entscheidende Rolle spielen, mehren sich die
Erkenntnisse dariiber, dass die verschiedenen Untereinheiten unterschiedliche Funktionen bei
der Inhibition iibernehmen. Die Zusammensetzung des Pentamers entscheidet nicht nur {iber
seine pharmakologischen Eigenschaften, sondern zum Beispiel auch iiber die Lokalisation des

Rezeptors.

1.4  Die spezielle Rolle der a5-Untereinheit des GABA s-Rezeptors

Obgleich eine Vielzahl von Kombinationsmoglichkeiten bei der Assemblierung von GABA -
Rezeptoren denkbar ist, zeigen die meisten untersuchten Pentamere eine Zusammensetzung
aus zwei a-, zwei B- und einer y-Untereinheit (McKernan und Whiting, 1996). Die a5-
Untereinheit wird vornehmlich in Verbindung mit 33- und y2/3-Untereinheiten gefunden. In
situ-Hybridisationen haben gezeigt, dass die Boten-RNA der a5-Untereinheit fast
ausschlieBlich im Bulbus olfactorius und im Hippokampus hergestellt wird (Wisden et al.,
1992), wo 20% aller GABA-Rezeptoren mindestens eine a5-Untereinheit tragen (Sur et al.,
1998). Im Hippokampus wird die a5-Untereinheit besonders stark in pyramidalen Zellen

exprimiert. Im Gegensatz zu al-enthaltenden Rezeptoren, die hauptsichlich an GABAergen
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Synapsen gefunden worden sind, lokalisieren a5-Untereinheiten vorwiegend extrasysnaptisch
(Mohler et al., 1995). Extrasynaptische GABAa-Rezeptoren sind ebenfalls bei der
Immunfirbung von lebenden hippokampalen Neuronen beobachtet worden (Kannenberg et
al., 1999) und es wurde spekuliert, dass GABAerge Innervation einen Einfluss auf die
synaptische, beziechungsweise extrasynaptische Lokalisation von GABA s-Rezeptoren haben
konnte (Christie et al., 2002). Kiirzlich konnte fiir die extrasynaptische a6-Untereinheit des
GABA-Rezeptors eine distinkte Funktion beim Ausbilden von motorischem Fehlverhalten
unter Alkohol-Einfluss gezeigt werden (Hanchar et al., 2005); ein weiterer Hinweis darauf,
dass die extrasynaptische Lokalisation von Rezeptoren fiir das Erfiillen bestimmter
Funktionen notwendig ist.

Auch der a5-Untereinheit kommen neben einer generellen Rolle in der tonischen Inhibition
wichtige Funktionen zu, die direkte Auswirkungen auf das Verhalten haben. Durch einen
genetischen Ansatz konnte gezeigt werden, dass Miuse, bei denen die a5-Untereinheit
inaktiviert wurde, ein verbessertes Lernverhalten und ein gréferes Erinnerungsvermogen
zeigen (Collinson et al., 2002). Die genetisch verdnderten Mause zeigten deutlich schnelleres
Erlernen rdumlicher Zusammenhinge, aber normales Angstverhalten und keine Verdnderung
im Lernverhalten bei Aufgaben, fiir deren Bewéltigung der Hippokampus nicht in Anspruch
genommen wird. Elektrophysiologische Analysen haben gezeigt, dass bei den genetisch
verdnderten Tieren die Amplitude inhibitorischer postsynaptischer Strome (inhibitory
postsynatic currents, IPSC’s) im Vergleich zu Wildtyp-Tieren verringert ist. Diese Daten
gaben zu der Spekulation Anlass, dass die a5-Untereinheit trotz ihrer vorwiegend
extrasynaptischen Lokalisation eine wichtige Rolle in der Kontrolle synaptischer
Transmission spielt und direkten Einfluss auf das Verhalten hat.

Eine feinere Analyse gelang durch genetische Verdnderung von Méusen, bei denen ein
Aminosdureaustausch in der a5-Untereinheit eingefiihrt wurde. Dabei wurde ein Histidinrest
(His105) durch Arginin ersetzt (Crestani et al., 2002), wodurch die a5-Untereinheit insensitiv
gegeniiber dem Benzodiazepin Diazepam wird. Auf die genetisch verdnderten Mause hat das
Medikament weiterhin die sedierende, krampf- und angstlosende Wirkung und lediglich die

normalerweise von Diazepam vermittelte Muskelrelaxation ist bedingt eingeschrénkt. Die
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Immunreaktivitit fiir die a5-Untereinheit ist in diesem System im Hippokampus signifikant
herabgesetzt, und eine genaue Analyse zeigte, dass vornehmlich extrasynaptische Rezeptoren
von der erniedrigten Oberflachenexpression betroffen sind. Desweiteren zeigen die genetisch
veranderten Méuse ein abnormales assoziatives Lernen und die gesteigerte Fahigkeit, zeitlich
versetzte Ereignisse miteinander in Verbindung zu bringen. Die a5-Untereinheit des GABA -
Rezeptors ist demnach fiir hohere Gehirnfunktionen wie rdumliches Lernen und
Erinnerungsvermdgen von kritischer Bedeutung und ihrer extrasynaptischen Lokalisation fallt

eine besondere Schliisselrolle zu.

1.5  Konsequenzen der Inaktivierung von postsynaptischem Gephyrin

Das Geriistprotein Gephyrin wurde bei der Aufreinigung des Glyzin-Rezeptors identifiziert
und urspriinglich als eine seiner Untereinheiten angesehen (Pfeiffer et al., 1982). Spiter
konnte gezeigt werden, dass es sich um ein 16sliches, membran-assoziiertes Protein handelt
(Schmitt et al., 1987), das direkt an die B-Untereinheit des Glyzin-Rezeptors bindet (Meyer et
al., 1995). Die Rolle von Gephyrin wurde im wesentlichen durch Studien beleuchtet, die seine
Lokalisation in Neuronen oder die Konsequenzen funktioneller Inaktivierung beschrieben. Im
Riickenmark, wo die schnelle Inhibition vorwiegend durch Glyzin vermittelt wird, lokalisiert
Gephyrin gemeinsam mit dem Glyzin-Rezeptor prizise an inhibitorischen Postsynapsen
(Triller et al., 1987). Auch im Gehirn, wo GABA der hauptsichliche, hemmende
Neurotransmitter ist, wird Gephyrin vorwiegend an inhibitorischen Synapsen gefunden (Cabot
et al., 1995).

Der Befund, dass Gephyrin an polymerisiertes Tubulin bindet (Kirsch et al., 1991) und dass
das Zytoskelett regulierend auf die postsynaptische Lokalisation von Gephyrin einwirkt
(Kirsch und Betz, 1995), hat die Auffassung unterstiitzt, dass Gephyrin ein Verbindungs-
protein zwischen dem Glyzin-Rezeptor und dem Zytoskelett darstellt und damit die
Verankerung des Rezeptors bewirkt. Dieses Modell wurde um die Komponente bereichert,
dass Gephyrin gleichzeitig eine Biindelung des Rezeptors verursacht, da es durch

Selbstassoziation ein hexagonales Gitter ausbilden kann (Sola et al., 2004).
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Gephyrin ist in allen bislang untersuchten Geweben exprimiert und hat neben seiner Funktion
als ,,Clustering“-Faktor fiir den Glyzin-Rezeptor auch enzymatische Aktivitidt in der
Biosynthese des Molybdidn-Kofaktors, der prosthetischen Gruppe der Enzyme Xanthin-
Dehydrogenase, Sulfitoxidase und Aldehydoxidase. Im Molybdian-Kofaktor, der sich
strukturell vom Pterinring ableitet, wird das Molybdin von zwei Schwefelatomen koordiniert
(Bamforth et al., 1990). In seiner Biosynthese ist nach den beiden Proteinen MOCS1 und
MOCS2 auch Gephyrin aktiv (Reiss und Johnson, 2003) und scheint fiir die Insertion des
Molybdins in die Vorstufe Molybdopterin verantwortlich zu sein. Natiirlich vorkommende
Mutationen in jedem der drei Gene fiihren zu schweren neurologischen Schiadigungen (Brown
et al., 1989; Bamforth et al., 1990). Die Ursache fiir die Abnormalititen wird hauptsédchlich
dem Verlust an Sulfitoxidase-Aktivitit zugeschrieben (Johnson et al., 2002), da sowohl die
Intoxikation mit anorganischem Sulfit als auch der Mangel an Sulfat zu neuronalem
Untergang und einer abnormalen Hirnmorphologie fithren. Die genetische Inaktivierung von
MOCSI hat den Verlust von Sulfitoxidase-Aktivitét zur Folge, beeintrachtigt aber nicht die
synaptische Lokalisation von Gephyrin im Riickenmark (Lee et al., 2002).

Die Inaktivierung von Gephyrin durch antisense-Oligonukleotide fiihrt zum Verlust des
,,Clustering* von postsynaptischen Glyzin-Rezeptoren im Riickenmark (Kirsch et al., 1993).
Auch die Biindelung von GABAA-Rezeptoren geht bei Gephyrin-Depletion verloren (Essrich,
1998). Die selbe Studie zeigte allerdings, dass der Verlust der y2-Untereinheit des GABAx-
Rezeptors die gleichen Auswirkungen auf das ,,Clustering® an inhibitorischen Synapsen hat
wie die Anwendung des Gephyrin-antisense-Protokolls. Sowohl der Rezeptor als auch
Gephyrin selbst traten in beiden Féllen nicht mehr punktformig verteilt auf, was auf eine
reziproke Abhingigkeit beider Faktoren bei ihrer Biindelung schlieen lésst.

Die genetische Inaktivierung von Gephyrin in Méusen hat schlieBlich gezeigt, dass fiir alle
Glyzin-Rezeptoren und viele GABA-Rezeptoren die Biindelung an inhibitorischen Synapsen
unterbunden war (Feng et al., 1998; Kneussel et al., 1999). Die neugeborenen Miuse zeigen
keinen Saugreflex, nehmen keine Muttermilch auf und sterben innerhalb eines Tages nach der
Geburt. Es ist nicht geklirt, ob Gephyrin-defiziente Méuse ursdchlich wegen des Verlustes an

Glyzin-Rezeptor-,,Clustern® oder der fehlenden Sulfitoxidase-Aktivitét sterben.
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Eine immunhistologische Analyse auf Riickenmarksschnitten von diesen Tieren hat gezeigt,
dass nicht ausnahmslos alle GABAa-Rezeptoren in ihrem ,,Clustering” auf Gephyrin
angewiesen sind (Kneussel et al., 2001). Diese Studie hat die zuvor gefundene Reduktion in
der punktférmigen Verteilung fiir a2- und y2- enthaltende Rezeptoren bestitigen konnen,
demonstrierte aber, dass Rezeptoren, die entweder eine al- oder eine a5-Untereinheit trugen,
in ihrem ,,Clustering” vollkommen unbeeintrichtigt sind. Diese Beobachtung hat zur
Postulation weiterer Faktoren gefiihrt, die GABAx-Rezeptoren durch einen Gephyrin-
unabhéngigen Mechanismus in der Plasmamembran biindeln und am Zytoskelett verankern

konnen.

1.6  Zielsetzung

Das Gertistprotein Gephyrin hat einen maf3geblichen Einfluss auf das ,,Clustering® von vielen
GABA-Rezeptoren, aber solche, die die al- oder die a5-Untereinheit besitzen, werden
durch Gephyrin-unabhidngige Mechanismen gebiindelt und mit dem Zytoskelett verankert.
Ziel dieser Arbeit war es, neue Interaktionspartner fiir die al- und die a5-Untereinheit des
GABAA-Rezeptors zu identifizieren und funktionell zu charakterisieren. Beiden Unter-
einheiten fallen Schliisselrollen in der schnellen Inhibition zu. Die al-Untereinheit stellt die
haufigste a-Untereinheit dar und ist somit in einem GroBteil der GABAx-Rezeptoren
vertreten. Der a5-Untereinheit kommt eine besondere Bedeutung zu, weil sie vorwiegend
extrasynaptisch lokalisiert und wichtige Funktionen in Prozessen des rdumlichen Lernens und
der Erinnerung hat. Es ist zur Zeit vollkommen unverstanden, durch welche Mechanismen sie
mit dem Zytoskelett verbunden ist, aber die Klarung dieser Fragen ist fiir das Verstidndnis von
synaptischer Plastizitit von groBBer Bedeutung.

In dieser Arbeit sollte das Hefe-2-Hybrid-System eingesetzt werden, um neue Bindeproteine
fiir die a1- und a5-Untereinheit des GABA-Rezeptors zu identifizieren. Es stellt einen
leistungsstarken Ansatz zur Identifikation unbekannter Bindepartner eines Proteins dar, weil
mit Ausnahme von Transkriptionsfaktoren und membranstdndigen Proteinen unter

Verwendung einer cDNA-Plasmidbank ein Grofteil des zu einem gewissen Zeitpunkt im
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gewiinschten Gewebe exprimierten Proteoms auf mogliche Interaktion mit dem untersuchten
Protein hin getestet werden kann. Die gefundenen, putativen Interaktoren miissen in weiteren
Versuchen auf ihr tatsdchliches Bindevermogen hin gepriift werden. Dazu sollten sowohl
biochemische Ansétze, wie ,,GST-Pulldown*-Versuche und Koimmunprézipitation, als auch
immunzytochemische Firbungen dienen, die eine mdgliche Kolokalisation in vivo
demonstrieren. SchlieBlich sollte versucht werden, die Funktion der identifizierten Bindung
zu beleuchten, indem Experimente zu ihrer Storung durchgefiihrt werden. Dabei kdnnen
sowohl die Verwendung von antisense-Oligonukleotiden, kompetierenden Peptiden, als auch
die Uberexpression in Neuronen und die Charakterisierung von Mutanten oder dominant-

negativen Derivaten aufschlussreich sein.
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2.  Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Enzyme

Alle Chemikalien wurden im Reinheitsgrad p.A. verwendet und, sofern nicht anders angegeben, von
folgenden Firmen bezogen: SIGMA-Aldrich (Taufkirchen), Roth (Karlsruhe) und VWR (Darmstadt).
Restriktionsenzyme wurden von Roche (Mannheim), Fermentas (St.Leon-Rot) und New England
Biolabs (Frankfurt) erworben, T4-DNA-Ligase, T4-Polynukleotidkinase und T4-DNA-Polymerase
stammten von Roche (Mannheim), Tag-Polymerase und Desoxyribonukleotide von Gibco (Life
Technologies, Karlsruhe) und Pfu Ultra DNA-Polymerase von Stratagene (La Jolla, Kalifornien). Die

verwendeten Puffer wurden jeweils vom Hersteller mit den ensprechenden Enzymen geliefert.

2.2 Losungen und Medien

Fiir alle Medien und Puffer wurde iiber ein Milli-Q-System (Millipore, Eschborn) aufgereinigtes
Wasser verwendet. Wo angegeben, wurde der pH-Wert mittels NaOH, KOH oder HCI eingestellt. Zur
Sterilisierung wurden Losungen fiir 20 min bei 121 °C autoklaviert oder, falls vermerkt, mittels einer
Membran der Ausschlussgrenze 0,22 pm (Millipore, Eschborn) sterilfiltriert. Die folgenden
Standardlosungen fiir Molekularbiologie und proteinbiochemische Methoden wurden nach den

gingigen Handbiichern fiir die Laborarbeit hergestellt:

2x HBS (HEPES-gepufferte Salzlosung)
Coomassie-Brillant Blue R250-Proteinfarbepuffer
Coomassie-Entfarbepuffer

DNA-Probenpuffer (Typ I, 40% (w/v) Saccharose)
Lysispuffer (Puffer 2 fiir Plasmidpréparation)

PBS (Phosphat-gepufferte Salzlosung)

Ponceau S-Losung
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Puffer 3 (fiir Plasmidpréparation)

Resuspendierungspuffer (Puffer 1 fiir Plasmidpriparation)

4x SDS-Probenpuffer fiir Proteine

TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA)

TE-Puffer (Tris-EDTA, pH 8,0)
Tris-Glyzin-Elektrophoresepuffer (fiir Proteingelelektrophorese)
Western Blot-Transferpuffer

Folgende weitere Losungen wurden verwendet:
10x BU-Salzpuffer:

7% (w/v) Na,HPO4

3% (w/v) NaH,PO4
PCI: Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1 (v/v/v)
PEG/LiAc-Losung:

40% (w/v) PEG3500

100 mM Lithiumacetat

in TE-Puffer
Plasmidpraparationspuffer (fiir Hefe):

100 mM NacCl

10 mM Tris/HCI (pH 8,0)

1 mM EDTA

1% (w/v) SDS

2% (v/v) Triton-X-100

Bakterienmedien:
LB (Luria-Bertani):
1% (w/v) Pepton
0,5% (w/v) Hefeextrakt 1% (w/v) NaCl

Zur Herstellung von Agar wurden jeweils 2% (w/v) Agar-Agar zugegeben. Zur Selektion auf
Markergene auf Plasmiden wurden 100 pg/ml Ampicillin beziehungsweise 50 pg/ml

Kanamycinsulfat verwendet.
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Hefemedien:
YPD-Vollmedium:
20 g Pepton
10 g Hefeextrakt
20 g Glukose ad 1 1 Wasser
SC-Glukose-Selektivmedium:
1,7 g Hefe-Stickstoffbasis ohne Aminoséuren
5 g (NH4)2SO4
20 g Glukose
100 ml 10x ,,Drop-Out“-Losung (siehe unten, nach dem Autoklavieren zugeben)
nach Bedarf Stammlésungen von
Tryptophan (4 mg/ml, entspricht 100x),
Uracil (4 mg/ml, entspricht 200x)
Leuzin (4 mg/ml, entspricht 66x)
Histidin (4 mg/ml, entspricht 200x)
ad 1 1 Wasser
SC-Galaktose-Selektivmedium:
wie oben, nur mit 20 g Galaktose und 10 g Raffinose anstelle der Glukose

ad 11 Wasser

SC-Galaktose-X-Gal-Medium:
wie oben, zusitzlich:
100 ml 10x BU-Salzpuffer
8 ml X-Gal-Stammlésung (100 mg/ml in N,N-Dimethylformamid)
(beide wurden nach dem Autoklavieren zugeben)
ad 1 1 Wasser
10x ,,Drop-Out““-Losung:
300 mg/ml L-IsoLeuzin
1500 mg/ml L-Valin
200 mg/ml Adenin-Hemisulfat
200 mg/ml L-Arginin-Hydochlorid
300 mg/ml L-Lysin-Hydrochlorid
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200 mg/ml L-Methionin
500 mg/ml L-Phenylalanin
2000 mg/ml L-Threonin
300 mg/ml L-Tyrosin

Zur Herstellung von Agarplatten wurden jeweils 2% (w/v) Agar-Agar zugegeben.

23 Zelllinien, Bakterien- und Hefestimme

Zelllinien:

HEK293: humane embryonale Nierenzellinie, ATCC CRL-1537

Bakterienstimme:

BL-21: hsdS gal (Iclzs857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7 gene 1)

BL-21-CodonPlus(DE3)-RIL: E.coli B F ompT hsdS(rymsz) dcm™ Tet gal 1(DE3) endA
metA::Tn5(kan") Hte[argU ileY leuW Camr]

XL1-Blue: supE44 hsdR17 recAl endA1 gyrA46 thi relAl lac” F*[proAB" lacl® lacZDM15 Tnl((tet")]

Hefestamm:

EGY48: MATa trpl his3 ura3 LexApue-LEU2
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2.4  Antikorper

36

Die folgenden Primédrantikorper wurden in der angegebenen Verdiinnung fiir Immunfluoreszenzfiarbung

(IF), Koimmunprézipitation (ColP) oder Western Blot (WB) verwendet:

Antigen Spezies Verdiinnung Referenz
a-GABAAR-Alpha5 Kaninchen 1:500 (WB), 1:25 (IF), Acris (Hiddenhausen)
1:100 (ColP)
a-GABAAR-Alpha5 Kaninchen 1:500 (WB), 1:100 A. deBlas (Irvine, Kalifornien)
(ColP)
a-GABAAR-Alphal Kaninchen 1:100 (IF) Upstate Biotechnology
(Hamburg)
a-SV2 Maus 1:100 (IF) Hybridoma Bank (Universitét
Iowa, Iowa)
a-Synaptophysin Ziege 1:100 (IF) Santa Cruz (Heidelberg)
a-VIAAT Kaninchen 1:100 (IF) B. Gasnier (Paris, Frankreich)
a-Gephyrin mab7 Maus 1:100 (IF) Synaptic Systems (Gottingen)
a-Radixin R21 Ratte 1:1000 (WB), 1:20 (IF) | S. Tsukita (Kyoto, Japan)
a-Myc Maus 1:1000 (WB), 1:100 (IF) | SIGMA (Taufkirchen)
a-Myc Kaninchen 1:100 (IF) SIGMA (Taufkirchen)
a-HA Maus 1:100 (IF) Covance Antibodies (Berkeley,
Kalifornien)
a-HA Kaninchen 1:100 (IF) SIGMA (Taufkirchen)

Tabelle 1: Verwendete Primirantikorper

Die folgenden Sekundédrantikorper wurden verwendet:
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Bezeichnung Spezies Verdiinnung Referenz
a-Maus-488 Ziege 1:1000 (IF) MoBiTec (Gottingen)
a-Maus-546 Ziege 1:1000 (IF) MoBiTec (Gottingen)
a-Maus-CY2 Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
o-Maus-CY3 Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
a-Maus-CY5 Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
a-Kaninchen-488 Ziege 1:1000 (IF) MoBiTec (Gottingen)
a-Kaninchen-546 Ziege 1:1000 (IF) MoBiTec (Gottingen)
a-Kaninchen-CY?2 Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
a-Kaninchen-CY3 Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
a-Kaninchen-CY5 Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
a-Ratte-CY?2 Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
a-Ratte-CY3 Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
a-Ziege-CY2 Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
a-Ziege-CY3 Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
a-Ziege-CYS5 Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
o-Maus-HRP Ziege 1:10.000 (WB) Dianova (Hamburg)
a-Kaninchen-HRP Ziege 1:10.000 (WB) Dianova (Hamburg)
a-Ratte-HRP Ziege 1:10.000 (WB) Dianova (Hamburg)

Tabelle 2: Verwendete Sekundirantikorper

2.5  Vektoren und ihre Verwendung

pBKCMV: Expression in eukaryotischen Zellen, Stratagene (Amsterdam, Niederlande)

pcDNA3: Expression in eukaryotischen Zellen, Invitrogen (Karlsruhe)

pEGFP-C2: Expression als EGFP-Fusionsprotein (EGFP N-terminal) in eukaryotischen Zellen

p(EGFP)-N2:  Expression als EGFP-Fusionsprotein (EGFP C-terminal)
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pGEX-5X1: IPTG-induzierbare Proteinexpression als GST-Fusionsprotein in Bakterien, Amersham
(Freiburg)
pGilda: Galaktose-induzierbare Proteinexpression als lexA-Fusionsprotein in Hefen, Origene

(Rockville, Maryland)
pJG4-5: Galaktose-induzierbare Proteinexpression als B42-AD-Fusionsprotein in Hefen, Origene

(Rockville, Maryland)

2.6  Molekularbiologische Techniken

Das Herstellen der im einzelnen verwendeten Plasmide ist im Anhang fiir jedes Konstrukt beschrieben.
Die Vektoren wurden durch geeignete Restriktionsanalyse auf Insertion und Orientierung hin untersucht.

Positive Klone wurden durch automatisierte Didesoxy-Sequenzierung vollstindig iiberpriift.

2.7  Isolierung von Plasmid-DNA

Die Prédparation von Plasmid-DNA aus Bakterien im Mini-Mallstab erfolgte durch alkalische Lyse
(Birnboim und Doly, 1979). Bakterien aus 3 ml einer Ubernachtkultur in LB-Medium mit einem
geeigneten Antibiotikum wurden pelletiert und das Pellet in 100 pl Resuspendierungspuffer
aufgenommen. Die Zellen wurden durch Zugabe von 200 pl Puffer 2 lysiert und nach einer
Inkubationszeit von 5 min wurden 150 pl Puffer 3 zur Neutralisation zugegeben. Nach Zentrifugation fiir
15 min bei 14000 rpm in einer Tischzentrifuge (5417C von Eppendorf, Hamburg) wurde die DNA durch
Zugabe von einem halben Volumen Isopropanol aus dem Uberstand gefillt. Das Pellet wurde mit 70%
(v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in 40 pl TE-Puffer aufgeldst. Die Konzentration der DNA-
Losung wurde photometrisch bestimmt. Alternativ wurde auch ein Plasmid-Aufreinigungskit von Qiagen
(Hilden) verwendet.

GroBBere Mengen an DNA (Maxi-Mafistab) wurden nach alkalischer Lyse der Bakterien mit Hilfe von
Anionenaustauschersdulen aufgereinigt. Hier wurde nach den Protokollen des Herstellers Qiagen (Hilden)

verfahren.
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2.8 Restriktionsverdau

0,5 ng DNA wurde mit 1 Unit des jeweiligen Restriktionsenzyms und 2 pl 10x Puffer nach Angaben des
Herstellers in einem Gesamtvolumen von 20 pl fiir eine Stunde je nach Enzym bei der entsprechenden
Temperatur inkubiert. Die Fragmente wurden durch Agarose-Gelelektrophorese (in der Regel 1%
Agarose in TAE) aufgetrennt und mit Ethidiumbromid (1 pg/ml Gelvolumen) unter UV-Licht sichtbar

gemacht.

29 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit dem ,,QiaQuick Gel-Extraction Kit*
(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Hierbei wird die Agarose durch Inkubation
in einem Puffer mit chaotropen Salzen bei 50° C aufgeldst und die DNA mittels Anionenaustauscher-
sdulen aufgereinigt. Die Elution erfolgte, indem zweimal mit 75 pl reinen Wassers eluiert und das

Volumen anschlieBend in einer Vakuumzentrifuge eingeengt wurde.

2.10 Ligation

Zur Ligation von Restriktionsfragmenten wurden 150 ng des Vektorfragmentes mit einer geeigneten
Menge an geschnittenem Insertionsfragment (in der Regel im dreifachen stéchiometrischen Uberschuss)
versetzt. Die Ligationsfragmente wurden mit 10 pl 2x Quick-Ligase-Puffer (New England Biolabs,
Frankfurt) und 1 pl T4 DNA-Ligase (5 U/ul) in einem Volumen von 20 pl fiir 30 min bei Raum-

temperatur inkubiert.

