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ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die intrazellularen Transportprozesse
der Proteine Muskelin und GABAs-Rezeptor in Mus musculus untersucht.

Der GABAx-Rezeptor ist wesentlich an schneller synaptischer Inhibition in Gehirnen
der Saugetiere beteiligt. Es handelt sich um einen ligandengesteuerten lonenkanal,
der die Permeabilitat der postsynaptischen Membran fiir Chlorid-lonen nach Bindung
von GABA erhdht. GABAx-Rezeptoren an der Zelloberflache unterliegen einem kon-
tinuierlichen Austausch durch Clathrin-vermittelte Endozytose, Uber ihren Transport
nach der Internalisierung ist jedoch wenig bekannt. Muskelin ist ein intrazellulares
Protein mit einer in Gehirnen der Saugetiere noch unbekannten Funktion. Es verflgt
jedoch Uber unterschiedliche Interaktionsdomanen und wurde als direkter Interak-
tionspartner der a.1-Untereinheit des GABA-Rezeptors identifiziert. Beide Proteine
kolokalisieren partiell an inhibitorischen Postsynapsen.

Das Ziel der Arbeit war es daher, die biologische Funktion von Muskelin im Hinblick
auf die Interaktion mit der GABAs-Rezeptor a1-Untereinheit zu untersuchen. Hierfur
konnte zum ersten Mal eine Muskelin Knockout Mauslinie etabliert werden. Bei den
homozygoten (-/-) Muskelin Knockout Mausen wurde eine Aufhellung der Fellfarbe
beobachtet. Dies weist auf die Beteiligung von Muskelin an aktiven Transportvorgan-
gen hin, da ahnliche Phanotypen aus einer Stérung des Motorprotein-vermittelten
Transports von Melanosomen resultieren. Dementsprechend konnte der retrograde
Kotransport von Muskelin und der GABAA-Rezeptor a1-Untereinheit nachgewiesen
werden. AulRerdem wurde zytoplasmatisches Dynein als ein in vitro-Interaktionspart-
ner des GABAx-Rezeptor-Muskelin Komplexes identifiziert, welches den retrograden
Transport entlang von Mikrotubuli in Richtung Zellsoma vermittelt. Die Inhibition der
Dyneinmotor-Funktion, die Depolymerisation von Mikrotubuli sowie die Depletion von
Muskelin fihrten zur Akkumulation des GABAa-Rezeptors in intrazellularen Vesikeln
beziehungsweise zur reduzierten lysosomalen Degradation des Rezeptors. Darluber
hinaus konnte gezeigt werden, dass Muskelin den in vitro-Proteinkomplex stabilisiert.
Muskelin scheint daher an dem Dynein-vermittelten Transport des GABAs-Rezeptors
zu Lysosomen beteiligt zu sein. Neben zytoplasmatischem Dynein wurde Myosin VI
als weiterer in vitro-Interaktionspartner des GABAa-Rezeptor-Muskelin Komplexes

identifiziert. Es ist bekannt, dass Myosin VI den Kurzstreckentransport von internali-
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sierten Transmembranproteinen entlang der Aktinfilamente des zelluldren Kortex
vermitteln kann. Dementprechend wurde nach Depolymerisation der Aktinfilamente
eine reduzierte Degradation des GABAs-Rezeptors festgestellt. Des Weiteren fihrte
die Depletion von Muskelin per se zu einer Akkumulation des GABAs-Rezeptors an
der Zelloberflache. Es konnte gezeigt werden, dass diese Akkumulation auf eine
beeintrachtigte Internalisierung des GABAa-Rezeptors in Muskelin Knockout Mausen
zurlckzufiihren ist.

Entsprechend der identifizierten in vitro-Interaktionen konnte ein Modell des retrogra-
den GABAa-Rezeptor-Transports entwickelt werden. Hierbei scheint Muskelin einer-
seits friihe endozytotische Prozesse des GABAs-Rezeptors vermittelt von Myosin VI,
andererseits spate endozytotische Prozesse vermittelt von Dynein, zu beeinflussen.
Muskelin kénnte daher ein Protein darstellen, das am intrazelluldaren Transport des

GABAAx-Rezeptors entlang der Aktinfilamente als auch Mikrotubuli beteiligt ist.

Die Ergebnisse dieser Arbeit erweitern somit das gegenwartige Verstandnis der
intrazelluldren Transportprozesse des GABAA-Rezeptors und beschreiben dariber
hinaus erstmals eine Funktion von Muskelin im Gehirn von Saugetieren. Aulierdem
stellen sie einen Ausgangspunkt zur Erforschung der Verknipfung unterschiedlicher

Motorprotein-Systeme dar.



1 EINLEITUNG

1.1 Das Nervensystem der Saugetiere

Das Nervensystem der Saugetiere Iasst sich nach anatomischen Gesichtspunkten in
peripheres und zentrales Nervensystem (ZNS) unterteilen (Kandel et al., 2000). Das
periphere Nervensystem umfasst dabei Nerven und Ganglien, die motorische und
sensorische Signale zwischen dem ZNS und dem Rest des Kdrpers vermitteln. Im
ZNS findet die Integration von Signalen statt, was die Verarbeitung aller Erregungen
beinhaltet, die sensorische Nerven nach Reizung der Sinnesorgane aufnehmen und
weiterleiten. Das ZNS setzt sich aus Gehirn und Rickenmark zusammen, wobei
letzteres Reflexe verarbeitet. Das Gehirn steuert den Bewegungsapparat, wirkt auf
neuroendokrine Systeme und beeinflusst die Organe. Es ermdglicht auflerdem die
Ausbildung eines Bewusstseins, die Fahigkeit zu Lernen und sich zu Erinnern.

Das ZNS entsteht durch Einfaltung des Neuralrohrs. Sein groRter Teil differenziert
sich zum Rickenmark, ein kleinerer Teil unter Auffaltung und Untergliederung in funf
Hauptbereiche (Hirnstamm, Hinterhirn, Mittelhirn, Zwischenhirn und Grof3hirn) zum
Gehirn (Kandel et al., 2000). Der Hirnstamm bildet die Verbindung von Gehirn und
Rickenmark Uber das verlangerte Mark (Medulla oblongata). Das Hinterhirn kontrol-
liert das sensomotorische System und unterteilt sich in Kleinhirn (Cerebellum), das
ein Zentrum fir Bewegungskoordination darstellt, und Bricke (Pons). Das Mittelhirn
besteht aus Tegmentum, Tectum und der Vierhugelplatte, die bei Sdugern einer
Lokalisation visueller Objekte im Raum dient. Das Zwischenhirn (Diencephalon) ist in
Thalamus und Hypothalamus unterteilt. Uber den Thalamus werden akustische und
visuelle Signale geleitet, der Hypothalamus bildet das Zentrum vegetativer Prozesse
und steht mit dem limbischen System (Archikortex) in Kontakt, das sich aus Hippo-
kampus und Amygdala zusammensetzt. Dieses wird bei héheren Primaten als Sitz
des emotionellen Verhaltens angesehen, wobei der Hippokampus mit Lernen und
Gedachtnis in Verbindung gebracht wird. Die GroBhirnrinde (Neocortex) ist Teil des
Grof3hirns (Cerebrum) und wélbt sich Uber die gewundenen Hemispharen, die tber
den Balken (Corpus callosum) miteinander verbunden sind. Der Neocortex Uber-

nimmt die Integration sensorischer und motorischer Informationen.
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Im Nervensystem wird zwischen zwei Hauptzelltypen unterschieden, den Neuronen
und Gliazellen (Kandel et al., 2000). Neurone werden im folgenden Kapitel beschrie-
ben. Bei den Gliazellen unterscheidet man Astrozyten, Mikroglia, Oligodendrozyten,
Schwann-Zellen und Ependymzellen. Je nach Zelltyp erflillen sie Funktionen der
mechanischen Stabilisierung der Neurone, des Auf- und Abbaus neuronal wichtiger
Verbindungen, des Stoffaustauschs sowie der elektrischen Isolierung der Neurone.
AuRerdem sind sie ein wesentlicher Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke und an der
neuronalen Migration und dem Auswachsen der Neurone wahrend der Entwicklung

beteiligt.

1.2 Neurone

Neurone sind polarisierte Zellen und stellen die funktionelle Basiseinheit des Nerven-
systems dar. Sie empfangen chemische oder elektrische Signale und leiten sie tber
die Kommunikationswege des Nervensystems (Kandel et al., 2000). Der Grundbau-
plan des Neurons wird in den Zellkdrper (Soma), biosynthetisches Zentrum der Zelle,
sowie ein Gedst aus Zellverzweigungen (Dendriten) und den Zellfortsatz (Axon)
unterteilt. Signale werden von Dendriten aufgenommen und verarbeitet und tber das
Axon auf die Folgezellen Ubertragen. Neurone kniipfen mit bis zu 10° anderen Zellen
Kontakte. Funktionell unterscheidet man drei Neuronentypen, die mit den Hauptfunk-
tionen des Nervensystems einhergehen. Sensorische Neurone Ubermitteln mecha-
nische, optische und chemische Eingange an die Interneuronen des ZNS. Diese sind
zwischen Neuronen geschaltet und integrieren sensorische Eingdnge sowie moto-
rische Ausgange. Motoneurone senden motorische Ausgange vom ZNS an Effektor-
zellen. Die Erregbarkeit von Neuronen beruht auf dem Membranpotential, das durch
unterschiedliche lonenkonzentrationen auf der intra- und extrazellularen Seite der
Plasmamembran zustandekommt (Kandel et al., 2000). Dieses wird durch aktiven
lonen-Transport Uber die Membran aufrechterhalten. Abhangig von chemischen
sowie elektrischen Signalen kénnen ligandengesteuerte beziehungsweise span-
nungsabhangige lonenkanale die Leitfahigkeit der neuronalen Plasmamembran fir
lonen selektiv erhéhen. Dadurch wird die Membran lokal depolarisiert. Sobald ein
bestimmter Schwellenwert fir das Membranpotential unterschritten wird, werden in

benachbarten Bereichen spannungsabhéangige lonenkanale gedffnet und die Depo-
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larisation wird nach dem ,Alles-oder-Nichts“-Prinzip in Form des Aktionspotentials
weitergeleitet. Die Signaliibertragung zwischen Neuronen findet an Synapsen statt,
die in chemische und elektrische Synapsen unterteilt werden (Kandel et al., 2000).
Elektrische Synapsen (gap junctions) stellen einen direkten Kontakt des Zytoplas-
mas zweier Neurone Uber sogenannte Connexone her. Diese Proteinporen ermog-
lichen den Austausch von Metaboliten und elektrischen Signalen. Chemische Synap-
sen werden von axonalen Prasynapsen der signalleitenden Neurone mit Postsynap-
sen signalempfangender Neurone gebildet, wobei die Postsynapsen meist an Den-
driten oder dem Zellsoma lokalisiert sind. Pra- und Postsynapse sind durch einen 20-
50 nm breiten synaptischen Spalt getrennt und stehen nicht in direkten Kontakt. Pra-
synaptische Endigungen enthalten typischerweise hunderte Neurotransmitter-gefiillte
Vesikel, welche an einer aktiven Zone konzentriert vorliegen. Dieser Bereich der pra-
synaptischen Membran liegt direkt gegenuber postsynaptischer Neurotransmitterre-
zeptoren. Erreicht ein Aktionspotential eine aktive Zone, so 6ffnen spannungsabhan-
gige, Ca**-permeable lonenkanile. Dieser Ca?*-Einstrom filhrt zur Fusion der synap-
tischen Vesikel mit der Plasmamembran und zur Exozytose der Neurotransmitter in
den synaptischen Spalt. Nach ihrer Bindung an Neurotransmitterrezeptoren erhdéhen
diese selektiv die lonen-Permeabilitédt der postsynaptischen Membran. Abhangig von
der Ladung des lons und der Stromrichtung fiihrt dies zur Depolarisation oder Hyper-
polarisation der postsynaptischen Membran und resultiert in Erregung (exzitatorische
Synapse) oder Hemmung (inhibitorische Synapse) der Nervenzelle. Exzitatorische
und inhibitorische Synapsen unterscheiden sich in den Neurotransmittern und den
entsprechenden Rezeptoren. Im Folgenden werden beide Synapsentypen mit Fokus

auf die postsynaptischen Spezialisierungen genauer beschrieben.

1.2.1 Die exzitatorische Synapse

Exzitatorische Synapsen weisen eine charakteristische, assymetrische Morphologie
auf (Kandel et al., 2000). Prasynapsen sind durch eine Vielzahl synaptischer Vesikel
gekennzeichnet und eine auffallige elektronendichte Struktur der Postsynapse ist die
postsynaptische Dichte (PSD). Diese besteht aus einem dichten Proteingerist von
etwa 400 nm Lange und 40 nm Breite unterhalb der postsynaptischen Membran

(Gundelfinger und tom Dieck, 2000). Exzitatorische Postsynapsen sind zumeist Teil
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dendritischer Dornen (spines), die Uber einen dinnen Hals mit dem dentritischen
Schaft verbunden sind und ein separiertes Kompartiment darstellen (Korkotian et al.,
2004). Selten werden exzitatorische Postsynapsen direkt am dendritischen Schaft
gebildet (Boyer et al., 1998). Als exzitatorische Neurotransmitter kdnnen Glutamat,
im ZNS und Rickenmark am weitesten verbreitetet, aber auch Aspartat, Dopamin,
Noradrenalin und Serotonin wirken. In der postsynaptischen Membran befinden sich
vier Klassen von Glutamat-Rezeptoren. Eine der Klassen besteht aus metabotropen
Rezeptoren, die langsame synaptische Erregung nach Aktivierung eines G-Proteins
Uber sekundare Botenstoffe moduliert. Die anderen Klassen bestehen aus ionotrop-
en Rezeptoren und sind homo-/heterotetramere lonenkanile, permeabel fiir Na®*, K*
und teilweise fir Ca®*. Sie (ibertragen schnelle synaptische Erregungen und werden
anhand von Agonisten in AMPA (a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol-Propion-
saure)-, NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)- und Kainat-Rezeptoren unterteilt. Am wenigs-
ten untersucht sind die Kainat-Rezeptoren. Sie kommen vermutlich in bestimmten
Neuronen an genau definierten Orten vor und erfilllen spezielle Funktionen (Lerma,
2003). AMPA-Rezeptoren besitzen vier Untereinheiten, die mit GIuR1-4 bezeichnet
werden (Kandel et al., 2000). Die Leitfahigkeit des AMPA-Rezeptors fiir Na**, K*
oder Ca?* hangt von der Untereinheiten-Kombination ab. So sind GIuR2 enthaltende
AMPA-Rezeptoren fiir Ca?* nicht permeabel. Bindung von Glutamat an den Rezeptor
fihrt nach Offnung der Kanalpore zum Na”*-Einstrom und zur Depolarisation der
postsynaptischen Membran (Malinow und Malenka, 2002). AMPA-Rezeptoren unter-
liegen, im Gegensatz zu NMDA-Rezeptoren, dem stetigen und schnellen Austausch
zwischen intrazelluldaren Kompartimenten und Zelloberflache (Sheng und Kim, 2002,
Collingridge et al., 2004). Dieser Austausch kénnte die Regulation der Anzahl von
AMPA-Rezeptoren in Postsynapsen und somit der Starke synaptischer Ubertragung
erlauben (Groc und Choquet, 2006). NMDA-Rezeptoren sind sowohl spannungs- als
auch ligandengesteuert. Unter Ruhepotential wird die fir Na®*-, K*- und in hohem
MaRe Ca?®*-permeable Kanalpore von einem Mg®*-lon blockiert. Die Depolarisation
der postsynaptischen Membran nach Glutamat-Ausschiittung und Offnung des
AMPA-Rezeptors fiihrt zur Diffusion des Mg?*-lons aus der Kanalpore und damit zur
Offnung des NMDA-Rezeptors. Einstromende Ca*-lonen tragen nun nicht nur zur
Depolarisation der postsynaptischen Membran bei, sondern wirken auch als Boten-

stoffe, die langerfristige Modifikationen der Postsynapse durch Regulation der Gen-
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expression bewirken (Ghosh und Greenberg, 1995). NMDA-Rezeptoren bestehen
aus den Untereinheiten NR1 bis NR3 und funktionelle Tetramere werden aus je zwei
der verschiedenen Untereinheiten gebildet (Gundelfinger und tom Dieck, 2000).

Uber die Proteine der postsynaptischen Dichte werden Glutamat-Rezeptoren immo-
bilisiert und eine Verbindung zu intrazellularen Signalwegen hergestellt. Die post-
synaptische Dichte exzitatorischer Synapsen enthalt u.a. Gerustproteine, Signal-
transduktionsproteine und Zytoskelettelemente. Es wurden mehr als 370 Proteine
der postsynaptischen Dichte identifiziert (Peng et al., 2004). Hauptbestandteile der
PSD sind die Mitglieder der PSD95/SAP90-Familie (postsynaptic density protein 95/
synapse associated protein 90). Sie besitzen jeweils drei PDZ-Domanen (benannt
nach PSD95, disc large und zonula occludens), eine SH3-Domane (src homology 3)
sowie eine inaktive GK-Domane (guanylate kinase). Wie auch andere Mitglieder der
Familie kann PSD95 Uber seinen N-Terminus Dimere bilden (Hsueh et al., 1997) und
Uber die PDZ-Doméanen kdnnen das Zelladhasionsprotein Neuroligin, die NMDA-
Rezeptor-Untereinheit NR2 und der Kainat-Rezeptor direkt mit PSD95 interagieren
(Kornau et al., 1995, Irie et al., 1997, Garcia et al., 1998). AMPA-Rezeptoren werden
Uber die Interaktion mit Stargazin an PDZ-Domanen von PSD95 gebunden (Schnell
et al., 2002). Das Protein GKAP (guanylate kinase associated protein) bindet zum
einen an die GK-Doméne von PSD95 (Kim et al., 1997), zum anderen an die PDZ-
Domaéne des Gerustproteins Shank (Naisbitt et al., 1999). Shank wiederum bindet an
Cortactin, ein Aktinzytoskelett-regulierendes Protein und stellt so einen Kontakt zum
Zytoskelett her (Naisbitt et al., 1999). Das Shank-Gerust bindet auch Homer, das mit
dem metabotropen Glutamat-Rezeptor sowie mit dem IP3-Rezeptor interagiert (Tu et
al., 1998, Tu et al., 1999).

1.2.2 Die inhibitorische Synapse

Die inhibitorische Synapse unterscheidet sich sowohl morphologisch als auch funk-
tionell von der exzitatorischen (Kandel et al., 2000). Der synaptische Spalt ist mit
etwa 20 nm schmaler als der von exzitatorischen Synapsen und die postsynaptische
Dichte ist weniger stark ausgepragt, weshalb sie auch als symmetrische Synapsen

bezeichnet werden. Inhibitorische Postsynapsen sind haufig am Schaft der Dendriten
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und weit seltener an dendritischen Dornen lokalisiert, sie kbnnen aber auch direkt

auf dem Soma des Neurons liegen (Megias et al., 2001).

Wichtigste inhibitorische Neurotransmitter sind Glyzin und GABA. GABA stellt dabei
den verbreitetsten hemmenden Neurotransmitter im Gehirn dar, Glyzin wirkt vorwie-
gend im Hirnstamm, Ruckenmark und der Retina. Diese Neurotransmitter aktivieren
ionotrope Glyzin-Rezeptoren bzw. zwei Klassen ionotroper (GABAA- und GABAc-
Rezeptor) und eine Klasse metabotroper (GABAg-Rezeptor) GABA-Rezeptoren. Die
ionotropen Rezeptoren bilden mit dem nikotinischen Acetylcholin-Rezeptor und dem
ionotropen Serotonin-Rezeptor 5-HTR-3 die Familie pentamerer ligandengesteuerter
lonenkanale (Cys-loop-Familie). Nach Ligandenbindung und Offnung Cl-permeabler

Kanale fuhren sie zur Hyperpolarisation der postsynaptischen Membran.

Fiar den Glyzin-Rezeptor wurden drei a- und eine B-Untereinheit beschrieben, die
vermutlich im Verhaltnis 3a2p einen pentameren Komplex bilden (Langosch et al.,
1988). Jede Untereinheit hat extrazellulare N- und C-Termini sowie vier Trans-
membran-Domanen, die eine kleine und grof3e intrazelluldre Schleife begrenzen.
a-Untereinheiten werden in Abhangigkeit von der Entwicklung spezifisch exprimiert
(Lynch, 2004). Wahrend in frihen Entwicklungsstadien a2-Untereinheiten exprimiert
werden, findet man a1- und a3-Untereinheiten vorwiegend im adulten Organismus.
Im adulten Organismus flhrt der Glyzin-Rezeptor zum CI-Einstrom und damit zur
Hyperpolarisation der postsynaptischen Membran. In Embryonalstadien von Sauge-
tieren liegt jedoch eine erhdhte intrazellulédre CI-Konzentration in Neuronen vor, so
dass Glyzin einen CI-Ausstrom und dadurch eine Erregung der postsynaptischen
Membran hervorruft (Boehm et al., 1997).

GABAAx-Rezeptoren sind ebenfalls Heteropentamere (Nayeem et al., 1994), kdnnen
aber im Gegensatz zu Glyzin-Rezeptoren aus 18 Isoformen der Untereinheiten aus
sieben verschiedenen Klassen (a1-6, p1-3, y1-3, 9, €1-3, mund 8) bestehen (Sieghart
et al., 1999, Whiting, 1999). Sie werden in Grofteilen des Gehirns entwicklungs- und
gewebespezifisch exprimiert. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten GABA,-
Rezeptoren werden im folgenden Kapitel genauer beschrieben. GABAc-Rezeptoren
werden im adulten Organismus nur in der Retina exprimiert. Im Gegensatz zum

GABAs-Rezeptor ist nur eine Untereinheit mit den drei mdglichen Isoformen p1-3
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bekannt. GABAc-Rezeptoren weisen daher eine geringe Variabilitat in ihrer Zusam-
mensetzung auf. Analog zum metabotropen Glutamat-Rezeptor aktiviert der meta-
botrope GABAg-Rezeptor ein G-Protein, das Uber Signalkaskaden durch sekundare
Botenstoffe auf intrazellulare Prozesse einwirkt. Die Aktivierung des GABAg-
Rezeptors fiihrt so zu der Offnung eines K'-selektiven lonen-Kanals (Huang, 2006),

und ist damit fiir eine langsame synaptische Hemmung verantwortlich.

Eine Akkumulation inhibitorischer Neurotransmitterrezeptoren durch Verankerung in
der postsynaptischen Membran ist wie bei exzitatorischen Synapsen (Kapitel 1.2.1)
von Bedeutung (Moss und Smart, 2001). Im Gegensatz zur exzitatorischen Synapse
scheinen keine Proteine mit PDZ-Domanen beteiligt zu sein und ein derart dichtes
Proteingertst wie die PSD wurde an inhibitorischen Postsynapsen nicht beobachtet.
Es wurden aber auch Gerlstproteine der inhibitorischen Postsynapse identifiziert,
unter ihnen das Protein Gephyrin (Pfeiffer et al., 1982), das direkt mit der groRRen
intrazellularen Schleife der p-Untereinheiten des Glyzin-Rezeptors interagiert (Meyer
et al., 1995) und fir eine Lokalisation der Glyzin-Rezeptoren in der postsynaptischen
Membran unerlasslich ist (Kirsch et al., 1993, Feng et al., 1998). Gephyrin bildet Uber
seine dimerisierenden C- und trimerisierenden N-Termini ein hexagonales Gertist
unter der postsynaptischen Membran (Sola et al., 2004, Maas et al., 2006). Eine
Verankerung Gephyrins kénnte Uber seine Mikrotubuli-Bindestelle vermittelt werden,
die Depolymerisation von Mikrotubuli beeinflusst die Stabilitat des Gephyringerists
und Lokalisation des Glyzin-Rezeptors an der Postsynapse (Kirsch und Betz, 1995).

Daneben wurden die Interaktionen von Gephyrin mit Aktinzytoskelett-regulierenden
Proteinen wie Mena, VASP und Profilin beschrieben. Auch Collybistin, ein Mitglied
der Guaninnukleotid-Austauschfaktoren Familie (GEF) wurde als Interaktionspartner
des Glyzin-Rezeptors beschrieben (Reid et al., 1999, Kins et al., 2000). Collybistin
scheint das Aktinzytoskelett zu beeinflussen, indem es Cdc42, einen Modulator des
Aktinzytoskeletts (Erickson et al., 2001), aktiviert. Allerdings akkumuliert der Glyzin-
Rezeptor in einer Knockout Mauslinie, bei der das fir Collybistin kodierende Gen
ausgeschaltet wurde, unverandert. Die reduzierte Akkumulation Gephyrins in Teilen
des Gehirns konnte hier aber beobachtet werden (Papadopoulos et al., 2007). Die
Mechanismen, die GABAa-Rezeptoren an inhibitorischen Postsynapsen akkumu-

lieren und mit dem Zytoskelett verankern, werden im folgenden Kapitel beschrieben.
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1.2.3 Der GABA-Rezeptor

Wie unter 1.2.2 beschrieben weisen GABAx-Rezeptoren eine Vielzahl von Isoformen
der insgesamt sieben verschiedenen Untereinheiten auf (a1-6, $1-3, y1-3, 6, €1-3,
und 0). Sie sind Mitglieder der Cys-loop-Familie, und wie die Glyzin-Rezeptor-Unter-
einheiten bestehen die GABAa-Rezeptor-Untereinheiten aus einem extrazellularen
N- und C-Terminus, aus vier Transmembran-Domanen und einer kleinen und grof3en
intrazellularen Schleife (Abb. 1.1). Die Vielzahl von mdglichen Untereinheiten bedingt
eine hohe Anzahl pentamerer GABAx-Rezeptoren, die sich bezlglich ihrer Affinitat
zu Agonisten, ihren Kanaleigenschaften sowie in ihrer Pharmakologie unterscheiden.
Hierdurch kann die Affinitat des Rezeptors zu seinem Liganden gesteuert werden
(Hevers et al., 1998). Die GABA-Bindestelle wird dabei nicht von einer Untereinheit,
sondern zusammen von den Untereinheiten o und  gebildet. Mit Ausnahmen wirken
Benzodiazipene und Muscimol als Agonisten. Bicucullin dagegen inhibiert die GABA-
Bindestelle kompetitiv und Picrotoxinin verhindert das Durchtreten von CI-lonen
durch die Kanalpore. Allosterisch wirkende Effektoren wie Ethanol, Barbiturate und
Steroide modulieren zudem den GABAa-Rezeptor. GABAA-Rezeptoren kdénnen sich
auf Dendriten, Axon oder Soma des Neurons befinden (Pearce 1993, Zhang et al.,
1993, Vautrin et al., 1994), wobei eine differentielle Verteilung der a1- und a2-Unter-
einheiten vorzuliegen scheint (Jones et al., 1997). In hippokampalen Pyramidalzellen

scheinen GABAs-Rezeptoren mit a2-Untereinheiten am Axonhigel lokalisiert zu sein

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des GABAa-Rezeptors. Der GABAx-Rezeptor ist ein liganden-
gesteuerter pentamerer lonenkanal (A). GABA: GABA-Bindestelle, BZs: Benzodiazipen-Bindestelle, a1-
6, p1-3, y1-3, 9, &, m ,0: GABAa-Rezeptor-Untereinheiten. (B) Jede Untereinheit hat vier Transmembran-
doméanen (TM1-4) und extrazelluldre N- und C-Termini. TM1 und TM2 sowie TM3 und TM4 begrenzen

eine kleine beziehungsweise grofRe intrazellulare Schleife. (Verandert nach Jacob et al., 2008)

10



EINLEITUNG

(Nusser et al., 1996a, Fritschy et al., 1998b), was zu einer effektiven Inhibition von
Aktionspotentialen fuhren kénnte (Maccaferri et al., 2000, Megias et al., 2001).
Dagegen sind a1-Untereinheiten enthaltende GABAs-Rezeptoren meist an GABA-
ergen Synapsen am Soma von Pyramidalzellen lokalisiert (Thomsen et al., 2000,
Klausberger et al., 2002). Ein Grofdteil synaptischer GABAa-Rezeptoren besteht aus
den Untereinheiten o, § und y (Adkins et al., 2001), vermutlich im Verhaltnis 20231y
(Rudolph und Mohler, 2004), wohingegen extrasynaptische Rezeptoren anstelle der
v- eine d-Untereinheit aufweisen (Nusser et al., 1996b, Brickley et al., 1999). GABAA-
Rezeptoren, die a5-Untereinheiten enthalten, sind im Gegensatz zu Rezeptoren mit
a1- und a2-Untereinheiten fast nur extrasynaptisch lokalisiert (Nusser et al., 19963,
Fritschy et al., 1998a, Brunig et al., 2002a, Crestani et al., 2002). Zudem exprimieren
unterschiedliche Neuronentypen viele verschiedene Rezeptor-Untereinheiten (Lin et
al., 1994, Fritschy et al., 1995), was auf eine hohe zeitliche und raumliche Diversitat
der Zusammensetzung von GABAs-Rezeptoren schlieRen lasst.

Die Vielzahl theoretisch méglicher Kombinationen von GABAx-Rezeptoren ist jedoch
begrenzt, da nur GABAA-Rezeptoren mit bestimmten Untereinheiten das endoplas-
matische Retikulum (ER) verlassen und die Zelloberflache erreichen. Homopenta-
mere sowie heteropentamere GABAa-Rezeptoren aus ay und By Untereinheiten
verbleiben im ER und werden wieder abgebaut (Kittler et al., 2002). ER-abhangige
Degradation (ERAD) beinhaltet die Protein-Ubiquitinylierung und den Abbau durch
das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) (Yi und Ehlers, 2007). Einige Untereinheiten
des GABAx-Rezeptors werden ubiquitinyliert und eine Inhibition neuronaler Aktivitat
steigert deren Ubiquitinylierung im ER, was zu ihrer verminderten Konzentration an
der Zelloberflache fuhrt (Saliba et al., 2007). Die Proteine PLIC1 und PLIC2 (Bedford
et al., 2001) kénnen den Abbau ubiquitinylierter Substrate verhindern (Kleijnen et al.,
2000). PLIC1 bindet an a- und p-Untereinheiten und scheint den Abbau von GABA,-
Rezeptoren wahrend sekretorischer Wege zu beeinflussen und ihre Konzentration
an der Zelloberflache zu erhéhen (Bedford et al., 2001).

Bei der Verankerung des GABAA-Rezeptors an der Postsynapse scheint wie bei dem
Glyzin-Rezeptor (Kapitel 1.2.2) Gephyrin eine Rolle zu spielen. Eine stabile, direkte
Interaktion von Gephyrin mit dem GABAa-Rezeptor konnte bislang nicht gezeigt
werden, aber es wurde die Kolokalisation von Gephyrin mit dem GABAa-Rezeptor in

héheren Hirnregionen beobachtet (Rao et al., 2000, Sassoé-Pognetto et al., 2000,
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Brunig et al., 2002b). In einer Knockout Mauslinie, bei der das fir die y2-Untereinheit
kodierende Gen ausgeschaltet wurde, konnte aul’erdem ein Verlust von Gephyrin an
Postsynapsen beobachtet werden (Essrich et al., 1998, Schweizer et al., 2003).
Umgekehrt wurde in Abwesenheit von Gephyrin gezeigt, dass die a2- und a3-Unter-
einheiten nicht mehr an der Postsynapse lokalisieren. Im Gegensatz dazu scheint
die postsynaptische Lokalisation von GABAs-Rezeptoren mit a1-Untereinheiten nicht
von Gephyrin abzuhangen (Essrich ef al., 1998 Kneussel et al., 1999b, Kneussel et
al., 2001, Levi et al., 2004). Ihre Akkumulation wird auch durch Depolymerisation von
Mikrotubuli nicht gestort (Kirsch und Betz, 1995). Zudem werden GABAa-Rezeptoren
an Synapsen akkumuliert, bevor die Kolokalisation mit Gephyrin nachgewiesen wird
(Dumoulin et al., 2000, Danglot et al., 2003). Ein in Kapitel 1.2.2 beschriebener Inter-
aktionspartner von Gephyrin ist Collybistin. Die Abwesenheit Collybistins in Knockout
Méausen fuhrt zur Reduktion der Akkumulation von Gephyrin und y2-Untereinheiten in
bestimmten Hirnregionen (Papadopoulos et al., 2007). Dementsprechend wurde in
Collybistin-defizienten Mausen eine reduzierte GABAerge synaptische Transmission,
die Beeintrachtigung hippokampaler synaptischer Plastizitat sowie ein gesteigertes
Angstverhalten beobachtet (Papadopoulos et al., 2007). Fir eine fast ausschliel3lich
extrasynaptische Lokalisation der a5-Untereinheit enthaltenden GABAA-Rezeptoren
ist das Protein Radixin verantwortlich (Loebrich et al., 2006). Dieses Aktin-bindende
Protein liegt in verschiedenen Konformationen vor, die seine Bindung an Aktin beein-
flussen. Indem Radixin mit der a5-Untereinheit des GABAA-Rezeptors interagiert,
scheint es in Abhangigkeit von der vorliegenden Konformation die Lokalisation der

a5-Untereinheiten enthaltenden GABAa-Rezeptoren zu regulieren.

1.3 Motorproteine vermitteln Transport entlang des Zytoskeletts

Die meisten Proteine in Neuriten werden im Soma der Neurone synthetisiert. Da
Axone und Dendriten Langen erreichen, die den Durchmesser des Somas teilweise
um das Tausendfache Ubertreffen, werden Proteine durch Motorproteine entlang des
Zytoskeletts zu entsprechenden Bestimmungsorten transportiert (Hirokawa, 1998,
Karcher et al., 2002, Kneussel 2005). Fur bestimmte mRNAs wurde ebenfalls ein
Transport vom Soma in Neurite gezeigt (Hirokawa, 2006). Drei Familien molekularer

Motorproteine, namlich Myosin-, Dynein- und Kinesin-Motorproteine sind beschrie-
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ben (Brown, 1999) (Abb. 1.2). Ein Transport der Uber Schwanz- (tail)-Domanen des
Motorproteins gebundenen Fracht (cargo) erfolgt durch sich wiederholende Zyklen
des Auf- und Abbaus der Bindung ihrer Motor-Domane an Zytoskelettelemente unter
ATP-Hydrolyse (Mallik und Gross, 2004). Wahrend Dynein und Kinesine die Fracht
entlang Mikrotubuli iber lange Strecken bewegen, transportieren Myosine die Fracht

Uber kurze Strecken entlang von Aktinfilamenten (Goode et al., 2000, Vale, 2003).

«— Dynein
X schwere Q 9
Kette X Myosin
Kinesin )
Dynein schwere
Kinesin schwere leichte ) Kette
leichte Kette Kette 4~ Dynein
Kette intermediare Myosin
adapter \ Dynaktin Kette leichte

b 0 - OAdapti@/ KetteO

Abb. 1.2: Die drei Familien der molekularen Motorproteine. (A) Kinesin kann Gber Adapterproteine
an Transportgiiter binden. (B) Dynein bindet Fracht teilweise Gber den Dynaktin-Komplex. (C) Myosin

kann Uber Adapterproteine an Transportguter binden. (Verandert nach Karcher et al., 2002)

Aktinfilamente (F-Aktin) sind hoch dynamische Strukturen, die aus zwei Ketten poly-
merisierter Aktinmonomere (G-Aktin) bestehen und eine strukturelle Polaritat auf-
weisen. Aufgrund unterschiedlicher Polymerisationskinetiken bindet G-Aktin in einem
FlieRgleichgewicht am F-Aktin plus-Ende, wohingegen es von seinem minus-Ende
dissoziiert. Dieser Vorgang wird auch als treadmilling bezeichnet (Dillon und Goda,
2005). Aktinfilamente sind deutlich kirzer als Mikrotubuli und sie bilden unterhalb der
Plasmamembran ein Aktinzytoskelett. In fiir Neurone funktionell wichtigen Bereichen
wie dendritischen Dornen und prasynaptischen Endigungen weisen sie Polaritat auf,
indem ihre plus-Enden in Richtung der Zelloberflache gerichtet sind (Lewis und
Bridgman, 1992, Svitkina et al., 1997). Da sich Mikrotubuli meistens nicht bis unter
die Zelloberflache erstrecken, wird vermutet, dass ein Grofteil der Transmembran-
proteine Uber Myosine entlang der Aktinfilamente zu sowie von der Plasmamembran
weg bewegt werden (Bridgman, 2004, Kneussel, 2005). Alle Mitglieder der Myosin-
Motorprotein-Familie besitzen Myosin schwere Ketten, die eine N-terminale Motor-
Domane mit der Aktin-Bindestelle und eine ATPase-Domane enthalten. Die Motor-
Domane ist Uber eine Stiel-Domane an die C-terminale tail-Domane gebunden

(Bridgman, 2004). An die tail-Doméane binden oft Myosin leichte Ketten, die eine
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regulatorische Funktion erfullen. Myosine bewegen sich meist vom minus- zum plus-
Ende der Aktinfilamente, nur die Bewegung von Myosin VI erfolgt entgegengesetzt in
Richtung minus-Ende (Wells et al., 1999). Die Mehrzahl der Myosine bilden Dimere

wenn ihre Stiel-Domane eine coiled-coil-Region enthalt.

Kinesine und Dynein bewegen sich entlang des Tubulinzytoskeletts (Laferriere et al.,
1997). Mikrotubuli sind zylindrische Strukturen, die sich sternférmig von Mikrotubuli
Organisationszentren (MTOCs) im Soma bis in das Axon und Dendriten erstrecken
und hier in longitudinaler Anordnung vorliegen. Ein Mikrotubulus setzt sich aus drei-
zehn Protofilamenten zusammen, die aus polymerisierenden Dimeren der globularen
Proteine a- und B-Tubulin bestehen. Ahnlich den Aktinfilamenten weisen auch Mikro-
tubuli Polaritat auf. Die Polymerisation und Depolymerisation von Tubulin-Unterein-
heiten findet vermehrt am dynamischen plus-Ende statt, das langsam wachsende
minus-Ende ist meist am MTOC verankert. Die Mikrotubuli im Axon sowie in distalen
Dendriten sind uniform ausgerichtet, die plus-Enden weisen in Richtung der Zellperi-
pherie und ihre minus-Enden in die des Somas. In proximalen Dendriten aber weisen
Mikrotubuli gemischte Orientierungen auf (Baas et al., 1988). Die meisten Kinesine
bewegen sich anterograd in Richtung der plus-Enden, wohingegen sich Dynein zum
minus-Ende bewegt und seine Fracht daher retrograd transportiert.

Die Kinesin-Superfamilie (kinesin superfamily proteins, KIFs) umfasst 45 Mitglieder
(Hirokawa und Takemura, 2004, Setou et al., 2004). Sie setzen sich aus einer hoch-
konservierten Motor-Doméane, die die ATPase- und Binde-Domane fir Mikrotubuli
enthalt, aus einer Stiel-Domane und aus einer tail-Domane, welche die Bindung der
Fracht erlaubt, zusammen. Je nach Position der Motor-Doméane wird die Kinesin-
Superfamilie in 3 Gruppen unterteilt (Miki et al., 2001). Bei der gréf3ten Gruppe, den
N-Kinesinen, befindet sich die Motor-Domane am N-Terminus und sie bewegen sich
anterograd in Richtung Mikrotubuli plus-Ende. Die M-Kinesine, bei denen die Motor-
Domane in der Mitte des Proteins liegt, bewegen sich auch in Richtung plus-Ende,
wohingegen C-Kinesine, bei denen die Motordomane am C-Terminus liegt, sich in
Richtung minus-Ende bewegen (Homma et al., 2003). Die meisten Kinesine bilden
Homodimere wenn ihre Stiel-Doméne eine coiled-coil-Region enthalt. Das konven-
tionelle Kinesin (Kinesin 1 oder KIF5) ist jedoch ein Heterotetramer, bestehend aus

zwei schweren und zwei leichten Ketten (kinesin light chain, KLC). Kinesin leichte
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Ketten wie auch die Bereiche auRRerhalb der Motor-Doméane der Kinesin schweren
Ketten vermitteln direkte oder indirekte Interaktionen Uber Adapterproteine mit der
Fracht (Hirokawa und Takemura, 2004, Setou et al., 2004). Dieser Mechanismus
gewabhrleistet eine Spezifitat des Transports unterschiedlicher Frachten. Zudem kann
beispielsweise die Bindung des Proteins GRIP1 an KIF5 den Transportkomplex in
Dendrite steuern, wohingegen die Interaktion von JSAP mit KIF5 dieses in Axone
leitet (Setou et al., 2002).

Fast alle Mitglieder der Dynein-Motorfamilie sind im Gegensatz zu Kinesinen nicht
zytoplasmatisch lokalisiert sondern an Bewegungen von Cilien und Flagellen beteiligt
(Vallee, 2004). Nur zytoplasmatisches Dynein ist an dem intrazellularen Transport
beteiligt und von fast allen Saugerzellen exprimiert. Es stellt einen groRen Protein-
komplex dar, der neben den zwei schweren Ketten (dynein heavy chain, DHC) aus
intermediaren Ketten (DIC), zwei intermediaren leichten Ketten (DILC) sowie zwei
leichten Ketten (DLC) besteht. Die Heterogenitat des Motorprotein-Komplexes wird
nicht wie bei Kinesinen durch unterschiedliche schwere Ketten, sondern durch viele
akzessorische Proteine gewahrleistet (Vallee et al., 2004). Zudem assoziiert zyto-
plasmatisches Dynein mit dem Dynaktin-Komplex, der die Bindung an Mikrotubuli
und Transportguter fordert und fur die meisten Dynein-Motorfunktionen essentiell ist
(King und Schroer, 2000, Muresan et al., 2001). Die Dynein leichten Ketten binden
ebenfalls an unterschiedliche Frachten (Valle, 2004). Interessanterweise wurde fir
die Dynein leichte Kette 1 und 2 eine Assoziation mit Myosin V gezeigt (Benashski et
al., 1997). Dies lasst vermuten, dass ein Transportgut Uber dasselbe Adapterprotein
mit unterschiedlichen Motorproteinen interagieren kann, was einen Transport entlang

verschiedener Zytoskelettelemente gewahrleisten wirde (Naisbitt et al., 2000).

1.3.1 Transport von ionotropen Rezeptoren

Der aktive Transport von ionotropen Rezeptoren wird durch Motorproteine vermittelt.
Daneben finden passive Bewegungen der Rezeptoren in der Plasmamembran durch
Diffusion statt. Der Diffusionskoeffizient des GABAx-Rezeptors scheint zum Beispiel
in Abhangigkeit von neuronaler Aktivitat reguliert zu werden (Bannai et al., 2009).

Ein aktiver Transport der Rezeptoren in den Dendriten erfolgt hingegen durch Motor-

proteine und ist fur AMPA- und NMDA-Rezeptoren ausfiihrlich beschrieben. Die
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GluR2-Untereinheiten der AMPA-Rezeptoren kdnnen beispielsweise Uber Interaktion
mit GRIP1 an KIF5 binden (Wyszynski et al., 1999, Setou et al., 2002). Das Protein
Liprin-a interagiert auch mit GRIP1 und verbindet den AMPA-Rezeptor so zusatzlich
mit KIF1A (Shin et al., 2003). Der Langstreckentransport des AMPA-Rezeptors in
Dendriten entlang der Mikrotubuli wird so durch unterschiedliche Kinesine vermittelt.
Interessanterweise interagieren Myosin Va und Myosin Vb Uber die GluR1-Unter-
einheiten ebenfalls mit dem AMPA-Rezeptor (Lise et al., 2006, Correia et al., 2008,
Wang et al., 2008). Der Kurzstreckentransport des AMPA-Rezeptors in dendritische
Dornen und sein Transport zur Plasmamembran scheint daher von Myosinen, die
sich in Richtung plus-Ende der Aktinfilamente bewegen, vermittelt zu werden. Die In-
ternalisierung des AMPA-Rezeptors dagegen wird von Myosin VI vermittelt, das sich
retrograd in Richtung minus-Ende der Aktinflamente bewegt (Osterweil et al., 2005).
NMDA-Rezeptor-Transport erfolgt tUber Bindung der NR2B-Untereinheit an einen
Proteinkomplex aus mLin-10 (mint1), mLin-2 (CASK) und mLin-7 (MALS), der mit
KIF17 interagiert (Setou et al., 2000). PSD95, das an NR2B-Untereinheiten bindet,
kann auch mit GKAP interagieren. GKAP wiederum bindet an Dynein leichte Kette 1
und 2, die sowohl Bestandteil von Myosin V als auch von Dynein sind (Naisbitt et al.,
2000). Daher kénnte GKAP den Transport des NMDA-Rezeptors Uber zwei unter-
schiedliche Motorprotein-Systeme gewahrleisten. Aulerdem wurden die NMDA-
Rezeptor-Untereinheiten NR1 und NR2 als Interaktionspartner der Myosin regulator-
ischen leichten Kette (RLC) identifiziert, die mit Myosin Il assoziiert (Amparan et al.,
2005). Retrograder Transport tUber Dynein oder C-Kinesine wurde bislang weder fir
den AMPA- noch fir den NMDA-Rezeptor beschrieben.

Uber den intrazelluldren Transport von Rezeptoren der inhibitorischen Synapsen ist
weniger bekannt und fir den GABAx-Rezeptor konnte bisher kein direkter Transport
gezeigt werden. Einige Interaktionspartner des GABAA-Rezeptors, die an Transport-
prozessen beteiligt sein kénnten, werden im folgenden Kapitel genauer beschrieben.
Fir den Glyzin-Rezeptor konnte dagegen ein Motorprotein-vermittelter Transport
beschrieben werden. Gephyrin, das mit dem Glyzin-Rezeptor interagiert, bindet an
Dynein leichte Kette 1 und 2 (Fuhrmann et al., 2002) und ein retrograd gerichteter
Transportkomplex bestehend aus Glyzin-Rezeptor, Gephyrin und dem Dyneinmotor-

komplex wurde beschrieben (Maas et al., 2006). In einem anterograd gerichteten

16



EINLEITUNG

Transportkomplex verbindet Gephyrin darliber hinaus KIF5 mit dem Glyzin-Rezeptor.
Dieser Transport scheint zudem durch aktivitatsabhangige Prozesse reguliert zu sein
(Maas et al., 2009).