2.11 Transformation von E. coli

Zur Transformation zwecks DNA-Gewinnung wurde der Bakterienstamm XL1-Blue verwendet. Zur

Proteinexpression wurde der Stamm BL21 oder BL21-RIL(DE3) eingesetzt. Der gesamte Ligationsansatz
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oder 50 ng Plasmid-DNA wurde zu den mit 3-Mercaptoethanol behandelten Zellen gegeben. Der Ansatz
wurde fiir 30 min auf Eis inkubiert und dann fiir 30 sec einem Hitzeschock bei 42° C unterzogen. Nach
Zugabe von 1 ml LB-Medium wurde die Zellsuspension fiir 1 Stunde bei 37° C geschiittelt. AnschlieBend
wurden die Zellen auf Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen und iiber Nacht bei

37° C inkubiert.

2.12 PCR-Analyse von Bakterienkolonien

Zur schnellen Identifikation von Bakterienkolonien, die einen bestimmten Vektor oder ein Plasmid mit
einem bestimmten Insert enthielten, wurden PCR-Reaktionen auf Bakterienkulturen ohne vorherige
Aufreinigung der Plasmid-DNA durchgefiihrt. Die fiinfminiitige Inkubation bei 95° C, die iiblicherweise
zur Denaturierung der Matrizen-DNA am Anfang einer PCR-Reaktion durchgefiihrt wird, reicht aus, um
die hinzugefiigten Bakterien zu lysieren. Als Matrize diente 1 ul einer Ubernachtkultur, wie sie auch zur
Gewinnung von DNA angesetzt wurde. Die PCR wurde nach folgendem Schema durchgefiihrt:

1 pl Bakterienkultur

je 1 pl Primer (10 pmol/pul Stammldsung)

0,5 ul 5SmM dNTPs

0,25 ul MgCl,

2,5 ul 10x PCR-Puffer

0,25 ul Tag-Polymerase

ad 25 ul H,O
Temperaturzyklen:

1x 5 min 95° C

25x 30 sec 95°C

30 sec 60 °C
3 min 72° C

1x S min 72° C

Die PCR-Produkte wurden durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und mit Ethidiumbromidlésung

angefarbt.
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2.13 Amplifikation von PCR-Produkten zur Klonierung

Die gewiinschten Fragmente wurden unter Verwendung sequenzspezifischer Oligonukleotide durch eine
PCR hergestellt. Dabei war in den Oligonukleotiden die Sequenz fiir eine Restriktionsschnittstelle den
homologen Bereichen vor- beziehungsweise nachgeschaltet. In speziellen Féllen wurde auf diese Weise
auch eine KOZAK-Konsensussequenz fiir erh6hte Translationsrate beziehungsweise ein STOP-Kodon
zum Beenden der Translation mit eingefiihrt. Die PCR-Produkte wurden dann mit den entsprechenden
Enzymen geschnitten und in die jeweiligen Vektoren kloniert.

Die Bedingungen und Zusammensetzung in der PCR entsprachen den Empfehlungen des Herstellers. Es

wurde folgendes Protokoll fiir die Temperaturzyklen verwendet:

1x 2 min 95° C
20x 30 sec 95°C
45 sec 55° C
1 min/kb 72° C
1x 10 min 72° C

2.14 PCR-basierte Mutagenese

Die Einfiihrung von Mutationen erfolgte mit Hilfe der Reaktionskomplettausstattung ,,QuikChange XL
Site-Directed Mutagenesis Kit” (Stratagene, La Jolla, Kalifornien) nach den Angaben des Herstellers. Das
Verfahren beruht auf dem Prinzip der Methylierung des in vivo hergestellten Mutterstranges und macht
sich die methylierungsspezifische Aktivitit des Restriktionsenzyms Dpnl zu Nutze. Die neu synthetisierte
DNA, die die gewiinschte Mutation tragt, wird von Dpnl nicht abgebaut und kann in E.coli vermehrt

werden.

2.15 Sequenzanalysen von Plasmid-DNA

Die DNA-Sequenzierung wurde von der Service-Gruppe Sequenzierungen unter Leitung von Dr. W.

Kullmann am ZMNH durchgefiihrt. Das Verfahren beruht auf der Didesoxy-Kettenabbruchmethode, bei
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der fluorochrome Nukleotide die lineare Polymerysierungsreaktion beenden. Die Elektropherogramme
wurden mit der EditView-Software Version 1.0.1 (ABI Prism, Perkin Elmer, Applera, Weiterstadt)

ausgewertet.

2.16 Das Hefe-2-Hybrid-System

Das 2-Hybrid-System ist eine Methode zur Untersuchung spezifischer Protein-Protein-Bindungen. Dabei
wird im Fall einer Interaktion der getesteten Proteine die Transkription bestimmter Reportergene
angeschaltet, die eine Selektion ermoglichen (Fields und Song, 1989).

Das Prinzip der Methode beruht auf dem modularen Aufbau prokaryotischer Transkriptionsfaktoren. Den
unterschiedlichen Doménen kommen getrennte Funktionen zu, die alleine nicht in der Lage sind, die
Transkription von Reportergenen anzuschalten. Werden die getrennt voneinander exprimierten Doménen
in rdumliche Ndhe gebracht, kann die Aktivitit des Transkriptionsfaktors wieder hergestellt werden.
Potentielle Interaktionspartner werden als Fusionsproteine entweder mit der DNA-Bindedoméne oder der
transaktivierenden Doméne exprimiert. Binden beide Proteine aneinander, bilden sie auf diese Weise
einen funktionellen Transkriptionsfaktor. Da sich Hefe in groen Mengen kultivieren ldsst und leicht
genetisch manipuliert werden kann, lasst sich unter Verwendung einer Plasmid-Bank ein bestimmtes
Koderprotein auf Protein-Interaktion mit einer grolen Zahl mdglicher Bindepartner hin untersuchen. Die

systematische Suche nach Interaktionspartnern wird gemeinhin als ,,Screen* bezeichnet.

2.17 Kultur von Hefen

Hefen wurden in Fliissigkultur oder auf Agarplatten bei 30° C geziichtet. Falls keine Selektion
erforderlich war, wurde YPD-Vollmedium verwendet. Sollte auf die Gegenwart von Plasmiden
selektioniert werden, wurde SC-Selektivmedium verwendet, in dem eine oder mehrere der folgenden
Komponenten fehlte: Histidin, Uracil, Tryptophan, Leuzin. Fiir die Selektion auf Proteininteraktionen im
2-Hybridsystem wurde SC-Selektivmedium mit 2% (w/v) Galaktose/ 1% (w/v) Raffinose und ohne
Leuzin verwendet. Zur langfristigen Aufbewahrung wurden Hefekulturen mit einem gleichen Volumen

50% (v/v) Glyzerin versetzt, in fliilssigem Stickstoff schockgefroren und bei —80° C gelagert.
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2.18 Transformation von Hefen im kleinen Maflistab

50 ml Fliissigkultur wurden mit einer einzelnen Hefekolonie angeimpft. In vielen Féllen wurden hier, um
nicht drei Plasmide auf einmal transformieren zu missen, Hefen verwendet, die bereits das
Reporterplasmid pSH18-34 und ein Kdderplasmid enthielten. Wenn die Kultur eine OD von 0,6 erreicht
hatte, wurden die Zellen pelletiert und in sterilem Wasser gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation
wurden die Hefen in 300 ul TE/LiAc-Puffer aufgenommen. Pro Ansatz wurden 100 pl Hefesuspension,
50 pg Trager-DNA (5 mg/ml; zur Denaturierung frisch aufgekochte DNA aus Lachssperma; SIGMA,
Taufkirchen), je 0,3 pug Plasmid-DNA und 600 pl PEG/LiAc-Puffer gemischt und 30 min bei 30° C
geschiittelt. Nach Zugabe von 70 pl DMSO wurde ein Hitzeschock von 15 min bei 42° C durchgefiihrt.
SchlieBlich wurden die Zellen pelletiert, mit sterilem Wasser gewaschen und auf Agarplatten mit

entsprechendem Selektionsdruck ausgestrichen.

2.19 Transformation von Hefen im grofien Mafstab

Um die Plasmid-Bank in die Hefen einzubringen, wurde das Verfahren zur Transformation im kleinen
Malistab leicht modifiziert. Es wurden Hefen verwendet, die bereits mit dem Reporterplasmid pSH18-34
und dem entsprechenden pGilda-Konstrukt als Koder transformiert waren. Zunédchst wurde eine 50 ml
Vorkultur wie beschrieben in entsprechendem Selektivmedium iiber Nacht bei 30° C angeziichtet. Am
nichsten Tag wurde 11 Hauptkultur in fiinf Kolben zu je 200 ml auf eine optische Dichte von 0,1
angeimpft und bei 30° C inkubiert.

Die Zellen wurden bei OD 0,8 pelletiert, mit sterilem Wasser und danach mit TE/LiAc-Puffer gewaschen.
Nach erneuter Zentrifugation wurden die Hefezellen in 20 ml TE/LiAc-Puffer resuspendiert. Es wurden 6
ml Trager-DNA (5 mg/ml frisch aufgekochte DNA aus Lachssperma; SIGMA, Taufkirchen) und 1 mg
der cDNA-Bank zugegeben (Gehirn-cDNA-Bank aus adulten Ratten, im Vektor pJG4-5; Origene,
Rockville MD; zur Verfiigung gestellt von Dr. Oussama El Far). Ferner wurden dem Ansatz 150 ml
PEG/LiAc-Puffer zugefiigt. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation fiir 30 min bei 30° C unter Schiitteln.
Danach wurden 17,5 ml DMSO hinzugegeben, der Ansatz in 13 kleine Schraubgefdfie zu je 15 ml
Fassungsvolumen aufgeteilt und fiir 15 min bei 42° C inkubiert. Dabei wurden die Gefédfle alle fiinf
Minuten invertiert, um eine moglichst effiziente Temperaturverteilung zu erreichen. Die Zellen wurden

pelletiert, zweimal mit TE-Puffer gewaschen und in 24 ml sterilem Wasser resuspendiert. Je 300 pl der
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Zellsuspension wurden auf einer 15 cm-Platte mit SC-Glukose-Selektivmedium ohne Uracil, Histidin und
Tryptophan ausplattiert. Zudem wurden zum Abschitzen der Transformationseffizienz Zellen auf

mehreren Platten in definierter Verdiinnung ausgestrichen.

Nach vier Tagen im Brutschrank wurde die Gesamtzahl der erhaltenen Kolonien durch Auszéhlen
bestimmt. Am gleichen Tag wurden alle erhaltenen Hefekolonien mit TE-Puffer von den Agarplatten
gewaschen, pelletiert und in 20 ml TE resuspendiert. Aliquots dieser Suspension wurden mit einem
gleichen Volumen 50% (v/v) Glycerin/100 mM MgSO, versetzt, in fliissigem Stickstoff eingefroren und
bei —80° C gelagert. Der Titer dieses Glyzerinstocks wurde bestimmt, indem ein Aliquot der Zellen
aufgetaut und in einer Verdiinnungsreihe auf SC-Glukose-Agarplatten ohne Uracil, Histidin und
Tryptophan ausplattiert wurde. Zwei bis drei Tage spiter wurden die erhaltenen Kolonien ausgezéhlt. Zur
Selektion auf LEU2-auxotrophe Interaktionspartner in der cDNA-Bank wurden die Klone auf SC-
Galaktoseplatten ohne Uracil, Histidin, Tryptophan und Leuzin plattiert. Dabei wurde die zehnfache
Menge der urspriinglich erhaltenen Kolonienanzahl auf Selektivmedium ausgestrichen, um
sicherzustellen, dass mit hinreichender Wahrscheinlichkeit jeder der erhaltenen Klone reprisentiert sein
wiirde. LEU2-positive Klone wurden spiter auf Selektivmedium ohne Leuzin und mit X-Gal

ausgestrichen, um die Aktivitdt beider Reportergene gleichzeitig verfolgen zu kdnnen (siehe unten).

2.20 Reportergen-,,Assays

Zur Selektion auf interagierende Proteine im 2-Hybrid-System standen zwei Reportergen-,,Assays zur
Verfiigung. Erstens enthielt der verwendete Hefestamm EGY48 stabil integriert das LEU2-Gen unter
Kontrolle eines lexA-sensitiven Promotors. Die nichtkovalente Bindung von Kdéder- und Beuteprotein
rekonstituiert die Funktion eines Hybrid-Transkriptionsfaktors aus einer lexA-DNA-Bindungsdoméine
und der transaktivierenden Domédne von B42 und aktiviert damit das lexA-Operon-LEU2-Reportergen.
Fiir die Blau-Weiss-Selektionierung wurden Hefen zusétzlich mit dem Plasmid pSH18-34 transfiziert.
Dieses enthilt das p-Galaktosidasegen unter der Kontrolle eines lexA-sensitiven Promotors. Im Falle
einer Interaktion von Koder- und Beute-Fusionsprotein wird dieses Enzym exprimiert und kann anhand
der Umsetzung von X-Gal zu einem blauen Farbstoff nachgewiesen werden. Beide Selektionsverfahren
wurden auf Agarplatten durchgefiihrt. Es wurden nur solche Klone als positiv gewertet, die sowohl

LEU2-auxotroph waren als auch f-Galaktosidase exprimierten. Stark interagierende Klone zeigten eine
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deutliche Blaufirbung innerhalb von 24 Stunden, schwichere Interaktoren erzeugten eine hellblaue

Féarbung, wuchsen aber in vielen Fallen schneller auf Selektionsmedium zu Kolonien heran.

2.21 Plasmidpriparation aus Hefe

5 ml einer Ubernachtkultur wurden zentrifugiert, um die Zellen zu pelletieren. Das Pellet wurde in 200 ul
Plasmidpréparationspuffer resuspendiert, mit 300 pl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol und 0,3 g
Glaskugeln versetzt und zwei Minuten lang bei voller Stirke in einem Schraubgefid3 gevortext. Nach
Zentrifugation wurde die obere, wiBrige Phase abgenommen. Diese Losung wurde entweder direkt als
Matrize fiir eine PCR-Testreaktion verwendet, oder die DNA wurde zur weiteren Aufreinigung und
Konzentrierung geféllt. Hierzu wurden 20 pl 3M Natriumacetatlosung und 440 pl 95% (v/v) Ethanol
zugegeben. Die Losung wurde 15 min bei 15000 rpm zentrifugiert, das Pellet mit 70% (v/v) Ethanol
gewaschen und in 10 pl TE-Puffer aufgenommen. Fiir die Transformation in £.coli wurden 0,5 bis 1 pl

dieser Losung verwendet.

2.22 Herstellung von Proteinextrakten aus Hirn

Fiir biochemische Experimente wurden Zelllysate aus Rattengehirn hergestellt. Den Tieren wurde nach
Betdubung mit Halothan (Rebopharm, Bocholt) das Genick gebrochen und das Gehirn entnommen. Alle
weiteren Schritte im Umgang mit Proteinlésungen wurden auf Eis oder bei 4° C durchgefiihrt.

Fiir die Herstellung eines Gesamtgehirnextraktes wurden die Gehirne von fiinf adulten Ratten in
eiskaltem Puffer A (50 mM Glukose, 20 mM Tris, pH 8,0, 150 mM NaCl und 2,5 mM EDTA, mit
Protease Inhibitor Tabletten (Roche, Mannheim Germany) und 1 mM PMSF) zerkleinert und in einem
Glas-Teflon Homogenisator mit acht StoBBen bei 800 Umdrehungen pro Minute homogenisiert. Das Lysat
wurde durch Zentrifugation bei 1000x g fiir 10 min geklirt und dem Uberstand wurde das gleiche
Volumen an eiskaltem Puffer B (20 mM Tris, pH 7,4, 150 mM NaCl, 24 mM Natriumdesoxycholate, 1%
(v/v) Tween20 und 0,1% (w/v) SDS) zugegeben. Die Losung wurde fiir 30 min auf Eis inkubiert und
dreimal fiir 30 sec sonifiziert. Das Lysat wurde aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80° C gelagert. Der Proteingehalt wurde mittels Proteinbestimmung nach Bradford ermittelt und betrug

in der Regel 1,7 mg/ml.
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Fiir die Herstellung von Proteinextrakten aus zehn Tage alten Ratten wurden acht Tiere wie beschrieben
getotet. Die Hirne wurden in eiskaltem Puffer A aufgenommen, homogenisiert und anschlieBend wurde
der Extrakt auf eine Endkonzentration von 1% (v/v) TritonX-100 eingestellt und fiir 30 min auf Eis

inkubiert. Das Lysat wurde aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80° C gelagert.

Hippokampale Extrakte wurden aus adulten Tieren gewonnen. Dazu wurden zehn Hippokampi pripariert
und in eiskaltem Puffer C (320 mM Glukose, 4 mM HEPES, pH 7,4, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,
Protease Inhibitor Tabletten (Roche, Mannheim) und 1 mM PMSF) homogenisiert. Das Lysat wurde fiir
10 min durch Zentrifugation bei 1000x g geklirt und der Uberstand wurde bei 100.000x g fiir 2 Stunden
zentrifugiert. Das Pellet dieser Zentrifugation wurde in 7,5 ml eikaltem Puffer C aufgenommen und
erneut im Glas-Teflon Homogenisator zu einer einheitlichen Losung verarbeitet. Das Lysat wurde

anschlieBend aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80° C gelagert.

2.23 Herstellung von Proteinextrakten aus transfizierten HEK293 Zellen

HEK-Zellen wurden in 10 cm-Schalen kultiviert und transfiziert wie in Kapitel 2.32 beschrieben. 24 bis
48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen geerntet. Dazu wurde das Medium abgenommen und die
Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen. Pro Schale wurde 1 ml PBS (+1% (v/v) Triton-X-100) zugegeben
und die Zellen mit einem Zellschaber (Sarstedt, Niimbrecht) abgeldst. Zur Lyse der Plasmamembran
wurde der Ansatz fiir 20 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurde fiir 5 min bei 2000 x g zentrifugiert
und der Uberstand, der aus groBen Teilen der zelluliren Membranen sowie Zytosol besteht, wurde in

fliissigem Stickstoff eingefroren und bei —80° C gelagert.

2.24 Proteinexpression in Bakterien

Fusionsproteine aus Glutathion-S-Transferase (GST) und beliebigen Zielproteinen wurden mit Hilfe von
pGEX-Vektoren (Amersham, Freiburg) in E.coli BL-21 exprimiert. Die verwendeten Vektoren erlauben
eine Induktion der Proteinexpression mittels Isopropyl-p-D-Thiogalaktopyranosid (IPTG), was die Gefahr

der Selektion auf nicht- oder schlechtproduzierende Bakterien wihrend der Wachstumsphase der Kolonie
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verringert. Die BL-21-Bakterien wurden mit dem jeweiligen Expressionsplasmid transformiert und eine
Ubernacht-Vorkultur wurde in LB-Ampicillin-Medium angeimpft. Hieraus wurde eine Kultur von 250 ml
Volumen zu einer OD von 0,1 angeimpft. Die Bakterien bis zu einer OD von 0,6 inkubiert und die
Proteinexpression wurde durch Zugabe von IPTG ad 1 mM induziert. Nach einer Expressionsdauer von
7-8 Stunden bei 37° C wurden die Bakterien pelletiert und in der Regel bei —20° C eingefroren. Alternativ
wurden Zellen vom Stamm BL21(RIL-DE3) verwendet oder die Expressionsphase auf 12-14 Stunden bei

Raumtemperatur verléngert.

Das Pellet wurde in 7,5 ml Sonifizierungspuffer (400 mM NaCl, 100 mM HEPES, pH 8,0, 10% Glyzerin
mit Protease Inhibitor Tabletten) resuspendiert und dreimal fiir je 30 sec mit Ultraschall behandelt, um die
Zellen aufzuschlieBen. Das Lysat wurde fiir 30 min bei 10.000x g zentrifugiert und der Uberstand wurde

aliquotiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei —80° C gelagert.

2.25 GST-,,Pulldown* Experimente

Eine Methode zum Nachweis von Proteininteraktionen in vitro ist das sogenannte GST-,,Pulldown*
Experiment. Hierbei wird einer der Bindepartner als Fusionsprotein mit Glutathion-S-Transferase (GST)
in Bakterien hergestellt. Dieses Protein kann aufgrund der Affinitdt von GST zu ihrem Substrat
Glutathion effizient an Glutathion-Sepharose-Kiigelchen immobilisiert werden. Die mit Fusionsprotein
beladene Sepharose wird anschlieBend mit einem Zellextrakt inkubiert, der den zweiten
Interaktionspartner enthélt. Hierzu wurde im allgemeinen Lysat aus Rattenhirn oder transfizierten
HEK?293 Zellen verwendet. Nach mehreren Waschschritten kénnen gebundene Proteine mit SDS-
Probenpuffer eluiert werden. Der Nachweis von Interaktionspartnern erfolgte nach Auftrennung der
Proben mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) durch Western Blot unter

Verwendung spezifischer Antikdrper.

Pro Ansatz wurden 50 pl Glutathion-Sepharose-Suspension (Amersham, Freiburg) einmal mit PBS
gewaschen (Pelletierung der Sepharose erfolgte hier und im Folgenden durch Zentrifugation fiir 1 min bei
300x g). Die Sepharose wurde mit 100-400 pl Bakterienlysat fiir 3-4 Stunden bei 4° C in einem Uber-
Kopf-Schiittler inkubiert. Das Affinitdtsharz wurde dreimal mit PBS gewaschen, dann wurde das zu

untersuchende Zelllysat zugegeben. Nach erneuter Inkubation fiir 6-8 Stunden wurde erneut mit PBS
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gewaschen (Menge an Triton-X-100 entsprechend dem verwendeten Zelllysat). SchlieBlich wurde der
Uberstand prizise abgenommen und die Sepharose in 50 pl PBS aufgenommen, mit 15 ul 4x SDS-
Ladepuffer versetzt und fiir 10 min bei 95° C hitzedenaturiert. Aliquots der Probe wurden zur Analyse auf

ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen.

2.26 Koimmunpriizipitation

Zur spezifischen Koimmunprizipitation wurden Protein G-gekoppelte Sepharose-Kiigelchen mit
Antikorpern beladen. Dazu wurden je 20 pl Matrix (Dynal, Oslo, Norwegen) mit PBS gewaschen und 5
pug Antikorper in einem Volumen von 200 pl fiir 4 Stunden bei 4° C rotierend inkubiert. Die Matrix
wurde von nicht gebundenem Antikorper durch Waschungen befreit und anschlieBend mit 1 ml
Hirnextrakt oder HEK?293-Zelllysat inkubiert. Als Negativkontrollen wurden Kiigelchen mit
unspezifischen Immunglobulinen beladen und ebenfalls mit Extrakt inkubiert. Nach 6-8 Stunden wurde
die Matrix erneut gewaschen, in 50 ul PBS aufgenommen, mit 15 pl 4x SDS-Ladepuffer versetzt und fiir
10 min bei 95° C hitzedenaturiert. Aliquots der Probe wurden zur Analyse auf ein SDS-Polyacrylamidgel

aufgetragen.

2.27 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihren Molekulargewichten erfolgte durch SDS-PAGE. Die
Gelelektrophorese wurde mit Hilfe einer Apparatur (Mini-Protean III, BioRad, Miinchen) nach
Anweisung des Herstellers durchgefiihrt. 5%ige Sammelgele und 6 bis 12%ige Trenngele wurden mit
40% (v/w) Acrylamid-/Bisacrylamidlésung (SIGMA, Taufkirchen) zubereitet. Die Proteinldsungen
wurden vor dem Auftragen auf das Polyacrylamid-Gel entsprechend mit 4-fach konzentriertem SDS-
Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95° C denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten
Spannung von 75 V pro Gel in Tris-Glyzin-Elektrophoresepuffer. AnschlieBend wurden die Proteine
entweder mit ,,Coomassie“-Ldsung gefiarbt oder durch Western Blot auf PVDF-Membranen

immobilisiert.
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2.28 Western Blot

Zum Nachweis von Proteinen durch spezifische Antikorper wurden sie nach der gelelektrophoretischen
Auftrennung auf eine PVDF-Membran der Porengrofie 0,45 pm (Amersham, Freiburg) transferiert. Der
Transfer erfolgte in einer ,,Semidry“-Blotapparatur (SIGMA, Taufkirchen) in Transferpuffer (25 mM
Tris, 150 mM Glyzin, pH 8,4 ohne Einstellen, 20% Methanol) bei einer konstanten Stromstéirke von 1,7
mA/cm® fiir 2 Stunden. Durch Anférbung der Proteine mit Ponceau S-Lésung (1% Ponceau-Rot in 1%
Essigsdure) wurde der Transfer tiberpriift. Die Membran wurde fiir 10 min in Ponceau S-Losung inkubiert

und anschlieBend durch mehrmaliges Waschen mit destilliertem Wasser und PBS entférbt.

2.29 Immundetektion

Zur Vermeidung unspezifischer Bindung wurde die PVDF-Membran durch Inkubation mit 5% (w/v)
Magermilchpulver und 0,05% (v/v) TritonX-100 in PBS iiber Nacht bei 4° C oder fiir 3 Stunden bei 37° C
blockiert. Anschlieend erfolgte die Bindung des ersten Antikorpers in entsprechender Verdiinnung in
Blockpuffer fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur oder fiir 12 Stunden bei 4° C. Nach viermaligem
Waschen mit PBS wurde die Membran mit dem HRP-konjugierten Zweitantikorper in Blockpuffer fiir 45
min inkubiert. Erneut wurde viermal mit PBS gewaschen, bevor die Detektion mit einem
Chemolumineszenz-basierten System (Applichem, Darmstadt) nach Angaben des Herstellers erfolgte. Zur

Dokumentation wurden lichtsensitive Filme (Hyperfilm ECL, Amersham, Freiburg) verwendet.

2.30 Kultur von HEK?293 Zellen

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank (Sterilgard, Baker, Sanford, Maine) unter
Verwendung sterilisierter Gefiale und Reagenzien durchgefiihrt. Alle Zellen wurden in einem Inkubator
bei einer Temperatur von 37° C und einer CO,-Konzentration von 5% (v/v) in wasserdampf-geséttigter
Atmosphére kultiviert.