1.3.2 Endozytose, Transport und Abbau des GABAA-Rezeptors

Nach der Assemblierung im endoplasmatischem Retikulum (ER) werden funktionelle
GABAx-Rezeptoren tber den Golgi-Apparat in sekretorische Vesikel abgegeben und
zur Plasmamembran transportiert. Fur den GABAx-Rezeptor wurde aber bislang kein
direkter Transport gezeigt, obgleich verschiedene Proteine mit dieser Funktion in
Verbindung gebracht werden. Ein Interaktionspartner von Gephyrin (siehe Kapitel
1.2.2, 1.2.3) und der y2-Untereinheit des GABAx-Rezeptors ist das kleine Protein
GABARAP (GABA receptor associated protein) (Kneussel et al., 2000, Nymann-
Andersen et al., 2002). GABARAP ist am Golgi-Apparat und intrazellularen Vesikeln
angereichert, seine Lokalisation an inhibitorischen Postsynapsen wurde bislang aber
nicht beschrieben (Wang et al., 1999, Kneussel et al., 2000, Kittler et al., 2001).
Aufgrund von Interaktionen GABARAPs mit Mikrotubuli und NSF (Kittler et al., 2001),
einem Protein das an intrazellularer Vesikel-Fusion beteiligt ist (Zhao et al., 2007),
wird vermutet, dass GABARAP beim intrazellularen Transport des GABA-Rezeptors
eine Rolle spielen kénnte. PRIP1 und PRIP2 (phospholipase C related inactive
protein) interagieren mit GABARAP sowie mit der - und y-Untereinheit des GABAx-
Rezeptors (Kanematsu et al., 2002, Uji et al., 2002). PRIPs kénnten als Adapter-
proteine zwischen GABARAP und GABAa-Rezeptoren fungieren und sie scheinen
den Transport von y-Untereinheiten enthaltender GABAA-Rezeptoren zur Zellober-
flache zu fordern (Mizokami et al., 2007). AuRerdem scheint Palmitoylierung, eine
kovalente Bindung der Palmitinsdure an bestimmte Cysteinreste von Proteinen, an
Transportvorgéngen zu exzitatorischen sowie inhibitorischen Synapsen beteiligt zu
sein (Huang und El-Husseini, 2005). Eine Palmitoylierung bestimmter Cysteinreste
der groRen intrazellularen Schleife der GABAs-Rezeptor y-Untereinheiten wurde
nachgewiesen, und diese Modifikation scheint die GABAx-Rezeptor-Konzentration
an der Synapse zu erhdhen (Keller et al., 2004, Rathenberg et al., 2004). In diesem
Zusammenhang ist auf das Protein GODZ (Golgi-specific DHHC zinc finger protein)

verwiesen, das die y2-Untereinheiten palmitoylieren kann und wie auch GABARAP
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vorwiegend am Golgi-Apparat, nicht aber an inhibitorischen Synapsen lokalisiert ist
(Fang et al., 2006). Das Protein BIG2 (brefeldin-A-inhibited GDP/GTP exchange
factor) bindet ebenfalls an GABAA-Rezeptoren Uber eine Interaktion mit ihrer -
Untereinheit. Wie auch GABARAP und GODZ lokalisiert BIG2 am Golgi-Apparat,
wird aber zusatzlich an intrazellularen Vesikeln und der postsynaptischen Membran
detektiert (Charych et al., 2004). BIG2 kdnnte daher am vesikularen Transport des
GABAAx-Rezeptors zur Plasmamembran beteiligt sein, wie fur alle zuvor genannten
Proteine konnte jedoch kein direkter Kotransport mit GABA-Rezeptoren beobachtet
werden (Moss und Vaughan et al.,, 1995). An die GABAs-Rezeptor y2-Untereinheit
bindet ebenfalls GRIF1 (GABAx-receptor interacting factor 1). GRIF1 ist ein Mitglied
der TRAK-Familie von coiled-coil-Proteinen, denen Funktionen beim intrazellularen
Vesikel-Transport zugeschrieben werden (Jacob et al., 2008). GRIF1 bindet an den
Mikrotubuli-abhangigen KIF5-Motorkomplex und kénnte daher anterograden GABAx-
Rezeptor-Transport vermitteln (Brickley et al., 2005, Smith et al., 2006).

Die GABAx-Rezeptoren an der Zelloberflache werden kontinuierlich durch Clathrin-
vermittelte Endozytose ausgetauscht (Abb. 1.3). Inhibition der Clathrin-vermittelten
Endozytose fuhrt zur verminderten Internalisierung und Anreicherung des GABAa-
Rezeptors an der Zelloberflache (Kittler et al., 2000, Herring et al., 2003, van
Rijnsoever et al., 2005). Hierbei wurde die Interaktion von den GABAx-Rezeptor-
Untereinheiten $1-3 und y2 mit dem Adapterprotein 2 (AP2) beschrieben, das Trans-
membranrezeptoren zu Clathrin-ummantelten-Gruben rekrutiert (Kittler et al., 2000).
Die AP2-Bindestellen der Rezeptor-Untereinheiten enthalten Aminosaurereste, die
durch Proteinkinase-A oder -C (PKA, PKC) und von der Src-Kinase phosphoryliert
werden. Dadurch kénnte die Starke der Interaktion von GABAs-Rezeptor-Unterein-
heiten mit AP2 und folglich der GABAx-Rezeptor-Gehalt an der Zelloberflache regu-
liert werden (Moss et al., 1995, Kittler et al., 2005, Kittler et al., 2008).

Nach ihrer Internalisierung werden GABAa-Rezeptoren entweder kurzfristig zurtick
zur Zelloberflache recycelt oder ber einen langeren Zeitraum im Lysosom abgebaut
(Kittler et al., 2004). Der Transport des GABAA-Rezeptors von der Plasmamembran
zu sorting Endosomen, von denen aus Rezeptoren entweder recycelt oder einem
Abbauweg zugefuhrt werden (Bonifacio und Rojas, 2006), wurde bislang noch nicht
nachgewiesen. Es ist aber mdglich, dass ein Aktinfilament-abhangiger Motorprotein-

Komplex den GABAx-Rezeptor Giber das submembrane Aktinzytoskelett transportiert
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Abb. 1.3: GABAa-Rezeptor Endozytose und post-endozytotische Sortierung. GABAx-Rezeptoren

werden durch Clathrin-vermittelte Endozytose internalisiert. Die Interaktion von 3 und y2 mit dem
Adapterprotein 2 (AP2) hangt von der Phosphorylierung durch Proteinkinase-A und -C (PKA, PKC) oder
Src-Kinase (Scr) ab. Uber Clathrin-umbhiillte-Vesikel (CCV) gelangen GABAa-Rezeptoren zum sorting
Endosom und werden entweder recycelt oder im Lysosom abgebaut. Aktinfilamente befinden sich in
submembranen Bereichen, Mikrotubuli reichen nicht bis zur Zelloberflache. HAP1: Huntingtin-

associated protein 1, $3,y2,a1: GABAa-Rezeptor-Untereinheiten. (Verandert nach Jacob et al., 2008)

(Aschenbrenner et al., 2003, Aschenbrenner et al., 2004). Ein Transport solcher Art
wurde flir den AMPA-Rezeptor beschrieben, der vermutlich tGber Myosin VI, welches
sich retrograd in Richtung minus-Ende der Aktinflamente bewegt, vermittelt wird
(Osterweil et al., 2005). Von den sorting Endosomen aus kdnnte das Protein HAP1
(Huntingtin-associated protein 1), welches an die grof3e intrazellulare Schleife der
p3-Untereinheit bindet, die Degradation von GABAs-Rezeptoren negativ und daher
ihr Recycling zur Plasmamembran positiv beeinflussen (Kittler et al., 2004). HAP1
scheint zudem mit dem KIF5-Motorkomplex zu interagieren (McGuire et al., 2006).
Dagegen ist Uber einen retrograden Transport des GABAa-Rezeptors von sorting
Endosomen zu spaten, den Abbau vermittelnden endozytotischen Kompartimenten
nichts bekannt. Es konnte aber gezeigt werden, dass der Dyneinmotorkomplex an
einem Transport von frihen zu spaten Endosomen entlang der Mikrotubuli beteiligt
ist (Aniento et al., 1993, Driskell et al., 2007). Mdglicherweise wird auch der GABAx-

Rezeptor Uber einen solchen Transportweg abgebaut.
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1.4 Muskelin

Als ein direkter Interaktionspartner der GABAA-Rezeptor a1-Untereinheit wurde das
intrazellulare Protein Muskelin beschrieben (siehe Kapitel 1.4.2). Muskelin wurde
erstmals in einer systematischen Studie identifiziert, bei der nach Proteinen gesucht
wurde, die Zelladhasion in Abhangigkeit von der extrazellularen Matrix-Komponente
Thrombospondin-1 (TSP1) vermitteln (Adams et al., 1998). Verringerte Expression
von Muskelin in kultivierten Muskelzellen fiihrte zur reduzierten Zelladhasion an der
TSP1-beschichteten Matrix, wobei Uberexpression von Muskelin diese Zelladhésion
forderte. Muskelin wurde daher als ein intrazellularer Faktor beschrieben, der an der
Signallbertragung von der extrazellularen Matrix zum Zytoskelett beteiligt ist. Die
Mitglieder der Thrombospondin-Familie werden entwicklungs- und gewebespezifisch
exprimiert und Uber ihre Funktion im Gehirn ist bekannt, dass sie von Astrozyten
oder Neuronen sezerniert werden und an der Synaptogenese des ZNS beteiligt sind
(Arber und Caroni, 1995, Christopherson et al., 2005). Es ist nichts darliber bekannt,
ob Muskelin an der Synaptogenese beteiligt sein kénnte. In diesem Zusammenhang
wurde von einer Interaktion Muskelins mit p39, einem Aktivatorprotein der Cyclin-
abhangigen Kinase 5 (Cdk5) berichtet. Die Abwesenheit von Cdk5 oder p39 und
seinem Homolog p35 in Knockout Mauslinien flihren jeweils zu einer Unterbrechung
der neuronalen Migration und der Gehirnentwicklung (Ohshima et al., 1996, Ko et al.,
2001). Aufgrund der beschrieben Interaktionen kénnte Muskelin eine Rolle wahrend
der neuronalen Entwicklung und Synaptogenese einnehmen.

Das einzige fur Muskelin kodierende Gen in Mus musculus befindet sich auf dem
Chromosom 6, in dem Abschnitt B1/B2 (Adams und Zhang, 1999). Auf struktureller
Ebene besitzt Muskelin verschiedene Protein-Interaktions-Domanen und es gehort

zu der Kelch-Wiederholung-Superfamilie (kelch repeats superfamily) (Abb. 1.4).

Discoidin-ahnliche-Doméane
| Kelch-Motiv-Wiederholungen ~ C-Terminus
I

Muskelin e
N-Terminus AS 1 [CTLH-Motiv he 755
LisH-Motiv

Abb. 1.4: Schematische Darstellung der Doméanenstruktur von Muskelin aus Mus musculus.
Muskelin weist verschiedene Strukturmotive auf. LisH-Motiv: Lissencephalie 1-Homologie-Motiv, CTLH-

Motiv: C-terminal von LisH-Motiv, AS: Aminosaure.
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Im C-Terminus Muskelins befinden sich Kelch-Motive in sechsfacher Wiederholung,
die sich strukturell zu einer p-Propeller-Domane falten (Prag et al., 2003). Obwohl
die Strukturmotive in anderen Proteinen Interaktionen mit Aktinfilamenten vermitteln
kénnen (Adams et al., 2000), scheint Muskelin in vitro nicht direkt an Aktin zu binden
(Prag et al., 2004). Allerdings wurde von einer Kolokalisation Muskelins mit Aktin-
filamenten berichtet (Ledee et al., 2005). Wie die Mitglieder der Kelch-Wiederholung-
Superfamilie kann Muskelin Oligomere bilden, wobei der C-Terminus mit einer im N-
terminalen Bereich befindlichen Discoidin-ahnlichen (discoidin like)-Domane inter-
agiert. Die Phosphorylierung zweier Aminosaurereste durch Proteinkinase C (PKC)
auf der selben Schleife des p-Propellers scheint eine Oligomerisierung Muskelins
teilweise zu verhindern (Prag et al., 2007). Der N-Terminus Muskelins weist des
Weiteren ein Lissencephalie 1-Homologie-Motiv (LisH) sowie ein C-terminal von
LisH-Motiv (CTLH) auf (Prag et al., 2004). Diese beiden Motive wurden urspriinglich
in dem Protein Lis1 identifiziert. Mutationen in dem fir Lis1 kodierenden Gen tragen
mafgeblich zur Ausbildung des Miller-Dieker-Lissencephalie-Syndroms bei (Morris
et al., 1998). Bei dieser Krankheit kommt es zu Gehirn-Fehlbildungen, geistiger Re-
tardation, Epilepsie und frihem Tod. Lis1 bindet tiber das LisH-Motiv an Mikrotubuli
sowie an den Dyneinmotorkomplex (Sapir et al., 1997, Vallee et al., 2000). Jiingere
Studien zeigten, dass Lis1 in einem Komplex mit Dynein, KIF5 und Tubulin vorliegt
und seine Aufgabe darin bestehen kénnte, den Dyneinmotorkomplex an Mikrotubuli
plus-Enden heranzufiihren, um seinen retrograden Transport zu initiieren (Yamada
et al., 2008). Inwiefern das Krankheitsbild mit der Assoziation von Lis-1 mit Mikro-
tubuli in Verbindung gebracht werden kann, ist unklar. Abgesehen von mdglichen
Interaktionen Muskelins mit Zytoskelettelementen wurde von der direkten Bindung
Muskelins an den Prostaglandin-EP3-Rezeptor berichtet (Hasegawa et al., 2000).
Muskelin scheint hier, die durch Agonisten stimulierte Internalisierung des Trans-

membran-Rezeptors zu regulieren.

1.4.1 Expression von Muskelin in Neuronen

Muskelin-Transkripte werden wahrend embryonaler Entwicklungsstadien von Mus
musculus in allen Geweben exprimiert (Prag et al., 2007). Sie werden hier vermehrt

im ZNS und in Muskelgeweben der Zunge und Gliedmalien, sowie in verschiedenen
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Epithelien (Leber, Niere, Zunge, Magen und Darm) nachgewiesen. Eine genauere
raumzeitliche Untersuchung im Nervensystem von Mus musculus hat gezeigt, dass
Muskelin mMRNAs wahrend der Embryonalstadien E12, E14 und E16 in den Neuro-
epithelien von Kortex, Hippokampus, Amygdala, Thalamus und Hypothalamus sowie
in Hinterwurzelganglien vermehrt exprimiert werden (Tagnaouti et al., 2007). Am Tag
der Geburt (P0O) sowie 42 Tage postnatal (P42) wurden Muskelin-Transkripte in allen

Gehirnregionen, verstarkt aber im Hippokampus und Zerebellum nachgewiesen.

Auf Protein-Ebene wurde ebenso eine starke Expression Muskelins in Regionen des
Hippokampus (CA1, CA2 und Gyrus dentatus) sowie in Kérner- und Purkinjezellen
des Zerebellums beobachtet (Tagnaouti et al., 2007). Auf subzellularer Ebene wurde
eine Verteilung von Muskelin in Clustern beobachtet, die aus seiner Oligomerisier-
ung resultieren kénnten (Prag et al., 2004). Muskelin-Cluster wurden im Soma, Axon
sowie in Dendriten nachgewiesen, wobei Muskelin hier vermehrt an den kortikalen
Bereichen lokalisierte, was auf eine Assoziation Muskelins mit der Plasmamembran
oder mit Transmembranproteinen hindeutet. Daneben wurde die Anreicherung von
Muskelin im Nukleus beobachtet, was mit einer berichteten Interaktion Muskelins mit
dem Protein RanBPM (Ran-binding protein in microtubule organizing center), das im
Zytoplasma und Nukleus vorliegt, Ubereinstimmt (Umeda et al., 2003, Kobayashi et
al., 2007). Die Funktion des Muskelin-RanBPM-Komplexes scheint die Vermittlung
zytoplasmatischer Signale, welche die Zellmorphologie beeinflussen, in den Nukleus
zu sein (Valiyaveettil et al., 2008). Uber RanBPM ist zudem bekannt, dass es die

Anzahl primarer dendritischer Fortsatze regulieren kann (Brunkhorst et al., 2005).

In Ubereinstimmung mit Muskelins Interaktionspartnern RanBPM, p39 und TSP1
(siehe Kapitel 1.4), die eine Rolle bei neuronaler Entwicklung und Synaptogenese
einnehmen, wurde Muskelin an Synapsen hippokampaler Neurone sowie in synapto-
somalen Praparationen nachgewiesen (Tagnaouti et al., 2007). Eine entwicklungs-
abhangige Expressionsstudie von Muskelin in kultivierten hippokampalen Neuronen
konnte Muskelin vermehrt in dem Zeitfenster nachweisen, in dem Synapsen gebildet
wurden und reifen (Tagnaouti et al., 2007). Unabhangig davon wurde Muskelin in
dieser Studie mittels subzellularer Fraktionierungen in mit Plasmamembran-, intra-

zellularen Vesikeln- und Proteinkomplex-angereicherten Fraktionen nachgewiesen.
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1.4.2 Direkte Interaktion von Muskelin und dem GABA-Rezeptor

Mit Hilfe der Hefe-2-Hybrid-Technik wurde Muskelin als direkter Interaktionspartner
der a1-Untereinheit des GABAx-Rezeptors identifiziert (Sven Loebrich, Dissertation).
Dabei beeinhalten die Bindestellen der Interaktionspartner den C-terminalen Bereich
der grof3en intrazellularen Schleife der a1-Untereinheit sowie Teile von Muskelins
Discodin-ahnlicher-Doméane und seinem LisH-Motiv. Die Spezifitat dieser Interaktion
wurde gezeigt, indem die grof3en intrazellularen Schleifen anderer GABAA-Rezeptor-
Untereinheiten im gleichen System benutzt, aber keine Interaktionen mit Muskelin
nachgewiesen wurden. Die direkte Interaktion wurde in vitro mit Hilfe von Pulldown-
Experimenten sowie in einer intrazellularen Umgebung durch Koimmunprazipitation
der a1-Untereinheit mit Muskelin bestatigt (Sven Loebrich, persénliche Kommunika-
tion). Muskelin wurde zudem in elektronenmikroskopischen Aufnahmen an der inhibi-
torischen Postsynapse nachgewiesen, was der Lokalisation von GABA-Rezeptoren
entspricht. Mittels Immunzytochemie wurde gezeigt, dass die Interaktionspartner an
den Synapsen kultivierter hippokampaler Neurone partiell kolokalisieren (Sven
Loebrich, persénliche Kommunikation). Hierbei wurde an nichtsynaptischen, intra-
zellularen Bereichen vermehrt Kolokalisation beobachtet. Das Iasst vermuten, dass
die Assoziation Muskelins mit dem GABAa-Rezeptor auch in anderen Zellkomparti-
menten von Bedeutung ist. In Anbetracht des LisH-Motivs innerhalb von Muskelin
(siehe Kapitel 1.4) kdnnte Muskelin eine Funktion als Adapterprotein ibernehmen
und den GABAa-Rezeptor mit dem Dyneinmotorkomplex verbinden. Ein &hnliches
System wurde beispielsweise fir den NMDA-Rezeptor beschrieben, der lber die
Adapterproteine mLin-2, mLin-7 und mLin-10 an den Motorprotein-Komplex KIF17

gekoppelt wird (Setou et al., 2000).

1.5 Ziele der Arbeit

Zu Beginn der Arbeit war bekannt, dass Muskelin direkt mit der a1-Untereinheit des
GABAx-Rezeptors interagiert. GABA-Rezeptoren sind wesentlich an der schnellen
synaptischen Inhibition im ZNS beteiligt und die a1-Untereinheit ist in einem Grof3teil
der GABA-Rezeptoren vertreten. Uber die Funktion von Muskelin im ZNS ist bislang
nichts bekannt, jedoch wiesen seine Interaktionsdomanen auf eine physiologische

Funktion hin. Aus diesem Grund wurde eine Muskelin Knockout Mauslinie etabliert,
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bei der eine Aufhellung der Fellfarbe beobachtet wurde. Der Phanotyp deutete auf
die Beteiligung Muskelins an Motorprotein-vermittelten Transportvorgédngen hin. Ziel
war es daher zu untersuchen, inwieweit Muskelin an den bislang weitgehend unbe-
kannten Transportprozessen des GABAx-Rezeptors beteiligt ist. Zunachst sollte ana-
lysiert werden, ob die Interaktionspartner gemeinsam transportiert werden. In diesem
Falle sollten fir den Kotransport verantwortliche Motorproteine identifiziert werden.
Die Funktion eines putativen Transportkomplexes sollte dann im Hinblick auf den
Transport des GABA-Rezeptors untersucht werden. Dazu kdnnten die Inhibition der
Motorprotein-Funktion, Depolymerisation von Zytoskelettelementen sowie Untersu-

chungen der GABAa-Rezeptor-Verteilung in Muskelin Knockout Mausen beitragen.

24



2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Die in der vorliegenden Arbeit benutzten Chemikalien wurden, sofern nicht anders
angegeben, von den folgenden Firmen mit dem Reinheitsgrad “zur Analyse (pro
Analysis)“ oder in héchstmdglicher Reinheit bezogen: SIGMA-Aldrich (Taufkirchen),
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Roche (Mannheim), AppliChem (Darmstadt),
Invitrogen (Carlsbad, USA) und VWR (Darmstadt).

Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden von Roche (Mannheim), Fermentas
(St.Leon-Rot) und NewEnglandBiolabs (Ipswich, USA) erworben. T4-DNA-Ligase
wurde von Invitrogen (Carlsbad, USA) bezogen, Alkalische Phosphatase aus
Kalberdarm (CIP) und Quick-T4-DNA-Ligase wurden von NewEnglandBiolabs
(Ipswich, USA) erworben.

2.1.2 Gerate

PCR-Maschinen: T-1 Thermocycler (Biometra, Géttingen), PTC-200 Peltier Thermal
Cycler (MJ Research, Waltham, USA); Gelkammern fir Agarosegele: B2, B1A (Owl
Separation Systems, Portsmouth, USA); Photometer: Ultraspec 3000 (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK); UV-llluminator: UVT2035 (Herolab, Wiesloch);
Gelkammern fir PAGE: Mini-PROTEAN 3 Cell (Biorad, Minchen), Hoefer SE600
System (Hoefer, Inc., Holliston, USA); Western Blot-Apparatur: B2529 Semi-dry
blotter (SIGMA, Taufkirchen); Homogenisator: Potter S (B. Braun Melsungen,
Melsungen); Zentrifugen: L7 Ultracentrifuge, J2-21 M/E (Beckman Coulter, Fullerton,
USA); Rotoren: JA-10, JA-20, SW-40Ti, SW-49Ti (Beckman Coulter, Fullerton,
USA); Eppendorf Zentrifuge 5417 C (Eppendorf, Hamburg); Sterilbanke fur
Zellkulturarbeiten: SterilGARD Class Il TypA/B3 (Baker Company, Sanford, USA);
Zellkulturinkubatoren: NUAIRE IR AUTOFLOW CO, (Zapf Instrumente, Sarstedt);
Heraeus-Inkubator (Heraeus, Hanau); Hera-Cell Inkubator (Heraeus, Hanau);

Mikroskope: Inverses Mikroskop Leica DM IRBE (Leica, Wetzlar), Zeiss Axiovert 35,
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Zeiss Axiovert 200M, Zeiss EM 902 (Zeiss, Gottingen); Time-lapse-Steuerung:
Mac5000 (Visitron Systems, Puchheim); Sony CCD-Kamera 12.0 Monochrome w/o
IR-18 (Diagnostic Instruments Inc., Sterling Heights, USA); Sequenzierer: ABI Prism,
377 DNA-Sequencer (Applied Biosystems, Darmstadt); Kryostat: Leica CM3050S
(Leica, Wetzlar); Dynal MPC (Dynal magnetic particle concentrator; Dynal, Oslo,
Norwegen); UV-Stratalinker 2400 (Stratagene, LaJolla, USA); Rollerofen (Biometra,
Gottingen); Defraktionator (Labconco, Kansas City, USA).

2.1.3 Medien und Losungen

Far alle Lésungen und Medien wurde Uber ein Milli-Q-System (Millipore, Eschborn)
aufgereinigtes Wasser der Qualitat aqua bidest. verwendet. Wenn nicht anders
angegeben, wurden pH-Werte mittels NaOH, KOH oder HCI eingestellt. Zur
Sterilisation wurden die Lésungen fir 20 min bei 121 °C und 2,1 bar autoklaviert
oder mit Hilfe einer Membran mit der Ausschlussgrenze 0,22 ym (Millipore,
Eschborn) sterilfiltriert. Zellkulturndhrmedien wurden von Gibco-BRL Life
Technologies (Karlsruhe) bezogen. Standardldsungen wurden nach Sambrook et al.

(1989) bzw. nach Herstellerangaben angesetzt.

Blockierungspuffer (Immundetektion)
5 % (w/v) Magermilchpulver in 1x TBST

Blockierungspuffer (Immunzytochemie)
1 % (w/v) Bovines Serumalbumin (BSA) in 1x PBS

50x Denhardt’s Reagenz
5 g Ficoll; 5 g Polyvinylpyrrolidone; 5 g Bovines Serumalbumin (BSA);
ad 500 ml H,0

D-MEM/F-12 complete (Zellkultur)
500 ml D-MEM/F-12 (1:1, w/o L-Glu); 10% (v/v) FCS; 2 mM
L-Glutamin; 25 pg/ml Pyruvat; Penizillin/Streptomyzin (50.000 U)

6x DNA-Ladepuffer
7,5 g Ficoll; 0,125 g Bromophenolblau; ad 50 ml H,O (Aliquots wurden
bei —20 °C gelagert)
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2x HBS
1,6 g NaCl; 0,074 g KClI; 0,027 g Na;HPO,4*2 H,0; 0,2 g Dextrose; 1 g
HEPES; ad 100 ml H,O; pH 7,05 (sterilfiltriert, aliquotiert und bei
—20 °C gelagert)

HEPES-Puffer
135 mM NacCl; 5 mM KCI; 2 mM CaCl,; 2 mM MgCl,; 10 mM HEPES;
pH 7,4; 15 mM Glukose; geldst in H,O

HEK293T-Medium
500 ml D-MEM (+4500 mg/l Glukose, + GlutaMAX I, - Pyruvat); 5 ml
Penizillin/Streptomyzin-Lésung (10.000 U / ml); 50 ml FBS

IM-Ac-Puffer
20 mM HEPES; 100 mM K-Acetat; 40 mM KCI; 5 mM EGTA; 5 mM
MgCly; pH 7,2; gelést in H,O

IP-Puffer
50 mM Tris, pH 7,5; 150 mM NacCl; 5 mM MgCly; gel6st in H,O
LB-Agar
LB-Medium mit 1,5 % (w/v) Agar (autoklaviert); nach Abkihlen der
Losung auf 50 °C wurde zur Selektion resistenter Bakterien Antibiotika
supplementiert: Ampizillin (100 pg/ml), Kanamyzin (50 pug/ml)
LB-Medium

10 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 5 g NaCl; ad 1000 ml H.O, pH 7,5;

(autoklaviert)

Neurobasalmedium
500 ml Neurobasalmedium (Invitrogen, Carlsbad, USA); 2 mM
L-Glutamin; 25 pg/ml Pyruvat; 5 ml Penizillin/Streptomyzin-Lésung
(10.000 U/ml); 2 % (v/v) B27 (vor dem Gebrauch frisch hinzugefiigt)

Prahybridisierungslésung
6x SSC; 2,5x Denhardt’s Reagenz; 0,5 % SDS
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Paraformaldehydlésung
40 g Paraformaldehyd; 40 g Sucrose; ad 1000 ml 1x PBS; pH 7,2

1x PBS
8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 g Na,HPOQOy; 0,24 KH,PO,4; ad 1000 ml H0;
pH 7,5 (autoklaviert)

SDS-Laufpuffer (10x)
250 mM Tris; 2,5 M Glyzin; 1 % (w/v) SDS; ad 1000 ml H,O, pH 8,3

4x SDS-Probenpuffer
220 mM Tris (pH 6,8); 40 % (v/v) Glyzerin; 8 % (w/v) SDS; 0,8 % (w/v)
Bromophenol; gelést in H,O; vor Gebrauch wurden 100 pl Puffer mit

8 yl p-Mercaptoethanol versetzt

Stripping-Puffer
25 mM Glyzin; 1 % SDS; pH 2,0; geldst in H,O

10x SSC
1,5 M NaCl; 0,15 M Natriumcitrat; gel6st in H,O

Sucrose-Puffer A
320 mM Sucrose; 2 mM DTT; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 5 mM MgCl;
4 mM HEPES; pH 7,4; gel6st in H,O

Sucrose-Puffer B
2 M Sucrose; 2 mM DTT; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 5 mM MgCly;
4 mM HEPES; pH 7,4; gel6st in H,O

50x TAE
2 M Tris-HCI, pH 8,0; 100 mM EDTA ; gel6st in H,O

TE-Puffer
10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 0,1 mM EDTA ; gel6st in H,O

Tail-lysis-Puffer
0,5 % SDS; 50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 100 mM NacCl; 50 mM EDTA
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TBST (10x)
100 mM Tris (pH 8,0); 1,5 M NaCl; 0,5 % (v/v) Triton-X-100

Western Blot-Puffer
20 % (v/v) Methanol; 150 mM Tris; ad 1000 ml H,O, pH 8,4

2.1.4 Tiere

Es wurden Wildtyp-Ratten vom Stamm Wistar sowie Wildtyp-Mause der Stamme
FVB x C57BI / 6J oder CBA x C57BI / 6J benutzt. AuRerdem wurden transgene
Mé&use, welche den Dynein-Inhibitor Dynamitin (Burkhardt et al., 1997) unter dem
postnatal aktiven Thy1.2 Promotor (LaMonte et al., 2002) Uberexpremieren sowie
deren Wildtyp-Wurfgeschwister benutzt. Die Tiere wurden von Prof. E. Holzbaur
(Universitat von Pennsylvania, Pennsylvania, USA) zur Verfliigung gestellt. Des
Weiteren wurden in dieser Arbeit Muskelin wildtypische (+/+), heterozygote (+/-) und
homozygote (-/-) Knockout Mause (2.2.13), wobei letztere zwei Null-Allele fur den

Mkin1 Genlocus tragen, hergestellt und analysiert.

2.1.5 Zelllinien

HEK293T-Zelllinie humane embryonale Nierenzelllinie (ATCC CRL-1537),
ATTC (Manassas, USA)

2.1.6 Bakterienstamme

XL 1-Blue SupE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 lac [F*
proAB lacl"ZDM15Tn10Tet'] Stratagene (La Jolla, USA)

2.1.7 GroRenstandards

DNA-Standard Hyperladder | (Bioline, Luckenwalde)
Protein-Standards Precision Plus Protein Standards All Blue (Bio-Rad,
Minchen), Page Ruler Prestained Protein Ladder

(Fermentas, St. Leon-Rot)

29



MATERIAL UND METHODEN

2.1.8 Reaktionskomplettausstattungen (Kits)

ImmobilonWestern HRP Substrat (Millipore, Billerica, USA); QlAprep, Maxiprep Kit
(Qiagen, Hilden); E.Z.N.A., Plasmid Miniprep Kit | (Peqlab, Erlangen); E.Z.N.A,,
Cycle Pure Kit (Peqglab, Erlangen); E.Z.N.A., Gel Extraction Kit (Peglab, Erlangen);
Quick Ligation Kit (NewEngland Biolabs, Ipswich, USA); BigDye Terminator v1.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Darmstadt); Prime-Ilt RmT Random
Primer Labeling Kit (Stratagene, LaJolla, USA); BCA Protein Assay Kit (Pierce
Biotechnology, Rockford, USA); Dneasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden); Quick
Ligation Kit (NewEngland Biolabs, Ipswich, USA).

2.1.9 Antikorper

Die folgenden Antikdrper wurden in der angegebenen Menge oder Verdinnung fir
Immunzytochemie (ICC), Immunhistochemie (IHC), Elektronenmikroskopie (EM),

Koimmunprazipitation (ColP) oder Western Blot (WB) verwendet:

Antikorper Spezies V.erdunnung oder Referenz
eingesetzte Menge
. . Chemicon
a-Dynein .| Monoklonal, Maus 1:3000 (WB), (Temecula,
Intermediate Chain 5 ug (ColP)
USA)
Chemicon
) Polyklonal, 1:750 (WB), 5 ug
o-GABAARa1 Kaninchen (ColP), 1:50 (ICC) (Temecula,
USA)
) Polyklonal, . Serotec
o-GABAsRa1 Kaninchen 1:1000 (WB) (Oxford, UK)
1:3000 (WB),
a-Muskelin Eﬂﬂgr;?:?\j\:’einchen 5 ug (ColP), 1:15 maﬁ]ti:jfs)el
(ICC), 1:10 (EM) 9
. ) P. Zelenka
o-Muskelin Eg%f&?:rl]’ (1”_1|(5:())0 (WB), 1:75 (Bethesda,
USA)
At Polyklonal, ) SIGMA
a-Actin Kaninchen 1:2000 (WB) (Taufkirchen)
Abcam
o-Pan-Cadherin Monoklonal, Maus | 1:3000 (WB) (Cambridge,
UK)
' : SIGMA
a-o-Tubulin Monoklonal, Maus | 1:20000 (WB) (Taufkirchen)
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o-Transferrin Invitrogen
R ¢ Monoklonal, Maus | 1:700 (WB) (Carlsbad,
eceptor USA)
Polyklonal, ) SIGMA
a-Rab7 Kaninchen 1:400 (WB) (Taufkirchen)
BD
o-NSF Monoklonal, Maus | 1:5000 (WB) Biosciences,
(Heidelberg)
BD
o~y-Adaptin Monoklonal, Maus | 1:5000 (WB) Biosciences,
(Heidelberg)
i . Polyklonal, 1:2000 (WB), 5 ug SIGMA
a-Myosin VI Kaninchen (ColP) (Taufkirchen)
i . SIGMA
a-Myosin VI Monoklonal, Maus | 1:50 (ICC) (Taufkirchen)
Polyklonal, ) SIGMA
o-GlyR Kaninchen 1:50 (WB) (Taufkirchen)
Polyklonal Chemicon
a-GluR1 Kar’}’inchen’ 1:1000 (WB) (Temecula,
USA)
IgG (unspezifische SIGMA
Immunglobuline) Maus 5 ug (ColP) (Taufkirchen)
IgG (unspezifische . SIGMA
Immunglobuline) Kaninchen 5 g (ColP) (Taufkirchen)
Tabelle 1: Verwendete Primarantikorper
Die folgenden Sekundarantikdrper wurden verwendet:
Antikoérper Spezies Verdiinnung Referenz
a-Meerschweinchen-HRP Ziege 1:15000 (WB) Dianova
(Hamburg)
. . . Dianova
o-Kaninchen-HRP Ziege 1:15000 (WB) (Hamburg)
. . Dianova
o-Maus-HRP Ziege 1:15000 (WB) (Hamburg)
Invitrogen
o-Kaninchen-AlexaFluor488 | Ziege 1:50 (ICC) (Carlsbad,
USA)
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ani ) 1:500 (ICH), 1:250 | Dianova
o-Kaninchen-CY3 Esel (ICC) (Hamburg)
o-Kaninchen-CY5 Esel 1:500 (ICC) (DI—I|2rr]r(1)t\)/3rg)
o-Meerschweinchen-CY3 Esel 1:500 (ICC) (DI—I;rr]r?t\)ljrg)
a-Maus-CY2 Esel 1:200 (ICC) (DH'Z';?J jrg)
Vector Labs
a-Meerschweinchen-Biotin Esel 1:1000 (EM) (Burlingame,
USA)
Tabelle 2: Verwendete Sekundarantikorper
2.1.10 Vektoren
Die folgenden Vektoren wurden verwendet:
Name Herstellung/Herkunft Verwendung
pmRFP R.Y. Tsien (San Diego, USA) ITAISQII(eerIEJnng von pmRFP-
Klonierung von mRFP als ein Agel- , )
pmRFP- EcoRI Fragment aus pmRFP in Agel- ri);'?,rk?esrstg?] K/?SsrkneFﬁrl?iDn
Muskelin EcoRI geschnittenen pEGFP-C1- eukarvotischen Zellen
Muskelin y

Expression von mRFP-
markierter intermediarer
Dynein-Kette in
eukaryotischen Zellen
Expression von EGFP-
pEGFP-N2 Clontech (Heidelberg) Fusionsproteinen in
eukaryotischen Zellen
Expression von EGFP-

pmRFP-DIC Bardo Behrend (ZMNH, Hamburg)

PEGFP-N2- Sven Loebrich (ZMNH, Hamburg) markiertem GABARa1
GABAAR1 . .

in eukaryotischen Zellen
pEGFP-C1- . Klonierung von pmRFP-
Muskelin Sven Loebrich (ZMNH, Hamburg) Muskelin

Expression von EYFP-
PEYFP-C2- Sven Loebrich (ZMNH, Hamburg) markiertem Muskelin in
Muskelin >

eukaryotischen Zellen

Expression von
pBK-CMV- , .
GABAxRG1 Sven Loebrich (ZMNH, Hamburg) GABAsRa1 in

eukaryotischen Zellen
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Expression von

PBK-CMV- Sven Loebrich (ZMNH, Hamburg) GABAARB3 in
GABAARpB3 .

eukaryotischen Zellen
pCMV- Expression von myc-
Dynamitin- Richard Vallee (New York, USA) markiertem Dynamitin in
myc eukaryotischen Zellen

Expression von EGFP-
PEGFP-N2- Richard Vallee (New York, USA) markiertem Dynamitin in
Dynamitin

eukaryotischen Zellen

Tabelle 3: Verwendete Vektoren

2.1.11 Oligonukleotide

Die folgenden unmodifizierten Oligonukleotide zur Sequenzierung und PCR wurden
uber die Firma MWG Biotech (Ebersberg) in HPSF-Qualitat (high purity salt free)

bezogen:

Name

5°-3’-Sequenz

Verwendung

EB0127-upper-s

Genotypisierung von

AGCTACTTAAACCAAGTCAATGAGG | Muskelin Knockout

Mausen (PCR)

EBO0127-lower-as

CTCATATGGTCATT
TCAATATAGAGC

Genotypisierung von
Muskelin Knockout
Mausen (PCR)

Genotypisierung von

LTR-rev-as ATAAACCCTCTTGCAGTTGCATC Muskelin Knockout
Mausen (PCR)
YP-C2-Seq 1s GTCGTAACAACTCCGCCCCATTG | Seduenzierung von

pmRFP-Muskelin

YP-Musk-Seq 1s

CTGGCGGGGCTGTTGCTGCGGCG

Sequenzierung von
pmRFP-Muskelin

YP-RFP-Seq 2s

GGCCAAGAAGCCCGTGCAGC

Sequenzierung von
pmRFP-Muskelin

Tabelle 4: Verwendete Oligonukleotide

2.2 Molekularbiologie

2.2.1 Transformation von E. coli

Zur DNA-Gewinnung wurde der E. coli -Stamm XL1-Blue transformiert. Die

Transformation wurde nach einer Methode von Inoue (Inoue et al., 1990)

durchgefuhrt. Pro Ansatz wurden 100 ul chemisch kompetente E. coli- Zellen mit

1,7 pl B-Mercaptoethanol (1:10) auf Eis unter gelegentlichem, vorsichtigem Schitteln
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fur 10 min inkubiert. Nach der Zugabe des Ligationsansatzes (2.2.10) oder 50 ng
Plasmid-DNA und Inkubation fur 30 min auf Eis erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C
fur 30 s. Die Zellen wurden dann mit 800 pl LB-Medium fir 1 Stunde bei 37 °C
geschiuttelt. AnschlielRend wurden die Zellen auf das entsprechende Antibiotikum

enthaltende LB-Agarplatten ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Praparationen von Plasmid-DNA aus Bakterien im 5 ml Ubernachtkultur-MaRstab
wurden durch alkalische Lyse (Birnboim und Doly, 1979) mit anschlieRender
Aufreinigung mittels Anionenaustauschersaulen mit Hilfe des E.Z.N.A. Plasmid
Miniprep Kits | (Peqlab, Erlangen) nach den Herstellerangaben durchgefihrt. Aus
Bakterien im 250 ml Ubernachtkultur-MaRstab wurde Plasmid-DNA nach alkalischer
Lyse der Bakterien mit Hilfe von Anionenaustauschersaulen nach dem Protokoll des

QlAprep, Maxiprep Kits (Qiagen, Hilden) isoliert.

2.2.3 Bestimmung von DNA-Konzentration und -Reinheit

Eine qualitative und quantitative Uberpriifung von DNA in wéssriger Ldésung erfolgte
zum einen photometrisch mit einem Ultraspec 3000 Photometer (GE Healthcare,
Buckinghamshire, England) und zum anderen durch gelelektrophoretische
Auftrennung (2.2.8) durch einen Intensitatsvergleich zwischen den Ethidiumbromid
gefarbten DNA-Fragmenten und denen des Langenmarker Hyperladder | (Bioline,
Luckenwalde). Die Konzentration der Markerfragmente wird vom Hersteller

angegeben.

2.2.4 Phenol / Chloroform-Extraktion

Um Proteine aus einer DNA-haltigen Lésung zu entfernen, wurde diese mit
1 Volumen wassergesattigtem Phenol/Chloroform-Gemisch durch Schitteln versetzt.
Dabei kommt es zum Ausfallen der Proteine, die anschlieend in der phenolischen
(Inter-) Phase vorliegen. Durch Zentrifugation bei 20.000 x g fur 10 Minuten wurde
eine Phasentrennung herbeigefihrt. Die obere, DNA-enthaltende Phase wurde

abgenommen und die DNA anschlieBend mit Ethanol gefallt (2.2.5).
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2.2.5 Fallung von DNA

Um DNA in einer wassrigen Losung zu konzentrieren, wurde diese mit 2,5 Volumen
Ethanol und 10 % (v/v) 3 M NaAc (pH 5,5) versetzt. Hierdurch wird Nukleinsduren
die Hydrathille entzogen, woraufhin sie ausfallen. Danach wurde das DNA-Prazipitat
fir 10 min bei 20.000 x g abzentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgesaugt.
Das DNA Pellet wurde mit 1 Volumen 70 % Ethanol gewaschen, nach kurzer
Zentrifugation getrocknet und in einer adaquaten Menge TE-Puffer, frisch

supplementiert mit RNase H (Roche, Mannheim), aufgenommen.

2.2.6 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde mit den verschiedenen Restriktionsendonukleasen nach den
Vorgaben der Hersteller inkubiert. In der Regel wurde pro ug DNA eine unit des
jeweiligen Restriktionsenzyms in vom Hersteller empfohlenen Puffer eingesetzt. Bei
Ansatzen mit zwei Enzymen unterschiedlicher Hersteller wurden die fir diese

Enzymkombination bevorzugten Puffer von Roche (Roche, Mannheim) verwendet.

2.2.7 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Zur Verhinderung einer Religation der mit Restriktionsendonukleasen geschnittenen
Vektoren (2.2.6) wurden die 5° Phosphatgruppen der DNA-Fragmente mit alkalischer
Phosphatase aus Kalberdarm (CIP) (NewEngland Biolabs, Ipswich, USA) entfernt.
Dazu wurden abhangig vom Volumen des Reaktionsansatzes jeweils 0,5 — 1 pl CIP
(10 U/pl) verwendet und fur 1 Stunde bei 37 °C inkubiert.

2.2.8 Agarose-Gelelektrophorese

Die Produkte der PCR-Genotypisierung von Muskelin wildtypischen (+/+),
heterozygoten (+/-) und homozygoten (-/-) Knockout Mausen (2.2.14) sowie von
DNA-Fragmenten wurden in 0,8 bis 1,4 prozentigen, Ethidiumbromid enthaltenden
Agarosegelen in horizontalen Elektrophoresekammern aufgetrennt. Zur Herstellung
der Gele wurde die Agarose in 1x TAE durch Aufkochen geldst und 0,5 pg/ml
Ethidiumbromid hinzugefiigt. Als Laufpuffer wurde 1x TAE verwendet. Die DNA
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wurde entsprechend in DNA-Ladepuffer aufgenommen, auf das Gel aufgetragen, bei
etwa 7-10 V pro cm Gellange elektrophoretisch aufgetrennt und unter UV-Licht
sichtbar gemacht. Der Hyperladder | (Bioline, Luckenwalde) wurde als

GréRenmarker und zur Bestimmung der DNA-Konzentration (2.2.3) verwendet.

2.2.9 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Durch entsprechende Restriktionsenzyme aus Plasmiden ausgeschnittene DNA-
Fragmente (2.2.6) wurden durch Agarose-Gelelektrophorese (2.2.8) aufgetrennt, mit
einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit dem E.Z.N.A. Gel
Extraction Kit (Peglab, Erlangen) nach den Angaben des Herstellers aus dem Gel
extrahiert und mittels Anionenaustauschersaulen aufgereinigt. Alternativ wurde zur
Aufreinigung von DNA-Fragmenten nach Restriktionsverdau das Protokoll des

E.Z.N.A., Cycle Pure Kits (Peqlab, Erlangen) verwendet.

2.2.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von Restriktionsfragmenten erfolgte unter Verwendung des Quick
Ligation Kits (NewEngland Biolabs, Ipswich, USA). Hierzu wurden 50 ng Vektor und
der dreifache stéchiometrische Uberschuss an DNA-Fragment verwendet (Crouse et
al., 1983). Die Ligationsansatze wurden mit 10 pl 2x Quick-Ligase-Puffer und 1 pl
Quick-T4-DNA-Ligase oder alternativ T4-DNA-Ligase (5 U/ul) in einem Volumen von
20 ul bei RT fir 30 min inkubiert.

2.2.11 Subklonierung von DNA-Fragmenten

Zunachst wurde das rekombinante Plasmid mit der DNA-Sequenz von Interesse
sowie der Zielvektor praparativ verdaut (2.2.6). AnschlieRend wurden die 5°- Enden
des gedffneten Zielvektors dephosphoryliert (2.2.7). Der dephosphorylierte Zielvektor
und das DNA-Fragment von Interesse wurden dann gelelektrophoretisch aufgereinigt
und aus dem Gel extrahiert (2.2.8, 2.2.9). Nach erneuter gelelektrophoretischer
Auftrennung der beiden Fragmente zur DNA Konzentrationsbestimmung (2.2.3),
wurden diese ligiert (2.2.10). Mit dem Ligationsansatz wurden E. coli -Zellen

transformiert (2.2.1) und positive Klone, die das rekombinante Plasmid von Interesse
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trugen, nach Isolierung von Plasmid-DNA (2.2.2) Uber eine geeignete Restriktions-
analyse (2.2.6) identifiziert. Positive Klone wurden durch automatisierte Didesoxy-

Sequenzierung vollstandig tberprift (2.2.12).

2.2.12 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde von der Service-Gruppe Sequenzierung unter
Leitung von PD Dr. S. Hoffmeister-Ullerich am ZMNH (Zentrum fur Molekulare
Neurobiologie Hamburg) nach einem Verfahren beruhend auf der Didesoxy-
Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger et al., 1977) durchgefihrt. Hierzu
wurde ein ABI Prism 377 DNA-Sequencer (Applied Biosystems, Darmstadt) unter
Verwendung des BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Darmstadt) eingesetzt. Die Elektropherogramme wurden mit der
EditView-Software Version 1.0.1 (ABI Prism, Perkin Elmer, Applera, Weiterstadt)
analysiert. Mit Hilfe der Macintosh-Software DNA StriderTM 1.3f9 (CEA, Frankreich)

erfolgte dann die Auswertung der Sequenzen.