HEK293-Zellen wurden in MEM-Medium (Gibco-BRL Life Technologies, Karlsruhe) mit 10% (v/v)
fotalem Kélberserum (FCS, Gibco-BRL Life Technologies, Karlsruhe), 25 pg/ml Pyruvat und 2 mM
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Glutamin kultiviert. Alle Kulturmedien enthielten 50 IU/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin (Gibco-
BRL Life Technologies, Karlsruhe) zur Vermeidung mikrobieller Kontaminationen. Vor Erreichen der
Konfluenz wurden Zellen im Verhéltnis 1:4 passagiert. Hierzu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
durch Inkubation mit Trypsin-EDTA (Invitrogen, Karlsruhe) von der Kulturschale geldst und vereinzelt.
Die Protease wurde durch Zugabe von 3 Volumenanteilen frischen Mediums inaktiviert und die Zellen

auf frische Kulturschalen verteilt.

2.31 Hippokampale Primérkulturen

Zur Kultivierung von hippokampalen Neuronen wurden neugeborene (PO) Ratten oder Méuse durch
Dekapitation getotet. Die Hippokampi wurden in eiskaltem PBS/10mM Glukose prépariert. Zur
Vereinzelung der Zellen wurden die Gewebe in PBS/10 mM Glukose mit 10 pg/ml DNAse I und 0,5
mg/ml Papain (SIGMA, Taufkirchen) fiir 15 min bei 37° C inkubiert. Nach Waschen in 10 ml Dulbecco’s
Modified Eagles Medium (DMEM) mit 10% (v/v) FCS, 25 pg/ml Pyruvat und 2 mM Glutamin wurden
die Zellen vorsichtig in 2 ml desselben Mediums mit abgeschmolzenen Pasteurpipetten trituriert. Die
Zellen wurden in DMEM-Medium mit Zusdtzen (s.0.) in einer Dichte von 110.000 Zellen pro
Glasplattchen in den Vertiefungen einer 24-well-Zellkulturplatte ausgesit. Die Glasoberflichen waren
zuvor mit Poly-L-Lysin (1,5 pg/ml in PBS, SIGMA, Taufkirchen) und Laminin (20 ug/ml, Tebu-Bio
GmbH, Offenbach) je iiber Nacht bei 4° C beschichtet und anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen
worden. Die Kulturen wurden in wasserdampfgeséattigter Atmosphére bei 37° C und 5% (v/v) CO; in
einem Brutschrank inkubiert. Nach 3 Stunden wurde das Medium durch Neurobasalmedium mit den
Zusétzen 2 mM Glutamin, 25 pg/ml Pyruvat und 2% (v/v) B27 (Gibco-BRL Life Technologies) ersetzt.
Nach 3 Tagen in vitro (DIV3) wurde 3 uM 1-[B-D-Arabinofuranosyl]-Cytosin (SIGMA, Taufkirchen) zu
den Kulturen gegeben, um die Proliferation von Astrozyten zu stoppen. Am Ende jeder Woche wurde ein

Drittel des Kulturmediums durch frisches Medium ersetzt.
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2.32 Transfektion von Kultivierten Zellen

HEK293-Zellen wurden mit Hilfe von Kalziumphosphat nach der Standardmethoden transfiziert (Chen
und Okayama, 1987). Die Zellen wurden in 10 cm-Plastikschalen ausgesit oder auf Glaspldttchen
ausgebracht, die zuvor eine Stunde lang mit einer Losung von 25 pg/ml Poly-L-Ornithin in PBS (SIGMA,
Taufkirchen) beschichtet worden waren. Kulturen wurden bei ca. 30-50% Konfluenz transfiziert. Fiir eine
10 cm-Schale wurden 13 pug Plasmid-DNA in 225 pl sterilem, destilliertem Wasser aufgenommen, mit 75
ul 1M CaCl, versetzt und gemischt. AnschlieBend wurden 300 pl 2x HBS hinzugefiigt und durch
mehrmaliges Auf -und Abpipettieren sprudelnd vermischt. Zur Transfektion von Zellen auf einem
Deckglas (14 mm Durchmesser in einer Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen) wurde 1 pg Plasmid-DNA
verwendet. Die DNA wurde analog in 25 pl 250 mM CaCl, und 25 pl 2x HBS vorbereitet. Der
Transfektionsmix wurde zum Medium iiber den Zellen hinzugetropft und die Kulturschalen wurden bis
20 Stunden bei 3% (v/v) CO; inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium gewechselt und die Zellen
weiter bei 5% (v/v) CO, gehalten.

Neuronale Primédrkulturen wurden nach einem leicht modifizierten Protokoll transfiziert. Fiir die
Transfektion von Zellen auf einem 12 mm-Glasplédttchen mischte man eine Losung von 2 pg Plasmid-
DNA in 12,5 pl 250 mM CaCl, mit 12,5 ul 2xHBS-Puffer, vortexte kurz und inkubierte fiir 15 min bei
Raumtemperatur. Das Medium auf den Zellen wurde bis auf eine Menge von 300 pl abgenommen und
separat aufbewahrt. Der Transfektionsmix wurde zu den Zellen gegeben und die Kultur fiir 1 Stunde im
Inkubator bei 5% (v/v) CO, inkubiert. Dann wurde das Transfektionsmedium abgesaugt und durch eine
Mischung aus konditioniertem Medium (ca. 300 pl) und 150 pl frischem Neurobasalmedium mit
Zusitzen ersetzt. Zellen wurden zwischen Tag 7 und Tag 9 in vitro transfiziert, und die Expressionsdauer

betrug 2-5 Tage.

2.33 Mikroinjektion

Wihrend des Mikroinjizierens wurden die Neuronen in vorgewarmtem Injektionspuffer (10 mM HEPES
135 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 10 mM HEPES/KOH, pH 7.4, 15 mM Glukose)

gehalten.
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Die PTO-antisense-Oligonukleotide gegen die Radixin mRNA wurden wie beschrieben (Takeuchi et al.,
1994) von der Firma MWG Biotech (Ebersberg) synthetisiert. Es wurde eine Losung hergestellt, deren
Konzentration 0,1 mM fiir jedes Oligonukleotid betrug und die entweder 2,5 % (w/v) Lucifer Yellow
(SIGMA, Taufkirchen) oder 50 ng/ul pEGFP-C2 Vektor (BD Biosciences, Heidelberg) enthielt. Diese
Losung wurde unter Zuhilfenahme von ,,Microloader® Pipettenspitzen in ,,Femtotips“ Glaskapillaren
(beide Eppendorf, Hamburg) eingefiillt und bei einem Druck von 70-100 hPa fiir 0.1-0.3 sec in den Kern
der Zelle injiziert. Dabei wurde der Operationsarm ,Transjector 5246“ von der zentralen
Steuerungseinheit ,,Injectman® (beide Eppendorf, Hamburg) kontrolliert. Die Mikroinjektionen wurden an
einem Axiovert 35 Mikroskop mit einem “long-distance” Phasenkontrast-Objektiv (LD-Plan Neofluar
63x, Zeiss, Hallbergmoos) durchgefiihrt. 24 Stunden nach der Mikroinjektion wurden die Zellen fixiert

und immungefarbt.

2.34 Immunzytochemie

Auf Glasplattchen kultivierte Zellen wurden mit PBS gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen fiir 12
min in 4% (w/v) Paraformaldehyd in PBS fixiert, mit PBS gewaschen und zur Permeabilisierung der
Zellmembran 4 min mit PBS/0,25% (v/v) Triton X-100 inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz zur
Vermeidung unspezifischer Bindungen fiir 30 min in 1% (w/v) BSA/PBS bei Raumtemperatur blockiert.
Die Zellen wurden hierauf fiir 2 Stunden mit entsprechend verdiinntem Erstantikdrper in Blockpuffer
inkubiert, 4 mal in PBS gewaschen und erneut fiir 45 min mit fluoreszenzmarkiertem Zweitantikorper in
Blockpuffer im Dunkeln inkubiert. Nach 4 Waschschritten in PBS wurden die Glaspldttchen mit
Aquamount (Polysciences, Warrington, PA) auf Objekttragern fixiert. Die Analyse der
Immunfluoreszenzfiarbungen erfolgte durch konfokale Lasermikroskopie mit einem Leica TCS-SP2
,Laser Scanning“-Mikroskop (Leica, Wetzlar). Zur Aufnahme von Fluoreszenzbildern wurde die

Software Leica-TCS-NT verwendet.

2.35 Quantitative Analyse und Statistik

Zur Quantifizierung wurden Ausschnitte von Bildern immungefarbter Zellen mit einem Farblaserdrucker

ausgedruckt (FS-C5016N, Kyocera, Meerbusch). Die immunreaktiven Punkte wurden anhand ihrer Farbe
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voneinander unterschieden und mit Hilfe eines Zellzdhlers gezdhlt. Die Verarbeitung der Rohdaten
geschah mit dem Programm Excel (Microsoft, Miinchen), ebenso die statistische Analyse durch

Mittelwerte, Standardabweichung und p-Werte nach ,,student’s t-test*.
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3. Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Hilfe des Hefe-2-Hybrid-Systems nach Interaktionspartnern
der a.1- und der a5-Untereinheit des GABA-Rezeptors gesucht.

3.1 Identifizierung von GABA sR-Interaktoren mittels Hefe-2-Hybrid Technik

Das Prinzip des Hefe-2-Hybrid Systems beruht auf dem modularen Aufbau von
Transkriptionsfaktoren. Sowohl die DNA-Bindung als auch die Transaktivierungsaktivitit
konnen getrennten Domédnen zugeschrieben werden. In dieser Arbeit wurde zur Identifizierung
neuer Bindepartner das LexA-basierende MATCHMAKER Hefesystem (Clontech, Heidelberg)
ausgewdhlt, bei dem das Kdderprotein (in diesem Fall die groBBe zytoplasmatische Schleife von
GABAaR-al oder -a5) an die DNA-Bindedomine des bakteriellen Transkriptionsfaktors LexA
im Vektor pGILDA fusioniert wird. Die Verwendung einer bakteriellen DNA-Bindedoméne im
Hefesystem verbessert im allgemeinen das Ergebnis, weil weniger unspezifische Bindung an die
eukaryontische DNA auftritt. Die Beuteproteine liegen im gewéhlten System als Fusion mit der
B42 , Acid-Blob®“ Domine vor, die von dem Vektor pJG4-5 kodiert wird. Der verwendete
Hefestamm EGY48 ist auxotroph in Bezug auf die Aminosduren Tryptophan, Histidin und
Leuzin und auf die Nukleobase Uracil. Erst durch Transformation mit den Kdder-, Beute- oder
Reporter-Vektoren konnen die Hefen auf entsprechenden Selektionsmedien wachsen. Ein
zusétzlicher Vorteil des vorliegenden Systems besteht in der induzierbaren Expression der
beteiligten Proteine, da alle Promotoren Operatorbindestellen des Lac-Operons besitzen und
somit in Anwesenheit von Glukose reprimiert sind. Erst bei Wachstum auf Galaktose wird die
Expression der Fusionsproteine induziert. Ein Vorteil dieser Besonderheit besteht darin, dass
auch Proteine untersucht werden konnen, die bei ldngerer Exposition toxisch auf die Hefezelle
wirken. Als Bibliothek wurde eine Bank von cDNAs aus dem Gehirn adulter Ratten gewihlt,
deren Komplexitit vom Hersteller (Origene, Rockville, Maryland) mit 2x10° unabhingigen

Plasmiden angegeben wurde.
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Bevor ein Koderkonstrukt im Hauptversuch eingesetzt werden kann, muss es auf seine
Kerngéngigkeit und auf mogliche Autoaktivierung hin untersucht werden. Entsprechende
Testverfahren sind vom Hersteller angegeben und speziell benétigte Hilfsplasmide wurden
mitgeliefert. Die Kerngédngigkeit des Fusionsproteins wird untersucht, indem seine Féhigkeit
iiberpriift wird, an einem eigens dafiir konstruierten Reporterplasmid die konstitutive
Transkription des Reportergens fiir -Galaktosidase zu unterdriicken. Wenn das Koderkonstrukt
in der Lage ist, im Zellkern an die Operatorbindestellen im Lac-Promotor auf dem Reporter-
plasmid zu binden, verzogert sich die Blaufidrbung der Hefen auf Induktionsmedium. Die
Autoaktivierung eines Fusionsproteins wird getestet, indem man die Hefen auf
Induktionsmedium unter Selektionsdruck wachsen ldsst, aber kein Beutekonstrukt zur Interaktion
anbietet. Bringt schon der Koder die Fahigkeit mit, die Transkription der Reportergene
anzuschalten, wachsen die Hefen auch ohne Beuteprotein auf Induktionsmedium mit
Selektionsdruck. Die Zellen werden in definierten Verdiinnungen parallel auf glukosehaltigem
und galaktosehaltigem Selektionsmedium ausgestrichen, um ermitteln zu koénnen, welcher
Prozentsatz autoaktiviert. Bereits eine einzige autoaktivierende Zelle aus einer Million
verursacht erhebliche Probleme, weil im Verlauf des Versuches viele Milliarden Zellen auf
Induktionsmedium ausgestrichen werden. In diesem Fall kann das Kdderprotein nicht fiir die
Untersuchung verwendet werden.

Beide hier verwendeten Konstrukte — die Fusionen mit der zytoplasmatische Schleife von
GABAaR-al und -a5 — wurden sowohl positiv auf ihre Kerngédngigkeit, als auch negativ in
Bezug auf mogliche Autoaktivierung getestet. Aus liber hundert Millionen ausplattierten Zellen
schaltete in beiden Féllen keine einzige die Transkription der Reportergene von allein an. Beide
Koderkonstrukte waren daher geeignet, um in der systematischen Suche nach neuen Interaktoren

(,,Screening*) eingesetzt zu werden.
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3.1.1 ,,Screening“ einer cDNA Bibliothek aus Gehirn

Der Hefestamm EGY48 wurde zunédchst gemidfl dem Protokoll fiir Hefetransformation im
kleinen MafBlstab mit dem Reporterkonstrukt pSH18-34 und je einem der Kdderkonstrukte
transfiziert. Die so modifizierten Hefen wurden in glukosehaltigem Selektionsmedium
angezogen und fiir die Transformation im groen Ma@stab vorbereitet. Der Transformations-
ansatz wurde auf 80 grof8e Kulturschalen (150 mm Durchmesser) mit Selektionsmedium
ausgestrichen. Anhand verschiedener Verdiinnungen wurde die Gesamtzahl der Kolonien fiir
beide Experimente berechnet. Im Fall von GABAR-al wurden 2.4 x 10° Kolonien gezéhlt, flr
GABAAR-0.5 waren es 2,8 x 10°. In beiden Ansitzen war also die Komplexitit der Bibliothek
iibertroffen worden und jeder der unabhingigen Klone mit groBer Wahrscheinlichkeit
mindestens einmal in dem Hefegemisch enthalten.

Die Transformationsansétze der beiden Experimente wurden jeweils zu Gefrierkulturen vereinigt
und getrennt voneinander titriert. In beiden Féllen lag die Zelldichte nach dem Auftauen eines
Aliquots bei mehr als 10 cfu/ml Zellsuspension. Das Zehnfache der erhaltenen Transformanden
wurde auf Induktionsmedium ausgestrichen und fiir 10 Tage bei 30° C inkubiert. Die
anwachsenden, blaugefirbten Kolonien wurden wiahrend dieser Zeit auf frisches
Induktionsmedium iiberfithrt und insgesamt dreimal neu ausgestrichen, um das Risiko zu
verringern, dass zwei unabhéngige Beute-Plasmide mitgefiihrt wurden. Im Fall von GABAAR-

al wurden 70 blaue Kolonien erhalten, fiir GABAAsR-05 waren es zwolf.

GABAAR-al GABAAR-a5
Autoaktivierung negativ negativ
Kerngéngigkeit positiv positiv
Transformanden 2,4x10° 2,8x 10°
cfu/ml Zellsuspension >10° >10°
blaue Kolonien 70 12

Tabelle 3: Ubersicht iiber die beiden Hefe-2-Hybrid-Versuche




Ergebnisse 57

3.1.2 Analyse positiver Klone

Die positiven Kolonien wurden im glukosehaltigem Selektionsmedium angezogen. Die Plasmid-
DNA wurde isoliert und durch Transformation in Bakterien gebracht. Da es sich um ein Gemisch
aus Reporter-, Koder- und Beuteplasmid handelte, wurden die Bakterien auf LB-Medium mit X-
Gal ausgestrichen. Blaue Kolonien trugen den Reporter pSH18-34, der fiir die $-Galaktosidase
kodiert, und wurden ignoriert. Von den weill gebliebenen Bakterienkolonien wurden in der Regel
vier zu einer Ubernachtkultur angeimpft. Je 1ul des Kulturvolumens wurde in einer PCR als
Matrize benutzt, um unter Verwendung von spezifischen Oligonukleotiden eine Sequenz aus
dem Riickgrat des Beutevektors pJG4-5 zu amplifizieren und auf diese Weise zwischen
Bakterien zu unterscheiden, die mit dem Koder- oder dem Beuteplasmid transformiert worden
waren. Von je einem der fiir pJG4-5 positiven Klone wurde die DNA préipariert und einer
Restriktionsanalyse mit den Enzymen HindIll und BamHI unterworfen. Das enstandene Gemisch
aus Fragmenten wurde iiber ein 1%iges Agarosegel aufgetrennt und die Bandenmuster der
verschiedenen Kandidaten wurden miteinander verglichen. Je eine DNA des jeweils gleichen
Musters wurde mit einem sequenzspezifischen Oligonukleotid fiir pJG4-5 sequenziert. Die
erhaltene Sequenz wurde mit bekannten Sequenzen verglichen (BLAST unter

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), um so die Identitit der moglichen Interaktionspartner zu

ermitteln.

Gleichzeitig wurden Hefen erneut mit dem Reporterplasmid und mit dem pJG4-5 Konstrukt fiir
jeden moglichen Interaktionspartner transformiert und auf Induktionsmedium mit geeignetem
Selektionsdruck ausgestrichen, um die Beuteproteine auf mogliche Autoaktivierung hin zu
testen. Nur solche Proteine, die die Transkription der Reportergene nicht ohne Koder aktivieren
konnten, wurden weiterbearbeitet.

Unter den 70 mdglichen Interaktoren fiir GABAAR-al fand sich 64 mal das autoaktivierende
Protein PLZF (promyelotic leukemia zinc finger protein). Von den zwolf moglichen Interaktoren
flir GABAAR-a5 war keiner in der Lage, die Transkription der Reportergene ohne die
zytoplasmatische Schleife des Rezeptors anzustellen. Tabelle 4 gibt einen Uberblick iiber die

Identitét der gefundenen Interaktoren.
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GABA, R-al GABAAR-05
Uspl4 (ubiquitin specific protease 14) Radixin (3x)
Muskelin Androgen Rezeptor Interagierendes Protein
HDRI Homologes (GATA binding protein STAT Inhibitor (signal transducer and
homologue) activator of transcription inhibitor)
Rab11b (2x) Protein dhnlich KIAA 1784
PRMI (transition protein) SPARC (secreted factor rich in cysteine)
RAPA2 ( TREREF transcriptional regulating
factor)
Zinkfinger Helikase (2x)
Transkriptionsregulator (2x)

Tabelle 4: Identitiit der gefundenen Interaktoren

Je eines der gefundenen Proteine, ndmlich Muskelin fiir GABAsR-a1 und Radixin fiir
GABAAR-a5, wurden in dieser Arbeit weiter untersucht.

Das Protein Muskelin wurde erstmals als zytosolischer Faktor beschrieben, der auf Signale
reagiert, die durch das extrazellulire Matrixprotein Thrombospondin vermittelt werden. Es
verdankt seinen Namen dem Befund, dass es im Muskelgewebe stark exprimiert ist und in seiner
Sequenz liber Homologien zu dem Protein Kelch aus Drosophila melanogaster verfiigt (Adams
et al., 1998).

Radixin gehort zur Familie der ERM-Proteine, die an der Plamamembran lokalisiert sind und
transmembrane Proteine mit dem Aktin-Zytoskelett verbinden kdnnen (Tsukita und Yonemura,
1997; Bretscher et al., 2002). Beide Proteine, Muskelin und Radixin, stellen interessante
Kandidaten dar, um Erkenntnisse iiber das ,,Clustering®, die Verankerung und Lokalisation von

GABA-Rezeptoren zu gewinnen und sollten im Folgenden charakterisiert werden.
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3.2  Interaktion von Muskelin mit der al-Untereinheit des GABA,-Rezeptors

Nachdem eine Sequenzanalyse sichergestellt hatte, dass das Fragment von Muskelin im pJG4-5
Vektor ohne Rasterschub mit der B42 ,,Acid-Blob* Doméne fusioniert war, sollte die Bindung an
die intrazelluldre Schleife des Rezeptors genauer charakterisiert werden. Zum einen sollte die
Bindestelle fiir Muskelin auf der Rezeptorschleife eingegrenzt werden, zum anderen sollte mit
biochemischen Ansdtzen die Interaktion beider Partner in einem in vitro System liberpriift
werden. Allen Experimenten mit Muskelin lag die verdffentlichte Sequenz der mRNA aus Rattus

norvegicus zugrunde (accession number NM_031359).

3.2.1 Eingrenzung der Bindestelle in Hefe

Zur Eingrenzung der Bindestelle wurden verschiedene Konstrukte hergestellt, die unterschiedlich
lange Teile der intrazelluldren Schleife des Rezeptors exprimierten. Fiir Verkiirzungen am N-
terminalen Teil der Schleife wurde in die Sequenz des urspriinglichen Vektors durch gezielte
Mutagenese im richtigen Leseraster eine EcoRI Restriktionsschnittstelle eingefiihrt. Das Plasmid
wurde dann mit EcoRI linearisiert und religiert, wobei ein Teil der fiir die Schleife kodierenden
Sequenz verlorenging und die Expression einer verkiirzten Schleife moglich wurde. Fiir C-
terminale Verkiirzungen wurde durch gezielte Mutagenese ein STOP Kodon eingefiihrt, um die
Translation der Schleife vorzeitig zu beenden.

Durch die Verwendung von zwdlf verschiedenen Konstrukten fiir die Schleife des Rezeptors ist
es gelungen, die Bindestelle fiir Muskelin auf 21 Aminosduren einzuschrinken. Es handelt sich
dabei um die Reste 399-420, die am C-Terminus der Schleife vor der vierten Transmembran-

domaéne lokalisiert sind (siehe Abbildung 3.1).

Die Doménenstruktur des Muskelins zeigt, dass es eine N-terminale Discoidin-dhnliche Doméne
besitzt, der zwei kiirzere Motive folgen (Prag et al., 2004; siche Abbildung 3.1). Auf ein etwa 60
Aminosduren langes Lissencephalie 1-homologes Motiv (LisH), das zuerst in dem Protein

Lissencephalie 1 (Lis1) beschrieben worden ist (Hattori et al., 1994), eine a-Helix ausbildet und
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bei der Interaktion von Lis1 mit zytoplasmatischem Dynein wichtig ist (Sapir et al., 1997), folgt
ein C-terminal davon gelegenes Motiv (CL), dessen Funktion bislang ungeklért ist. Der C-
Terminus von Muskelin wird von einer “Kelch repeat” Sequenz dargestellt, in der sechs
hintereinandergeschaltete Sequenzen organisiert sind, die Homologien zu dem Protein Kelch aus
Drosophila melanogaster aufweisen. Sie bilden eine f-Propeller Tertidrstruktur aus, die aus

antiparallelen B-Faltblattern zusammengesetzt ist (Adams, 2002).

A
[GABAR a1

Interaktion mit

Muskelin
(p-Galaktosidase-
Akdivitat, Wachstum
auf Leu-Medium)

Aminosduren

334-420
334-384
334-369
334-356
344-384
344-369
357-384
344-356
357-369
385-420
385-408
399-420

III-'.'l'llj

B

DD LisH CL K

BN T (7 07 77 FT [

] .
GABA,R ] Muskelin
Bindestelle

Abbildung 3.1: Bindung von Muskelin an GABA,R-a1 im Hefe-2-Hybrid-System.

A: Als Koder wurde die grofle zytoplasmatische Schleife zwischen den Transmembrandoménen III und IV
eingesetzt. Das identifizierte Muskelin-Konstrukt fithrt zu Wachstum auf Leuzin-freiem Medium und positiver
Blaufirbung im p-Galaktosidase-Test. Verschiedene Verkiirzungen der Schleife wurden auf ihre Fahigkeit hin
untersucht, mit Muskelin zu interagieren. Die Aminosiduren 399-420 des Rezeptors sind ausreichend fiir die
Interaktion, die Aminoséuren 409-420 sind notwendig.

B: Die Doménenstruktur des Proteins Muskelin zeigt, dass es iiber eine N-terminale Discoidin-dhnliche Doméne
verfiigt (DD). Ferner sind im N-Terminus zwei Motive lokalisiert (LisH, homolog zu Lissencephalie-1 und CL, C-
terminal von LisH). Der C-Terminus besteht aus einer -Propeller-Struktur, die von sechs in Reihe geschalteten
Kelch-repeats (K) geformt wird.

Andere Proteine mit &hnlichen Strukturen sind bekannt, so zum Beispiel die Familie der

Galaktose-Oxidasen, aber es ist wahrscheinlich, dass die P-Propeller Domédnen in den



Ergebnisse 61

verschiedenen Proteinklassen unterschiedliche Aufgaben wahrnehmen. Eine Untersuchung von
Muskelin hat gezeigt, dass es keine Enzymaktivitit als Galaktose-Oxidase besitzt (Adams,
2002).

Die im Hefe-Versuch indentifizierte Sequenz liegt im Muskelin N-terminal. Sie erstreckt sich

iiber die Aminosduren 89-205 und beinhaltet das LisH-Motiv (sieche Abbildung 3.1).

3.2.2 Biochemische Analyse durch ,,Pulldown”-Experimente

HEK?293 Zellen wurden mit einem Konstrukt fiir myc-markiertes Muskelin transfiziert und 24
Stunden nach Transfektion aufgeschlossen.

Die intrazelluldre Schleife des GABAAR-al wurde mit GST fusioniert und in E.coli BL21
exprimiert. Die so gewonnenen Fusionsproteine wurden an Glutathion-Sepharose Kiigelchen
immobilisiert und mit dem Extrakt der HEK293 Zellen inkubiert. Als Negativkontrolle wurde
mit GST beladene Glutathion-Sepharose mit einem gleichen Volumen des selben HEK293-
Extraktes inkubiert.

Extrakt
GST
GST-o1-]
Schleife

kDa

100 —

= myc-Muskelin

75—

Abbildung 3.2: Biochemische Analyse im Pulldown-Experiment.