2.2.13 Knockout von Muskelin in Mus musculus

In das MkIn1 Gen (mouse accession: NM_013791; chr6.31348828-31459482, NCBI)
wurde in einem OmniBank® 129/SVEv embryonalem Stammzellklon (OST448976)
der retrovirale OmniBank® Gene Trapping Vektor VICTR 48+MTIl (Lexicon
Pharmaceuticals, Inc, The Woodlands, USA) vom Hersteller inseriert. Eine exakte
Position der Insertion wurde mittels inverser PCR bestimmt. Diese befindet sich an
Position 6970 bp im Intron 1 des primaren RNA-Transkripts des Mkin1 Genlocus.
Exon 1 des Mkin1 Gens kodiert fir 32 Aminosauren. Vorausgegangene Studien Uber
Gene Trapping Vektoren haben gezeigt, dass die meisten dieser Vektoren die
Transkription oder Translation bestimmter endogener Informationen unterbrechen
kénnen und somit sogenannte Null-Allele erzeugen (Zambrowicz et al., 1998). Die
Blastozysten-Injektionen wurden von Lexicon Pharmaceuticals Inc. durchgefihrt.
Heterozygote Tiere wurden gekreuzt, um wildtypische (+/+), heterozygote (+/-) und

homozygote (-/-) Muskelin Knockout Mause zu erhalten.
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2.2.14 Genotypisierung von Muskelin Knockout Mausen mittels
PCR

Zur PCR (Polymerase-Kettenreaktion)-Genotypisierung von Muskelin wildtypischen
(+/+), heterozygoten (+/-) und homozygoten (-/-) Mausen wurden zwei Mkin1 Gen-
spezifische Primer sowie ein VICTR 48+MTIl Gene Trapping Vektor-spezifischer
Primer benutzt. Zur Detektion des wildtyp Allels wurden der sense-Primer EB0127-
upper-s sowie der antisense-Primer EBO0127-lower-as verwendet, welche
stromaufwarts und stromabwarts (upstream und downstream) der Insertionsposition
des Gene Trapping Vektors der Mkin1 DNA-Sequenz komplementar sind. Der
Sense-Primer EB0127-upper-s wurde zusatzlich zusammen mit dem VICTR 48+MTII
Gene Trapping Vektor-spezifischen antisense-Primer LTR-rev-as benutzt, um ein
mutationsspezifisches Produkt zu amplifizieren, welches 96 Nukleotide der Gene
Trapping Vektor-Sequenz enthalt. Die Primer wurden nun in einer aquimolaren
Multiplex-Reaktion eingesetzt, um die entsprechenden Mkin1 Allele auf Maus
Chromosom 6 zu amplifizieren. Hierzu wurde zunachst die genomische DNA aus
Schwanzbiopsien von Muskelin wildtypischen (+/+), heterozygoten (+/-) und
homozygoten (-/-) Mausen mit Hilfe des Dneasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden)
extrahiert und nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. 125 ng der aufgereinigten
genomischen DNA wurden als Matrize (template) fir die PCR-Genotypisierung in

einem Reaktionsvolumen von 50 pl wie folgt eingesetzt:

Reaktionskomponenten Volumen (pl)

10x Rxn PCR Buffer (Invitrogen, Carlsbad, USA) 5,0
50 mM MgCl; (Invitrogen, Carlsbad, USA) 1,75

2,5 mM dNTPs (Invitrogen, Carlsbad, USA) 5,0

Primer EB0127-upper-s 10 pmol/pl 2,0

Primer EB0127-lower-as 10 pmol/pl 2,0

Primer LTR-rev-as 10 pmol/pl 2,0

5 U/ul Tag Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, USA) 0,5
H20 30,75
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125 ng genomische DNA aus Schwanzbiopsie 1,0

Absolutes Reaktionsvolumen 50,0

Tabelle 5: Reaktionskomponenten der Muskelin PCR-Genotypisierung

Es wurde folgendes Protokoll fiir die Temperaturzyklen verwendet:

Schritt Temperatur Zeit Bemerkung
1 94 °C 4 min
2 94 °C 15s
3 65 °C 30s -1 °C pro Zyklus
4 72 °C 40 s Zurtick zu Schritt 2, 10 Zyklen
5 94 °C 15s
6 55 °C 30s
7 72 °C 40 s Zurtick zu Schritt 5, 30 Zyklen
8 4°C 0 Reaktionsstop

Tabelle 6: Temperaturzyklen der Muskelin PCR-Genotypisierung

Nach Abschluf3 der Reaktion wurden die PCR-Produkte mit Hilfe von Agarose-

Gelelektrophorese (2.2.8) aufgetrennt, analysiert und dokumentiert.

2.2.15 Genotypisierung von Muskelin Knockout Mausen mittels

Southern Blot

Um die Insertion des retroviralen OmniBank® Gene Trapping Vektors VICTR
48+MTII (Lexicon Pharmaceuticals, Inc, The Woodlands, USA) in Intron 1 (Position
6970 bp des primaren Mkin1 RNA-Transkripts) zu bestatigen, wurde genomische
DNA aus Schwanzbiopsien von Muskelin wildtypischen (+/+), heterozygoten (+/-)
und homozygoten (-/-) Mausen extrahiert. Hierzu wurden die Schwanzbiopsien in
Tail-lysis-Puffer, supplementiert mit 0,5 mg/ml Proteinase K (Roche, Mannheim),
Uber Nacht bei 55 °C unter Schutteln inkubiert. Nach einer Phenol/Chloroform-
Extraktion wurden 10 % (v/v) 3 M NaAc (pH 5,5) zur DNA-LGsung gegeben.

39



MATERIAL UND METHODEN

AnschlieRend erfolgte die Prazipitation der DNA durch die Zugabe von
2,5 Volumeneinheiten absolutem Ethanol (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe).
Nach Zentrifugation fur 10 min bei 20.000 x g wurde das DNA-Préazipitat in 70 %
Ethanol gewaschen, getrocknet und jeweils in 30 pl TE-Puffer, frisch supplementiert
mit RNase H (Roche, Mannheim), aufgenommen. Der Restriktionsverdau der
genomischen DNA erfolgte durch Zugabe von 6 pl Sacl (10 U/ul, Fermentas GmbH,
St. Leon-Rot) und Puffer A (Roche, Mannheim) Uber Nacht bei 37 °C. Die DNA
wurde nun in 0,8 prozentigen Agarosegelen mittel Agarose-Gelelektrophorese (2.19)
bei einer konstanten Spannung von 60 V aufgetrennt. Anschlielfend wurde das
Agarosegel fur 1 Stunde in 0,5 M NaOH / 1,5 M NaCl unter Schiitteln bei RT
denaturiert, bevor es fur 30 min in 0,5 M Tris (pH 7,5) / 3 M NaCl unter Schatteln
neutralisiert wurde. Der Transfer der DNA auf eine Nylon Membran Hybond-N+
(Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg) erfolgte Uber Nacht bei RT Uber
einen 10x SSC-Diffusionsgradienten gemaf der Standardmethode (Sambrook et al.,
1989). Der Southern Blot wurde wie folgt aufgebaut: Als unterste Lage diente
Whatman-Papier (getrankt und in Kontakt mit 10x SSC), dann folgten das Gel, die
Membran, zwei Lagen Whatman-Papier (getrankt mit 10x SSC) und mehrere
Saugtucher. Der Aufbau wurde durch ein Gewicht von ca. 500 g beschwert.
Nachdem die Membran fur 30 min bei RT getrocknet wurde, erfolgte die UV-
Quervernetzung der DNA auf der Membran mit Hilfe eines UV-Stratalinkers 2400
(Stratagene, Ladolla, USA). Die Prahybridisierung im Rollerofen (Biometra,
Gottingen) erfolgte fir 3 Stunden bei 65 °C in Prahybridisierungslésung, frisch
supplementiert mit 10 ug/ul zuvor bei 95 °C denaturierter Lachsspermien-DNA
(Roche, Mannheim). Um eine spezifische, radioaktiv-markierte Sonde herzustellen,
wurde zunachst ein PCR-Fragment unter Verwendung der Primer EB0127-upper-s
und EBO127-lower-as von Muskelin wildtyp (+/+) DNA amplifiziert (2.2.14). Nach
praparativem Restriktionsverdau der PCR-Produkte mit BamH| (2.2.6) wurden die
DNA-Fragmente gelelektrophoretisch aufgereinigt und das DNA-Fragment von
Interesse aus dem Gel extrahiert (2.2.8, 2.2.9). Dieses mit BamHI-Verdau erzeugte
DNA-Fragment war spezifisch fur Position 6697-6907 (Blast, NCBI) des priméaren
RNA Transkripts des Mkin1 Genlocus stromaufwarts (upstream) der Insertions-
position des Gene Trapping Vektors (2.2.13). 30 ng dieses DNA-Fragments wurden

nun mit Hilfe des Prime-It RmT Random Primer Labeling Kit (Stratagene, LadJolla,
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USA) nach Angaben des Herstellers mit a-*P-dCTP radioaktiv markiert (Feinberg et
al., 1983). Die radioaktivmarkierte Sonde wurde mit Sephadex G50-Mikrosaulen
(Probe Quant G50, Amersham-Pharmacia) aufgereinigt und vor Beginn der
Hybridisierung denaturiert. Die Hybridisierung mit der radioaktiv markierten Sonde
wurde daraufhin bei 65 °C im Rollerofen (Biometra, Goéttingen) durchgefuhrt. Nach
24 h Hybridisierung wurde die Membran aufeinanderfolgend mit 0,1% SDS (w/v) in
2x SSC fir 30 s bei RT und zweimal mit 0,1% SDS (w/v) in 2x SSC fur jeweils
30 min bei 65 °C gewaschen. Abschlielfend wurde die Membran auf einem R&nt-
genfilm (Kodak Biomax MR) bei —80 °C exponiert oder mit Hilfe eines "Phospho-
Imagers" (Fujix, BAS 2000, Raytest Isotopenmefgerate, Straubenhardt) entwickelt.

2.3 Proteinbiochemie

2.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE). Die Gelelektrophorese wurde mit
Hilfe des Mini-Protean Il Systems (Biorad, Minchen) oder des Hoefer SE600
Systems (Hoefer, inc., Holliston, USA) durchgefiihrt. Hierzu wurden 6 bis 12
prozentige Trenngele und 5 prozentige Sammelgele aus einer 40 % (w/v) Acrylamid-
/Bisacrylamidlésung (Roth, Karlsruhe) hergestellt (Sambrook et al., 1989). Die
Proteinldsungen wurden vor dem Auftragen auf das SDS-Polyacrylamidgel
entsprechend mit 4x SDS-Probenpuffer versetzt und 10 min bei 95 °C hitze-
denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 75 V pro
Gel in 1x SDS-Laufpuffer. Anschlieliend wurden die Proteine durch Western Blot
(2.3.2) auf eine PVDF-Membran transferiert. Als GréRenmarker wurde der Precision

Plus Protein Standards Dual Color (Biorad, Munchen) verwendet.

2.3.2 Western Blot

Zum Nachweis von Proteinen durch spezifische Antikdrper (Immundetektion, 2.3.3)
wurden die Proteine nach der gelelektrophoretischen Auftrennung (2.3.1) auf eine

PVDF-Membran Hybond-P der Porengréfle 0,45 ym (Amersham, Freiburg)
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transferiert. Der Transfer erfolgte mit Hilfe einer ,Semi-dry* -Blotapparatur (SIGMA,
Taufkirchen) bei einer konstanten Stromstarke von 1,7 mA/cm? fiir 2 Stunden. Der
Blot wurde ausgehend von der Anodenseite wie folgt aufgebaut: Drei Lagen
Whatman-Papier (getrankt in Western Blot-Puffer), Membran, Gel, drei Lagen
Whatman-Papier (getrankt in Western Blot-Puffer). Vor dem Blot wurde die Membran
10 s in Methanol aktiviert, in H,O gewaschen und dann in Western Blot-Puffer

aquilibriert.

2.3.3 Immundetektion

Fir den Nachweis immobilisierter Proteine auf der PVDF-Membran (2.3.2) durch
spezifische Antikdrper wurde die Membran zunachst flir 30 min bei 37 °C oder uber
Nacht bei 4 °C in 5 % (w/v) Magermilchpulver in 1x TBST inkubiert, um unspezifi-
sche Bindungsstellen abzusattigen. Anschlieend erfolgte die Inkubation mit dem
Primarantikdrper in entsprechender Verdinnung in 5 % (w/v) Magermilchpulver in
1x TBST unter leichtem Schitteln bei 4 °C lber Nacht oder alternativ fir 2 Stunden
bei RT. Die Membran wurde dann viermal fur je 10 min in 1x TBST gewaschen und
anschlieBend mit dem HRP-konjugierten Sekundarantikérper in 5 % (w/v)
Magermilchpulver in 1x TBST fir 45 min bei RT unter leichtem Schitteln inkubiert.
Nach der zweiten Inkubation wurde erneut viermal fur jeweils 10 min mit 1x TBST
gewaschen, bevor die Detektion mit der auf Chemolumineszenz basierenden
Reaktionskomplettausstattung ImmobilonWestern (Millipore, Billerica, USA) nach
Angaben des Herstellers erfolgte. Zur Dokumentation wurden lichtsensitive Filme
(Hyperfilm ECL, Amersham, Freiburg) verwendet. Fir die Detektion eines weiteren
Proteins auf der PVDF-Membran wurde die Membran 30 min bei RT mit Stripping-
Puffer inkubiert. Nach 2 Waschschritten mit 1x TBST wurde die Membran erneut mit
Sekundarantikérper inkubiert, gewaschen und detektiert um das Verbleiben von
Signal nach dem Stripping-Vorgang auszuschliessen. Nun wurde wie oben

beschrieben weiter verfahren.

2.3.4 Koimmunprazipitation

Zur Koimmunprazipitation wurden Zelllysate aus Mausehirn nach einem

modifizierten Protokoll von Saito et al. hergestellt (Saito et al., 1997). Alle Schritte
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wurden auf Eis oder bei 4 °C durchgefiihrt. Muskelin wildtypische (+/+) und
homozygote (-/-) Knockout Mause wurden dekapitiert, die Gehirne komplett
entnommen, mit einer Schere zerkleinert und in eiskaltem IM-Ac-Puffer,
supplementiert mit Protease Inhibitor Tabletten (Roche, Mannheim), 5 mM DTT,
2 mM MgATP und 1 mM PMSF (alle SIGMA, Taufkirchen), mit einem Glas-Teflon
Homogenisator (B.Braun Melsungen AG, Melsungen) mit zehn Sté3en bei 800 rpm
homogenisiert. Das Lysat wurde durch Zentrifugation bei 1.000 x g fir 10 min im
Beckmann JA20-Rotor (Beckman Coulter, Fullerton, USA) geklart. Der resultierende
Uberstand (S1) wurde dann im gleichen Rotor mit 10.000 x g fiir weitere 10 min
zentrifugiert, um Plasmamembran-Bruchstiicke sowie grof3e Zellorganellen zu
pelletieren (P2). Der verbleibende Uberstand wurde fir 1 Stunde mit 100.000 x g im
Beckmann SW40Ti-Rotor (Beckman Coulter, Fullerton, USA) ultrazentrifugiert, um
eine mit kleinen, intrazelluldren Vesikeln angereicherte Fraktion (P3) zu gewinnen.
Die Pellets P2 und P3 wurden jeweils in IM-Ac-Puffer resuspendiert. Die Fraktionen
P2, P3 und S1 wurden dann jeweils fur 1 Stunde in der Gegenwart von
1 % (v/v) Triton-X-100 inkubiert, um Membranen zu solubilisieren und unspezifische
Anreicherungen wahrend der Koimmunprazipitation durch intakte Vesikel zu
minimieren. Aliquots wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C
gelagert. Zur Koimmunprazipitation wurden 5 pg Antikorper von Interesse an
30 pl Protein G-gekoppelte Dynabeads (Dynal, Oslo, Norwegen) in 800 pl IP-Puffer
Uber Nacht immobilisiert und nicht gebundene Antikérper durch drei Waschschritte
mit IP-Puffer entfernt. Das Waschen der Matrix erfolgte tber den Dynal MPC (Dynal
Magnetic Particle Concentrator, Dynal, Oslo, Norwegen). AnschlieRend wurden die
immobilisierten Antikérper mit Proteinextrakten von S1, P2 und/oder P3 Fraktionen
fir 4-5 Stunden im Uber-Kopf-Schiittler inkubiert. Nach der Inkubation wurde die
Matrix drei bis vier mal mit 0,5 % - 1 % (v/v) Triton-X-100 in IP-Puffer, supplementiert
mit Protease Inhibitor Tabletten und 1 mM PMSF, gewaschen, wobei jeder
Waschschritt fiir 5-10 min im Uber-Kopf-Schiittler erfolgte. AbschlieBend wurde
einmal kurz mit 1x PBS gewaschen, die Matrix fur 20 s bei 20.000 x g zentrifugiert
und der Uberstand sauber abgenommen. Die Dynabeads, wurden in 45 pl H,0O
aufgenommen, mit 15 pl 4x SDS-Probenpuffer versetzt und immobilisierte Proteine

fir 10 min bei 95 °C hitzedenaturiert und eluiert. Die Proteine wurden dann Uber
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SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (2.3.1) aufgetrennt und einer Western Blot-

Analyse unterzogen (2.3.2).

2.3.5 Differentielle Zentrifugation

Alle Schritte wurden auf Eis oder bei 4 °C nach einem modifizierten Protokoll von
Saito et al. (Saito et al., 1997) durchgeflhrt. Adulte, wildtypische (+/+) und
homozygote (-/-) Muskelin Knockout Mause sowie adulte transgene Mause, welche
den Dynein-Inhibitor Dynamitin unter dem postnatal aktiven Thy1.2 Promotor
Uberexpremieren, und deren Wurfgeschwister wurden dekapitiert. Die Gehirne
wurden komplett entnommen, mit einer Schere zerkleinert und in Sucrose-Puffer A,
supplementiert mit Protease Inhibitor Tabletten (Roche, Mannheim), 1 mM PMSF
und 2 mM MgCl, (beide SIGMA, Taufkirchen), mit einem Glas-Teflon Homogenisator
(B.Braun Melsungen AG, Melsungen) mit zehn St6f3en bei 800 rpm homogenisiert.
Das Lysat wurde durch Zentrifugation mit 1.000 x g fir 10 min im Beckmann JA20-
Rotor geklart. Der Uberstand wurde im gleichen Rotor mit 10.000 x g fir weitere
10 min zentrifugiert, um Plasmamembran-Bruchstlcke und groe Zellorganellen zu
pelletieren (P2). Der verbleibende Uberstand wurde fir 1 Stunde mit 100.000 x g im
Beckmann SW40Ti-Rotor ultrazentrifugiert, um eine mit kleinen, intrazellularen
Vesikeln angereicherte Fraktion zu gewinnen (P3). Die Pellets P2 und P3 wurden
dann jeweils in Sucrose-Puffer A resuspendiert und deren absolute Protein-
konzentrationen wurden mit Hilfe der Reaktionskomplettausstattung BCA Protein
Assay Kit (Pierce Biotechnology, Rockford, USA) nach Angaben des Herstellers
bestimmt. Unterschiedliche Proteinkonzentrationen zwischen den Proben der beiden

Genotypen wurden durch die Zugabe von Sucrose-Puffer angeglichen.

2.3.6 Sucrosegradienten-Dichtezentrifugation

16 Gehirne von 10 Tage alten Ratten (P10) wurden wie unter (2.3.5) beschrieben
entnommen, homogenisiert und differentiell zentrifugiert. Die mit intrazellularen
Vesikeln angereicherte Fraktion (P3) wurde in 1,5 ml Sucrose-Puffer B,
supplementiert mit Protease Inhibitor Tabletten (Roche, Mannheim) und 1 mM PMSF
(SIGMA, Taufkirchen), aufgenommen. AnschlieBend wurden die Extrakte in der

Gegenwart oder in der Abwesenheit von 1 % (v/v) Triton X-100 fir 1 Stunde auf Eis
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inkubiert, um Membranen intakter Vesikel zu solubilisieren, bevor sie auf einen
linearen 0,35 - 2 M Sucrosegradienten mit 0,15 M Dichte-Intervallen geladen
wurden. Der Sucrosedichte-Gradient wurde bei 160.000 x g in einem SW40Ti Rotor
(Beckman Coulter, Fullerton, USA) fur 12 Stunden bei 4 °C zentrifugiert. Die 11
Fraktionen (jeweils ca. 600 pl) wurden aufeinander folgend mit Hilfe eines
Defraktionators (Labconco, Kansas City, USA) vorsichtig abgenommen. 60 ul von
jeder Fraktion wurden mit 20 yl 4x SDS-Probenpuffer versetzt und fur 10 min bei
95 °C hitzedenaturiert. Proteine wurden dann Uber SDS-PAGE (2.3.1) aufgetrennt

und einer Western Blot Analyse unterzogen (2.3.2).

2.3.7 Zelloberflachen-Rezeptor-Studie

HEK293T-Zellen, kultiviert auf 35 mm Zellkulturschalen (Sarstedt, Newton, USA),
wurden zusammen mit den Plasmiden pBK-CMV-GABAARa1 und pBK-CMV-
GABAARB3 oder zusatzlich mit pCMV-Dynamitin-myc kotransfiziert (2.4.7). Die
Expressionsdauer betrug 48 Stunden. Danach wurden die Zellen in 1 mM Biotin-
Reagenz (Biotinamid-hexansaure3-sulfo-N-hydroxysuccinimid-ester Natrium-Salz,
SIGMA, Taufkirchen) in HEPES-Puffer bei 4 °C fir 20 min inkubiert, um Rezeptoren
an der Zelloberflache mit Biotin zu markieren. Da bei 4 °C keine Endozytose mehr
stattfindet, verbleiben die markierten Rezeptoren an der Zelloberflache. Nicht
gebundenes Biotin-Reagenz wurde dann durch zwei aufeinander folgende
Inkubationen der Zellen fir jeweils 20 min bei 4 °C in 100 mM Glyzin in HEPES-
Puffer abgefangen. Die Zellen wurden mit eiskaltem 1x PBS gewaschen und danach
in 300 pl 1 % (v/v) Triton X-100 in 1x PBS, supplementiert mit Protease Inhibitor
Tabletten (Roche, Mannheim) und 1 mM PMSF (SIGMA, Taufkirchen), mit einem
Zellschaber (Sarstedt, Newton, USA) von der Zellkulturschale abgel6st. Zur Lyse der
Plasmamembran wurden die Extrakte fur 30 min auf Eis inkubiert. Nach
Zentrifugation bei 1.000 x g und 4 °C fir 5 min wurden die Uberstéande abgenommen
und jeweils 30 pl wurden nach Zugabe von 4x SDS-Probenpuffer und Hitze-
denaturierung durch SDS-PAGE (2.3.1), Western Blot (2.3.2) und Immundetektion
(2.3.3) auf die enthaltene Menge an GABARa1 hin Uberprift. Im Falle dhnlicher
GABA\Ra.1-Konzentrationen wurden die Uberstande mit 40 pl zuvor zweimal in IP-

Puffer gewaschenen Streptavidin beads (Dynabeads Myone TM Streptavidin C1,
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Invitrogen, Carlsbad, USA) fir 3 Stunden bei 4 °C in einem Uberkopf-Schittler
inkubiert, um GABAsRa1, die sich wahrend der Biotinylierung an der Zelloberflache
befanden, zu prazipitieren. Nach 3 Waschschritten in 1% Triton X-100 (v/v) in IP-
Puffer fur 7 min wurde abschliellend einmal kurz mit 1x PBS gewaschen, fiir 20 s bei
20.000 x g zentrifugiert und der Uberstand sauber abgenommen. Die Streptavidin
beads wurden in 45 yl H,O aufgenommen, mit 15 pl 4x SDS-Probenpuffer versetzt
und immobilisierte Proteine fir 10 min bei 95 °C hitzedenaturiert und eluiert. Die
Proteine wurden dann Gber SDS-PAGE (2.3.1) aufgetrennt und einer Western Blot

Analyse (2.3.2) mit nachfolgender Immundetektion (2.3.3) unterzogen.

2.3.8 Rezeptor-Degradation-Studie

Um die Degradation von GABAAsRa1 zu analysieren, wurde der Verlust an
biotinylierten GABAsRa1 Uber die Zeit ermittelt. Hierzu wurden hippokampale
Neurone von neugeborenen (P0) wildtypischen (+/+) und homozygoten (-/-) Muskelin
Knockout Mausen kultiviert (2.4.5). Ca. 750.000 Zellen pro 35 mm Zellkulturschale
(Sarstedt, Newton, USA), zwischen 14 und 18 Tagen in Kultur (DIV 14-18), wurden
in 1 mM Biotin-Reagenz (Biotinamid-hexansaure3-sulfo-N-hydroxysuccinimid-ester
Natrium Salz, SIGMA, Taufkirchen) in prakonditioniertem Neurobasalmedium bei
4 °C fur 12 min inkubiert, um Rezeptoren an der Zelloberflache mit Biotin zu
markieren. Da bei 4 °C keine Endozytose mehr stattfindet, verbleiben die markierten
Rezeptoren an der Zelloberflache. Nicht gebundenes Biotin-Reagenz wurde dann
durch drei aufeinander folgende Inkubationen der Zellen fur jeweils 5 min bei 4 °C in
100 mM Glyzin in HEPES-Puffer abgefangen und die Zellen wurden mit eiskaltem
Neurobasalmedium gewaschen. Die Zellen wurden dann entweder sofort in 300 pl
1 % (v/v) Triton X-100 in 1x PBS, supplementiert mit Protease Inhibitor Tabletten
(Roche, Mannheim) und 1 mM PMSF (SIGMA, Taufkirchen), mit einem Zellschaber
(Sarstedt, Newton, USA) von der Zellkulturschale abgeldst und geerntet (2.3.7) oder
weiter bei 37 °C fur 12 Stunden in prakonditioniertem Neurobasalmedium inkubiert,
um die Internalisierung und Degradation von GABAARa1 zu erméglichen (Kittler et
al., 2004). Hierbei wurden die hippokampalen Neuronen von Muskelin wildtypischen
(+/+) und / oder homozygoten (-/-) Knockout Mausen unbehandelt gelassen oder mit
1 UM Nocodazol, 200 pyg/ml Leupeptin oder 1 uyM Zytochalasin D (alle SIGMA,
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Taufkirchen) behandelt. Nach Waschen der Zellen in Neurobasalmedium wurden
diese geerntet und die mit Biotin markierten Rezeptoren prazipitiert (2.3.7). Die
Proteine wurden anschlieRend tUber SDS-PAGE (2.3.1) aufgetrennt und nach einem

Western Blot (2.3.2) mit den entsprechenden Antikérpern immundetektiert (2.3.3).

2.4 Histologie und Zellbiologie

2.41 Nissl-Farbung

Gehirne von Muskelin wildtypischen (+/+) und homozygoten (-/-) Knockout Mausen
wurden entnommen, in 2-4 % (w/v) Paraformaldehyd in 1x PBS fir 4 Stunden fixiert
und nach einer Kryoprotektion mit 30 % (w/v) Sucrose bei —80 °C gelagert. Vor dem
Schneiden wurde das Gewebe in Tissue-Tek (Sakura Finetek, Inc., Torrance, USA)
eingebettet und Gefrierschnitte (20 ym) am Kryostat Leica CM3050S (Leica,
Wetzlar) angefertigt. Nach dem Aufziehen der Schnitte auf Superfrost Plus
Objekttrager (Menzel Glaeser, Braunschweig) wurden diese in 2-4 % (w/v)
Paraformaldehyd in 1x PBS fiir 2 Stunden postfixiert, 5 min in Wasser inkubiert und
dann 4 min mit Kresylviolett-Acetat in 10 % Ethanol (SIGMA, Taufkirchen) gefarbt.
Fur die Entfarbung der Gefrierschnitte wurden diese zunachst 10 bis 20 s in
2 % (v/v) Essigsaure in Ethanol (beide Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) und
zweimal fir 30 bis 60 s in absolutem Ethanol gewaschen. Zuletzt wurden die
Gefrierschnitte 10 min in Xylol (Roth, Karlsruhe) inkubiert und dann an einem
Binokular (Leica, Wetzlar), ausgestattet mit einer Axiocam (Zeiss, Géttingen),

analysiert.

2.4.2 Elektronenmikroskopie

Preembedding-Immunhistochemie sowie die elektronenmikroskopische Analyse
erfolgte durch die Servicegruppe Morphologie am ZMNH (Zentrum fir Molekulare
Neurobiologie Hamburg) unter der Leitung von Dr. Michaela Schweizer. Adulte
Mé&use wurden anasthesiert und mit 4 % (w/v) PFA und 0,1 % (w/v) Glutaraldehyd in
0,1 M Phosphat-Puffer (PB, pH 7.4) fixiert. Sagittale Vibratomschnitte (150 ym) von

Hippokampi adulter Mause wurden angefertigt und in 2,3 M Sucrose in PB uber
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Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach zwei Gefrier-Tau-Zyklen in flissigem Stickstoff
wurden die Schnitte mit 1 % NaBH,4 in 1x PBS und dann mit 0,3 % H20, in 1x PBS
fur jeweils 30 min behandelt. Nach Waschen in 1x PBS wurden die Schnitte mit
0,2 % (w/v) Bovines Serumalbumin (BSA) und 10 % (w/v) Pferdeserum (HS) in
1 x PBS fiir 15 min blockiert und dann tber Nacht mit Primarantikérper (a-Muskelin,
Meerschweinchen) in 1 % (w/v) HS und 0,2 % (w/v) BSA in 1x PBS inkubiert. Nach
dem Waschen in 1x PBS wurden die Schnitte mit biotinyliertem Sekundarantikoérper
(1:1000, Vector Labs, Burlingame, USA) in 1 % (w/v) HS und 0,2 % (w/v) BSA in
1x PBS fur 90 min behandelt. Nach erneutem Waschen in 1x PBS wurden die
Schnitte mit einem Avidin-Biotin Konjugat (1:100, ABC, Vector Labs) in 1x PBS fur
90 min inkubiert, nochmals gewaschen, und dann in Diaminobenzidin (DAB)-H,0,
Lésung (SIGMA, Taufkirchen) fir 10 min inkubiert. Die Schnitte wurden mit 1% (w/v)
0OsO4 in 1x PBS fixiert, in aufsteigenden Ethanol-Konzentrations-Reihen dehydriert
und in Epon eingebettet (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe). Die elektronen-

mikroskopische Analyse erfolgte mit Hilfe eines Zeiss EM 902 (Zeiss, Géttingen).

2.4.3 Immunhistochemie

Gehirne von Muskelin wildtypischen (+/+) und homozygoten (-/-) Knockout Mausen
wurden entnommen, fixiert und nach Kryoprotektion bei -80 °C gelagert (2.4.1). Nach
dem Einbetten der Gewebe in Tissue-Tek wurden Gefrierschnitte (20 um) angefertigt
(2.24). Nach dem Aufziehen der Schnitte auf Superfrost Plus Objekttrager (Menzel
Glaeser, Braunschweig) wurden diese zur Permeabilisierung der Zellmembran in
0,4 % (v/v) Triton-X-100 in 1x PBS fur 20 min inkubiert und danach mit 1x PBS
gewaschen. Zur Minimierung unspezifischer Bindungen erfolgte eine Inkubation fur
30 min in 4 % (w/v) Pferdeserum (HS) und 0,1 % Triton-X-100 in 1x PBS, gefolgt von
der Inkubation in entsprechend verdinntem Primarantikérper in 2 % (w/v) HS und
0,1 % Triton-X-100 in 1x PBS fur 2 Stunden bei RT. Nach viermaligem Waschen in
1x PBS wurden die Zellen mit fluoreszenzmarkiertem Sekundarantikorper in 1,5 %
(w/v) HS im Dunkeln bei RT inkubiert, um ein Ausbleichen zu verhindern. Nach drei
weiteren Waschschritten in 1x PBS wurden die Schnitte mit AquaPolyMount
(Polysciences, Warrington, USA) auf Objekttragern fixiert, getrocknet und bei 4 °C

lichtgeschutzt gelagert. Die Analyse der Immunfluoreszenzfarbungen erfolgte durch
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konfokale Lasermikroskopie mit dem inversen Mikroskop Leica DM IRBE unter
Verwendung der Software LCS TCS-SP2 (beide Leica, Wetzlar).

2.4.4 Kultur von HEK293T-Zellen

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank und unter Verwendung steriler
Gefalle und Reagenzien vollzogen. HEK293T-Zellen (2.1.5) wurden bei 37 °C und
5 % (v/v) CO; in einer wasserdampfgesattigten Atmosphéare auf 100 mm oder 35 mm
Zellkulturschalen (Sarstedt, Newton, USA) kultiviert. Vor Erreichen der Konfluenz
wurden die Zellen alle 2 bzw. 3 Tage im Verhaltnis 1:4 bis 1:8, abhangig von der
Konfluenz, passagiert. Zunachst wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und
durch Inkubation mit 1x Trypsin-EDTA (Invitrogen, Carlsbad, USA) fir 2 min bei RT
aus dem Zellverband und von der Kulturschale gel6st. Die proteolytische Aktivitat
von Trypsin wurde durch Zugabe von HEK293T-Medium inaktiviert, bevor die Zellen
durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt und anschliefend auf vorgelegtes Medium

enthaltende Kulturschalen in entprechender Verdinnung verteilt wurden.

2.4.5 Praparation und Kultur primarer hippokampaler Neuronen

Zur Kultivierung von hippokampalen Neuronen wurden neugeborene Muskelin
wildtypische (+/+) und homozygote (-/-) Knockout Mause (P0O) durch Dekapitation
getodtet. Die Hippokampi wurden in eiskaltem 1x PBS, versetzt mit 10 mM Glukose,
prapariert und zur Vereinzelung der Zellen wurden die Gewebe mit 10 pg/ml DNase |
und 0,5 mg/ml Papain (alle SIGMA, Taufkirchen) in 10 mM Glukose in 1x PBS fir
25 min bei 37 °C inkubiert. Nach Waschen mit Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMEM/F12-complete (Invitrogen, Carlsbad, USA) wurden die Zellen zum Vereinzeln
vorsichtig in 2 ml desselben Mediums mit abgerundeten Pasteurpipetten trituriert.
750.000 vereinzelte Zellen wurden dann in DMEM/F12-complete auf 35 mm
Zellkulturschalen (Sarstedt, Newton, USA) ausgesat. Alternativ wurden die Zellen auf
12 mm Glasplattchen oder in eine Kammer einer 4-Well-Lab-Tek™ chambered
coverglass System-Schale (Nunc, Langenselbold) in einer Dichte von 140.000 Zellen
pro Glasplattchen oder Kammer ausgesat. Die Glasplattchen sowie die 35 mm
Zellkulturschalen wurden zuvor mit 1,5 pg/ml Poly-L-Lysin in 1x PBS und mit
20 pg/ml Laminin in H,O (beide SIGMA, Taufkirchen) jeweils iber Nacht bei 4 °C
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beschichtet. Nach jedem Beschichtungsschritt erfolgten zwei Waschschritte mit H,O.
Die Kammern der 4-Well-Lab-Tek chambered coverglass System-Schalen wurden
uber Nacht mit 0,01 % (v/v) Poly-L-Ornithin (SIGMA, Taufkirchen) beschichtet. Die
Kulturen wurden in wasserdampfgesattigter Atmosphéare bei 37 °C und 5 % (v/v) CO,
in einem Brutschrank inkubiert. Nach 4 bis 5 Stunden wurde das Medium durch
Neurobasalmedium (Invitrogen, Carlsbad, USA) ersetzt. Nach 3 Tagen in Kultur
(DIV3) wurde 3 uM 1-[B-DArabinofuranosyl]-Cytosin (SIGMA, Taufkirchen) zu den
Kulturen gegeben, um die Proliferation von Astrozyten zu stoppen. Alle 7 Tage in
Kultur wurde ein Drittel des Kulturmediums durch frisches Neurobasalmedium

ersetzt.

2.4.6 Immunzytochemie

Auf 12 mm-Glasplattichen kultivierte hippokampale Neurone wurden mit 1x PBS
gewaschen und fur 12 min in 4 % (w/v) Paraformaldehyd und 4 % (w/v) Sucrose in
1x PBS fixiert. Die Zellen wurden dann dreimal mit 1x PBS gewaschen und zur
Permeabilisierung der Zellmembran 4 min mit 0,25 % (v/v) Triton-X-100 in 1x PBS
inkubiert. Nach der Permeabilisierung wurden die Zellen zur Minimierung
unspezifischer Bindungen 30 min in 1 % (w/v) bovinem Serumalbumin (BSA)
inkubiert, gefolgt von der Inkubation in entsprechend verdiinntem Primarantikdrper in
1 % (w/v) BSA fir 1 Stunde bei RT. Die Zellen wurden dreimal 5 min in 1x PBS
gewaschen und 45 min mit fluoreszenz-markiertem Sekundarantikérper in 1 % (w/v)
BSA im Dunkeln bei RT inkubiert, um ein Ausbleichen zu verhindern. Nach drei wei-
teren Waschschritten in PBS, jeweils 5 min, wurden die Glasplattchen mit AquaPoly-
Mount (Polysciences, Warrington, USA) auf Objekttragern fixiert, getrocknet und bei
4 °C unter Lichtausschluss gelagert. Die Analyse der Immunfluoreszenzfarbungen
erfolgte durch konfokale Lasermikroskopie mit dem inversen Mikroskop Leica DM
IRBE unter Verwendung der Software LCS TCS-SP2 (beide Leica, Wetzlar).

2.4.7 Transfektion kultivierter Zellen

HEK293T-Zellen (2.1.5) wurden mit Hilfe von Kalziumphosphat nach der
Standardmethode (Chen und Okayama, 1987) transfiziert. Zunachst wurden die

Zellen vereinzelt und auf 100 mm oder 35 mm Zellkulturschalen (Sarstedt, Newton,
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USA) ausgesat. Die Kulturen wurden dann bei ca. 40 - 50 % Konfluenz transfiziert.
Fir eine 100 mm Zellkulturschale wurden 12 pg Plasmid-DNA in 225 pl sterilem H,O
aufgenommen, mit 75 yl 1 M CaCl, versetzt und gemischt. Diese Lésung wurde nun
langsam und unter Vortexen schrittweise in 300 pyl 2x HBS pipettiert. Fir 35 mm
Zellkulturschalen wurde jeweils ein flnftel der oben angegebenen Mengen in
gleichen Verhaltnissen eingesetzt. Nach 15 min Inkubationszeit bei RT wurde der
Transfektionsmix in das Medium Uber den Zellen unter leichtem Schwenken
hinzugetropft. Die Zellen wurden 3 Stunden bei 37 °C und 3 % (v/v) CO; inkubiert,
um die Transfektionseffizienz zu erhéhen, bevor anschlieRend das Medium gegen
frisches ersetzt und die Zellen weiter bei 5 % (v/v) CO; inkubiert wurden.

Neuronale Primarkulturen (2.4.5) auf 12 mm Glasplattchen oder in 4-Well-Lab-Tek
chambered coverglass System-Schalen (Nunc, Langenselbold) wurden nach einem
leicht modifizierten Protokoll mit Hilfe von Kalziumphosphat zwischen neun und zwolf
Tagen in Kultur (DIV 9-12) transfiziert. 2 ug Plasmid-DNA wurden in 18,75 pl sterilem
H,O aufgenommen und mit 6,25 yl 1 M CacCl, versetzt. Bei Doppeltransfektionen
wurde in der Regel 1 pg Plasmid-DNA pro Konstrukt eingesetzt. Diese Ldsung
wurde nun langsam und unter Vortexen schrittweise in 25 pyl 2x HBS pipettiert und
dann fur 15 min bei RT inkubiert. Vom prakonditionierten Medium der zu
transfizierenden Zellen wurden 700 pyl abgenommen und separat aufbewahrt. Zu
dem auf den Zellen verbliebenen Medium wurde der Transfektionsmix hinzu-
pipettiert. Nach Inkubation der Zellen bei 5 % (v/v) CO, fur 1 Stunde bei 37 °C wurde
das komplette Medium abgenommen, die Zellen kurz mit vorgewarmtem Neuro-
basalmedium gewaschen und das zuvor separierte Medium sowie zusatzlich 300 pl
frisches Neurobasalmedium zuriick auf die Zellen gegeben. Die Expressionsdauer

betrug je nach Konstrukt 12 bis 72 Stunden.

2.4.8 Time-lapse Videomikroskopie

Fur die Time-lapse Videomikroskopie wurden hippokampale Neuronen von PO
Mausen prapariert und in 4-Well-Lab-Tek chambered coverglass System-Schalen
(Nunc, Langenselbold) kultiviert (2.4.5). Die Zellen wurden zwischen neun und zwolf
Tagen in Kultur (DIV 9-12) transfiziert (2.4.7), wobei die Expressionsdauer 36 bis 72

Stunden betrug. Fiur Time-lapse Experimente wurde das Medium der kultivierten
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Neuronen durch vorgewdrmten HEPES-Puffer ersetzt. Die Time-lapse Aufnahmen
erfolgten an einem inversen Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axiovert 200M (Zeiss,
Gottingen), ausgestattet mit einer Sony charge-coupled device Kamera SPOT TR-
SE (Visitron Systems, Puchheim) mit einem ultraschnellen Filterrad fir sequentielle
Bildakquisition. Wahrend der gesamten Analyse wurde die Temperatur von
Kulturschale und Mikroskop durch eine Inkubationskammer (Harnischmacher-
Labortechnik, Kassel) auf 37 °C gehalten. Die Aufnahmen wurden in Intervallen von
10-30 s aufgenommen. Die Auswertung und Visualisierung erfolgte mit dem
Programm MetaVue 6.2r6 sowie MetaMorph 7.1 (Universal Imaging Corp.,
Downington, USA).

2.4.9 Rezeptor-Internalisierung-Studie

Hippokampale Neurone von neugeborenen (P0O) wildtypischen (+/+) sowie
homozygoten (-/-) Muskelin Knockout Mausen wurden mit einer Dichte von 140.000
Zellen pro Glasplattchen kultiviert (2.4.5). Nach 14 bis 18 Tagen in Kultur (DIV 14-
18) wurden die Zellen mit dem Primarantikérper a-GABAsRa1 (1:50, Chemicon,
Temecula, USA) in HEPES-Puffer fur eine Stunde bei 4 °C inkubiert. Da bei 4 °C
keine Endozytose mehr stattfindet, verbleiben die markierten Rezeptoren an der
Zelloberflache. Die Zellen wurden zweimal in eiskalten 1x PBS gewaschen, bevor sie
dann fur 2 Stunden bei 37 °C in HEPES-Puffer inkubiert wurden. Dieser Inkubations-
schritt sollte die Internalisierung von GABAsRa1 ermdglichen (Goodkin et al., 2005),
die Dauer ist aber zu kurz, um die Degradation von GABAARa1 zu ermdglichen
(Kittler et al., 2004). Anschliefiend wurden die Zellen kurz in 1x PBS gewaschen und
mit 4 % (w/v) Paraformaldehyd in 1x PBS fir 10 min bei 4 °C fixiert. Um mit
Primarantikdrper markierte GABAA Ra1 an der Zelloberflache zu detektieren, wurden
die Zellen unter nicht permeabilisierenden Bedingungen mit sattigenden
Konzentrationen des ersten Sekundarantikérpers in 1 % (w/v) Bovinem Serum-
albumin (BSA) fur 2 Stunden bei 4 °C im Dunkeln inkubiert (1:50, a-Kaninchen-
AlexaFluor488, Invitrogen, Carlsbad, USA). Nach drei Waschschritten in 1x PBS
wurden die Zellen zur Permeabilisierung der Zellmembran 4 min mit 0,25 % (v/v)
Triton-X-100 in 1x PBS inkubiert, bevor sie zur Minimierung unspezifischer

Bindungen 30 min in 1 % (w/v) BSA inkubiert wurden. Zur Detektion intrazellularer
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GABAAsRa1 wurden die Zellen fir 2 Stunden mit dem zweiten Sekundarantikoérper
(1:250, a-Kaninchen-CY3, Dianova, Hamburg) in 1 % (w/v) BSA im Dunkeln
inkubiert. Das Protokoll erlaubt es daher, GABAsRa1 an der Zelloberflache
unabhangig von intrazellularem GABAARa1 zu unterscheiden (Goodkin et al., 2005).
Nach drei weiteren Waschschritten in PBS fur jeweils 5 min wurden die
Glasplattchen mit AquaPolyMount (Polysciences, Warrington, USA) auf Objekt-
tragern fixiert, getrocknet und bei 4 °C lichtgeschitzt gelagert. Die Analyse der
Immunfluoreszenzfarbungen erfolgte durch konfokale Lasermikroskopie mit dem
inversen Mikroskop Leica DM IRBE unter Verwendung der Software LCS TCS-SP2

(beide Leica, Wetzlar).

2.5 Quantitative Analyse und Statistik

Um Signalintensitaten von Immundetektionen (2.3.3) nach Western Blot (2.3.2) zu
bestimmen, wurden die Filme mit einer Auflésung von 300 dpi eingescannt und mit
Hilfe der ImageJ Software, Version 1.38 (National Institutes of Health, West Chester,
USA), analysiert. Alle relativen Signalintensitaten wurden anhand der Signal-
intensitaten der entprechenden Kontrolldetektionen normalisiert. Die Verarbeitung
der Rohdaten sowie die statistische Analyse durch Mittelwerte, Standard-
abweichung, Standardfehler des Mittelwertes und p-Werte nach student’s t-test
erfolgte mit dem Programm Excel (Microsoft, Munchen). Fur die statistische Analyse
wurde ein zweiseitiger gepaarter t-Test mit folgenden Irrtumswahrscheinlichkeiten
gewahlt: signifikant p < 0,05 (*), hoch signifikant p < 0,01 (**), extrem signifikant
p < 0,001 (***). Alle angegebenen Werte sind Mittelwerte +Standardfehler des
Mittelwertes (+SEM) von der Anzahl n unabhangiger Experimente. Die Fehlerbalken
reprasentieren dementsprechend den SEM. Zur Analyse der Rezeptor-
Internalisierungs-Studie wurden morphologisch intakte Neurone, unabhangig von
Fluoreszenzintensitaten, zufallig ausgewahlt. Die Aufnahmen erfolgten durch
konfokale Lasermikroskopie mit dem inversen Mikroskop Leica DM IRBE unter
Verwendung der Software LCS TCS-SP2 (beide Leica, Wetzlar) in einem
sequentiellen Mehrkanal-Aufnahme-Modus. Fir konfokale Aufnahmen verschiedener

Zellen wurden die gleichen Bildverstarker-Einstellungen fir alle Experimente benutzt.
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Die Bilder wurden im TIF-Format gespeichert und dann mit Hilfe der Software
MetaMorph 7.1 (Universal Imaging, Downingtown, USA) analysiert. Um zwischen
Soma und Neuriten zu unterscheiden wurden zunachst Regionen von Interesse
(ROI) mit Hilfe des “regions of interest‘-Werkzeuges ausgewahlt. Die Mehrkanal-TIF-
Formate wurden dann mit Hilfe der “color separate” Funktion in roten und griinen
Kanal separiert und die ROI wurde durch das “transfer region“ Werkzeug auf die
Einzelkanale Ubertragen. Die Definition des Bildabgleichs erfolgte Uber die “threshold
image*“ Funktion. Die Messungen der Fluoreszenzintensitaten wurden mit Hilfe der
“Integrated Morphometry Analysis” Funktion durchgefiihrt, um die durchschnittliche
Fluoreszenzintensitat (totaler Grauwert / Flache) pro ROI fur jeden Kanal zu
ermitteln. Gleichzeitig wurde die Fluoreszenzintensitat der Kolokalisation des griinen
und roten Kanals innerhalb der ROI bestimmt. Die intrazellulare Akkumulationsrate
von wildtypischen (+/+) und homozygoten (-/-) Muskelin Knockout Neuronen wurde
als das Verhaltnis der intrazellularen Immunreaktivitat zu der totalen Immun-
reaktivitat definiert: (Durchschnittliche Fluoreszenzintensitat roter Kanal abzlglich
durchschnittliche Fluoreszenzintensitat der Kolokalisation von rotem und grinem
Kanal) / (durchschnittliche Fluoreszenzintensitat roter Kanal zuziiglich durchschnitt-
liche Fluoreszenzintensitat gruner Kanal abzuglich durchschnittliche Fluoreszenz-
intensitat der Kolokalisation von rotem und grinem Kanal). Die quantitative Analyse
von Fluoreszenzintensitaten der Querschnitte von Soma und Neuriten wurde mit
Hilfe der “Linescan® Funktion der Software MetaMorph 7.1 (Universal Imaging,
Downingtown, USA) durchgefiihrt. Die durchschnittlichen Fluoreszenzintensitaten
wurden aus dem totalen Grauwert / Flache (scan-width 5, y-Achse) fir jeden Pixel
entlang der identisch lang gewahlten ROI (x-Achse) bestimmt. Die Verarbeitung der
Rohdaten sowie die statistische Analyse durch Mittelwerte, Standardabweichung,
Standardfehler des Mittelwertes und p-Werte nach student’s t-test erfolgte mit dem
Programm Excel (Microsoft, Minchen). Fir die statistische Analyse wurde ein
zweiseitiger ungepaarter t-Test mit folgenden Irrtumswahrscheinlichkeiten gewahit:
signifikant p < 0,05 (*), hoch signifikant p < 0,01 (**), extrem signifikant p < 0,001
(***). Alle angegebenen Werte sind Mittelwerte +SEM der Anzahl n unabhéangiger

Experimente. Die Fehlerbalken reprasentieren dementsprechend den SEM.
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Muskelin wurde als ein direkter Interaktionspartner der a1-Untereinheit des GABAa-
Rezeptors identifiziert (siehe Kapitel 1.4.2). Uber die Funktion von Muskelin ist wenig
bekannt und im Nervensystem von Sdugetieren wurde sie bislang nicht untersucht.
Auf molekularer Ebene verflgt das hoch konservierte Protein Muskelin tber unter-
schiedliche Interaktionsdoméanen, die auf eine physiologische Funktion von Muskelin
hindeuten kénnten (siehe Kapitel 1.4). Ziel der Arbeit war es deshalb, die biologische
Funktion von Muskelin im Nervensystem von Sugetieren im Hinblick auf den direk-

ten Interaktionspartner, die a1-Untereinheit des GABAs-Rezeptors, zu untersuchen.