Myc-markiertes Muskelin wurde in HEK293 Zellen heterolog exprimiert (Extrakt). Die an GST fusionierte Schleife
des GABAR-al oder GST alleine wurden mit Glutathion-Sepharose angereichert und mit dem Extrakt inkubiert.
Die Proben wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot mit anti-myc Antikérper entwickelt. Die
spezifische Bindung von Myc-Muskelin wird von der Schleife des GABAa-Rezeptors vermittelt. Die
Molekulargewichte eines Standards sind in kDa angegeben.
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Im Westernblot ist zu erkennen, dass myc-Muskelin mit spezifischen Antikérpern gegen das
myc-Epitop nachgewiesen werden kann (siehe Abbildung 3.2). Myc-Muskelin ist in der Lage, an
die mit GST fusionierte Schleife des GABAsR-a.1 zu binden, wird aber nicht von GST alleine

pelletiert.

3.2.3 Lokalisation von Muskelin in Neuronen

Da fiir die Untersuchungen zur zelluldren Lokalisation kein gegen Muskelin gerichteter
Antikorper zur Verfiigung stand, wurden verschieden affinitidtsmarkierte Versionen des Proteins

in hippokampalen Neuronen exprimiert.

Abbildung 3.3: Synaptische Lokalisation von Muskelin in Neuronen.

A: YFP-Muskelin (griin) und myc-Muskelin (rot) wurden in hippokampalen Neuronen iiberexprimiert und die
Zellen fiir die Immunzytochemie behandelt. Beide Konstrukte zeigen eine punktformige Verteilung und
kolokalisieren nahezu vollstdndig miteinander (gelb, Pfeile). Al stellt einen Ausschnitt aus A dar. Der GroBenbalken
in A entspricht 20um.

B: YFP-Muskelin (griin) und der Synapsenmarker Synaptophysin (rot) kolokalisieren partiell (gelb, Pfeilspitzen).

C: Auch myc-Muskelin (rot) ist teilweise synaptisch lokalisiert, wie die Uberlagerung (gelb, Pfeilspitzen) mit der
Immunfluoreszenz fiir Synaptophysin (griin) zeigt.
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Das bereits in der biochemischen Analyse benutzte myc-markierte Muskelin wurde gemeinsam
mit einer YFP-markierten (yellow fluorescent protein) Version exprimiert, die durch
Autofluoreszenz im Mikroskop zu erkennen ist. Beide Affinitditsmarkierungen sind am N-
Terminus angebracht.

YFP-Muskelin formt in manchen Zellen punktformige, klar abgegrenzte Aggregate aus (siche
Abbildung 3.3). Auch myc-markiertes Muskelin wird in diese Aggregate inkorporiert. Ein Teil
der beobachteten Punkte kolokalisiert mit der Immunreaktivitidt des Synapsenmarkers SV2,
andere Punkte sind aber nicht synaptisch lokalisiert. Die partiell synaptische Lokalisation von
affinitdtsmarkiertem Muskelin wurde unabhidngig davon beobachtet, ob eine myc- oder YFP-

Markierung benutzt wurde (Abb. 3.3B und C).

3.2.4 Kolokalisation von GABA,R-a.1 mit Muskelin in Neuronen

Um die Lokalisation von Muskelin in Bezug auf den GABAsR-al zu untersuchen, wurden
hippokampale Neuronen mit Konstrukten fiir YFP-Muskelin und myc-markierten GABAsR-al
transfiziert und mit Antikorpern gegen verschiedene Synapsenmarker immungeférbt (siche
Abbildung 3.4).

Der affinitdtsmarkierte Rezeptor verteilt sich wie endogener GABAAR-al in diskreten Punkten
und ist vorwiegend synaptisch lokalisiert (Abb. 3.4A und B). YFP-Muskelin und der myc-
markierte Rezeptor kolokalisieren in hohem Mal in Neuronen und werden sowohl synaptisch als
auch extrasynaptisch gefunden, wie durch Firbung des allgemeinen Synapsenmarkers
Synaptophysin gezeigt (Abb. 3.4B1). Die partiell synaptische Lokalisation der {iberlagernden
GABA AR-a1/Muskelin-Immunreaktivitit wird auch beobachtet, wenn die Zellen mit einem

Marker fiir inhibitorische Synapsen gefarbt werden (Abb. 3.4C).
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Abbildung 3.4: Kolokalisation von Muskelin und GABA,R-a1 in Neuronen.

A: Hippokampale Neuronen wurden in Kultur mit einem Antikérper gegen GABA,R-al inkubiert, fixiert und mit
einem Antikorper gegen den Synapsenmarker SV2 immungeférbt. Al stellt einen Ausschnitt dar. Viele GABAAR-
al immunreaktive Punkte sind synaptisch lokalisiert (Pfeile), aber einige Punkte sind extra-synaptisch
(Pfeilspitzen).

B: Hippokampale Neuronen wurden mit myc-markierten GABA,R-al (rot) und YFP-Muskelin (griin) transfiziert.
Drei bis vier Tage nach der Transfektion wurden die Zellen in Kultur mit anti-myc Antikdrpern inkubiert, dann
fixiert und mit Antikdrpern gegen den allgemeinen Synapsenmarker Synaptophysin immungefirbt (blau). Im
Ausschnitt B1 erkennt man Kolokalisation von GABAR-a1 mit Muskelin an gelben Punkten (gekreuzter Pfeil) und
dreifache Kolokalisation von GABAR-a1 und Muskelin an Synapsen als weifle Punkte (gekreuzter und punktierter
Pfeil).

C: Hippokampale Neuronen wurden mit myc-markierten GABAsR-al (rot), YFP-Muskelin (griin) und einem
Marker fiir inhibitorische Synapsen (blau) transfiziert und wie in B behandelt. Muskelin kolokalisiert mit GABAAR-
al (gelb, gekreuzter Pfeil) und ist im Komplex mit dem Rezeptor an Synapsen zu finden (weil3, gekreuzter und
punktierter Pfeil). Myc-GABAsR-a1 kommt auch ohne Muskelin an Synapsen vor (magenta, Pfeil). Die
GroBenbalken entsprechen 20um.

Muskelin und GABAAR-a1 kolokalisieren als volle Proteine in neuronalen Dendriten und

kommen zum Teil an inhibitorischen Synapsen vor.
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3.3  Interaktion von Radixin mit der aS-Untereinheit des GABA-Rezeptors

Unter den Interaktoren fiir die a5-Untereinheit befand sich das ERM-Protein Radixin. Es ist
erstmals als ein an Aktin bindendes Protein beschrieben worden (Tsukita und Hieda, 1989).
Spiter wurde in verschiedenen Arbeiten gezeigt, dass den drei untereinander homologen
Hauptvertretern der ERM-Familie (Ezrin, Radixin, Moesin) viele Eigenschaften gemeinsam sind.
So wurde nachgewiesen, dass ERM-Proteine unter bestimmten Bedingungen in der Lage sind,
gleichzeitig an F-Aktin und an transmembrane Proteine zu binden, und diese so am Zytoskelett
zu verankern (zur Ubersicht siehe Bretscher et al., 2002). Radixin stellt daher einen
aussichtsreichen Kandidaten fiir die aufgeworfenen Fragestellungen nach der Verankerung des
GABAA-Rezeptors dar und die Charakterisierung der Radixin/GABAaR-a5-Interaktion sollte
Aufschluss tliber die Funktion dieser Bindung geben. Da Radixin und die anderen ERM-Proteine
im Gegensatz zu Muskelin in der Literatur vergleichsweise gut beschrieben worden sind, gab es
bereits eine Reihe von Vorinformationen, um die Funktion der gefundenen Interaktion zu
untersuchen.

Nachdem eine Sequenzanalyse gezeigt hatte, dass das Fragment von Radixin im pJG4-5 Vektor
ohne Rasterschub mit der B42 ,,Acid-Blob“ Doméne fusioniert war, sollte die Bindung an die
intrazelluldre Schleife des GABAAR-a5 genauer charakterisiert werden. Wie in der Unter-
suchung von Muskelin sollte die Bindestelle fiir Radixin auf der Rezeptorschleife zundchst
eingegrenzt werden. AuBBerdem sollte mit biochemischen Ansétzen die Interaktion beider Partner
in einem in vitro System iberpriift werden. Allen Experimenten mit Radixin lagen die
verdffentlichten Sequenz der mRNA aus Rattus norvegicus (accession number NM_001005889)

oder Mus musculus (accession number NM_009041) zugrunde.

3.3.1 Eingrenzung der Bindestelle in Hefe

Nach dem fiir die Schleife der al-Untereinheit beschriebenen Schema wurde die Bindung

zwischen Radixin und der a5-Untereinheit durch die Expression verschiedener Verkiirzungen
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der groBBen zytoplasmatischen Schleife im Hefesystem eingegrenzt (siche Abbildung 3.5). Es
stellte sich durch den Einsatz von fiinf verschiedenen Konstrukten heraus, dass die Aminosduren

342-357 fiir die Bindung ausreichend sind.

A

| GABA,R o5 Interaktion mit

Radixin
(p-Galaktosidase-

Aminosauren Akfivitat und Wachstum
auf Leu-Medium)

342-429 +

352-429 | -

370-429 I -

408-429 | -

342-357 ] +

- " Aklin-
Radiin  rerwoonane [ U oo

T564

GABA,R a5
Bindestelle

Abbildung 3.5: Bindung von Radixin an GABA,R-a5 im Hefe-2-Hybrid-System.

A: Als Koder wurde die grofe zytoplasmatische Schleife zwischen den Transmembrandoménen III und IV
eingesetzt. Das identifizierte Radixin-Konstrukt fithrt zu Wachstum auf Leuzin-freiem Medium und positiver
Blaufirbung im p-Galaktosidase-Test. Verschiedene Verkiirzungen der Schleife wurden auf ihre Fdhigkeit hin
untersucht, mit Radixin zu interagieren. Die Aminosduren 342-357 des Rezeptors sind notwendig und hinreichend
fiir die Interaktion.

B: Das Protein Radixin gehort zur Familie der ERM-Proteine (Ezrin, Radixin, Moesin), die sich durch die N-
terminale FERM-Doméne auszeichnen. Weiter C-terminal ist eine Poly-Prolin-Sequenz gelegen (PP). Ein in der C-
terminalen Aktin-Bindedoméne liegendes Threonin (T564) ist fiir die Aktivierung des Molekiils durch
Phosphorylierung essentiell.

Die Doménenstruktur von Radixin (Abb. 3.5B) zeigt, dass es iiber eine N-terminale FERM-
Doméne verfiigt (von band 4.1, ezrin, radixin, moesin), die sich aus drei Lobi zusammensetzt
und die Bindung des Molekiils an die Plasmamembran vermitteln kann (Chishti et al., 1998). Im
Mittelteil befindet sich eine Doméne, die wahrscheinlich ein ,,coiled-coil* Motiv formt. Sie
beherbergt eine Polyprolin Sequenz (PP), deren Funktion nicht bekannt ist. Der C-Terminus
bildet eine F-Aktin Bindedomine aus und kann am Rest Threonin 564 phosphoryliert werden

(Matsui et al., 1998).
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3.3.2 Koimmunpriizipitation von Radixin mit GABA,R-a5

Die physiologische Relevanz der gefundenen Interaktion sollte durch Koimmunprézipitation aus
Rattengehirn demonstriert werden. Hierzu wurde ein Extrakt aus Rattengehirn mit Sepharose-
Kiigelchen inkubiert, auf deren Oberfldche zuvor ein spezifischer Antikorper gegen die a5-
Untereinheit des GABAx-Rezeptors gekoppelt worden war. Als Kontrolle wurden Kiigelchen
verwendet, die mit unspezifischen Immunglobulinen beladen waren. Die Proben wurden durch
SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und diese im Western Blot
Verfahren mit spezifischen Antikorpern gegen Radixin entwickelt (sieche Abbildung 3.6).

Extrakt
Extrakt
IgG
anti-a5
Extrakt

IgG
anti-a5

—100 kDa

—— ‘ - o | g Radixin - -':v . |—75 kDa
2 —

GABA,R-u5 - [ S

Abbildung 3.6: Biochemische Analyse der Interaktion zwischen Radixin und GABA,R-a5.

A: Western Blot Analyse eines Extraktes aus Rattengehirn. Die a5-Untereinheit des GABAs-Rezeptors wurde mit
einem spezifischen Antikorper nachgewiesen.

B und C: Koimmunprizipitation von Radixin mit der a5-Untereinheit des GABA,-Rezeptors. Radixin ist im
Immunprézipitat nachweisbar, wenn spezifische Antikorper gegen die a5-Untereinheit eingesetzt werden, nicht aber
wenn unspezifisches Immunglobulin aus Kaninchen verwendet wird. B und C unterscheiden sich darin, dass zwei

verschiedene, spezifische Antikorper gegen die a5-Untereinheit eingesetzt wurden. Die Molekulargewichte eines
Standards sind in kDa angegeben.

Radixin koimmunprézipitiert mit nativem GABAaR-a5 aus Rattengehirn. Das Ergebnis konnte

auch mit einem zweiten Antikorper gegen GABAAR-a5 erfolgreich reproduziert werden (Abb.
3.60).

3.3.3 Einfluss der molekularen Aktivierung von Radixin auf die Bindung an GABA,R-05

Die Funktion der Verbindung von Transmembranproteinen mit dem Aktin-Zytoskelett ist

abhédngig vom Aktivierungszustand der ERM-Proteine (Bretscher et al., 2002). Im inaktiven



Ergebnisse 68

Zustand liegen die Proteine als nicht-kovalenter, intramolekularer Ringschluss vor, indem der C-
Terminus den N-Terminus bindet (sieche Abbildung 3.7). Die C-terminale F-Aktin Bindedoméane
ist im geschlossenen Zustand maskiert. In einem mehrstufigen Aktivierungsprozess wird diese
intramolekulare Bindung aufgehoben und die C-terminale F-Aktin Bindedomine freigegeben.
Eine Voraussetzung fiir die Aktivierung der ERM-Proteine stellt das Binden an Phosphatidyl-
inositol-Bisphosphat (PIP;) dar, die in Ezrin iiber vier wichtige Lysinreste vermittelt wird (Barret
et al., 2000). Die Phosphorylierung eines konservierten Threoninrestes (in Radixin Threonin
564) fiihrt danach zur weiteren Aktivierung des Molekiils. Sterische und elektrische Effekte
durch das Einfiihren der Phosphatgruppe bedingen die Offnung der intramolekularen Bindung
und legen so die F-Aktin Bindedoméne frei. Die Bindung an PIP, fiihrt in Radixin zu einer
Konformationsdnderung (Hamada et al., 2000) und ist die Voraussetzung dafiir, dass das

Molekiil an Threonin 564 phosphoryliert werden kann.

Um den Einfluss der molekularen Aktivierung des Radixins auf die Bindung an GABAAR-a5 zu
untersuchen, wurden verschiedene, am C-Terminus myc-markierte Radixin-Mutanten in
HEK293 Zellen exprimiert und im ,,Pulldown‘-Experiment auf ihre Féhigkeit hin untersucht, an
die immobilisierte Schleife der a.5-Untereinheit zu binden. Der Austausch von Threonin 564 zu
Aspartat (T564D) bewirkt das Einfiihren einer negativen Ladung in Radixin und tduscht die
phosphorylierte Form des Restes vor. Das mutierte Protein ist beziiglich der F-Aktin Bindung
konstitutiv aktiv (Ishikawa et al., 2001) und liegt stets in der offenen Form vor. Die Verdnderung
von vier kritischen Lysinresten zu Asparagin in Ezrin verhindert die Bindung an PIP, und hat zur
Folge, dass das Protein weder an die Membran bindet, noch durch Phosphorylierung in einen
aktiven Zustand gebracht werden kann. Hier wurden in Radixin die vier homologen Reste zu
Asparagin mutiert (K(262, 263, 253, 254)N), um eine nicht-aktivierbare Form des Proteins

untersuchen zu konnen.
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Abbildung 3.7: Die Interaktion von Radixin mit GABA,R-aS5 ist vom Aktivierungszustand von Radixin
abhéngig.

A: Modell der Radixin-Aktivierung. Das inaktive Molekiil zeigt intramolekulare Bindung der C-terminalen Aktin-

Bindedoméne an die N-terminale FERM-Domine. Die Bindestelle fiir Aktin ist in dieser Form maskiert. Die

Bindung an Phosphatidylinositol-Bisphosphat (PIP,) an vier Lysinreste in der FERM-Domine (K) stellt eine

Voraussetzung fiir die Phosphorylierung an T564 dar. Durch die Phosphorylierung kommt es schlieBlich zu einer

Konformationsédnderung und die C-terminale Aktin-Bindedoméne wird freigegeben. Das aktive Molekiil kann

Transmembranproteine mit dem Zytoskelett verbinden.

B-D: Western Blot Analyse verschiedener Pulldown-Experimente. Am C-Terminus myc-markierte, in HEK293

Zellen heterolog exprimierte Varianten von Radixin wurden auf ihr Vermdgen hin untersucht, die an GST

fusionierte Schleife des GABAAR-a5 zu binden.

B: Das nicht-mutierte Radixin ist nicht in der Lage, an die Schleife des Rezeptors zu binden.

C: Eine Mutante, in der T564 durch einen Aspartatrest ersetzt wurde (T564D), tduscht aufgrund elektrischer und

sterischer Effekte dauerhafte Phosphorylierung vor und dient als Analoges des aktivierten nicht-mutierten Molekiils.

Das konstitutiv aktive Radixin bindet spezifisch an die Schleife des GABAAR-05.

D: Eine Gruppenmutante, bei der die vier in Ezrin fiir die PIP,-Bindung wichtigen Lysinreste (K253, K254, K262

und K263) jeweils durch die Aminoséure Asparagin (N) ersetzt worden sind, zeigt keine Bindung an die Schleife

des Rezeptors.

Erstaunlicherweise zeigt in HEK293 Zellen exprimiertes, nicht-mutiertes Radixin im
,Pulldown“-Experiment keine Bindung an die Schleife des Rezeptors (Abb. 3.7B). Das
konstitutiv aktive Radixin (T564D) hingegen bindet spezifisch an die GST-Fusion der Schleife
(Abb. 3.7C). Die nicht-aktivierbare Gruppenmutante Radixin (K(262, 263, 253, 254)N) kann
nicht an den Rezeptor binden (Abb. 3.7D).
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Das Vermogen von Radixin, an die grof3e, intrazelluldre Schleife des Rezeptors zu binden, ist
vom Aktivierungszustand des Molekiils abhingig. Die Bindung an PIP; stellt eine Voraussetzung
fiir die Phosphorylierung an Threonin 564 dar. Die phosphomimetische, offene Form von
Radixin kann an den Rezeptor binden. HEK293 Zellen sind unter den getesteten Bedingungen

nicht in der Lage, Radixin hinreichend zu aktivieren, um die Bindung an GABAsR-a5 zu

ermoglichen.

3.3.4 Untersuchung von Ezrin und Moesin im ,,Pulldown*“-Experiment

A Aminosaure-
Austausch

Ezrin DKYKTLRQIRO T567D
Radixin DKYKTLRQIRO T564D
Moesin DKYKTLRQIRO T547D
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Abbildung 3.8: Vergleichende Pulldown-Experimente mit myc-markierten ERM-Proteinen.

A: Ausschnitt aus den Aminosduresequenzen der drei homologen Proteine Ezrin, Radixin und Moesin. Im gezeigten
Bereich, der den konservierten, fiir die Aktivierung wichtigen Threonin-Rest umschlie3t, sind die drei Proteine
identisch. Um konstitutiv aktive Molekiile zu erzeugen, wurden die entsprechenden Reste zu Aspartat mutiert.

B: Western Blot Analyse von Pulldown-Experimenten. Die drei homologen, konstitutiv aktiven ERM-Proteine
wurden als C-terminal myc-markierte Proteine heterolog in HEK293 Zellen exprimiert und auf ihre Fahigkeit hin
iberpriift, an die Schleife des GABAsR-a5 zu binden. Alle drei Proteine sind potentiell in der Lage, mit dem

Rezeptor zu interagieren.
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Analog zum vorangegangenen Experiment sollten auch die beiden ERM-Proteine Ezrin und
Moesin auf Bindung an die Schleife von GABAR-a5 hin untersucht werden, um zu {iberpriifen,
ob die gefundene Bindung spezifisch fiir Radixin ist, oder auch mit den beiden Homologen
auftreten kann.

Zu diesem Zweck wurden myc-markierte Mutanten hergestellt, bei denen der homologe
Threoninrest jeweils durch ein Aspartat ersetzt wurde. Abbildung 3.8A zeigt einen Sequenz-
vergleich der drei ERM-Proteine an der betreffenden Stelle. Der gesamte Bereich ist in allen drei
Proteinen identisch.

Das ,,Pulldown*“-Experiment zeigt, dass alle drei Proteine in ihrer konstitutiv aktiven Form die

Fahigkeit haben, an die Schleife von GABAsR-a5 zu binden.

34 Lokalisation verschiedener Radixin-Mutanten in HEK293 Zellen

Da die Ergebnisse im Abschnitt 3.3.3 gezeigt haben, dass der Aktivierungszustand von Radixin
fiir die Interaktion mit dem Rezeptor in vitro malB3geblich ist, wurde nun untersucht, ob sich die
dort beschriebenen Mutanten, die verschiedene Aktivierungsstufen des Molekiils darstellen, in
einem zelluldren Kontext unterschiedlich verhalten. Sie wurden auf ihre Lokalisation hinsichtlich
verschiedener Zellkompartimente untersucht. Zu diesem Zweck wurden die Mutanten als C-

terminale GFP-Fusionsproteine heterolog in HEK293 Zellen exprimiert.

3.4.1 Lokalisation an der Plasmamembran

Um die Lokalisation an der Plasmamembran zu untersuchen, wurden die HEK293 Zellen neben
dem jeweiligen Konstrukt fiir Radixin auch noch mit Konstrukten fiir GABAAR-f2 und myc-
markierten GABAAR-a5 transfiziert. Im Pentamer, gemeinsam mit der f2-Untereinheit, wird der
GABAAR-a5 an die Zelloberflache transportiert. Hier wurde er durch Immunférbung der

lebenden HEK293 Zellen mit spezifischen anti-myc Antikdrpern nachgewiesen. Da die Zellen
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zum Zeitpunkt der Farbung weder fixiert noch permeabilisiert waren, resultiert die

Immunreaktivitit aus einer Markierung plasmamembranstandiger GABAs-Rezeptoren.

GABA,R-  Uberlagerung
ab-myc

Radixin-
GFP

Radixin-
K(253,254,
262,263)N-GFP

Radixin-
T564D-GFP

Abbildung 3.9: Charakterisierung verschiedener Radixin-Mutanten in HEK293-Zellen.

HEK?293-Zellen wurden mit verschiedenen Radixin-GFP-Konstrukten, GABAAR-B2 und myc-markiertem
GABAR-a5 transfiziert und in Kultur mit anti-myc Antikérpern inkubiert. Die Zellen wurden dann fixiert und
gemil dem Protokoll fiir immunzytochemische Farbungen behandelt.

A: Nicht-mutiertes Radixin-GFP lokalisiert an der Plasmamembran und ist auch in Zellfortsdtzen zu sehen. Die a5-
Untereinheit des GABAx-Rezeptors wird durch die Bildung von Heteropentameren mit der f2-Untereinheit
ebenfalls an die Membran transportiert. In der Uberlagerung ist zu sehen, dass beide Proteine im gleichen
Zellkompartiment angereichert sind (Pfeil).

B: Die Gruppenmutante von Radixin-GFP, die nicht an PIP, binden kann (K253N, K254N, K262N, K263N),
lokalisiert nicht an der Plasmamembran. Wihrend der GABA R-0.5 auch in Zellfortsdtzen zu sehen ist, ist die
Verteilung der nicht aktivierbaren Mutante auf das Zytoplasma beschrénkt.

C: Die konstitutiv aktive T564D-Mutante lokalisiert im gleichen Zellkompartiment wie der GABAAR-a5. In der
Uberlagerung sind gelbe Signale an der Plasmamembran zu erkennen.

Die GroBBenbalken entsprechen 20pum.

Wie in Abbildung 3.9 gezeigt, verteilt sich Radixin in HEK293 Zellen vorwiegend an der
Plasmamembran (Abb. 3.9A). Weite Zellausldufer, die auch fiir GABAAR-a5 positiv sind, sind
im griinen Kanal klar zu erkennen. Die nicht-aktivierbare Gruppenmutante Radixin (K(262, 263,
253, 254)N) hingegen ist im Zytoplasma lokalisiert und kann sich nicht an die Plasmamembran
anlagern (Abb. 3.9B). Die Grundvoraussetzung zur Aktivierung, die Bindung an PIP,, ist in

dieser Mutante nicht erfiillt. Die phosphomimetische, konstitutiv aktive Mutante ist wiederum in
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der Lage, an der Plasmamembran zu lokalisieren. Auch hier wird Autofluoreszenz in
Zellfortsatzen beobachtet, die ebenfalls GABAAR-a5 enthalten (Abb. 3.9C).

Nicht-mutiertes Radixin wird in HEK293 Zellen ausreichend aktiviert, um an der Plasma-
membran zu lokalisieren. Die Aktivierung ist aber nicht ausreichend, um die Bindung an
GABAAR-a5 zu vermitteln. Die phosphomimetische Mutante, die den Rezeptor binden kann, ist

ebenfalls an der Plasmamembran konzentriert.

3.4.2 Lokalisation in F-Aktin-reichen Kompartimenten

Es ist bekannt, dass F-Aktin unter anderem am Zellkortex vorkommt, wo es direkt unter der
Plasmamembran sitzt und die Erscheinungsform der Zelle, sowie ihre Motilitdt beeinflusst.
ERM-Proteine, die im aktiven Zustand an F-Aktin binden kdénnen, sind in F-Aktin-reichen
Kompartimenten beschrieben worden, so zum Beispiel Ezrin in Mikrovilli (Berryman et al.,
1995). Die zuvor gezeigte, membranassoziierte Lokalisation von aktivem Radixin ist in Einklang
mit der Vorstellung, dass ERM-Proteine in einem aktiven Zustand die Komponenten der
Plasmamembran am Zytoskelett verankern.

Durch Fiarbung von F-Aktin mit Rhodamin-Phalloidin sollten weitere Hinweise zum
Aktivierungszustand des Radixin-Molekiils gewonnen werden. Erneut wurden die drei Mutanten
als GFP-Fusion in HEK293 Zellen exprimiert und auf ihre Kolokalisation mit F-Aktin-reichen
Kompartimenten hin untersucht. Sowohl nicht-mutiertes, als auch konstitutiv aktives Radixin

lokalisieren in Membranfortsétzen, die reich an F-Aktin sind (siche Abbildung 3.10).
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F-Aktin Uberlagerung

Radixin-

Radixin-
B K(253,254,
{ 262,263)N-GFP

Radixin-
T564D-GFP

Abbildung 3.10: Charakterisierung der Aktinbindung verschiedener Radixin-Mutanten in HEK293-Zellen.
HEK?293-Zellen wurden mit verschiedenen Radixin-GFP-Konstrukten transfiziert, fixiert und mit Rhodamin-
Phalloidin behandelt, um F-Aktin anzuférben (rot).