3.1 Knockout des Mkin1 Gens in Mus musculus

Um die biologische Funktion von Muskelin im Nervensystem von Saugetieren zu
untersuchen, wurde eine heterozygote Muskelin Knockout Mauslinie etabliert. Hierflr
wurde ein embryonaler Stammzell-Klon mit der Insertion eines retroviralen Gene
Trapping Vektors an Position 6970 bp in Intron 1 des primaren RNA Transkripts des
Mkin1 Genlocus verwendet, da Exon 1 des Mkin1 Gens lediglich fir 32 Aminosauren
des Proteins Muskelin kodiert (Abb. 3.1, siehe Kapitel 2.2.13).
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Abb. 3.1: Strategie zur Generierung von Muskelin Knockout Mausen. Die schwarzen Balken
reprasentieren Exons des Mkin1 Genlocus (mouse accession: NM_013791; chr6.31348828-31459482;
NCBI). Der mutierte Locus beinhaltet einen in Intron 1 inserierten retroviralen Gene Trapping Vektor.
Primer, welche fir die PCR-Genotypisierung verwendet wurden, sind mit A-C bezeichnet. Sacl
Restriktionsschnittstellen (rot) sowie eine fir Intron 1 spezifische Sonde (*) wurden fiir die Southern Blot

Analyse verwendet. Blauer Kasten: nicht-translatierte Region.
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Der hier eingesetzte Gene Trapping Vektor enthalt Stop-Codons in allen drei
Leserastern, um einen vorzeitigen Abbruch der Translation der Mkin1 mRNA herbei-
zufiihren. Vorausgegangene Studien Uber Gene Trapping Vektoren haben gezeigt,
dass sie abhangig von ihrer Insertionsposition bestimmte endogene Informationen
unterbrechen und somit sogenannte Null-Allele erzeugen kénnen (Zambrowicz et al.,
1998). Nach erfolgreicher Blastozysteninjektion wurden die heterozygoten Mause
gekreuzt, um wildtypische (+/+), heterozygote (+/-) und homozygote (-/-) Tiere zu
erhalten. Die Auswertung der genetischen Manipulation erfolgte zunachst auf DNA-
Ebene mit PCR-Genotypisierung unter Verwendung von Mkin1 und Gene Trapping
Vektor-spezifischen Primern, welche das Vorhandensein von einem mutierten Allel in
heterozygoten (+/-) Mausen und zwei mutierten Allelen in homozygoten (-/-) Mausen
aufzeigte. Als Kontrolle wurden die Wildtyp-Allele der entsprechenden wildtypischen
(+/+) Wurfgeschwister detektiert (Abb. 3.2).

+/+  +/- /-

Abb. 3.2: PCR-Genotypisierung von Muskelin Knockout Mausen. Die Primer A und B, spezifisch fur
DNA Sequenzen des Mkin1 Gens stromaufwarts und stromabwarts der Insertionsposition des Gene
Trapping Vektors, detektieren ein 557 bp Fragment im Falle des Wildtyp-Allels. Die 378 bp Bande
reprasentiert das mutierte Allel, welches mit Hilfe der Primer A und C, letzterer spezifisch flir DNA

Sequenzen des Gene Trapping Vektors, amplifiziert wird. bp: Basenpaare.

Um die Insertion des Gene Trapping Vektors in Intron 1 des Mkin1 Genlocus zu
bestatigen, wurde eine unabhangige Southern Blot Analyse nach Sacl-Restriktions-
Verdau der genomischen DNA von wildtypischen (+/+), heterozygoten (+/-) sowie
homozygoten (-/-) Muskelin Knockout Mausen durchgefihrt. In Ubereinstimmung mit
der PCR-Genotypisierung konnten jeweils zwei mutierte Allele in homozygoten (-/-)
und ein mutiertes Allel in heterozygoten (+/-) Mausen detektiert werden. Die Wildtyp-
Allele der entsprechenden wildtypischen (+/+) Wurfgeschwister wurden als Kontrolle
detektiert (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: Southern Blot Analyse von Muskelin Knockout

Mausen. Eine flr Intron 1 des Mkin1 Gens, stromaufwarts

+/+ +/- -/- der Insertionsposition des Gene Trapping Vektors gelegene,

; 16.7 kb spezifische Sonde wurde mit Sacl verdauter, genomischer

' ! - DNA hybridisiert. Der inserierte Gene Trapping Vektor enthalt

! . eine zusatzliche Sacl Restriktionsschnittstelle (vergleiche mit
free 6.8 kb

; Abb. 3.1), die zur Detektion eines 6.8 kb Fragments im Fall

des mutierten Allels flihrt. Die 16.7 kb Bande reprasentiert

das wildtypische Allel. kb: Kilobasenpaare.

3.2 Depletion von Muskelin im Gehirn von Mus musculus

Die Insertion des Gene Trapping Vektors in das Mkin1 Gen sollte zu einem
vorzeitigen Translationsabbruch der Mkin1 mRNA und damit zur Depletion von
Muskelin auf Proteinebene fihren. Um dieses genauer zu untersuchen, wurden
Gehirn-Lysate von adulten wildtypischen (+/+), heterozygoten (+/-) und homozygoten
(-/-) Mausen hergestellt und durch Zentrifugation bei 1.000 x g geklart (S1). Die
enthaltenen Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran transferiert. Mit Hilfe eines gegen den C-Terminus von Muskelin
gerichteten, spezifischen Antikérpers (P. Zelenka, Bethesda, USA) konnte Muskelin
in wildtypischen (+/+) Mausen, aber nicht in Mausen homozygot (-/-) fiir die Insertion
des Gene Trapping Vektors, nachgewiesen werden. Bei heterozygoten (+/-) Mausen
wurden, im Vergleich mit wildtypischen (+/+) Wurfgeschwistern, geringere Mengen
von Muskelin detektiert (Abb. 3.4).

+/+ /- /-

kDa
T — Muskelin

37 | WS S s - Kontrolle

Abb. 3.4: Depletion von Muskelin in Gehirn-Lysaten von Muskelin Knockout Mausen.
Immundetektion von Muskelin und Aktin mit Hilfe spezifischer Antikérper. Im Vergleich mit wildtyp-
ischen (+/+) Mausen kann Muskelin in geringeren Konzentrationen in heterozygoten (+/-), nicht aber in
homozygoten (-/-) Mausen detektiert werden. Kontrolle: Aktin-Detektion als Ladekontrolle, kDa: Mole-

kulargewicht des Standards in Kilodalton.
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Um die Depletion Muskelins auf Proteinebene in einem unabhangigen Experiment zu
bestatigen, wurden Gefrierschnitte von Gehirnen adulter wildtypischer (+/+) Mause
sowie deren homozygoter (-/-) Wurfgeschwister angefertigt. Eine immunhisto-
chemische Analyse der Schnitte wurde mit Hilfe des zuvor beschriebenen, gegen
Muskelin spezifischen, Antikdrpers durchgefiihrt (vergleiche mit Abb. 3.4). In Uber-
einstimmung mit der Muskelin-Depletion in Gehirn-Lysaten von Muskelin Knockout
Mé&usen, konnten hierbei Muskelin-spezifische Signale in wildtypischen (+/+), nicht

aber in Geweben homozygoter (-/-) Mause nachgewiesen werden (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Depletion von Muskelin in Gehirnschnitten von Muskelin Knockout Mausen.
Immunhistochemische Analyse adulter Zerebella mit einem Antikérper spezifisch fur Muskelin.
Fluoreszenzsignale (rot) werden in wildtypischen (+/+), nicht aber in Geweben homozygoter (-/-) Mause

nachgewiesen. GréfRenbalken: 50 pm.

Des Weiteren wurden Muskelin-Immunprazipitationen mit aus wildtypischen (+/+)
und homozygoten (-/-) Mausen gewonnenen Gehirn-Lysaten, welche zuvor durch
Zentrifugation bei 1.000 x g geklart wurden (S1), durchgefiihrt. Hierfir wurde ein
zweiter, unabhangiger Antikdrper, welcher spezifisch gegen den N-Terminus von
Muskelin gerichtet ist (M. Kneussel, Hamburg), eingesetzt. Als Kontrolle wurde eine
Prazipitation mit unspezifischen Immunglobulinen durchgefiihrt. Die Prazipitate
wurden in Gegenwart von Triton-X-100 gewaschen um Membranen zu solubilisieren,
damit Interaktionen im Prazipitat nur auf Protein-Protein Wechselwirkungen beruhen.
Nach Auftrennung der Prazipitate mittels SDS-PAGE und deren Immobilisierung auf
einer PVDF-Membran konnte Muskelin mit Hilfe des fiir die Prazipitation benutzten,
spezifischen Antikdrpers nachgewiesen werden, wenn Gehirn-Lysate wildtypischer
(+/+) Mause verwendet wurden (Abb. 3.6). Aus den Lysaten von homozygoten (-/-)
Mausen hingegen konnte Muskelin unter identischen Bedingungen nicht prazipitiert
werden. In den Kontrollen mit unspezifischen Immunglobulinen konnte Muskelin

unabhéangig von den eingesetzten Gehirn-Lysaten nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 3.6: Immunprazipitation von Muskelin aus Gehirn-Lysaten. Immunprazipitation mit
spezifischem Antikérper gegen Muskelin und unspezifischen Immunglobulinen. Immundetektion mit
spezifischem Antikodrper fur Muskelin. Muskelin wird aus Lysaten von wildtypischen (+/+), nicht aber aus
Lysaten von homozygoten (-/-) Mausen prazipitiert. Input: S1-Gehirn-Lysat von wildtypischen (+/+) oder
homozygoten (-/-) Mausen, kDa: Molekulargewicht des Standards in Kilodalton, IgG: unspezifische

Immunglobuline, IP: Immunprazipitat.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass die Insertion des Gene
Trapping Vektors in das Intron 1 des Mkin1 Genlocus zu einer Depletion von
Muskelin auf Proteinebene fihrt. In Gehirnen von Mausen, die homozygot (-/-) fur
den mutierten Mkin1 Genlocus sind, lasst sich Muskelin nicht nachweisen. Somit

stellen diese Tiere funktionelle Muskelin Null-Mutanten dar.

3.3 Entwicklung des Saugergehirns nach Depletion von Muskelin

Muskelin-Transkripte werden wahrend der embryonalen und adulten Entwicklungs-
stadien unter anderen in Gehirnen von Saugetieren exprimiert (Tagnaouti et al.,
2007). Hierbei konnte gezeigt werden, dass Muskelin wahrend der Entwicklung
insbesondere in dem Zerebellum und Hippokampus vermehrt exprimiert wird. Um
den Einfluss der Depletion von Muskelin auf die Entwicklung und Histologie von
Saugergehirnen zu untersuchen, wurden Gefrierschnitte von den Gehirnen adulter
wildtypischer (+/+) Mause und deren homozygoter (-/-) Wurfgeschwister angefertigt.
Diese wurden mit Kresylviolett in einer Nissl-Farbung angefarbt. In Gehirnen von
homozygoten (-/-) Mausen konnten im Vergleich mit wildtypischen (+/+) Wurf-
geschwistern keine morphologischen Auffalligkeiten beobachtet werden. Gehirne
homozygoter (-/-) Mause wiesen, verglichen mit den Gehirnen von wildtypischen

(+/+) Mausen, hierbei keine Unterschiede in der Morphologie des Zerebellums und

59



ERGEBNISSE

des Hippokampus auf (Abb. 3.7). Dies lasst auf eine normale Entwicklung des

Gehirns von adulten, homozygoten (-/-) Muskelin Knockout Mausen schliel3en.
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Abb. 3.7: Morphologie des Gehirns von Muskelin Knockout Mausen. Sagittale Gehirnschnitte von
zehn Wochen alten wildtypischen (+/+) und homozygoten (-/-) Mausen wurden mit Kresylviolett
angefarbt (Ubersicht). Das Zerebellum (mittlere Spalte) sowie der Hippokampus (rechte Spalte) von
homozygoten (-/-) Mausen (unten), gezeigt in héherer VergroRerung, weisen im Vergleich zu

wildtypischen (+/+) Mausen (oben) keine histologischen Auffalligkeiten auf. GréRenbalken: 1 mm.

3.4 Aufhellung der Fellfarbe nach Depletion von Muskelin in Mus

musculus

Homozygote (-/-) Muskelin Knockout Mause wiesen, verglichen mit wildtypischen
(+/+) Wurfgeschwistern, keine augenscheinlichen Unterschiede auf. Nissl-Farbungen
von Gehirnen adulter homozygoter (-/-) und wildtypischer (+/+) Mause zeigten auch
keinen offensichtlichen Unterschied in der Morphologie, was darauf schlieen lasst,
dass die Gehirne von Muskelin Knockout Mausen normal entwickelt sind (siehe
Kapitel 3.3). Jedoch konnte wahrend der Entwicklung von homozygoten (-/-), nicht
aber heterozygoten (+/-) Muskelin Knockout Mausen, eine Aufhellung der Fellfarbe
(dilution) beobachtet werden. Zunachst entwickeln sowohl homozygote (-/-) als auch
heterozygote (+/-) Muskelin Knockout Mause nach Geburt eine schwarze Fellfarbe,
entsprechend wildtypischer (+/+) Wurfgeschwister (Abb. 3.8 A). Jedoch konnte eine
Aufhellung der Fellfarbe bei homozygoten (-/-) Mausen ungefahr zwei Wochen nach
ihrer Geburt beobachtet werden und diese war nach sechs weiteren Wochen
abgeschlossen (Abb. 3.8 A, B). Homozygote (-/-) Tiere wiesen zu diesem Zeitpunkt,

verglichen mit wildtypischen (+/+) Tieren, eine deutlich hellere Fellfarbe auf.
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Abb. 3.8: Aufhellung der Fellfarbe von Muskelin Knockout Mausen. (A) Homozygote Eltern (-/-) mit
ihren 16 Tage (P16) alten Nachkommen (links). Die homozygoten Nachkommen (-/-) entwickeln
zunachst eine schwarze Fellfarbe. Im postnatalen Alter von 43 Tagen (P43) weisen dieselben Tiere
eine Aufhellung der Fellfarbe auf (rechts), welche der ihrer homozygoten Eltern (-/-) entspricht (links).
(B) Durchschnittlicher Grauwert der Fellfarbe homozygoter (-/-) Nachkommen in Abhangigkeit vom Alter
(n = 4). Im Alter von ungefahr 43 Tagen (P43) ist der Grauwert adulter homozygoter (-/-) Eltern erreicht.
Rechter Balken: Kodierung fiur helle und dunkle Fellfarbe, a.u.: willkiirliche Einheiten, P12-P42:

postnatales Alter in Tagen, rote Linie: durchschnittlicher Grauwert homozygoter (-/-) Eltern (adult).

3.5 Transport von Muskelin in hippokampalen Neuronen

Bei homozygoten (-/-) Muskelin Knockout Mausen wurde eine Aufhellung der
Fellfarbe beobachtet (siehe Kapitel 3.4). Eine dhnliche Aufhellung der Fellfarbe wird
unter anderem bei Mdusen beobachtet, die homozygot fur ein Null Allel im dilute
Genlocus sind, welcher fur die schwere Kette von Myosin Va kodiert (Mercer et al.,
1991). Myosin Va ist ein Motorprotein, welches sich Uber relativ kurze Strecken
entlang von Aktinfilamenten bewegt, und es konnte gezeigt werden, dass die
Aufhellung der Fellfarbe in dilute-Mausen auf einen gestdrten Transport von
Melanosomen in den Melanozyten zuriickzufiihren ist. Myosin Va transportiert
Melanosomen indirekt Uber eine Interaktion mit dem Adapterprotein Melanophilin
und der Rab GTPase Rab27a (Wu et al., 2002). Mutationen der fir Rab27a sowie fur
Melanophilin kodierenden Gene flhren in sogenannten ashen- beziehungsweise
leaden-Mausen ebenfalls zur Aufhellung der Fellfarbe. Melanosomen werden aber

auch bidirektional, in anterograder und retrograder Richtung, Uber langere Strecken
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entlang der Mikrotubuli mit Hilfe der Motorprotein-Komplexe Kinesin-2 und zyto-
plasmatischem Dynein transportiert (Soldati und Schliwa, 2006).

Aufgrund der phéanotypischen Ahnlichkeiten homozygoter (-/-) Muskelin Knockout
Méause mit dilute-, leaden- sowie ashen-Mausen, die allesamt eine Stérung von
Motorprotein-vermitteltem Transport aufweisen, wurde untersucht, ob intrazellularer
Transport von Muskelin in Neuronen des ZNS nachgewiesen werden kann. Hierfir
wurde in kultivierten hippokampalen Neuronen das rot fluoreszierende Fusions-
protein mRFP-Muskelin exprimiert. Durch immunzytochemische Farbungen von
endogenem Muskelin in mRFP-Muskelin exprimierenden Neuronen wurde zunachst
sichergestellt, dass sich das Fusionsprotein entsprechend dem endogenen Protein
normal in der Zelle verteilt (nicht gezeigt). Nach einer Expressionsdauer von 36 bis
72 Stunden wurden mittels Time-lapse Videomikroskopie Aufnahmen in Intervallen
von 15-30 s durchgefiihrt. Hierbei konnte die Bewegung mehrerer mRFP-Muskelin
Signale entlang der Neuriten lebender, hippokampaler Neurone beobachtet werden
(Abb. 3.9, Pfeilspitzen). Die Bewegung von mRFP-Muskelin erfolgte retrograd in
Richtung des Zellsomas (Abb. 3.9), konnte aber auch in anterograder Richtung
nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Die mit Pfeilspitzen markierten mRFP-
Muskelin Signale 1 und 2 bewegten sich mit einer Geschwindigkeit von 1,08

beziehungsweise 1,22 ym s, was der Geschwindigkeit von aktiven Motorprotein-

00:00:00 Abb. 3.9: Transport von Muskelin in

hippokampalen Neuronen.

'4[\)

\A
*1 In primaren hippokampalen Neuronen
mRFP-Muskelin wurde nach 10 Tagen in Kultur mRFP-

00:00:45 : e L Muskelin exprimiert. Nach Expressions-

% . A dauer von 48 Stunden wurden Time-lapse

1
* Aufnahmen in einem Intervall von 15 s
mRFP-Muskelin

vorgenommen. Die roten Pfeilspitzen (1

00:01:00 el e
2 . —
VY - 1A

und 2) markieren mRFP-Muskelin Signale,
welche sich in den einzelnen Bildfolgen

* entlang eines hippokampalen Neuriten
mRFP-Muskelin

retrograd bewegen. Der rote Pfeil markiert

o011 % . L ein unbewegliches mRFP-Muskelin Signal.
+ Der GroRenbalken entspricht 14 uym, Zeit-
retrograd —» — mRFP-Muskelin skala: hh:mm:ss.
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vermittelten Transportvorgangen entspricht (King und Schroer, 2000, Lardong et al.,
2009). Daher konnten passive Diffusionsvorgange als Ursache fiir die Bewegungen
von mRFP-Muskelin Signalen ausgeschlossen werden.

Aufgrund der beobachteten Bewegungen von mRFP-Muskelin sollte im Folgenden
untersucht werden, ob Muskelin an intrazellularen Strukturen, die auf Motorprotein-
vermittelten Transport hindeuten, nachgewiesen werden kann. Hierzu wurde die
Lokalisation von Muskelin auf ultrastruktureller Ebene in hippokampalen Neuronen
adulter Mause mittels Elektronenmikroskopie unter Verwendung eines fiur Muskelin
spezifischen Antikdrpers untersucht. Viele synaptische Proteine, wie beispielsweise
Neurotransmitterrezeptoren, werden durch Transportvesikel entlang von Zytoskelett-
elementen mit Hilfe von Motorproteinen transportiert (Kennedy und Ehlers, 2006). In
Ubereinstimmung mit einer Rolle Muskelins in intrazelluldren Transportvorgéngen
konnten Muskelin Signale unter anderem an den Membranen kleiner, intrazellularer
Vesikel nachgewiesen werden (Abb. 3.10, Pfeil). Die Uberwiegende Mehrzahl intra-
zellularer Vesikel wies kein Muskelin Signal auf (Abb. 3.10, durchkreuzte Pfeile), was

auf eine spezifische Assoziation Muskelins mit bestimmten Vesikeln schliessen lasst.

L}‘k? o8, e
! \ 'Z.
Muskelm.. “ Q‘i

‘—v

Abb. 3.10: Kolokalisation von Muskelin mit intrazellularen Vesikeln. Elektronenmikroskopie von
Hippokampi adulter Mause unter Verwendung eines fir Muskelin spezifischen Antikorpers. An der
Membran eines Vesikels (Pfeil) kbnnen Muskelin-spezifische Signale nachgewiesen werden. Andere

Vesikel weisen keine Muskelin Signale auf (durchkreuzte Pfeile). Der GroRenbalken entspricht 0,15 pm.

3.6 Kotransport von GABA,-Rezeptor und Muskelin

Vorausgegangene Studien haben Muskelin als direkten Interaktionspartner der a1-
Untereinheit des GABAx-Rezeptors (GABAARa1) identifiziert (siehe Kapitel 1.4.2).
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Da Muskelin eine Rolle bei intrazellularen Transportvorgangen spielen konnte (siehe
Kapitel 3.5), sollte untersucht werden, ob die beiden Interaktionspartner gemeinsam
transportiert werden. Zur Visualisierung von intrazellularem Kotransport wurde eine
mit EGFP fusionierte a1-Untereinheit des GABAs-Rezeptors (GABAARa1-EGFP)
sowie ein mit mRFP fusioniertes Muskelin (mRFP-Muskelin, siehe Kapitel 3.5) in
kultivierten hippokampalen Neuronen koexprimiert. Mit Hilfe immunzytochemischer
Farbungen von endogenen GABAsRa1 in Neuronen welche GABAARo1-EGFP
exprimierten, wurde sichergestellt, dass sich das Fusionsprotein entsprechend dem
endogenen Protein normal in der Zelle verteilt (nicht gezeigt). Nach einer
Expressionsdauer von 36 bis 72 Stunden wurden die Bewegungen von beiden
fluoreszierenden Fusionsproteinen mittels Time-lapse Videomikroskopie analysiert.
Dabei konnten gemeinsame retrograde Bewegungen von GABAARo1-EGFP
Signalen (griin) zusammen mit mRFP-Muskelin Signalen (rot) entlang der Neuriten
lebender, kultivierter hippokampaler Neurone nachgewiesen werden (Abb. 3.11,
Pfeilspitzen). Die Geschwindigkeit des in Abb. 3.11 dargestellten Kotransportes
betrug 1,12 ym s™. Dieses lasst auf einen aktiven Transport (vergleiche mit Kapitel

3.5) beider Interaktionspartner innerhalb desselben Transportkomplexes schlieRen.