A: Nicht-mutiertes Radixin lokalisiert an der Plasmamembran und ist in Zellfortsitzen zu finden (Pfeil), wo auch F-
Aktin angereichert vorkommt.

B: Die nicht aktivierbare Gruppenmutante von Radixin-GFP lokalisiert nicht an der Plasmamembran. Sie ist in
Aktin-reichen Zellfortsdtzen nicht zu finden (Pfeil).

C: Die konstitutiv aktive T564D-Mutante lokalisiert in Aktin-reichen Zellfortsétzen.

Die GroBlenbalken entsprechen 20pum.

Die nicht-aktivierbare Gruppenmutante Radixin (K(262, 263, 253, 254)N) verteilt sich
gleichmifBig im Zytoplasma und ist nicht in Aktin-reichen Kompartimenten angereichert. Die
konstitutiv aktive Radixin (T564D)-Mutante, bei der die F-Aktin Bindedoméne dauerhaft
exponiert ist, kolokalisiert in hohem Ausmall mit F-Aktin. Da die isolierte, C-terminale Doméne
der ERM-Proteine eine hohe Affinitit zu F-Aktin besitzt (Turunen et al., 1994), ist es
wahrscheinlich, dass die beiden Proteine hier in einem zelluldren Kontext aneinander binden.
Ahnliche Kolokalisation wird mit nicht-mutiertem Radixin und F-Aktin beobachtet und eine
Bindung in vivo kann, anders als im Fall der Gruppenmutante, hier nicht ausgeschlossen werden.
Es ist also moglich, dass Radixin in HEK293 Zellen in einem intermedidren Aktivierungszustand
existiert, der sowohl die Bindung an die Plasmamembran, als auch an F-Aktin erlaubt, dennoch

aber nicht die Interaktion mit GABAAR-a5 zeigt.
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3.5 Lokalisation von ERM-Proteinen in Neuronen

Beziiglich der neuronalen Lokalisation der ERM-Proteine sollten drei wichtige Aspekte
untersucht werden. Die Frage, ob Radixin an Synapsen vorkommen kann, steht im
Zusammenhang mit dem GABA-Rezeptor im Vordergrund. Desweiteren sollte untersucht
werden, ob die drei ERM-Proteine, die potentiell alle mit der Schleife des Rezeptors interagieren
konnen, auch in Neuronen mit GABA R-a5 kolokalisieren. SchlieBlich sollten durch Farbung

gegen F-Aktin Schliisse auf den Aktivierungszustand des Radixins gezogen werden.

3.5.1 Kolokalisation von Radixin und GABAAR-05 in Neuronen

Ob Radixin und GABAAR-a5 in Neuronen kolokalisieren, liefert Hinweise auf eine
physiologische Relevanz der gefundenen Interaktion. Dazu wurden hippokampale Neuronen mit
Konstrukten fiir GFP-markiertes Radixin und HA-markierten GABAAR-a5 transfiziert und nach
fiinf Tagen in Kultur mit einem anti-HA Antikorper durch Lebendfirbung immunmarkiert. Die
erhaltene Immunreaktivitit fiir den Rezeptor stellt daher oberflichenstindigen GABAsR-a5 dar.
Beide Bindepartner treten in punktformiger Verteilung auf und kolokalisieren in hohem Mal3e
(siche Abbildung 3.11). Das gleiche Ergebnis wurde erhalten, wenn untransfizierte Neuronen mit
spezifischen Antikoérpern gegen endogenes Radixin und endogenen GABAAR-a5 immungeférbt
wurden, wobei in diesem Experiment aufgrund der intrazelluldren Lage des zur Immunisierung
verwendeten Epitopes nicht zwischen intrazelluldrem und plasmamembranstéindigen Rezeptor
unterschieden werden kann (Abb. 3.11B). Die Kolokalisation der beiden Bindepartner wurde
quantitativ bestimmt. Es wurden n = 3942 Punkte analysiert. Dabei zeigte sich, dass 38,73%
+0,94% des Rezeptors mit Radixin assoziiert waren. Bezogen auf die Anzahl der Punkte der

Radixin-Immunreaktivitdt waren 63% £5,9 % mit GABAAR-a5 kolokalisiert (Daten nicht

gezeigt).
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Abbildung 3.11: Kolokalisation von GABA ,R-a5 und Radixin in Neuronen.

A: Hippokampale Neuronen wurden mit Konstrukten fiir Radixin-GFP und HA-markierten GABAsR-a5 transfiziert
und mit anti-HA Antikérper immungefarbt (rot). Im Ausschnitt Al ist zu erkennen, dass beide iliberexprimierten
Bindepartner kolokalisieren (gelb, Pfeil).

B: Immunzytochemische Farbung der endogenen Bindepartner in hippokampalen Neuronen. Radixin (griin) und
GABAAR-a5 (rot) zeigen Kolokalisation (gelb, Pfeil).

Der GroBenbalken entspricht 20pm.

Radixin und GABAAR-a5 kolokalisieren in hohem Mal in Neuronen. Wie die spezifische
Immunfarbung affinititsmarkierter Rezeptoren zeigt, kolokalisieren auch oberfldchenstindige

GABA sR-05 mit Radixin.

3.5.2 Untersuchung der ERM-Proteine auf Kolokalisation mit GABA,R-a5

Die groBe Homologie der ERM-Proteine zueinander und der Befund, dass alle phospho-
mimetischen Mutanten in vitro an die Schleife von GABAsR-a5 binden konnen, warf die Frage
auf, ob auch Ezrin und Moesin mit dem Rezeptor kolokalisieren.

Hippokampale Neuronen wurden mit Konstrukten fiir HA-markierten GABAAR-a5 und je einem

myc-markierten Protein der ERM-Familie transfiziert. Nach fiinf Tagen wurden die Zellen mit
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einem anti-HA Antikorper lebend geférbt, anschlieBend fixiert und mit anti-myc Antikorpern
behandelt.

Wihrend Ezrin und Radixin in den Dendriten in punktférmig verteilter Form auftreten, ist die
Lokalisation von Moesin auf das Soma beschrinkt (siche Abbildung 3.12). Radixin kolokalisiert
in hohem Mal} mit GABAAR-a5, aber die Immunreaktivitdt fiir Ezrin fallt nicht mit der des

Rezeptors zusammen. Moesin ist ebenfalls nicht mit GABAsR-a5 kolokalisiert.

GABA,Rezeptor-a5-HA

Ezrin-myc

Radixin-myc

Moesin-myc

Abbildung 3.12: Kolokalisation von GABA ,R-a5 und ERM-Proteinen in Neuronen.

Hippokampale Neuronen wurden mit Konstrukten fiir HA-markierten GABA,R-a5 und entweder myc-markiertem
Ezrin, Radixin oder Moesin transfiziert und mit anti-myc (griin) und anti-HA Antikérpern (rot) immungefarbt. Ezrin
zeigt eine punktformige Verteilung, die aber nicht mit der Immunreaktivitit des Rezeptors iiberlagert, wihrend
Radixin und der Rezeptor kolokalisieren. Moesin ist vorwiegend im Soma der Zellen lokalisiert und zeigt keine
Kolokalisation mit dem Rezeptor. Die rechte Bildhélfte zeigt jeweils Vergroerungen der links gezeigten Zellen.

Der Grofenbalken entspricht 20pm.

Von den drei ERM-Proteinen kolokalisiert nur Radixin in nennenswertem Mall mit GABAAR-
a5. Auch wenn alle drei Proteine theoretisch die Voraussetzung fiir eine Bindung an den
Rezeptor erfiillen, werden Ezrin und Moesin im zelluldren Kontext eines Neurons offenbar nicht

hinreichend aktiviert.
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3.5.3 Synaptische Lokalisation von Radixin

Um die Lokalisation von Radixin in Neuronen zu untersuchen, wurde nicht-mutiertes Radixin als

GFP-Fusion in hippokampalen Neuronen exprimiert.

A
Radixin,
endogen
Sv2

B
Radixin-GFP §
Sv2

C
Radixin-GFP §
Bassoon

D
Radixin-GFP
VIAAT

E
Radixin-GFP
GluR2

Abbildung 3.13: Untersuchung der synaptischen Lokalisation von Radixin-GFP in Neuronen.

A: Endogenes Radixin (griin) formt Punkte am Zellkérper und entlang des Dendriten (Pfeilspitzen). Einige der
Punkte sind synaptisch lokalisiert (gelb, Pfeile), wie an Uberlagerung mit der Immunreaktivitit fiir den synaptischen
Marker SV2 (rot) zu erkennen ist.

B: Das iiberexprimierte, C-terminale GFP-Fusionsprotein verhilt sich wie endogenes Radixin. Auch hier sind eine
punktférmige Verteilung und teilweise synaptische Lokalisation zu sehen.

C: Einige Radixin-GFP-Punkte kolokalisieren mit dem prisynaptischen Marker Bassoon (rot).

D: Radixin-GFP kolokalisiert partiell mit VIAAT, einem Marker fiir inhibitorische Snyapsen (rot).

E: Immunfarbung des AMPA-Rezeptors (GluR2) zeigt keine Kolokalisation mit Radixin-GFP. Der Gréf3enbalken
entspricht 20pum.
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Die Fragestellung nach der synaptischen Lokalisation wurde adressiert, indem die Zellen gegen

verschiedene synaptische Marker immungefarbt wurden.

Zunichst wurde tberpriift, ob sich das C-terminal mit GFP markierte Protein genauso verteilt
wie endogenes Radixin. Beide Proteine sind punktférmig entlang der Plasmamembran verteilt
(siche Abb. 3.13A und B). Diese aggregierte Form des Proteins ist auch im proximalen und
distalen Teil von Dendriten zu beobachten. Die Farbung gegen den allgemeinen synaptischen
Marker SV2 zeigt, dass die Mehrzahl der Radixin-Punkte nicht an Synapsen lokalisiert ist.
Einige Punkte jedoch fallen mit synaptischer Immunreaktivitidt zusammen. Das gleiche Ergebnis
ist bei Farbung mit Antikdrpern gegen den priasynaptischen Marker Bassoon zu sehen (Abb.
3.13C). Einige Radixin-,,Cluster sind synaptisch lokalisiert, aber die Mehrheit der Punkte ist
extrasynaptisch.

Eine Fiarbung mit VIAAT-spezifischen Antikorpern zeigt, dass Radixin an inhibitorischen
Synapsen vorkommt (Abb. 3.13D). Die Fiarbung gegen den AMPA-Rezeptor (Untereinheit
GluR2) hingegen zeigt keine Kolokalisation (Abb. 3.13E).

Endogenes und markiertes Radixin verteilen sich punktformig entlang der neuronalen
Plasmamembran und sind sowohl auf dem Zellkdrper, als auch in Dendriten zu finden. Die
Mehrzahl der Radixin-,,Cluster lokalisiert extrasynaptisch. Radixin-Immunreaktivitit wird an

inhibitorischen Synapsen gefunden und {iberlagert nicht mit Signalen fiir den AMPA-Rezeptor.

3.5.4 Synaptische Lokalisation verschiedener Radixin-Mutanten

Nachdem im Abschnitt 3.3.3 gezeigt wurde, dass die Bindung an GABAsR-a5 vom
Aktivierungszustand des Radixins abhéngig ist, sollte nun untersucht werden, ob die Aktivierung
Einfluss auf die synaptische Lokalisation des Molekiils hat. Dazu wurden hippokampale
Neuronen mit Konstrukten fiir GFP-Fusionen von nicht-mutiertem Radixin, der konstitutiv

aktiven Mutante Radixin (T564D) und der nicht aktivierbaren Mutante Radixin (K(262, 263,
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253, 254)N) transfiziert und mit Antikdrpern gegen den Synapsenmarker SV2 immungeférbt.
Der Prozentsatz des synaptisch lokalisierten Radixins wurde ermittelt, indem die Zahl der gelben

Punkte zu der Gesamtzahl der Radixin-,,Cluster ins Verhiltnis gesetzt wurde.

% aller Punkte

Abbildung 3.14: Lokalisation verschiedener Radixin-Mutanten an inhibitorischen Synapsen.

Die verschiedenen Radixin-Mutanten wurden als GFP-Fusionen in hippokampalen Neuronen iiberexprimiert. Die
Zellen wurden fixiert und mit Antikdrpern gegen VIAAT immungeférbt (rot).

A: Nicht-mutiertes Radixin-GFP verteilt sich punktformig an der Plasmamembran und lokalisiert vorwiegend
extrasynaptisch.

B: Die konstitutiv aktive Mutante Radixin (T564D)-GFP lokalisiert ebenfalls in Punkten an der Plasmamembran
und ist groftenteils extrasynaptisch.

C: Die nicht aktivierbare Gruppenmutante Radixin (K253N, K254N, K262N, K263N)-GFP verteilt sich im
Zytoplasma und bindet nicht an die Membran. Die Verteilung ist diffus und nicht punktformig.

D: Quantifizierung der synaptischen Lokalisation der Mutanten.

Die Punkte der Autofluoreszenz der GFP-fusionierten Radixine wurden gezdhlt. Gelbe Punkte wurden als
synaptische Lokalisation gewertet, weil sie durch die Uberlagerung mit der Immunreaktivitit fiir VIAAT
hervorgehen. Gezeigt sind jeweils der Anteil der synaptischen Punkte an der gesamten Autofluoreszenz. Fiir die
nicht aktivierbare Gruppenmutante ergab sich aufgrund der nicht punkférmigen Verteilung eine faktische
Kolokalisation von 0%. Der Anteil an synaptischem Radixin ist fiir die konstitutiv aktive Mutante im Vergleich zum
Wildtyp signifikant erniedrigt (Klammer mit Sternen, p<0,01).

Der GroBenbalken entspricht 20pm.
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Nicht-mutiertes Radixin lokalisiert zu 12,03% synaptisch und zu 87,97% extrasynaptisch (siche
Abbildung 3.14). Es wurden n=1665 Punkte gezédhlt. Die Werte streuen mit einer Standard-
abweichung von £2,35% und der SEM-Wert (,,standard error of the mean) liegt bei £1,36%.
Die konstitutiv-aktive Radixin (T564D)-Mutante hingegen ist signifikant weniger synaptisch
lokalisiert. Sie wird nur in 4,11% aller Fille an der Synapse gefunden. Zu 95,89% lokalisiert sie
extrasynaptisch. Es wurden n=1530 Punkte gezéhlt. Die Standardabweichung betriagt +1,98%,
der SEM-Wert £0,66%. Der p-Wert, der sich aus der statistischen Analyse der Daten errechnet
(,,student’s t-test”, Microsoft Excel Software), liegt bei p=0,00056619.

Da fiir die nicht-aktivierbare Gruppenmutante keine punktformige Verteilung beobachtet wird,

wurde die Kolokalisation mit dem Synapsenmarker mit 0% beziffert.

3.5.5 Synaptische Verteilung von Radixin und GABA,R-a5

Durch weitere Immunféarbungen sollte die synaptische Lokalisation von Radixin/GABAR-a5-
,,Coclustern® untersucht werden. Dazu wurden hippokampale Neuronen mit spezifischen
Antikdrpern gegen endogenes Radixin und endogenen GABAsR-a5, sowie gegen den
Synapsenmarker SV2 immungefirbt. Die Quantifizierung der Daten geschah wie oben
beschrieben. Es wurden sowohl synaptische, als auch extrasynaptische ,,Cocluster” beobachtet
(siche Abbildung 3.15).

Endogenes Radixin lokalisiert zu 13,1% synaptisch und zu 86,7% extrasynaptisch. Dieser
Befund bestétigt auch die synaptische Verteilung der nicht-mutierten Radixin-GFP-Fusion
(12,03% synaptisch zu 87,97% extrasynaptisch). Die Standardabweichung betrug £3,95%, der
SEM-Wert lag bei £2,28%.

Endogener GABAAR-a5 ist ebenfalls vorwiegend extrasynaptisch lokalisiert. Er befand sich zu
21,03% an der Synapse und zu 78,97% extrasynaptisch. Die Standardabweichung betrug
+5,29%, der SEM-Wert £3,05%.

Die Radixin/GABAsR-a5-,,Cocluster waren fast ausschlieBlich extrasynaptisch zu finden

(92,49%). Nur 7,51% lokalisierten an der Synapse. Die Standardabweichung betrug +4,63%, der
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SEM-Wert £2,67%. Im Gesamtexperiment wurde eine Punkteanzahl von ngeam=5739
ausgewertet, flir die synaptische Lokalisation der ,,Cocluster” wurde daraus der Anteil n=1537
zugrunde gelegt.

Abbildung 3.15 zeigt, dass auch im Falle der Expression markierter Bindepartner sowohl
synaptische, als auch extrasynaptische ,,Cocluster” beobachtet werden. Die synaptische
Lokalisation der iiberexprimierten Proteine dhnelt der endogenen, wie auch am Beispiel von
Radixin-GFP gezeigt. Dies zeigt, dass die Uberexpression der Proteine an sich nicht zur einer

abnormalen Verteilung fiihrt.
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Abbildung 3.15: Synaptische Verteilung von Radixin und GABA,R-a5.

A: Hippokampale Neuronen wurden mit spezifischen Antikdrpern gefiarbt, um endogenes Radixin (griin),
endogenen GABA,R-a5 (rot) und Synapsen (blau) sichtbar zu machen. Gelbe Uberlagerung der Immunreaktivititen
fiir Radixin und den Rezeptor zeigen extrasynaptisch lokalisierte ,,Cocluster” (im Ausschnitt A1 durch Pfeilspitzen
gekennzeichnet). GABA R-a5 kommt auch ohne Radixin an Synapsen vor (Pfeil) und in einigen Fillen wurde
dreifache Kolokalisation beobachtet (wei3), was einer synaptischen Lokalisation des Radixin/Rezeptor-,,Coclusters*
entspricht (gekreuzter Pfeil).

B: Hippokampale Neuronen wurden mit Konstrukten fiir Radixin-GFP und myc-markierten GABA,R-05
transfiziert und mit Antikérpern gegen das myc-Epitop (rot) und gegen VIAAT (blau), einem Marker fiir
inhibitorische Synapsen, gefarbt. Gezeigt ist ein Ausschnitt eines Dendriten. Auch hier sind klar extrasynaptische
(gelb) und synaptische (weill) Radixin/Rezeptor-,,Cocluster zu erkennen.

Der GroBenbalken in A entspricht 20pm.

D: Synaptische Verteilung der endogenen Proteine. Schwarze Balken repridsentieren den Anteil synaptisch
lokalisierter Proteine, weifle Balken den extrasynaptischen Anteil. Sowohl Radixin, als auch GABAR-a5 sind
vorwiegend extrasynaptisch lokalisiert. Die Radixin/Rezeptor-,,Cocluster sind fast ausschlielich extrasynaptisch.
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Sowohl Radixin als auch GABAR-a5 sind iiberwiegend extrasynaptisch lokalisiert. Die ,,Co-
Cluster werden noch seltener an Synapsen beobachtet, als die getrennt voneinander betrachteten

Bindepartner.

3.5.6 Assoziation von Radixin mit F-Aktin in Neuronen

Um zu untersuchen, ob Radixin auch in Neuronen mit dem Aktin-Zytoskelett assoziiert ist,
wurden hippokampale Neuronen mit dem Konstrukt fiir Radixin-GFP transfiziert und nach vier
Tagen mit Rhodamin-Phalloidin und Antikérpern gegen den Synapsenmarker SV2 geférbt (siche
Abbildung 3.16). Es ist zu erkennen, dass fast ausnahmslos alle Radixin-,,Cluster” mit der
Féarbung fiir F-Aktin {iberlagern. Zudem ist gezeigt, dass die liberwéltigende Mehrheit aller
Synapsen reich an F-Aktin ist. Sowohl extrasynaptisches, als auch synaptisches Radixin befindet
sich offenbar in einem Aktivierungszustand, der die Assoziation mit dem Aktin-Zytoskelett

erlaubt.

Abbildung 3.16: Aktin-Assoziation von Radixin-GFP in Neuronen.

Hippokampale Neuronen wurden mit dem Konstrukt fiir Radixin-GFP transfiziert, fixiert und mit Rhodamin-
Phalloidin (rot) behandelt, um F-Aktin anzufiarben. AuBlerdem wurden Synapsen durch Behandlung mit Antikdrpern
gegen den Marker SV2 (blau) sichtbar gemacht.

A: Viele Synapsen sind reich an F-Aktin, wie im Ausschnitt A1 an Magenta-farbenen Uberlagerungen zu erkennen
ist (Pfeilspitzen). Die Punkte des Radixin-GFP sind fast ausschlielich mit F-Aktin assoziiert. Dabei sind
extrasynaptische Ballungen an gelber (Pfeil) und synaptische an weiller Farbung zu erkennen (gekreuzter Pfeil).

Der GroBenbalken in A entspricht 20pm.
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Nachdem die synaptische Lokalisation von Radixin in den Abschnitten 3.5.3 bis 3.5.5 untersucht
worden ist, wurde nun durch Immunfirbungen geklért, ob Radixin mit dem Geriistprotein

Gephyrin in Neuronen kolokalisiert.

3.5.7 Kolokalisation von GABA,R-05 mit Radixin und Gephyrin

Obschon eine direkte Interaktion zwischen dem GABAa-Rezeptor und Gephyrin nicht
demonstriert werden konnte, lokalisieren viele GABAa-Rezeptoren an Gephyrin-positiven
Punkten. Es sollte geklart werden, ob die Assoziation von GABAR-a5 mit Radixin ebenfalls an
Gephyrin-positiven Punkten stattfindet, oder ob Radixin und Gephyrin im zelluldren Kontext
voneinander unabhingige Systeme darstellen.

Hippokampale Neuronen wurden mit Konstrukten fiir myc-markiertes Radixin, YFP-Gephyrin
und HA-markierten GABAAR-a5 transfiziert und nach vier Tagen mit spezifischen Antikorpern

gegen die HA- und myc-Epitope immungefarbt.

Abbildung 3.17: Lokalisation von GABA ,R-a5 mit Gephyrin und Radixin.

Hippokampale Neuronen wurden mit Konstrukten fiir HA-markierten GABA,R-a5, YFP-Gephyrin und myc-
markiertes Radixin transfiziert und nach vier Tagen mit anti-HA Antikérper (blau) und anti-myc Antikdper (rot)
immungefarbt.

A: Ubersicht iiber eine transfizierte Zelle.

B und C: Beispiele von Dendritenausschnitten vergleichbarer Zellen wie in A. Fiir alle drei visualisierten Proteine ist
eine punktférmige Verteilung zu sehen. Der Rezeptor (blau) kolokalisiert stark mit Radixin (rot), was an Magenta-
farbenen Uberlagerungen zu erkennen ist (gekreuzter Pfeil). AuBerdem ist der Rezeptor mit Gephyrin (griin)
kolokalisiert (tlirkise Punkte, Pfeile). Eine Kolokalisation von Radixin und Gephyrin oder allen drei Poteinen wird
quasi nicht beobachtet. Der GroBenbalken in A entspricht 20pm.
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In Abbildung 3.17 ist gezeigt, dass der Rezeptor sowohl mit Gephyrin, als auch mit Radixin
assoziiert sein kann. Eine Kolokalisation von Radixin mit Gephyrin wird allerdings nicht
beobachtet. Es ist daher wahrscheinlich, dass Radixin keine Komponente des bislang noch nicht

verstandenen, auf Gephyrin basierenden Verankerungssystems fiir GABA-Rezeptoren darstellt.

3.6  Funktionelle Analyse der Radixin/GABA,R-a5-Interaktion

Nachdem die Bindung von Radixin an die a5-Untereinheit des GABA-Rezeptors biochemisch
charakterisiert und im zelluldren Kontext untersucht worden ist, sollte nun versucht werden, die
Interaktion mit verschiedenen induktiven Methoden zu stéren. Dabei wurde sowohl auf bereits
etablierte Verfahren wie die Verwendung von antisense-Oligonukleotiden, als auch auf die im

Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zuriickgegriffen.

3.6.1 Applikation von antisense-Oligonukleotiden

Mit Hilfe von antisense-Oligonukleotiden kann der Titer an einer gewiinschten mRNA in der
Zelle herunterreguliert werden. In vielen Fillen kommt es in Folge dessen zu derart starkem
Verlust an Protein, dass die herkdmmlichen Nachweismethoden nicht ausreichen, um noch
verbleibende Molekiile zu detektieren.

Das antisense-Oligonukleotid lagert sich komplementir an die mRNA des Zielgens an und bildet
einen RNA/DNA-Hybrid-Doppelstrang, der rasch von RNAseH abgebaut wird. Auf diese Weise
wird die Translation des betreffenden Proteins unterdriickt. Nach Applikation des antisense-
Oligonukleotides tridgt die Halbwertszeit der bereits vorliegenden Proteine mafbeglich zur
Kinetik des Abklingens der Proteinmengen in der Zelle bei. Um die Nachhaltigkeit des Effektes
zu erhohen, werden in der Regel chemisch modifizierte Oligonukleotide eingesetzt (PTO-

modifiziert), die im zelluldren Kontext eine ldngere Lebensdauer zeigen.
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Die Applikation von sequenzspezifischen antisense-Oligonukleotiden gegen die Radixin mRNA
fiihrt in 24 Stunden zum fast vollstindigen Verlust des Proteins in Neuronen (Paglini et al.,
1998). Die gleichen Oligonukleotide wurden hier eingesetzt, um die Translation von Radixin zu
verhindern. Es wurden antisense-Oligonukleotide gegen zwei verschiedene Stellen der mRNA
(Nukleotide 1-24 und 1334-1348) als Gemisch eingesetzt und gemeinsam mit dem Farbstoff
Lucifer Yellow oder dem Vektor pEGFP-C2 in hippokampale Neuronen mikroinjiziert. 24
Stunden nach der Applikation wurden die Zellen fixiert und mit spezifischen Antikdrpern gegen

die a5-Untereinheit des GABA-Rezeptors und den synaptischen Marker SV2 immungefarbt.

Abbildung 3.18: Mikroinjektion von antisense-Oligonukleotiden.

Hippokampale Neuronen wurden bis nach der Ausbildung reifer Synapsen kultiviert und mit einem Gemsich aus
dem Farbstoff Lucifer Yellow (griin) und antisense-Oligonukleotiden gegen die Radixin mRNA mikroinjiziert. 24
Stunden nach Injektion wurden die Zellen fixiert und endogener GABAR-a5 (rot), sowie der synaptische Marker
SV2 (blau) wurden immungefirbt.

A: Im Bildausschnitt liegen zwei Zellen, von denen die linke mit dem Gemisch mikroinjiziert wurde. Die rechte
Zelle ist unbehandelt.

B: Gezeigt ist das gleiche Bild wie in A ohne den griinen Kanal.

C und D: Ein Teilstiick eines Dendriten der mikroinjizierten Zelle ist vergrofert dargestellt. Man erkennt, dass die
behandelte Zelle zwar iiber synaptische Kontakte verfiigt, aber keine punktformige Immunreaktivitit fiir GABAAR-
a5 mehr zeigt.

E: Ein vergleichbarer Abschnitt der Kontrollzelle ist dargestellt. Die Immunreaktivitdt fiir den GABAR-a5 ist
punktférmig und lokalisiert sowohl synaptisch (magenta-farben, Pfeilspitzen), als auch extrasynaptisch (Pfeil).

Der Groflenbalken in A und B entspricht 20pum.

In Abbildung 3.18 ist zu sehen, dass die punkformige Immunreaktivitét fiir GABAAR-a5 in der
mikroinjizierten Zelle weitgehend verlorengeht (Abb 3.18C und D), wihrend die Farbung der
Synapsen erhalten bleibt. In einer nebenliegenden, nicht behandelten Zelle erkennt man die
typische Verteilung des Rezeptors mit synaptischen und extrasynaptischen ,,Clustern® (Abb. 3.18
E).
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Zur Kontrolle wurden die entsprechenden, sequenzspezifischen sense-Oligonukleotide als

Gemisch gemeinsam mit ,,Lucifer Yellow* oder dem Vektor pEGFP-C2 mikroinjiziert.

S
-
Abbildung 3.19: Mikroinjektion von sense-Oligonukleotiden.

Als Kontrolle zur antisense-Mikroinjektion wurden hippokampale Neuronen bis nach der Ausbildung reifer
Synapsen kultiviert und mit einem Gemisch aus dem Farbstoff Lucifer Yellow (griin) und sense-Oligonukleotiden
gegen die Radixin mRNA mikroinjiziert. 24 Stunden nach Injektion wurden die Zellen fixiert und endogener
GABAAR-05 (rot), sowie der synaptische Marker SV2 (blau) wurden immungeférbt.

A: Im Bildausschnitt liegen zwei Zellen, von denen die linke mit dem Gemisch mikroinjiziert wurde. Die rechte
Zelle ist unbehandelt.

B: Gezeigt ist das gleiche Bild wie in A, nur ohne den griinen Kanal.

C und D: Ein Teilstiick eines Dendriten der mikroinjizierten Zelle ist vergrofert dargestellt. Man erkennt, dass die
behandelte Zelle tiber synaptische Kontakte verfiigt und dass die Immunreaktivitét fiir den Rezeptor punktférmig
entlang des Dendriten verteilt ist. Synaptische Rezeptoren (magenta-farben) sind mit einer Pfeilspitze markiert,
extrasynaptische mit einem Pfeil.

E: Ein vergleichbarer Abschnitt der Kontrollzelle ist dargestellt.

Der Groflenbalken in A und B entspricht 20pum.

sense-Oligonukleotide kdnnen sich nicht komplementir an die mRNA anlagern und sollten daher
nicht zu einem Verlust des Zielproteins in der Zelle fiihren.

Wie in Abbildung 3.19 zu sehen ist, bleibt die punktformige Immunreaktivitit fiir GABAsR-a5
in der mikroinjizierten Zelle erhalten (Abb 3.19 C und D) und gleicht der Verteilung in einer
unbehandelten Nachbarzelle (Abb. 3.19 E). Neben den Synapsen sind in beiden Féllen klar
sowohl synaptische, als auch extrasynaptische ,,Cluster des Rezeptors zu sehen.

Die Depletion von Radixin fiihrt in Neuronen zum Verlust der punktférmigen Immunreaktivitét
von GABAAR-a5, was einen starken Hinweis fiir eine Rolle von Radixin im ,,Clustering* des

Rezeptors darstellt.
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3.6.2 Expression eines Radixin-Konstrukts mit dominant-negativer Wirkung

ERM-Proteine sind in der Lage, durch Kopf-Schwanz-Anordnung Dimere und Oligomere
auszubilden (Gary und Bretscher, 1993; Gronholm et al., 1999). Es ist gezeigt worden, dass die
N-terminale FERM-Doméne eine Affinitét fiir die C-terminale F-Aktin Bindedoméne besitzt und
dass beide Teile aneinander binden, wenn sie getrennt voneinander exprimiert werden
(Magendantz et al., 1995). Die Expression der alleinstehenden N-terminalen FERM-Domine hat
zur Folge, dass der intakte N-Terminus an den C-Terminus eines endogenen Radixin-Molekiils
binden kann. Die Fortfilhrung in eine oligomere Struktur ist dann wegen des fehlenden C-
Terminus’ unterbunden. Durch die Uberexpression einer solch verkiirzten Variante wird letztlich
die Verankerung der von ERM-Proteinen gebundenen, transmembranen Proteine mit dem Aktin-

Zytoskelett unterdriickt (Roumier et al., 2001).

Abbildung 3.20: Uberexpression von dominant-negativem Radixin.

Hippokampale Neuronen wurden mit einem Konstrukt fiir Radixin (1-468)-GFP transfiziert, bis zur Ausbildung
reifer Synapsen kultiviert und dann fixiert. Die Zellen wurden mit Antikorpern gegen den GABAAR-a5 (rot) und
den Synapsenmarker SV2 (blau) immungeférbt.

A: Im Bildausschnitt liegen zwei Zellen, von denen die linke mit dem Konstrukt transfiziert wurde. Die rechte Zelle
ist unbehandelt.

B: Gezeigt ist das gleiche Bild wie in A, nur ohne den griinen Kanal.

C: Ein Teilstiick eines Dendriten der transfizierten Zelle ist vergroBert dargestellt. Man erkennt, dass die behandelte
Zelle zwar tiber synaptische Kontakte verfiigt, die punktférmige Immunreaktivitit fiir GABA R-a5 aber drastisch
reduziert ist.

D: Ein vergleichbarer Abschnitt der Kontrollzelle ist dargestellt. Die Immunreaktivitdt fiir den GABA R-a.5 ist
punktférmig und lokalisiert sowohl synaptisch (magenta, Pfeilspitzen), als auch extrasynaptisch (Pfeil).

Der Groflenbalken in A und B entspricht 20pum.
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Die C-terminale F-Aktin-Bindedoméne des Radixin wurde durch GFP ersetzt. Die entstandene,
verkiirzte Mutante Radixin (1-468)-GFP kann so durch Autofluoreszenz visualisiert werden.

In Abbildung 3.20 ist dargestellt, dass die Uberexpression von dominant-negativem Radixin (1-
468)-GFP zum Verlust von GABAAR-a.5-,,Clustern® fithrt. Hippokampale Neuronen wurden mit
dem entsprechenden Konstrukt transfiziert, nach zwei Tagen fixiert und mit spezifischen
Antikorpern gegen GABAAR-a5 und den Synapsenmarker SV2 immungeférbt.

Die transfizierte Zelle zeigt einen drastischen Verlust an Zahl und Intensitit der Rezeptor-
,Cluster, wihrend eine daneben gelegene, unbehandelte Zelle eine normale Verteilung des
Rezeptors zeigt. Zellen, die nur mit einem Vektor fiir GFP transfiziert wurden, verfiigen

ebenfalls iiber ein normales ,,Clustering™ von GABAsR-a5 (Daten nicht gezeigt).

3.6.3 Expression mutanter GABA s-Rezeptoren, die Radixin nicht binden

Die Eingrenzung der Bindestelle von Radixin auf der Schleife von GABAAR-a5 hat gezeigt,
dass die Aminosduren 342-357 fiir die Bindung ausreichend und notwendig sind. Es sollten nun
Mutanten hergestellt werden, die nicht mehr an Radixin binden kdnnen. Das Verhalten dieser
Rezeptoren sollte weiter Aufschluss iiber die Funktion der gefundenen Bindung geben.

Dazu wurden systematisch je drei Aminosduren der groBBen zytoplasmatischen Schleife von
GABAAR-a5 zu Alanin mutiert und die entstandenen Konstrukte in drei unabhédngigen
Versuchsansitzen auf ihre Bindung an Radixin hin iiberpriift. Erstens gab das Hefe-2-Hybrid-
Experiment Aufschluss iiber eine Interaktion mit dem urspriinglich isolierten Radixin-Konstrukt,
zweitens wurden die mutanten Schleifen als GST-Fusion exprimiert und im ,,Pulldown®-
Experiment auf ihre Fahigkeit hin untersucht, myc-markiertes Radixin (T564D) zu binden.
SchlieBlich sollten myc-markierte GABAAR-a5 mit den Mutationen in der Schleife in Neuronen

exprimiert und auf ihre Kolokalisation mit Radixin hin untersucht werden.
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Abbildung 3.21: Charakterisierung einer Gruppenmutante in GABA,R-aS5, die nicht an Radixin binden

kann.
A: Schematische Darstellung der a5-Untereinheit des GABA,-Rezeptors. In die Sequenz der Rezeptorschleife
wurden zwei Gruppenmutationen eingefiigt (Mutante 1 und 2), indem bestimmte Aminosiuren durch Alanin ersetzt
wurden (fettgedrucktes A). Beide Mutanten waren nicht in der Lage, die Expression des f-Galaktosidase-
Reportergens oder des LEU2-Gens durch Interaktion mit Radixin anzustellen.
B: Western Blot Analyse von ,,Pulldown“-Experimenten mit nicht-mutierter und mutierten Schleifen des GABAAR-
a5. Myc-markiertes Radixin (T564D) wurde in HEK293 Zellen iiberexprimiert und der Extrakt wurde mit den
immobilisierten, an GST fusionierten Schleifen inkubiert. Radixin (T564D)-myc ist im Extrakt zu erkennen und
kann mit der nicht-mutierten Schleife des GABAAR-a5, nicht aber mit GST alleine, pelletiert werden. Die mutierten
Schleifen zeigen ein stark beeintrachtigtes Vermdgen, Radixin zu binden.
C: Hippokampale Neuronen wurden mit Konstrukten fiir myc-markierten GABAsR-a5 und Radixin-GFP
transfiziert und nach vier Tagen mit anti-myc Antikérper in der Kultur inkubiert. Der Rezeptor (rot) verteilt sich
punktformig liber Zellkérper und Dendriten und kolokalisiert in vielen Féllen mit Radixin-GFP (gelb, Pfeilspitzen).
Einige Rezeptoren sind nicht mit Radixin assoziiert (rot, Pfeile).
D: Gemeinsam mit Radixin-GFP wurde ein Konstrukt fiir myc-markierten GABAAR-a5 transfiziert, in dem die
beiden Mutanten 1 und 2 zu einer doppelten Gruppenmutation zusammengefasst sind (Y343A, F344A, T345A,
W349A, W351A). Die Kolokalisation mit Radixin ist drastisch reduziert, nur wenige Punkte fallen mit der
Autofluoreszenz des Radixin-GFP zusammen.
E: Nicht-mutierter myc-markierter GABAR-a5 zeigt eine punktférmige Verteilung entlang des Dendriten.
F: Die Kombinationsmutante tritt weniger geballt auf. Die Anzahl und Intensitdt der verbleibenden Punkte ist im
Vergleich zum Wildtyp erheblich herabgesetzt.
Die Aufnahmen in C und D, sowie in E und F wurden jeweils unter den exakt gleichen Bedingungen gemacht und
die Bilder wurden identisch bearbeitet.
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Zwei der vier urspriinglich erhaltenen Gruppenmutanten zeigten sowohl im Hefe-System, als
auch im ,,Pulldown“-Experiment den Verlust der Radixin-Bindung (siehe Abbildung 3.21). Als
Mutante 1 wird im Folgenden die Gruppenmutante GABAAR-a5 (Y343A, F344A, T345A)
bezeichnet, als Mutante 2 die Gruppenmutante GABAsR-a5 (W349A, W351A). Beide
Mutanten zeigen keine Bindung an Radixin im Hefe-2-Hybrid-System. Im ,,Pulldown®-
Experiment ist zu erkennen, dass beide Mutanten ein erheblich eingeschrinktes Vermdgen

haben, myc-markiertes Radixin (T564D) zu binden.

Fiir die Untersuchung der Kolokalisation wurden die beiden Gruppenmutanten 1 und 2 zu einer
Kombinationsmutante zusammengefasst, weil fiir keine der beiden ein totaler Verlust an
Radixin-Bindung im ,,Pulldown®-Experiment gezeigt werden konnte. Die entstandene Kombi-
nationsmutante GABAsR-a5 (Y343A, F344A, T345A, W349A, W351A) wurde als myc-
markiertes Protein in hippokampalen Neuronen exprimiert. Es ist ersichtlich, dass der Verlust der
Radixin-Bindung nicht mit der Oberflichenexpression des Rezeptors interferiert. Die detektierte
Immunreaktivitét verteilt sich aber anders als nicht-mutierter, myc-markierter GABAAR-a5. Die
Kombinationsmutante formt keine grolen Aggregate mehr und die verbliebene Immunreaktivitit
fallt vorwiegend nicht mit Radixin-,,Clustern* zusammen. In vielen Zellen wurde eine diffuse
Verteilung des fiinffach mutanten Rezeptors beobachtet und sein ,,Clustering* war weitgehend
unterdriickt. Aufgrund der schwachen Firbung konnten solche Zellen jedoch nicht in

hinreichender Qualitdt aufgenommen werden.

Die molekularen Mechanismen, die zur Aktivierung der ERM-Proteine fithren, sind nicht im
Detail bekannt. Einige Arbeiten haben aber gezeigt, dass Vertreter der kleinen GTPasen der Rho-
Familie bei der Aktivierung Einfluss nehmen. Daher wurde im letzten Abschnitt der Arbeit
iiberpriift, ob GTPasen der Rho-Familie Einfluss auf den Aktivierungszustand von Radixin und

damit auf seine synaptische Lokalisation nehmen.
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3.7 Einfluss der Aktivitit von GTPasen der Rho-Familie

GTPasen (Guaninnukleotid-Triphosphatasen) der Rho-Familie gehdren neben den Ras-, Ran-,
Arf- und Rab-Proteinen zur Superfamilie der monomeren GTP-bindenden Proteine. Im GTP-
gebundenen Zustand konnen sie die Aktivitit anderer Proteine stimulieren. Durch ihre eigene
GTPase-Aktivitdt jedoch wird das gebundene GTP rasch zu GDP hydrolyisiert, wodurch die
GTPase inaktiv wird. Auf diese Weise wirken kleine GTPasen als molekulare Schalter, die
Signalwege an- oder abzustellen vermdgen.

Die Aktivitdt der GTPasen wird unter anderem durch akzessorische Faktoren reguliert, die das an
der GTPase gebundene GDP gegen ein GTP austauschen und das Molekiil auf diese Weise
wieder aktivieren konnen. Es ist eine Vielzahl von solchen GEF’s (,,guanine nucleotide
exchange factors*) beschrieben worden und die meisten von ihnen sind in ihrer Aktivitét nicht
spezifisch fiir eine einzige GTPase, sondern konnen an mehreren Substraten wirken. Ahnliches
gilt fiir die GAP-Faktoren (,,GTPase activating protein‘), die die Hydrolyse des GTP an der
GTPase fordern und damit zur Inaktivierung des Molekiils beitragen. GDI-Faktoren (,,guanine
dissociation inhibitor*) stabilisieren die GDP-gebundene Form der GTPase und verzogern somit
ihre Aktivierung.

Die Aktivierung der ERM-Proteine ist in mehrerer Hinsicht mit den Rho-Familie GTPasen
verkniipft. Einerseits fiihrt die Aktivierung von Rho zur Rekrutierung von ERM-Proteinen an die
Plasmamembran (Mackay et al., 1997), andererseits regulieren die ERM-Proteine auch die
Aktivitdt von Rho, indem sie zum Beispiel im aktiven Zustand an RhoGDI binden, den Faktor
dadurch aus dem Bindungsgleichgewicht mit Rho abziehen und somit zu einer Aktivierung von
Rho beitragen (Takahashi et al., 1997). Rho-Kinase, eine Rho nachgeschaltete Proteinkinase,
kann die ERM-Proteine in vitro an dem bereits beschriebenen, konservierten C-terminalen
Threoninrest phosphorylieren (Matsui et al., 1998). Spater wurde gezeigt, dass die Expression
einer konstitutiv aktiven Mutante von Rho, RhoV14, die C-terminale Phosphorylierung von
ERM-Proteinen erhdht und in NIH3T3 Zellen zur Ausbildung von Mikrovilli fithrt, wo ERM-
Proteine das hochgradig organisierte Aktin-Geriist mit der Plasmamembran verbinden (Matsui et

al., 1999). Die Aktivierung von Rho fiihrt also zur Aktivierung der ERM-Proteine. Dieselbe



Ergebnisse 93

Arbeit hat demonstriert, dass in vivo nicht Rho-Kinase, sonder Phosphatidylinositol-4-Phosphat-
5-Kinase die ERM-Proteine am C-Terminus phosphoryliert.

Ein weiteres Mitglied der Rho-Familie, Racl, ist in vielen Zelltypen charakterisiert worden und
verschiedene Gruppen haben demonstriert, dass Rac und Rho antagonistisch wirken kdonnen
(Sanders et al., 1999). Speziell in Neuronen sind antagonistische Effekte von Rho und Rac zum
Beispiel in der Regulation der Morphologie von dendritischen Dornen beschrieben worden

(Tashiro et al., 2000).

3.7.1 Einfluss auf die synaptische Lokalisation von Radixin

Da die Aktivierung der ERM-Proteine von GTPasen der Rho-Familie abhéngt und Rho und Rac
als Antagonisten beschrieben worden sind, sollte der Effekt dieser Signalmolekiile auf die
synaptische Lokalisation von Radixin untersucht werden. Hippokampale Neuronen wurden
gemeinsam mit Konstrukten fiir Radixin-GFP und entweder einer konstitutiv aktiven Form von
Rac, RacV12, oder einer dominant-negativen Form von Rho, RhoN19, transfiziert und bis zur
Ausbildung reifer Synapsen kultiviert. Die Zellen wurden dann fixiert und mit Antikdrpern
gegen den Synapsenmarker SV2 immungefarbt. Der synaptische Anteil von Radixin-GFP wurde
wie beschrieben ermittelt.

Bei Uberexpression des dominant-negativen RhoN19, lokalisierten 43,19% des Radixin-GFP an
der Synapse, 56,81% waren extrasynaptisch. Die Standardabweichung lag bei +5,42%, der SEM-
Wert bei +2,05%. Es wurden n=1665 Punkte ausgewertet.

Wurde das konstitutiv aktive RacV12 {iberexprimiert, waren 41,34% des Radixins synaptisch
lokalisiert, 58,66% waren extrasynaptisch (sieche Abbildung 3.22). Die Standardabweichung
betrug +4,74%, der SEM-Wert +1,5%. Es wurden n=2824 Punkte gezahlt.

Beide Befunde unterscheiden sich signifikant von dem Wert, der fiir Radixin-GFP und
endogenes Radixin ohne Behandlung mit Rho-Familie-GTPasen ermittelt wurde

(PRacv12=0,0000025; pruon19=0,000043).
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Abbildung 3.22: Einfluss von GTPasen der Rho-Familie auf die synaptische Lokalisation von Radixin-GFP.
Hippokampale Neuronen wurden mit Konstrukten fiir Radixin-GFP entweder alleine (Kontrolle) oder mit RhoN17
oder RacV12 transfiziert und bis zur Ausbildung reifer Synapsen kultiviert. Die Zellen wurden fixiert und mit
Antikorpern gegen den Synapsenmarker SV2 immungefirbt. Die Gesamtheit der punktférmigen Radixin-GFP
Autofluoreszenzen wurde gezihlt und der synaptische Anteil (gelbe Punkte durch Uberlagerung mit dem
Synapsenmarker) wurde ermittelt. Schwarze Balken bezeichnen synaptisches, weile Balken extrasynaptisches
Radixin-GFP. Die Klammern mit den Sternen geben an, dass zwischen den betreffenden Datensitzen ein
signifikanter Unterschied besteht (p<0,01).

Die Inaktivierung von Rho durch dominant-negatives RhoN17 fiihrt zur Akkumulation von
Radixin an der Synapse. Konstitutiv-aktives RacV12 bewirkt in antagonistischer Weise den

gleichen Effekt.

3.7.2 Einfluss auf die synaptische Lokalisation von GABAAR-a5

Nachdem der Einfluss von GTPasen der Rho-Familie auf die synaptische Lokalisation von
Radixin gezeigt wurde, sollte iiberpriift werden, ob auch der Bindepartner von Radixin,
GABAaR-a5, seine Lokalisation verdandert, wenn in das Gleichgewicht der Rho-Aktivierung
eingegriffen wird.

Hippokampale Neuronen wurden mit Konstrukten fiir GFP und das konstitutiv aktive RacV12
transfiziert und bis zur Ausbildung reifer Synapsen kultiviert. Die Zellen wurden dann fixiert und
mit spezifischen Antikorpern gegen den Synapsenmarker SV2 und GABA sR-a5 immungefarbt.

Der synaptische Anteil des Rezeptors wurde wie beschrieben ermittelt.
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Bei Uberexpression von RacV12 lokalisierten 46,28% des Rezeptors an der Synapse, 53,74%
waren extrasynaptisch lokalisiert (siehe Abbildung 3.23). Die Standardabweichung betrug
+2,54%, der SEM-Wert lag bei £1,44%. Es wurden n=1703 Punkte ausgewertet.

Der synaptische Anteil von endogenem GABAaR-a5 ist im Vergleich zur unbehandelten

Situation signifikant erhoht (pracvi2=0,000045).
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Abbildung 3.23: Einfluss von GTPasen der Rho-Familie auf die synaptische Lokalisation von GABA,R-a5.
Hippokampale Neuronen wurden entweder ohne Vektor (Kontrolle) oder mit Konstrukten fiir GFP und RacV12
transfiziert und bis zur Ausbildung reifer Synapsen kultiviert. Die Zellen wurden fixiert und mit Antikdrpern gegen
GABAAR-a5 und den Synapsenmarker SV2 immungefirbt. Die Gesamtheit der punktférmigen GABAAR-05
Immunreaktivitit wurde gezdhlt und der synaptische Anteil (gelbe Punkte durch Uberlagerung mit dem
Synapsenmarker) wurde ermittelt. Schwarze Balken bezeichnen synaptische Rezeptoren, weille Balken
extrasynaptische. Die Klammer mit den Sternen gibt an, dass zwischen den betreffenden Datensédtzen ein
signifikanter Unterschied besteht (p<0,01).

Die Expression von konstitutiv-aktivem Rac fiihrt zu einer Umverteilung von GABA ,R-a5
bezuglich seiner synaptischen Lokalisation. Der synaptische Anteil des Rezeptors ist, ahnlich

dem von Radixin, gegenuiber der Kontrollsituation signifikant erhoht.
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4. Diskussion

4.1 Identifikation neuer Bindepartner des GABA s-Rezeptors

Die schnelle synaptische Inhibition wird im Gehirn vorwiegend von dem Neurotransmitter
GABA vermittelt. GABAa-Rezeptoren gehdren zur Familie der ligandengesteuerten
Ionenkanéle. Sie binden den Transmitter mit hoher Affinitdt und erh6hen daraufhin die
Permeabilitdt der Membran fiir Cloridionen, was im adulten Gehirn zur Hyperpolarisierung der
postsynaptischen Nervenzelle fiihrt.

Fiir die Gewihrleistung einer effizienten Signaliibertragung ist es wesentlich, dass GABA-
Rezeptoren in der postsynaptischen Membran gebiindelt lokalisiert sind. Bis heute sind keine
Faktoren beschrieben worden, die direkt an GABAs-Rezeptoren binden und fiir das ,,Clustering*
verantwortlich sind. Die Rolle des an inhibitorischen Synapsen vorkommenden Geriistproteins
Gephyrin in der Biindelung von GABAa-Rezeptoren ist noch weitgehend unverstanden. Zwar
fiihrt ein Verlust von Gephyrin zum Verlust der Konzentrierung vieler GABAa-Rezeptoren
(Kneussel et al., 1999) und die y2-Untereinheit und Gephyrin scheinen sich in ihrem
,,Clustering® gegenseitig zu beeinflussen (Essrich et al., 1998), eine direkte Interaktion zwischen
Gephyrin und dem Rezeptor wurde bislang aber nicht berichtet. Auch ist kein Molekiil bekannt,
das Gephyrin und den GABAx-Rezeptor an inhibitorischen Synapsen miteinander verbindet.
Uberdies zeigen einige Untereinheiten des Rezeptors, insbesondere a1 und a5, ein von Gephyrin
unabhingiges ,,Clustering™ (Kneussel et al., 2001), was auf weitere Interaktoren mit dem
Rezeptor schlieBen lésst.

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe des Hefe-2-Hybrid-Systems systematisch nach neuen
Interaktionspartnern fiir die a1- und die a5-Untereinheit des Rezeptors gesucht. Je einer der
gefundenen Kandidaten, Muskelin und Radixin, wurde mit verschiedenen Methoden auf
Bindung an die jeweilige Untereinheit des Rezeptors hin gepriift. Im Fall des GABAsR-a5-
Bindeproteins Radixin gelang eine umfassende, funktionelle Charakterisierung dieser neu

entdeckten Interaktion.
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In den folgenden Kapiteln soll zunichst ein Uberblick iiber die in den ,,Screens* identifizierten
Interaktoren gegeben werden, anschlieBend werden die fiir Muskelin und Radixin erhaltenen

Ergebnisse diskutiert.

4.1.1 Interaktionspartner von GABA,R-al

Neben Muskelin wurden im ,,Screen® weitere, putative Interaktionspartner identifiziert, die im
Rahmen dieser Arbeit aber nicht genauer untersucht werden konnten. Unter den gefundenen
Kandidaten waren in der Literatur wenig charakterisierte Proteine, wie ein Homologes zu HDRI,
das selbst homolog zu einem GATA-Bindeprotein ist, und das Transitionsprotein PRM1.
Zweimal wurde Rabl1b identifiziert, das mit der intrazelluliren Vesikelverschmelzung in
Zusammenhang gebracht wird, einmal USP14. Als Mitglied der Familie von Ubiquitin-
spezifischen Proteasen wird USP14 als Faktor gesehen, der Monoubiquitinierungen durch
spezifische, proteolytische Aktivitit an bestimmten Zielproteinen autheben kann. Die
Markierung von Proteinen mit einem einzigen Ubiquitin-Molekiil fiihrt nicht zum Abbau des
Zielproteins, sondern bewirkt andere Signaleffekte. So ist zum Beispiel Mono-Ubiquitinierung
von Transmembranproteinen als Signal fiir deren Endozytose aus der Plasmamembran
beschrieben worden (zur Ubersicht siehe Hicke und Dunn, 2003). Miuse mit einer natiirlich
auftretenden Mutation, die zur Inaktivierung von USP14 fiihrt, zeigen Bewegungsstorungen,
weswegen diese Mutante den Namen Afaxia erhalten hat. Feinere Analysen dieses genetischen
Modells haben gezeigt, dass die synaptische Ubertragung im Gehirn der mutanten Tiere
abnormale elektrophyisologische Charakteristika besitzt (Wilson et al., 2002). Uber die
Substratspezifitdit von USP14 ist bislang nichts bekannt, ebenso ist unklar, ob die Interaktion mit

GABAAR-al einen Anteil bei der Ausbildung dieser Symptome hat.
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4.1.2 Interaktionspartner von GABA,R-05

Im ,,Screen” nach Interaktionspartnern fiir die a5-Untereinheit wurden einige Proteine
identifiziert, die im Kontext des Zellkerns beschrieben worden sind. Neben einem wenig
spezifizierten Transkriptionsregulator wurden auch eine Zinkfinger Helikase, RAPA?2 (ein Faktor
zur Regulation der Transkription), ein Interaktor fiir den Androgenrezeptor und der STAT-
Inhibitor gefunden. Obwohl alle diese Proteine eine Rolle im Zellkern spielen, zeigten sie keine
Autoaktivierung im Hefe-System. Die Gefahr, dass Artefakte vorliegen, ist vergleichsweise
hoch, zumal die Bedingungen im eigentlichen ,,Screen” und in den Testverfahren aus
technischen Griinden nie vollkommen gleich sein kénnen.

Das Protein SPARC ist ein sekretierter Faktor (,,secreted protein rich in cysteine®), dessen
Funktion ungeklirt ist. Selbst wenn die Schleife des Rezeptors und SPARC eine hinreichende
Affinitdt zueinander besitzen, um die Transkription der Reportergene im Hefe-System
anzustellen, wird die Bindung im physiologischen Kontext nicht stattfinden, weil beide Partner
in unterschiedlichen Kompartimenten exprimiert sind.

Das hypothetische Protein KIAA1784 ist noch vollkommen unbeschrieben.

4.2 Bindung von Muskelin an GABA,R-al

Das Protein Muskelin wurde erstmals als intrazelluldrer Faktor beschrieben, der bei der
Signaliibertragung von extrazelluldrer Matrix zum Zytoskelett beteilig ist (Adams et al., 1998).
Muskelin wurde im Rahmen einer systematischen Suche nach Proteinen identifiziert, deren
Expression als zelluldre Antwort auf Exposition zu Thrombospondin 1 veréndert ist. Im
menschlichen Genom kodiert nur ein einziges Gen fiir Muskelin. Es liegt auf Chromosom 7 im
Armabschnitt q32. Im Genom von Mus musculus wurde das Muskelin-Gen auf Chromosom 6,
Abschnitt B1/B2 lokalisiert (Adams und Zhang, 1999). Die Doménenstruktur von Muskelin ist
weitgehend aufgeklért. So besitzt es im C-Terminus eine f-Propeller-Domine, die aus sechs
hintereinander geschalteten ,,Kelch-repeats* besteht, einem Strukturmotiv, das erstmals im

Drosophila melanogaster Protein Kelch 1 beschrieben wurde (Xue und Cooley, 1993). Die
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Funktion dieser charakteristischen Struktur ist nicht geklért, es gibt allerdings Hinweise darauf,
dass es als Modul fiir Protein-Protein-Interaktion oder als Aktin-Bindedoméne dienen kann
(Robinson und Cooley, 1997). Der Befund, dass das Enzym Galaktose-Oxidase vieler
Organismen ebenfalls iiber eine P-Propeller-Domine verfiigt (Adams, 2002), hat zu der
Spekulation gefiihrt, dass diese evolutionir konservierte Doméne in Verbindung mit
verschiedenen Proteinumgebungen unterschiedliche Funktionen ausiiben kann. Eine (3-Propeller-
Doméne wurde auch in dem Protein Lis 1 identifiziert (Hattori et al., 1994), dessen charakteris-
tische Motive (LisH und C-terminal von LisH) auch im N-Terminus von Muskelin gefunden
wurden.

Mutationen in Lis 1 tragen ursdchlich zur Ausbildung der Miller-Dieker-Lissencephalie bei (zur
Ubersicht siche Morris et al., 1998). In diesem Krankheitsbild kommt es zu Fehlbildungen des
Gehirns, die zu geistiger Behinderung, Epilepsie und frithem Tod fiithren. Das Protein Lis 1
bindet an Mikrotubuli und an den zytoplasmatischen Dynein-Komplex (Sapir et al., 1997; Vallee
et al., 2000), Andere Mikrotubuli-regulierende Proteine verfiigen ebenfalls {iber das LisH-Motiv,
so zum Beispiel die p60 Untereinheit des Katanin (Hartman et al., 1998). Es ist aber nicht
bekannt, ob die Ausbildung des Krankheitsbildes mit der Mikrotubuli-Assoziation von Lis 1
zusammenhangt.

Muskelin wurde als Interaktionspartner des Prostaglandin EP3 Rezeptor identifiziert (Hasegawa
et al., 2000). Es bindet spezifisch an den zytoplasmatischen C-Terminus dieses transmembranen,
G-Protein gekoppelten Rezeptors und lokalisiert sowohl im Zytoplasma, als auch an der
Plasmamembran in HEK293 Zellen. In dieser Studie wurde gezeigt, dass Muskelin die durch
Applikation eines Agonisten induzierte Internalisierung des Rezeptors teilweise inhibiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde Muskelin als Interaktionspartner der ol-Untereinheit des
GABA-Rezeptors identifiziert. Diese Bindung wurde im Hefe-System charakterisiert, auf
wenige Aminosduren der zytoplasmatischen Schleife des Rezeptors eingeschrénkt, und durch
biochemische Experimente in vitro demonstriert (Abschnitte 3.2.1 und 3.2.2). Es wurde ferner
gezeigt, dass Muskelin und der Rezeptor als Proteine voller Linge im zelluldren Kontext eines
Neurons kolokalisieren und teilweise an Synapsen gefunden werden. Die beobachtete

Konzentrierung der Immunreaktivitit verschiedener, affinitdtsmarkierter Formen von Muskelin
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in Neuronen ist konsistent mit dem Befund, dass sich das Protein selbst binden kann (Prag et al.,
2004). In dieser Studie wurde gezeigt, dass der N-Terminus und der C-Terminus miteinander
interagieren konnen, gleichzeitig wurde festgestellt, dass Muskelin weder an Aktin, noch an
Tubulin bindet. Die Aufgabe der konservierten -Propeller-Domine scheint im Muskelin daher
im Bereich der Multimerisierung zu liegen. Eine mogliche Rolle des Muskelin beim ,,Clustering*
von al-enthaltenden GABAs-Rezeptoren wire mit der Beobachtung, dass auch andere
Biindelungsfaktoren in multimerer Form auftreten — so zum Beispiel Gephyrin (Sola et al., 2004)
— konsistent.

Ein weiterer Aspekt konnte eine mogliche Regulation der Kerngingigkeit des Muskelins sein. So
wurde es als Partner in einem terndren Komplex im Zellkern beschrieben (Umeda et al., 2003).
Die N-terminale Hilfte des Muskelins wurde bei Expression in HEK293 Zellen ebenfalls im
Kern beobachtet (Hasegawa et al., 2000), das volle Protein jedoch ist vorwiegend zytoplas-
matisch lokalisiert. Moglicherweise nimmt die Assoziation mit der al-Untereinheit des GABA -
Rezeptors auf die nukledre Lokalisation von Muskelin regulierend Einfluss. Ahnliche Systeme,
in denen Interaktoren von Transmembranproteinen in der Signaltransduktion von der Plasma-
membran zum Zellkern eine Rolle spielen konnten, sind beschrieben worden. So bindet GRIP1
an den AMPA-Rezeptor (Dong et al., 1997) und wird im Zellkern gefunden, wo es gemeinsam
mit DLX Homoobox-Proteinen die Transkription von Zielgenen anstellt (Yu et al., 2001). In
dieser Arbeit wurde gezeigt, dass GRIP als Transkriptions-Koaktivator fiir DLX2- und DLX5-
abhdngige Gene fungieren kann, aber der genaue Mechanismus, der die Translokation von der
Synapse in den Zellkern steuert, ist unbekannt. Es mehren sich Hinweise darauf, dass GRIP1 ein
Botenmolekiil in einem Signaltransduktionsweg von der Plasmamembran in den Zellkern
darstellt. Ein dhnliches Szenario ist auch fiir Muskelin und den GABA-Rezeptor denkbar.

Die Assoziation von Muskelin mit dem GABA s-Rezeptor konnte auch eine Rolle bei Prozessen
des Transportes spielen. Die in dieser Arbeit gefundene, geringe synaptische Lokalisation des
Muskelin/Rezeptor-Komplexes deutet darauf hin, dass die Assoziation auch auflerhalb der
Synapse, in anderen Zellkompartimenten, wichtig ist. Muskelin konnte eine Adapter-Funktion
zukommen, um den Rezeptor mit anderen Proteinkomplexen — zum Beispiel molekularen

Motoren — zu verbinden. Im Einklang mit dem Befund, dass Muskelin iiber das LisH- und das
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CL-Motiv verfiigt, ist die Vorstellung, dass es mit dem GABAs-Rezeptor interagiert, wihrend es
mittels zytoplasmatischem Dynein entlang Mikrotubuli transportiert wird. Solch ein System ist
fiir den NMDA-Rezeptor beschrieben worden, der durch die Adaptoren mLin-2, mLin-7 und
mLin-10 an das neuronenspezifische Motorprotein KIF17 gekoppelt wird, das den vesikel-
standigen Rezeptor entlang Mikrotubuli transportiert (Setou et al., 2000).

Die Storung der Bindung zwischen Muskelin und der a.l-Untereinheit sollte Aufschluss tiber
ihre mogliche Funktion geben. Es ist nicht ausgeschlossen, dass die Interaktion mit dem
GABA-Rezeptor weitreichende Konsequenzen hat, die bis zu neuroprotektiven Wirkungen
reichen. So wurde unter anderem Muskelin als eines der Proteine beschrieben, die binnen 24
Stunden nach ischdmischer Prikonditionierung hochreguliert werden (Dhodda et al., 2004). Bei
Ratten, die drei Tage nach einer solchen Prikonditionierung einem akuten Sauerstoffmangel
durch voriibergehende Abschniirung der mittleren Cerebralarterie ausgesetzt waren, wurde im
Vergleich zu nicht vorbehandelten Kontrolltieren eine signifikant erhdhte Uberlebensrate
festgestellt. Die Kldrung der Frage, ob die Interaktion von Muskelin mit der a.1-Untereinheit des
GABAA-Rezeptors im Fall der epileptischen Symptome bei Miller-Dieker-Lissencephalie und
bei der akuten Ischdmie wichtig ist, wird maBBgebend fiir das Verstindnis der molekularen

Prozesse in diesen Krankheitsbildern sein.

4.3 Bindung von Radixin an GABA,R-a5

Das Protein Radixin wurde erstmals als Aktin-Bindeprotein aus Rattenleber isoliert (Tsukita und
Hieda, 1989). Spiter wurde es der Familie der ERM-Proteine (Ezrin, Radixin, Moesin)
zugerechnet, die sich durch groBe Homologien untereinander auszeichnen. Den ERM-Proteinen
ist eine einzigartige Doméne gemein, die wegen ihres Vorkommens in dem Erythrozyten-Protein
Bande 4.1 als FERM-Doméne bezeichnet wird (,,four.one, ezrin, radixin, moesin‘; (Chishti et al.,
1998). Die FERM-Domaine setzt sich aus drei globuldren Lobi zusammen (F1, F2 und F3), die
Homologien zu der Ras-Bindedomine von Raf und zu Ubiquitin (F1), zum Acyl-CoenzymA-

Bindeprotein (F2) und zu Pleckstrin Homologie-Doménen und Phosphotyrosin-Bindedoméinen
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(F3) besitzen und in einer dreigliedrigen Kleeblattstruktur organisiert sind (zur Ubersicht siehe
Bretscher et al., 2002).

Eine ebenfalls unter den ERM-Proteinen konservierte F-Aktin-Bindedoméne wurde zuerst in
Ezrin beschrieben (Turunen et al., 1994) und vervollstindigte die Ansicht, dass ERM-Proteine
mit dem Aktin-Zytoskelett assoziiert sind.

Die in dieser Arbeit erstmals beschriebene Interaktion von Radixin und GABAAR-a5 ist
konsistent mit anderen Arbeiten zu Bindungen der ERM-Proteine an transmembrane Proteine. So
wurde beispielsweise gezeigt, dass der Na'-H' -Austauscher NHE 1 an die drei ERM-Proteine
binden kann (Denker et al., 2000). Uberdies binden die drei ERM-Proteine an den Hyaluronat-
Rezeptor CD44 (Tsukita et al., 1994). Interessanterweise sind in beiden Féllen juxtamembranire,
positiv geladene Aminosédurereste des Transmembranproteins fiir die Assoziation wichtig
(Yonemura et al., 1998), im Fall von Radixin und GABAAR-a5 hingegen spielen dabei vor
allem grofle, hydrophobe, sowie polare Reste eine Rolle, wie an der nicht bindende
Gruppenmutante GABAAR-a5 (Y343A, F344A, T345A, W349A, W351A) zu erkennen ist.
Neben direkten Interaktionen mit Transmembranproteinen sind auch indirekte
Wechselwirkungen beschrieben worden, die von akzessorischen Faktoren vermittelt werden. So
werden die ERM-Proteine iiber den Adapter EBP50 (ERM-bindendes Phosphoprotein 50) mit
dem Na'-H'-Austauscher NHE 3 verbunden (Yun et al., 1997).

Radixin ist als Bestandteil der Stereocilien im Innenohr beschrieben worden (Pataky et al., 2004)
und Méuse, bei denen Radixin genetisch inaktiviert wurde, sind taub (Kitajiri et al., 2004). Sie
zeigen aulerdem den Verlust des Multidrogen-Resistenz-Proteins Mrp2 in den Membranen der
Gallenginge. Neben leichten Leberschiden haben die Maiuse aber keine auffilligen
Beeintrachtigungen (Kikuchi et al., 2002). Andere Ansétze, in denen die Expression von ERM-
Proteinen zum Beispiel durch die Verwendung von antisense-Oligonukleotiden unterdriickt
wurde, haben gezeigt, dass Zelladhdsion und die Bildung von Mikrovilli auf die Présenz eines
der drei Proteine angewiesen sind (Takeuchi et al., 1994). Eine strenge Trennung der Aufgaben
der ERM-Proteine gelang in dieser Studie nicht, da manche Funktionen eines der ERM-Proteine
in diesem System teilweise von einem anderen iibernommen werden konnten. Ein dhnlicher

Ansatz zeigte in Neuronen, dass die gleichzeitige Unterdriickung von Radixin und Moesin die
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Morphologie und die Beweglichkeit von Wachstumskegeln verdndert (Paglini et al., 1998).
Diese Effekte wurden nicht beobachtet, wenn simultan Radixin und Ezrin oder Ezrin und Moesin
herunterreguliert wurden. Das Modell der genetischen Moesin-Inaktivierung hat gezeigt, dass die
mutanten Mause iiber unbeeintrachtigte Zelladhision, unverdnderte Entwicklung, Zellbeweglich-
keit und ein normales Aktin-Zytoskelett verfiigen, was einen weiteren Hinweis auf teilweise
funktionelle Redundanz innerhalb der Familie der ERM-Proteine darstellt (Doi et al., 1999). Die
selbe Studie hat allerdings auch demonstriert, dass beim Verlust von Moesin die Transkription
der Gene fiir Radixin und Ezrin nicht hochreguliert wird. Eine genetische Interaktion der ERM-
Proteine ist bislang nicht berichtet worden.

Der Befund der vorliegenden Arbeit, dass der GABAa-Rezeptor in Neuronen in hohem Maf} mit
Radixin und nicht mit Ezrin oder Moesin kolokalisiert (Abschnitt 3.5.2), spricht dafiir, dass die
Verbindung der a5-Untereinheit mit dem Aktin-Zytoskelett in einem zelluldren Kontext nur von
Radixin bewerkstelligt wird. Biochemische Analysen haben aber im Rahmen dieser Arbeit
gezeigt, dass alle drei ERM-Proteine das Potential zur Bindung an die zytoplasmatische Schleife
des Rezeptors bergen. Es ist daher nicht absehbar, welche Ergebnisse die Untersuchung Radixin-

depletierter Mause in Bezug auf den GABAs-Rezeptor liefern wiirde.

Die Aktivitit der ERM-Proteine ist iiber Konformationsinderungen reguliert (zur Ubersicht siche
Bretscher et al., 2002). Fiir Ezrin, den am besten untersuchten Vertreter der drei Proteine, wurde
zuerst gezeigt, dass der N-Terminus durch intramolekulare Assoziation den C-Terminus binden
kann und auf diese Weise die dort befindliche F-Aktin-Bindedoméne maskiert (Gary und
Bretscher, 1995). Die Aktivierung der ERM-Proteine ist ein mehrstufiger Prozess, in dem die
Bindung an Phosphatidylinositol-Bisphosphat (PIP,) und die Phosphorylierung am C-Terminus
nacheinander wirken (Fievet et al., 2004). Rontgenstrukturanalysen von Kristallen der FERM-
Doméne von Radixin haben gezeigt, dass sich die Konformation des Molekiils durch die
Bindung an das PIP,-Analogon Inositoltriphosphat (IP3) verdndert (Hamada et al., 2000). Eine
Gruppenmutation in der FERM-Domine des Ezrin unterdriickt die PIP,-Assoziation und dadurch
die Anlagerung des Molekiils an die Plasmamembran (Barret et al., 2000). Der Befund, dass

derart verdndertes Ezrin nicht mehr phosphoryliert wird, hat der Annahme Vorschub geleistet,
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dass die Assoziation mit PIP, eine Voraussetzung fiir die nachfolgende Phosphorylierung
darstellt, die ihrerseits durch sterische und elektrostatische Krifte zur Offnung der
intramolekularen Bindung und damit zur Exposition der F-Aktin-Bindedoméne fiihrt (Simons et
al., 1998). In der Folge wurde sowohl fiir Moesin (Huang et al., 1999), als auch fiir Radixin
(Ishikawa et al., 2001) gezeigt, dass die Phospho-rylierung des konservierten Threonin-Restes im
C-Terminus zur Bindung an F-Aktin, beziehungsweise zur Offnung des Molekiils fiihrt. Weitere
Hinweise darauf, dass die Aktivierung der ERM-Proteine ein komplexer, vielstufiger Prozess ist,
lieferte eine Studie, in der an Ezrin gezeigt wurde, dass selbst die am C-Terminus
phosphorylierte Form nicht voll aktiv ist (Chambers und Bretscher, 2005) und dass weitere,
bislang unbeschriebene Mechanismen bei der Aktivierung existieren miissen.

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Lokalisation von Radixin an der Plasmamembran ist
konsistent mit den Beschreibungen in der Literatur. Die Untersuchung von Radixin in HEK293
Zellen gibt Hinweise darauf, dass Radixin in diesem System mit der Membran assoziiert. Es
bleibt aber fraglich, ob auch tatséchlich eine Phosphorylierung am C-Terminus stattfindet, zumal
nicht-mutiertes Radixin aus HEK293 Zellen nicht in der Lage ist, in vitro an die Schleife des
Rezeptors zu binden, konstitutiv aktives Radixin aus HEK293 Zellen hingegen schon.
Gemeinsam mit der Beobachtung, dass nur aktives Radixin an GABA R-a5 binden kann und
dass die Mehrheit der Radixin-Punkte in Neuronen mit dem Rezeptor assoziiert ist (63% +5,9%),
lasst die nahezu vollstindige Kolokalisation mit F-Aktin in Neuronen darauf schlieen, dass in
diesem zelluldren Kontext ein GroBteil der Molekiile in der gedffneten Form vorliegt, in der die
F-Aktin-Bindedomine exponiert ist. Die ausschlieBlich zytoplasmatische Verteilung der nicht
aktivierbaren Gruppenmutante entspricht dem Verhalten der analogen Gruppenmutante in Ezrin
(Barret et al., 2000). Wéhrend in dieser Arbeit beobachtet wurde, dass die Interaktion des
mutanten Ezrin mit dem zytoplasmatischen C-Terminus von CD44 in vitro nicht beeintriachtigt
war, hat eine andere Studie demonstriert, dass die Bindung von Ezrin an EBP50 nur in der
gedffneten Konformation stattfinden kann, weil die Bindestelle im inaktiven Zustand durch den
C-Terminus maskiert ist (Reczek et al., 1997). Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete

Abhéngigkeit der Interaktion mit GABAsR-a5 vom Aktivierungszustand des Radixins ldsst
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darauf schlieBen, dass die Bindestelle fiir den Rezeptor im inaktiven Molekiil ebenfalls maskiert

ist.

Die Untersuchung der synaptischen Verteilung von Radixin mit Hilfe verschiedener Marker hat
gezeigt, dass es vorwiegend extrasynaptisch lokalisiert ist, zu einem geringen Prozentsatz aber
auch an inhibitorischen Synapsen gefunden wird. Es wurde in dieser Arbeit ebenfalls
demonstriert, dass die Assoziation mit GABAsR-a5 hauptsichlich in extrasynaptischen
Membrankompartimenten stattfindet, dass aber auch Radixin/GABAsR-a5-,,Cocluster® an
Synapsen vorkommen. Besonderes Gewicht fillt dieser Beobachtung zu, da die synaptische
Verteilung von Radixin vom Aktivierungszustand des Molekiils abhéngig ist. Die
phosphomimetische Mutante ist signifikant weniger synaptisch lokalisiert als nicht-mutiertes
Radixin. Da die Phosphorylierung zu einer Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen
synaptischer und extrasynaptischer Lokalisation von Radixin fiihrt, muss es eine Zwischenstufe
der Radixin-Aktivierung geben, die gleichzeitig die Bindung an GABAR-a5 und den Verbleib
an der Synapse ermoglicht. Eine Feinanalyse des mehrstufigen Aktivierungsprozesses konnte
durch weiterfiihrende Mutationsstudien gelingen, in denen mehr als die beiden in dieser Arbeit
verwendeten Mutanten als Modelle fiir unterschiedliche Aktivierungsstufen des Molekiils

identifiziert und charakterisiert werden miissten.

4.4  Funktion der Radixin/GABA,R-05-Bindung

Um Hinweise auf die Funktion der gefundenen Interaktion zu bekommen, wurde in dieser Arbeit
durch drei verschiedene Ansitze versucht, die Bindung zwischen Radixin und dem Rezeptor,
beziehungsweise die Verankerung des Rezeptors mit dem Zytoskelett zu storen. Die Applikation
von antisense-Oligonukleotiden fiihrt in Neuronen binnen 24 Stunden zum fast vollstdndigen
Verlust von Radixin (Paglini et al., 1998). In der hier vorliegenden Arbeit wurden die gleichen
Oligonukleotide verwendet und in hippokampale Neuronen mikroinjiziert. Immunfluoreszenz-

farbungen zeigten, dass es in mikroinjizierten Zellen zu drastischen EinbuBen der Immun-
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reaktivitit von GABAsR-a5 kam. Die verbleibenden, detektierbaren Rezeptoren waren nicht
mehr in ,,Clustern® organisiert, sondern zeigten vorwiegend diffuse Immunreaktivititen. Bei der
Kontrollinjektion von sense-Oligonukleotiden wurde dieser Effekt nicht beobachtet (Abschnitt
3.6.1). Diese Daten weisen darauf hin, dass Radixin einen ,,Clustering“-Faktor fiir GABA-
Rezeptoren darstellt, die die a5-Untereinheit tragen. Die wenigen in Abwesenheit von Radixin
verbleibenden ,,Cluster* konnen darauf zuriickzufiihren sein, dass in einigen Rezeptoren die a5-
Untereinheit gemeinsam mit der y2-Untereinheit im Pentamer organisiert ist und dass die y2-
Untereinheit den Kontakt zum Geriistprotein Gephyrin herstellt. Einen Hinweis fiir die Existenz
dieser Kombination liefert die Kolokalisation von GABAsR-a5 mit Gephyrin in dieser Arbeit.
In der Literatur sind ebenfalls Kombinationen des Rezeptors beschrieben worden, die sowohl die
a5-, als auch die y2-Untereinheit tragen (McKernan und Whiting, 1996).

Auch der Befund, dass die Gruppenmutante GABAsR-a5 (Y343A, F344A, T345A, W349A,
W351A), die nicht mehr an Radixin binden kann, in hippokampalen Neuronen ein stark
beeintriachtigtes ,,Clustering® zeigt, weist auf eine Funktion von Radixin in der Biindelung des
Rezeptors hin. Da die mutanten Rezeptoren an der Zelloberfliche detektiert werden konnen, ist
ausgeschlossen, dass die Bindung an Radixin fiir die Oberflichenexpression des Rezeptors
essentiell ist. Eine mdgliche Internalisierung des lateral diffundierenden Rezeptors kann nicht
ausgeschlossen werden und miisste durch elektrophysiologische Ableitungen iiberpriift werden.
Verbleibende, punktformige Immunreaktivitit dieser Gruppenmutante kann aus der Assoziation
mit dem Gephyrin-Geriist resultieren, oder durch das Vorkommen zweier a5-Untereinheiten
verursacht sein. Es ist denkbar, dass in diesem Fall ein pentamerer Rezeptor detektiert wurde, der
zwar die myc-markierte, gruppenmutierte a.5-Untereinheit trug, gleichzeitig aber durch eine
zweite, endogene a.5-Untereinheit an Radixin gebunden war.

Die Vorstellung, dass Radixin die Funktion eines ,,Clustering*-Faktors {ibernechmen konnte, ist
konsistent mit Daten, die belegen, dass die ERM-Proteine in der Lage sind, Homo- und
Heterodimere, sowie Homo-Oligomere auszubilden. Die Stochiometrie der Radixin/GABAAR-
a5-Bindung ist nicht bekannt, aber fiir das ,,Clustering* des Rezeptors ist es notwendig, dass
eine gewisse Zahl an Molekiilen am selben Ort mit dem Zytoskelett verankert wird. Die Suche

nach Bindepartnern von Radixin mittels Affinitdtschromatographie hat neben dem Protein Bande
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4.1 auch Radixin selbst als Bindepartner identifiziert (Magendantz et al., 1995). Die Studie hat
demonstriert, dass neben einer cis-Bindung von N- und C-terminaler Doméne auch eine trans-
Bindung und damit theoretisch die Ausbildung von Filamenten durch eine Kopf-Schwanz-
Anordnung moglich ist. Auch fiir Ezrin und Merlin, ein verwandtes Protein, sind Homodimeren
beschrieben worden (Gronholm et al., 1999). Die selbe Studie hat auch Ezrin/Merlin-
Heterodimeren beobachtet. Heterotypische Assoziation ist auch fiir Ezrin und Moesin gezeigt
worden (Gary und Bretscher, 1993). Eine Bindung von Ezrin an Radixin ist unter bestimmten
Bedingungen ebenfalls beobachtet worden (Andreoli et al., 1994). Klare Hinweise auf einen
homooligomeren Zustand eines ERM-Proteins kamen von einer Studie, in der Ezrin als einer der
Hauptbestandteile der Mikrovilli in der Plazenta beschrieben und zum Teil als stabiles Multimer
isoliert wurde (Berryman et al., 1995). Weitere Aspekte einer moglichen Selbstassoziation der
ERM-Proteine ergeben sich aus Beobachtungen von Tyrosin-Phosphorylierungen. So wurde
gezeigt, dass Moesin in Blutplédttchen nach Stimulation mit Arachidonsdure an Tyrosinresten
phosphoryliert wird (Meyer et al., 1998). Tyrosinphosphorylierungen sind auch fiir Ezrin
bekannt und es wurde demonstriert, dass der Mikroorganismus Helicobacter pylori zur
Dephosphorylierung an Tyrosinen in Ezrin fiihrt (Selbach et al., 2004). Der F3-Lobus der ERM-
Proteine besitzt Homologien zu Phosphotyrosin-Bindeproteinen (zur Ubersicht siche Bretscher et
al., 2002). Es ist nicht ausgeschlossen, dass die FERM-Doméne auch in der Lage ist, an
Phosphotyrosine zu binden. Durch den Befund, dass ERM-Proteine an Tyrosin phosphoryliert
werden konnen, er6ffnet sich neben der Kopf-Schwanz-Oligomerisierung auch die Moglichkeit

einer lateralen Assoziation von Radixin.

Da gezeigt wurde, dass Radixin durch seine C-terminale Doméne an F-Aktin binden kann
(Simons et al., 1998) und die Bindestelle fiir GABAAR-a5 im inaktiven Molekiil durch die
Assoziation mit dieser Doméine maskiert ist, wurde ein verkiirztes Radixin in Neuronen
iiberexprimiert, bei dem die C-terminale Doméne durch GFP ersetzt wurde (Abschnitt 3.6.2).
Dieses Molekiil sollte wegen der fehlenden Maskierung in der Lage sein, GABAsR-a5 zu
binden, eine Verbindung mit dem Aktin-Zytoskelett kann aber nicht stattfinden. Der Rezeptor

wird somit von der intakten, endogenen Radixin-Verankerung abgeschirmt. Das liberexprimierte
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Radixin (1-468)-GFP war vornehmlich zytoplasmatisch verteilt, nur in Ausnahmefillen wurde
bei besonders starker Uberexpression eine teilweise Assoziation mit der Plasmamembran
beobachtet. Diese Verteilung entsprach den Beobachtungen bei der Charakterisierung eines
dhnlichen Konstruktes in der Literatur (Henry et al., 1995).

Die Immunreaktivitit des GABAAR-a5 war in Zellen, die das verkiirzte Radixin exprimierten,
dhnlich reduziert wie im antisense-Experiment. Der Rezeptor trat weniger stark gebiindelt auf
und die verbliebenen ,,Cluster waren von geringerer Intensitit als in nicht-behandelten
Kontrollzellen. Dieser Befund ldsst darauf schlieBen, dass die von Radixin vermittelte
Verbindung mit dem Aktin-Zytoskelett fiir das ,,Clustering™ des Rezeptors wichtig ist. Die
Annahme wird weiter von der Beobachtung gestiitzt, dass Radixin in Neuronen vorwiegend

sowohl mit F-Aktin, als auch mit GABAAR-a5 kolokalisiert.

4.5 Einfluss von GTPasen der Rho-Familie

Rho-Proteine gehoren zu der Familie der monomeren GTPasen und sind in einer Vielzahl von
zelluldren Prozessen steuernd beteiligt. Die Auswirkungen der Aktivitdt von Rho, Rac und
Cdc42 auf das Aktinzytoskelett sind besonders gut untersucht. So fithrt Rho-Aktivitit zur
Ausbildung von starken F-Aktin-Fibrillen, sogenannten ,,stressfibers®, Rac reguliert die
Lamellipodia und Cdc42 kontrolliert die Bildung von Filopodien und ,,microspikes®, kleinen
nadelférmigen Erhebungen in der Plasmamembran (zur Ubersicht siehe Hall, 1992).

Der Einfluss von Rho auf den Aktivierungszustand der ERM-Proteine ist in einigen Fillen
beschrieben worden. So fiihrte die Mikroinjektion des C3-Toxins aus Clostridium botulinum zur
einer Umverteilung der ERM-Proteine in MDCK-Zellen (,,Madin Darby Canine Kidney™,
Epithelzellen aus Hundenieren). Das C3-Toxin ist ein Exoenzym, das die ADP-Ribosylierung
von Rho katalysiert und die GTPase dadurch irreversibel hemmt. Die Inhibition von Rho fiihrte
in dieser Studie dazu, dass die Assoziation der ERM-Proteine mit F-Aktin-Biindeln in der
Peripherie der Zelle und am Zellkortex unterdriickt wurde (Kotani et al., 1997).

Eine andere Untersuchung hat ebenfalls gezeigt, dass die Inaktivierung von Rho die

Inaktivierung der ERM-Proteine nach sich ziehen kann. Die Applikation des C3-Toxins fiihrte
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hier zu einer drastischen Abnahme des am C-Terminus phosphorylierten Anteiles der ERM-
Proteine (Yonemura et al., 2002). Durch die Inaktivierung von Rho verlieBen die ERM-Proteine
in Folge ihrer eigenen Inaktivierung die Plasmamembran und lokalisierten vornehmlich im
Zytosol. Auch die Zahl der Mikrovilli nahm drastisch ab. Die selbe Studie hat aber auch
Hinweise darauf geliefert, dass es Rho-unabhéngige Mechanismen der ERM-Aktivierung geben
muss.

Die molekularen Mechanismen, durch die Rho Einfluss auf den Aktivititszustand der ERM-
Proteine nimmt, sind nur in Anféngen aufgekldrt. So konnte gezeigt werden, dass Rho-Kinase
(ROCK), ein nachgeschaltetes Enzym im Rho-Signalweg, die drei ERM-Proteine in vitro an dem
konservierten, C-terminalen Threoninrest phosphorylieren kann (Matsui et al., 1998). In vivo
wird die Phosphorylierung der ERM-Proteine durch konstitutiv aktives Rho stark erhoht, kann
aber durch spezifische Inhibitoren der nachgeschalteten ROCK-Kinase nicht inhibiert werden
(Matsui et al., 1999). SchlieBlich gibt es Hinweise darauf, dass auch die ERM-Proteine Einfluss
auf Rho nehmen kénnen. So binden die ERM-Proteine in ihrer aktiven Form den Rho GTPase
Dissoziationsinhibitor RhoGDI, einen Faktor, der die Aktivitdt von Rho negativ beeinflusst.
Indem aktive ERM-Proteine diesen Faktor binden und aus dem Gleichgewicht mit Rho
entziehen, wird die Aktivierung von Rho direkt gefordert (Takahashi et al., 1997). Auf diese
Weise scheinen Rho und die ERM-Proteine in ihrer Regulation einem positiven feedback zu
unterliegen.

Der Befund der vorliegenden Arbeit, dass Radixin in der phosphomimetischen Form signifikant
weniger synaptisch lokalisiert ist und die Tatsache, dass die Applikation einer dominant-
negativen Rho-Mutante zu erhdhter synaptischer Lokalisation von Radixin fiihrt, gehen mit der
Ansicht konform, dass die Inaktivierung von Rho eine Inaktivierung der ERM-Proteine nach sich
zieht. Im vorliegenden Fall ist keine Umverteilung von Radixin ins Zytoplasma beobachtet
worden, was darauf schlieBen ldsst, dass die Inaktivierung nicht vollstdndig ablduft, sondern nur
bis zur Stufe des bereits postulierten Aktivierungs-Intermediates (Abschnitt 4.3) voranschreitet.
Auch die Beobachtung, dass Rho und andere kleine GTPasen in verschiedenen Neuronen

exprimiert werden (Olenik et al., 1997) und in Dendriten vorkommen (Hashimoto et al., 1999)
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stiitzt die Ansicht, dass die Regulation der Aktivitdt von Radixin durch Rho-abhédngige Prozesse
gesteuert sein konnte.

Obgleich eine hierarchische Ordnung innerhalb der Familie der kleinen GTPasen beschrieben
worden ist, in der Cdc42 das Protein Rac aktiviert und aktives Rac wiederum Rho anschaltet
(Hall, 1998), mehren sich die Hinweise darauf, dass Rho und Rac auch direkt antagonistisch
wirken konnen. So fordern Cdc42 und Rac Prozesse, die zur Ausbildung protrusiver Ausldufer in
Fibroblasten fiihren, wihrend Rho ein Zuriickziehen dieser Auslaufer induziert (Sanders et al.,
1999). Bei der Regulation der Morphologie von dendritischen Dornen sind Rho und Rac
ebenfalls als Antagonisten beschrieben worden (Tashiro et al., 2000). Die Autoren zeigten, dass
Rac die Bildung von dendritischen Dornen fordert, wihrend Rho sie unterdriickt. Die auch in der
vorliegenden Arbeit verwendeten dominant-negativen, beziehungsweise konstitutiv aktiven
Mutanten von Rho und Rac haben an der Aufkldrung der antagonistischen Effekte groen Anteil
gehabt. Auch bei der Ausbildung von Neuriten ist berichtet worden, dass Rho und Rac gegen-
sétzlich wirken und dass Rho die Aktivierung von Rac durch ROCK-Kinasen verhindern kann
(Yamaguchi et al., 2001).

Der hier beobachtete Befund, dass Radixin sowohl durch die Inaktivierung von Rho, als auch
durch die Aktivierung von Rac vermehrt synaptisch lokalisiert, ist im Einklang mit der Ansicht,
dass Rho und Rac antagonistische Effekte ausiiben konnen.

Der Einfluss von GTPasen der Rho-Familie auf GABA-Rezeptoren ist weniger gut untersucht.
Hinweise darauf, dass Racl eine steuernde Rolle in der Regulation der Funktion von GABA -
Rezeptoren libernimmt, kamen von einer Studie, die sich mit dem Einfluss des Aktin-
Zytoskeletts auf die Aktivitdt des Rezeptors beschiftigte (Meyer et al., 2000). In der Arbeit
wurde demonstriert, dass die Applikation des Agonisten Muscimol zu einer nachhaltigen
Reduktion der GABAergen Strome fiihrt, wenn entweder die Integritit des Aktin-Zytoskeletts
oder die Aktivitdt von Racl beeintrichtigt wurde.

Beide Effekte wurden durch die Anwendung spezifischer Toxine erzielt, die die ADP-Ribosy-
lierung von globuldrem Aktin (Toxin C2 aus Clostridium botulinum) oder Racl und Cdc42
(lethales Toxin aus Clostridium sordellii) katalysieren. Die Autoren beobachteten in beiden

Fillen eine Abnahme der Muscimol-induzierten Strome und schlossen daraus, dass sowohl die
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Integritdt des Aktin-Zytoskeletts als auch die Aktivitdt von Racl oder Cdc42 fiir die Funktion
von GABAA-Rezeptoren wichtig sind. Die Effekte wurden allerdings nur beobachtet, wenn die
Neuronen repetitiv mit Muscimol stimuliert wurden. Da bekannt ist, dass GABAs-Rezeptoren
nach repetitiver Stimulation durch Endozytose aus der Plasmamembran entfernt werden (Tehrani
und Barnes, 1991), untersuchten die Autoren, ob die Abnahme der Stréme mit einer Abnahme
der Oberflachenexpression des Rezeptors korreliert. Es zeigte sich, dass die Inaktivierung von
Rac1 oder Cdc42 durch das lethale Toxin bei repetitiver Stimulation mit Muscimol die Abnahme
von oberflichenstindigen Rezeptoren verstirkte. Eine Verdnderung der Anzahl von GABA-
Rezeptoren an der Zelloberfliche wurde bei Inaktivierung von Racl oder Cdc42 ohne repetitive
Stimulation aber nicht beobachtet. Da sich die hier angewendete Technik der Ganzzell-
Stromableitung nicht zur Unterscheidung von Stromen eignet, die von synaptischen oder von
extrasynaptischen Rezeptoren vermittelt werden, bleibt die Frage nach einer lateralen
Verschiebung des Rezeptors unbeantwortet. Die von Meyer et al. beobachteten Effekte konnen
allerdings nur bedingt zu der hier aufgeworfenen Fragestellung in Bezug gesetzt werden, da bei
der Anwendung des lethalen Toxins neben Racl auch Cdc42 inhibiert wird und eine ursdchliche
Zuordnung des erzielten Effektes nicht moglich ist. Auerdem wurde in den Immunfiarbungen
mit der a.2-, und nicht mit der a5-Untereinheit des GABA-Rezeptors gearbeitet, was einen

Vergleich zusétzlich erschwert.

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Rekrutierung von GABA-Rezeptoren in die
Synapse durch Aktivierung der GTPase Rac ist ein neuer Befund. Es ist wahrscheinlich, dass bei
der Verschiebung des Rezeptors das Protein Radixin mafBgeblich beteiligt ist, da auch Radixin
nach Behandlung mit Rac erhdhte synaptische Lokalisation zeigt und gleichzeitig fiir die
Biindelung von a.5-enhaltenden GABAs-Rezeptoren und ihre Verankerung am Aktin-Zytoskelett

verantwortlich ist.
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4.6  Modell der synaptischen Aktivierung

Die im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse kdnnen gemeinsam mit den in der Literatur

beschriebenen Daten zu einem Modell zusammengefiigt werden.

GABA-Rezeptoren, die die a5-Untereinheit tragen, werden durch direkte Bindung von Radixin
gebiindelt und mit dem Zytoskelett verankert. Die Bindung von Radixin an GABAR-a5 ist vom
Aktivierungszustand des ERM-Proteins abhéngig. Im inaktiven Zustand liegt das Molekiil im
Zytoplasma vor und die C-terminale F-Aktin-Bindedomine ist von Teilen der FERM-Domine
maskiert, umgekehrt wird die Bindestelle fiir GABAsR-a5 wahrscheinlich vom C-Terminus
bedeckt. Die Aktivierung von Radixin ist ein mehrstufiger Prozess, in dem sowohl die Bindung
an PIP,, als auch Phosphorylierung am C-Terminus eine wichtige Rolle spielen (siche Abbildung
4.1). Die PIP,-Bindung stellt eine Voraussetzung fiir die Phosphorylierung an Threonin 564 dar.
Durch die Einfiihrung der negativen Ladung 6ffnet sich die intramolekulare Bindung von
Radixin und die Assoziation mit F-Aktin geschieht. Auf diese Weise wird der Rezeptor in der

Plasmamembran mit dem Zytoskelett verbunden.

Der tiberwiegende Teil der Radixin/GABAsR-a5-,,Cocluster ist extrasynaptisch lokalisiert. Das
Verhiltnis von extrasynaptischem zu synaptischem Rezeptor kann durch die Aktivitit von
kleinen GTPasen der Rho-Familie verschoben werden. Auf diese Weise kann der Anteil von
synaptischem Rezeptor ungefiahr verdoppelt werden. Die hier gefundenen Ergebnisse deuten
erstmals darauf hin, dass neben der lateralen Diffusion von einzelnen Rezeptoren in der
postsynaptischen Membran auch bereits gebiindelte Aggregate gemeinsam mit dem
,,Clustering““-Faktor Radixin in die Synapse gelangen konnten. Die molekularen Mechanismen,
die zur Aktivierung von Rac und damit zur Einflussnahme auf Radixin fiihren, sind bislang
unbekannt. Weitere Experimente miissen kldren, ob die laterale Verschiebung von a5-
enthaltenden GABAa-Rezeptoren zur Synapse durch den aktiven Transport von Rezeptor-

Biindeln erfolgt.
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Rho-Familie-
GTPase
Aktivitat
1.PIP,

2.Phospho-
rylierung

Abbildung 4.1: Modell der synaptischen Aktivierung.

Im inaktiven Zustand liegt Radixin im Zytoplasma vor und die F-Aktin Bindedoméne ist durch intramolekulare
Interaktion maskiert. In einem stufenartigen Prozess wird das Molekiil aktiviert. Dabei spielt die Bindung an PIP,
eine initiierende Rolle und stellt eine Voraussetzung fiir eventuelle weitere Aktivierungen dar. Phosphorylierung an
Threonin 564 fiihrt schlieBlich zum Offnen des Molekiils und damit zur Freigabe der F-Aktin Bindedomine. Im
phosphorylierten Zustand kann Radixin auch an GABAsR-a5 binden und aufgrund seiner Fahigkeit zur
Selbstassoziation den Rezeptor in extrasynaptischen Spezialisierungen biindeln. Die Aktivitdt von GTPasen der
Rho-Familie fiihrt zur lateralen Verschiebung von sowohl Radixin als auch GABAsR-a5 in die Synapse hinein,
beziehungsweise aus ihr heraus.

Unabhingig vom Radixin-System existiert die Verankerung iiber Gephyrin an der Synapse. Die pentameren
GABA-Rezeptoren binden iiber bislang unbekannte Faktoren an Gephyrin, das ein hexagonales Gitter ausbildet
und moglicherweise an Mikrotubuli bindet. Je nach Zusammensetzung des Pentamers werden a5-Untereinheiten
gemeinsam mit Radixin oder mit Gephyrin, nicht aber mit beiden, beobachtet.

Die Verankerung durch Radixin ist unabhidngig vom Gephyrin-System, wo GABA-Rezeptoren
iiber unbekannte Faktoren mit einem Geriist von Gephyrin assoziiert sind, das wahrscheinlich an
Mikrotubuli bindet (Kirsch et al., 1991) und indirekt mit F-Aktin verbunden ist (Giesemann et
al., 2003). Durch die Moglichkeit, pentamere Rezeptoren aus Kombinationen verschiedener

Untereinheiten zu asssemblieren, kommt auch GABAAR-a5 im Gephyrin-System vor.
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Eine genaue Analyse der pentameren Zusammensetzung des Rezeptors konnte die Frage kléren,
ob GABAAR-05 und eine andere Untereinheit beziiglich der Zuordnung zum Radixin- oder

Gephyrin-System miteinander konkurrieren und ob dabei dominante Effekte auftreten wiirden.

Das in dieser Arbeit entstandene Modell stellt eine erweiterte Moglichkeit zur Regulation

synaptischer Plastizitdt an postsynaptischen Membranspezialisierungen dar.
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5.1  Abkiirzungen

Abb. Abbildung

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin (,,bovine

serum albumine*)

cDNA Komplementdre DNA
(,,complementary DNA®)

cfu ,,Colony forming unit*

CY2 Carbocyanin

CY3 Indocarbocyanin

CY5 Indodicarbocyanin

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DNAse Desoxyribonuklease

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGFP ,.Enhanced green fluorescent
protein‘

ER Endoplasmatisches Reticulum

g Erdbeschleunigungskonstante

GABA y-amino-Butterséure

GEF Guaninnukleotidaustauschfaktor

(,,Guanine nucleotide exchange

factor®)
GST Glutathion-S-Transferase
GTP Guanosintriphosphat
HA Héamagglutinin
HBS HEPES-gepufferte Salzlosung

(,,BES-buffered saline*)
HEK .~Human embryonic kidney*

HEPES

HRP
IPTG

kDa
min
OD
PAGE
PBS

PCR

PSD
PTO
PVDF

SDS

sec
TE
Tris

VIAAT

viv

w/v

X-Gal

YFP
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N-[2-Hydroxyethyl]-Piperazin-N°-
[2-Ethansulfonséure]
JHorseradish Peroxidase‘
Isopropyl-pB-D-
thiogalactopyranosid

Kilo Dalton

Minute

Optische Dichte
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphat-gepufferte Salzlosung
(,,Phosphate buffered saline*)
Polymerasekettenreaktion
(,,Polymerase chain reaction®)
Postsynaptische Dichte
Phosphorothioate
Polyvinyldifluorid
Umdrehungen pro Minute
(,,revolutions per minute®)
Natriumdodecylsulfat (,,Sodium
dodecyl sulfate®)

Sekunde

Tris-EDTA
Trishydroxymethylaminomethan
Vesikulérer inhibitorischer
Aminosduretransporter
Volumenprozent
Gewichtprozent
(5-Brom-4-Chlor-3-Indoyl)-B-D-
Galactosid

gelb fluoreszierendes Protein

(,yellow fluorescent protein‘)
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5.2 verwendete Oligonukleotide
Name Sequenz 5°-3¢ Verwendung
SL-GABA-A1-PCR- AAAGAATTCAACTATTTCACCA | Klonierung der intrazelluldren Schleife
loop-1s AGAGAGGGTATGC von GABA R-al in pGilda und
SL-GABA-A1-PCR- TGCAGTCGACTCATCGGTCGATT |pGEX-5X1
loop-2as TTGCTGACGCTGT
SL-GABA-AS5-PCR- AAAGAATTCAACTACTTTACAA |Klonierung der intrazelluldren Schleife
loop-1s AGAGAGGATGGGC von GABA R-a5 in pGilda und
SL-GABA-AS-PCR- TGCAGTCGACTCATTTGTCGATC |pGEX-5X1
loop-2as TTGCTGATGCTGT
SL-GABA-A1-PCR- ccgGAATTCgCCACCatgaagaaaagtcg | Klonierung von GABAR-al in pBK-
KOZAK-1s gggtctetetg CMV

SL-GABA-A1-PCR-
3as

atagtttaGCGGCCGCttgatggggtgtege

SL-myc-Hind-1s

AGCTTatggagcagaagctgatctccgaggag
gacctgA

SL-myc-Hind-2as

AGCTTcaggtcctcctcggagatcagcttctget
ccatA

Einfithrung einer myc-Markierung am
N-Terminus von GABAR-al

SL-GABA-AS5-PCR-1s

22aaCTGCAGGCCACCatggacaatgga
atgctetc

SL-GABA-A5-PCR-
2as

tccgCTCGAGttactttggagaggtagec

Klonierung von GABAAR-a5 in pBK-
CMV

SL-myc-BgllII-1s

GATCTatggagcagaagctgatctccgaggag
gacctgA

SL-myc-BglII-2as

GATCTcaggtcctectcggagatcagcttctget
ccatA

Einfithrung einer myc-Markierung am
N-Terminus von GABAR-a5

SL-HAtag-BgllII-1s

GATCTtacccatacgatgttccagattacgctA

SL-HAtag-BglII-2as

GATCTagcgtaatctggaacatcgtatgggtaA

Einfithrung einer HA-Markierung am
N-Terminus von GABAR-a5

SL-Radixin-PCR-4s

acgcGGATCCGCCACCatgccgaageca
atcaatgtaagag

MK-Radixin-PCR-2-as

acgcGTCGAC Ctcacatggcttcaaactcatcga
t

Klonierung von Radixin in pPBK-CMV

SL-Radixin-PCR-5s

atcgCTCGAGCCACCatgccgaagccaat
caatg

SL-Radixin-PCR-6as

gtcaGGTACCGcatggcttcaaactcatcg

Klonierung von Radixin in pEGFP-N2

SL-myc-Not-1s

GGCCGCAatggagcagaagctgatctccgag
gaggacctgTGAGC

SL-myc-Not-2as

GGCCGCTCAcaggtectcctcggagatcag
cttetgetecatTGC

Einfithrung einer myc-Markierung am
C-Terminus von Radixin

PTO-Rad-1as TCTTACATTGATTGGCTTCggcat Lantisense”-Oligonukleotide zur

PTO-Rad-2as AAGCTTTGTGctgee Unterdriickung der Translation der
Radixin mRNA

PTO-Rad-1s ATGCCGAAGCCAATCAATGtaaga |,sense”-Oligonukleotide zur Kontrolle

PTO-Rad-2s GGCAGCACAAagctt des ,,antisense”’-Experimentes
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5.3 verwendete Plasmide

SL-pGilda-al

SL-pGilda-a5

SL-pGEX-al

SL-pGEX-a5

SL-pBK-CMV-al

SL-pBK-CMV-a5

SL-pBK-CMV-Radixin-myc

SL-pEGFP-N2-Radixin

SL-pEYFP-C2-Gephyrin

pcDNA3myc-Muskelin

pEXV-RacV12

pEXV-RhoN19
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Expression der groen zytoplasmatischen
Schleife von GABAsR-al in Hefe

Expression der groen zytoplasmatischen
Schleife von GABAsR-a5 in Hefe

Fusion der Schleife von GABAsR-al an
GST

Fusion der Schleife von GABAAR-a5 an
GST

Expression von GABAsR-al in
Saugerzellen

Expression von GABAAR-a5 in
Saugerzellen

Expression von Radixin-myc in
Saugerzellen

Expression von Radixin-GFP in
Saugerzellen

Expression von YFP-Gephyrin in
Sdugerzellen (subkloniert aus pEGFP-C2-
Gephyrin von Dr. Jens Fuhrmann, damals
Frankfurt)

Expression von Muskelin in Sdugerzellen
(erhalten von Dr. M. Negishi, Kyoto)

Expression von RacV12 in Saugerzellen
(erhalten von Dr. E. Evers, damals
Frankfurt)

Expression von RhoN19 in Séugerzellen
(ebenfalls erhalten von Dr. E. Evers, damals
Frankfurt)
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