 / v retrograd —#>
- v
00:00:00 GABApRa1-EGFP mRFP-Muskelin
\J v
- -
00:00:30 GABA,Ra1-EGFP mRFP-Muskelin
\/ \/
- -
00:01:00 GABAAROT-EGFP ||  —m mRFP-Muskelin

Abb. 3.11: Kotransport von Muskelin und GABAaRa1. In hippokampalen Neuronen wurden nach 11
Tagen in Kultur mRFP-Muskelin und GABAARa1-EGFP exprimiert. Die Time-lapse Aufnahmen wurden
nach einer Expressionsdauer von 52 Stunden in einem Intervall von 30 s vorgenommen. Identische
Abschnitte desselben Neuriten werden gezeigt. Die griinen Pfeilspitzen (links) markieren ein
GABAARa1-EGFP Signal, das sich gemeinsam mit einem mRFP-Muskelin Signal (rechts, rote
Pfeilspitzen) in einzelnen Bildfolgen bewegt. Die Bewegung erfolgte retrograd entlang des Neuriten in

Richtung des Zellkérpers (nicht gezeigt). Der GréRenbalken entspricht 14 ym, Zeitskala: hh:mm:ss.
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3.7 Koimmunprazipitation von GABAA-Rezeptor und Muskelin

mit der Dynein Intermediaren Kette

Muskelin konnte als direkter Interaktionspartner der a1-Untereinheit des GABAa-
Rezeptors in vitro identifiziert werden (siehe Kapitel 1.4.2). Dartuber hinaus wurde in
der vorliegenden Arbeit der Kotransport von Muskelin zusammen mit GABAsRa1 in
lebenden, hippokampalen Neuronen beschrieben (siehe Kapitel 3.6). Aufgrund des
Vorhandenseins eines LisH- und CTLH-Motivs innerhalb von Muskelin (siehe Kapitel
1.4), welche einer Vermittlung von Interaktionen mit zytoplasmatischem Dynein
und/oder Mikrotubuli zugeschrieben werden (Emes und Ponting, 2001), wurde nun
untersucht, inwieweit der Dyneinmotorkomplex fir den retrograden Kotransport von
Muskelin mit GABAAsRa1 verantwortlich sein kénnte. Hierzu wurde die Dynein
Intermediare Kette, die Bestandteil des Dyneinmotorkomplexes ist, durch spezifische
Antikérper aus einem mit intrazellularen Vesikeln angereicherten Gehirnextrakt (P3)
aus adulten Mausen immunprazipitiert. Parallel wurde die Immunprazipitation mit
unspezifischen Immunglobulinen durchgefiihrt. Beide Prazipitate wurden mehrmals
mit Triton-X-100 haltigem Puffer gewaschen, durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine PVDF-Membran transferiert. AnschlieRend wurde die Membran mit spezifischen
Antikérpern fur Muskelin, Dynein Intermedidre Kette und der a1-Untereinheit des
GABAAx-Rezeptors detektiert (Abb. 3.12). Bei Prazipitation der Dynein Intermediaren
Kette wurden sowohl ein Signal fur Muskelin als auch fir die a1-Untereinheit des
GABAs-Rezeptors detektiert. In der Kontrolle mit unspezifischen Antikérpern

hingegen konnten keine entsprechenden Signale nachgewiesen werden. Dies lasst

N Abb. 3.12: Koimmunprazipitation von GABAAa-Rezeptor
£
{90 O und Muskelin mit der Dynein Intermedidren Kette.
~ N
Q° o Immunprazipitation mit spezifischem Antikérper gegen Dynein
SERCER

Intermediare Kette und unspezifischen Immunglobulinen aus

kDa

mit Vesikeln angereichertem Gehirnextrakt (P3) aus adulten
50—+ 4 [-GABAAR a1 9 (P3)

Mausen. Immundetektion mit spezifischen Antikdrpern fiir die

a1-Untereinheit des GABAa-Rezeptors, Muskelin und Dynein

75— - i
- Musielin Intermediare Kette. Input: P3-Gehirnextrakt, kDa: Molekular-
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darauf schlielen, dass die drei Proteine innerhalb desselben Proteinkomplexes in

mit intrazellularen Vesikeln angereicherten Fraktionen interagieren.

3.8 Kofraktionierung von GABA,-Rezeptor und Muskelin mit der

Dynein Intermediaren Kette

Zur Bestatigung der Interaktion von Dynein Intermediarer Kette mit Muskelin und der
a1-Untereinheit des GABAs-Rezeptors (siehe Kapitel 3.7) wurden mit intrazellularen
Vesikeln angereicherte Gehirnextrakte (P3) adulter Mause Uber einen Sucrose-
gradienten mittels Zentrifugation bei 160.000 x g ihrer Dichte nach aufgetrennt.
Anschlieflend wurden die einzelnen Fraktionen mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt,
auf eine PVDF-Membran transferiert und die a1-Untereinheit des GABAa-Rezeptors,

Muskelin und Dynein Intermediare Kette mit spezifischen Antikdrpern detektiert. Die
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Abb. 3.13: Kofraktionierung von GABAa-Rezeptor und Muskelin mit der Dynein Intermediaren
Kette. Mit Vesikeln angereicherter Gehirnextrakt (P3) wurde durch Dichtezentrifugation mittels Sucrose-
gradienten aufgetrennt und mit spezifischen Antikdrpern fir die a1-Untereinheit des GABAa-Rezeptors,
Muskelin und Dynein Intermediare Kette detektiert. (A) Kofraktionierung in Abwesenheit von Detergenz.
(B) Kofraktionierung in der Gegenwart von Detergenz (Triton-X-100). Schwarze Rechtecke: Uber-
schneidungen in den hdchsten Signalintensitaten der drei Proteine in Abhangigkeit von der Molaritat.

DIC: Dynein Intermediare Kette, M: Molar.
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hdchsten Signalintensitaten aller drei Proteine lielen sich bei ahnlichen Molaritaten
von ungefahr 0,9 bis 1,2 M nachweisen (Abb. 3.13 A). Wenn die Zentrifugation in
Gegenwart von Triton-X-100 vorgenommen wurde, verschoben sich die Peaks aller
drei Proteine zu geringeren Molaritaten (ungefahr 0,4 bis 0,6 M), verblieben aber
weiterhin in Kofraktionierung (Abb. 3.13 B). Da Triton-X-100 vesikuldre Membranen
solubilisiert und somit Proteine, die denselben Vesikel teilen aber nicht miteinander
interagieren, trennt, sollte diese Kofraktionierung ausschlieRlich auf Protein-Protein-

Wechselwirkungen beruhen.

3.9 Kolokalisation von GABAA-Rezeptor und Muskelin mit der

Dynein Intermediaren Kette

Kultivierte hippokampale Neurone wurden mit spezifischen Antikdrpern flir Muskelin,
der a1-Untereinheit des GABAx-Rezeptors sowie Dynein Intermediare Kette immun-
gefarbt, um die Interaktionen der drei endogenen Proteine in einer intrazellularen
Umgebung zu bestatigen. Wenn der Dyneinmotorkomplex Muskelin zusammen mit
dem GABAx-Rezeptor transportiert, sollten in einer Immunfarbung alle drei Signale
kolokalisieren. Die Farbung zeigte, in Ubereinstimmung mit der zuvor beschriebenen
Interaktion (siehe Kapitel 1.4.2), gelbe Uberlagerungen der roten Muskelin mit den

grunen GABAx-Rezeptor Signalen (Abb. 3.14 B, Pfeilspitze). Daneben wurden weiflle

A

Abb. 3.14: Kolokalisation von GABAAa-Rezeptor
und Muskelin mit der Dynein Intermediaren

Kette. (A) Immunfarbung kultivierter hippokampaler

Neurone (DIV 14) mit spezifischen Antikérpern
gegen Muskelin (rot), die a1-Untereinheit des
GABAAa-Rezeptors (griin) sowie gegen die Dynein
Intermediare Kette (blau). Nur rote Fluoreszenz-
Signale sind gezeigt. (B) VergroRerung des weillen
Rechtecks aus A. Die Pfeilspitze markiert eine
gelbe Uberlagerung roter und griiner Signale. Die
Pfeile markieren weiRe Uberlagerungen aller drei

Signale. GréRenbalken: 15 ymin A, 3 um in B.
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Signale (Abb. 3.14 B, Pfeile), die aus einer Uberlagerung aller drei Fluoreszenzen
entstehen, beobachtet. Die untersuchten Proteine scheinen somit in hippokampalen

Neuronen zu kolokalisieren.

3.10 GABAA-Rezeptor Anreicherung in intrazellularen Vesikeln

von Dynamitin uberexprimierenden Mausen

In den vorausgegangenen Experimenten wurde gezeigt, dass die a1-Untereinheit
des GABAa-Rezeptors und Muskelin zusammen mit Dynein interagiert (siehe Kapitel
3.7, 3.8 und 3.9). Mit Hilfe von Time-Lapse Videomikroskopie wurde der retrograde
Kotransport von GABAxsRa1 mit Muskelin beobachtet (Kapitel 3.6). Zudem wurden
gemeinsame, retrograde Bewegungen von Muskelin mit dem Dyneinmotorkomplex
nachgewiesen (Sven Loebrich, persénliche Kommunikation). Eine mdgliche Funktion
des hier beschriebenen Transportkomplexes sollte deshalb im Folgenden genauer
untersucht werden.

Es ist bekannt, dass Dynein den Transport von Transmembranrezeptoren wahrend
spater endozytotischer Prozesse stromabwarts von sorting Endosomen bis zum
Mikrotubuli Organisationszentrum (MTOC) vermittelt (Driskell et al., 2007, Traer et
al., 2007). In der Nahe des MTOC befinden sich Lysosomen (Gruenberg et al., 2004,
Bonifacio et al., 2006) und lysosomale Degradation von GABAs-Rezeptoren konnte
beschrieben werden (Kittler et al., 2004). Wenn der Transport des GABAs-Rezeptors
zu Lysosomen von Dynein vermittelt wird, dann sollte sich der GABAx-Rezeptor
nach Inhibition des Dynein-vermittelten Transportes in Transportvesikeln anreichern.
Dieses wurde in einer transgenen Mausline, in der Dynamitin unter der Kontrolle des
neuronalen Thy1.2-Promotors Uberexprimiert wird, untersucht (LaMonte et al., 2002).
Der Dyneinmotorkomplex besteht neben den Dyneinketten unter anderem aus dem
Dynaktinkomplex, der die Prozessivitdt des Motors erhdht und fir viele Dynein-
aktivitaten essentiell ist (King und Schroer, 2000). Die Uberexpression von Dynamitin
(p50), einer Untereinheit des Dynaktinkomplexes, fihrt zur Dissoziation des Dynein-
motorkomplexes und somit zur Inhibition der Motorfunktion (Burkhardt et al., 1997).
Da funktionelles Dynein fur die normale Entwicklung von Neuronen benétigt wird
(Reddy et al., 1997, Murphey et al., 1999), wurde hier ein Thy1.2-Promotor

verwendet, welcher die Expression von Dynamitin ab dem zwdélften Tag nach Geburt
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ermdglicht (LaMonte et al., 2002) und daher eine normale Entwicklung bis zu diesem
Zeitpunkt zu gewahrleistet. Um die subzellulare Verteilung des GABAA-Rezeptors
nach Inhibition des Dynein-vermittelten Transportes zu untersuchen, wurden mit
intrazellularen Vesikeln angereicherte Gehirnextrakte (P3) adulter wildtypischer und
transgener Mause mittels differentieller Zentrifugation hergestellt. Die enthaltenen
Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf PVDF-Membranen transferiert
und mit Hilfe spezifischer Antikdrper fir die a1-Untereinheit des GABAs-Rezeptors
und zur Kontrolle mit Aktin detektiert. Bei den Dynamitin Uberexprimierenden
Mé&usen (tg) wurden, verglichen mit wildtypischen Mausen (wt), erhdhte GABAARa1
Signale nachgewiesen (Abb. 3.15 A). Die quantitative Western Blot Analyse zeigte
eine signifikante, ungefahr 1,5-fach erhdhte relative Signalintensitat von GABAsRa1
in P3-Gehirnextrakten transgener Mause (Abb. 3.15 B). Die Beobachtungen lassen
auf eine Anreicherung des GABAa-Rezeptors in intrazellularen Vesikeln nach der

Inhibition des Dynein-vermittelten Transportes schlielen.
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Abb. 3.15: Anreicherung des GABAa-Rezeptors in intrazellularen Vesikeln bei Dynamitin
tiberexprimierenden Mausen. Western Blot Analyse von mit intrazelluldren Vesikeln angereicherten
Gehirnextrakten (P3) adulter wildtypischer (wt) und transgener Mause (tg), die Dynamitin tber-
exprimieren. (A) Immundetektion der a1-Untereinheit des GABAa-Rezeptors (GABAaRa1) und Aktin als
Ladekontrolle (Kontrolle) mit Hilfe spezifischer Antikérper. kDa: Molekulargewicht des Standards in Kilo-
dalton (B) Darstellung der quantitativen Western Blot Analyse von A (n=3). In transgenen Mausen (tg,
1,54 £0,10) wird eine signifikante Erhhung der relativen Signalintensitat von GABAaRa1 verglichen mit

wildtypischen Mausen (wt, gleich 1 gesetzt) nachgewiesen. Irrtumswahrscheinlichkeit: ** p < 0,01.
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3.11 Uberexpression von Dynamitin hat keinen Einfluss auf die

GABAA-Rezeptor Konzentration an der Zelloberflache
Nach Inhibition der Dyneinmotor-Funktion, welche bekanntermaflien den Transport
spater endozytotischer Prozesse vermittelt, wurde eine Anreicherung des GABA,-
Rezeptors in intrazellularen Vesikeln beobachtet (siehe Kapitel 3.10). Es ist aber
bekannt, dass ein hoher Austausch von GABAx-Rezeptoren bereits an der Zellober-
flache stattfindet und deren Internalisierung durch AP2-Clathrin Komplexe vermittelt
wird (Kittler et al., 2000, Kittler et al., 2004). Sollten bereits frihe endozytotische
Prozesse beziehungsweise der GABAs-Rezeptor Transport von Plasmamembran zu
sorting Endosomen von Dynein abhangen, so wirde man nach Inhibition von Dynein
eine GABA,-Rezeptor Akkumulation bereits an der Zelloberflache erwarten. Diese
Fragestellung wurde mit Hilfe der in 3.10 beschriebenen Mauslinie untersucht. Durch
differentielle Zentrifugation wurden Plasmamembran angereicherte Gehirnextrakte
(P2) von adulten wildtypischen Mausen (wt) sowie Dynamitin Uberexprimierenden
Mausen (tg) hergestellt. Nach Auftrennung mittels SDS-PAGE und Immobilisierung
auf einer PVDF-Membran wurden die a1-Untereinheit des GABAa-Rezeptors und

Aktin mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern detektiert. In den mit Plasmamembran
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Abb. 3.16: Unveranderte GABAA-Rezeptor Konzentration an der Zelloberflaiche bei Dynamitin
tiberexprimierenden Mausen. Western Blot Analyse von mit Plasmamembran angereicherten Gehirn-
extrakten (P2) adulter wildtypischer (wt) und transgener Mause (tg), die Dynamitin berexprimieren. (A)
Immundetektion der a1-Untereinheit des GABAa-Rezeptors (GABAARa 1) und Aktin als Ladekontrolle
(Kontrolle) mit Hilfe spezifischer Antikdrper. kDa: Molekulargewicht des Standards in Kilodalton. (B)
Darstellung der quantitativen Western Blot Analyse von A (n=3). Die relativen Signalintensitaten von
GABAaRa1 in transgenen Mausen (tg, 1,05 £0,07) und wildtypischen Mausen (wt, gleich 1 gesetzt)

zeigen keinen signifikanten Unterschied.
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angereicherten Gehirnextrakten von Dynamitin Uberexpremierenden Mausen (tg)
und wildtypischen Mausen (wt) konnten keine signifikanten Unterschiede in der
GABAaRa1-Konzentration beobachtet werden (Abb. 3.16 A, B).

Um die Unabhangigkeit der GABAx-Rezeptor Konzentration an der Zelloberflache
von Dynein-vermittelten Transportvorgangen zu bestatigen, wurde in einem zweiten,
unabhangigen Experiment die a1- und $3-Untereinheit des GABAs-Rezeptors allein,
oder zusatzlich zusammen mit Dynamitin-myc in HEK293T-Zellen koexprimiert. Die
Koexpression dieser zwei Untereinheiten gewahrleistet eine Verteilung des GABAx-
Rezeptors in der Plasmamembran (Whiting, 1999, Jacob et al., 2008). Nach einer
Expressionsdauer von 48 Stunden wurden Rezeptoren der Zelloberflache mit Biotin
markiert und mittels Streptavidin immunprazipitiert. Die Prazipitate wurden mehrmals
mit Triton-X-100 haltigem Puffer gewaschen, durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine PVDF-Membran transferiert. AbschlieRend wurde die Membran mit Antikérpern
spezifisch fur die a1-Untereinheit des GABAx-Rezeptors sowie fur pan-Cadherin als
Kontrolle detektiert. Unabhéngig von einer Dynamitin-myc Uberexpression konnten
ahnliche Anteile der zuvor mit Biotin markierten GABAsRa1 immunprazipitiert
werden (Abb. 3.17 A, B).

[ S 1.0q
Input IP ‘B
T < 0.8-
GABA,Ra1  + + + + a9
GABARP3 + + + + R
Dynamitin-myc - + - + oL 041
]
O =
kDa 1907 wew we = == [ Kontrolle = D
. 4 + + GABA,R a1
— - GABA,R a1 A
50 - A + +  GABAAR3

= + Dynamitin-myc

Abb. 3.17: Uberexpression von Dynamitin in HEK293T-Zellen. Nach heterologer Expression der o1-
sowie der B3-Untereinheit des GABAa-Rezeptors allein oder zusammen mit Dynamitin-myc in
HEK293T-Zellen wurden die Zelloberflachen-Rezeptoren immunprazipitiert. (A) Immundetektion der a1-
Untereinheit des GABAa-Rezeptors (GABAaRa 1) und pan-Cadherin als Ladekontrolle (Kontrolle). kDa:
Molekulargewicht des Standards in Kilodalton, Input: HEK293T-Zell Extrakt, IP: Immunprazipitat. (B)
Quantitative Western Blot Analyse von A (n=4). Die relative Signalintensitat von biotinylierten a1-
Untereinheiten des GABAa-Rezeptors nach Dynamitin-myc Uberexpression (+ Dynamitin-myc, 0,86
+0,05) weist keinen signifikanten Unterschied zu der Kontrollexpression ohne Dynamitin-myc auf

(- Dynamitin-myc, gleich 1 gesetzt).
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Die beschriebene Analyse der mit Plasmamembran angereicherten Gehirnextrakte
(P2) Dynamitin Uberexprimierender Mause sowie die heterologe Expression von
Dynamitin-myc in HEK293T-Zellen lassen darauf schliessen, dass die Inhibition des
Dynein-vermittelten Transportes keinen Einfluss auf die Konzentration von GABAx-
Rezeptoren an der Zelloberflache hat, und Dynein somit keine Rolle bei frihen

endozytotischen Prozessen des GABAx-Rezeptors zu spielen scheint.

3.12 Kofraktionierung von GABA,-Rezeptor und Muskelin mit

Proteinmarkern endozytotischer Vesikel

Der Dyneinmotorkomplex vermittelt unter anderem den vesikularen Transport von
frihen zu spaten Endosomen (Aniento et al., 1993). In Ubereinstimmung hatte die
Inhibition des Dynein-vermittelten Transportes eine Akkumulation des GABAa-
Rezeptors in mit intrazelluldaren Vesikeln angereicherten Gehirnextrakten zur Folge
(vergleiche mit Kapitel 3.10). Da Muskelin und der GABAs-Rezeptor sowie Dynein in
einem Transportkomplex interagieren (siehe Kapitel 3.7, 3.8, 3.9), sollte untersucht
werden, ob der GABAa-Rezeptor zusammen mit Muskelin in Kompartimenten spater
endozytotischer Prozesse nachgewiesen werden kann. Fur eine genauere Analyse
wurden mit intrazellularen Vesikeln angereicherte Gehirnextrakte (P3) aus adulten

Mé&usen uUber einen Sucrosegradienten mittels Zentrifugation bei 160.000 x g ihrer
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Abb. 3.18: Kofraktionierung von GABAa-Rezeptor und Muskelin mit Proteinmarkern
endozytotischer Vesikel. Dichtezentrifugation tUiber Sucrosegradienten von mit intrazelluléren Vesikeln
angereichertem Gehirnextrakt (P3) adulter Mause und Immundetektion mit spezifischen Antikérpern fiir
die a1-Untereinheit des GABAa-Rezeptors (GABAaRa 1), Muskelin, Transferrinrezeptor, Rab-7 und NSF
als Kontrolle. (A) Muskelin und GABAaRa1 kofraktionieren zusammen mit Transferrinrezeptor sowie mit

Rab-7 (schwarzes Rechteck). (B) Darstellung der quantitativen Analyse von A (n=3). M: Molar.
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Dichte nach aufgetrennt. Einzelne Fraktionen wurden nach SDS-PAGE auf eine
PVDF-Membran transferiert und die a1-Untereinheit des GABAAa-Rezeptors
(GABAARa1), Muskelin sowie die Proteinmarker fur frithe Endosomen (Transferrin-
rezeptor) und spate Endosomen (Rab-7) wurden mit Hilfe spezifischer Antikérper
detektiert. Die hochsten Signalintensitadten von GABAxRa1 und Muskelin lieen sich
bei Molaritaten ahnlich derer des Transferrinrezeptors und Rab-7 (ungefahr 0,9 bis
1,2 M) nachweisen (Abb. 3.18, A, B).

3.13 Nachweis von Muskelin in multivesikularen Korpern (MVBs)

In Kapitel 3.12 wurde die Kofraktionierung von Muskelin und dem GABAa-Rezeptor
zusammen mit Proteinmarkern fir frihe und spate Endosomen beschrieben. Unter
Verwendung eines gegen Muskelin gerichteten, spezifischen Antikdrpers wurde nun
die ultrastrukturelle Lokalisation von Muskelin in hippokampalen Neuronen mittels
Elektronenmikroskopie untersucht. Zusatzlich zu dem Nachweis von Muskelin an
den Membranen kleiner intrazellularer Vesikel (siehe Kapitel 3.5) konnten Muskelin
Signale auch innerhalb von multivesikularen Kérpern (multi vesicular bodies, MVBs)
nachgewiesen werden (Abb. 3.19). Diese MVBs stellen Kompartimente spater
endozytotischer Prozesse stromaufwarts von Lysosomen dar (Gruenberg et al.,

2001). In Ubereinstimmung mit einer Rolle von Muskelin bei endozytotischen
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Abb. 3.19: Lokalisation von Muskelin innerhalb von multivesikuldren Kérpern (MVBs).

Elektronenmikroskopische Aufnahme hippokampaler Neurone von adulten Mausen unter Verwendung
eines fir Muskelin spezifischen Antikdrpers. An den Membran von kleinen Vesikeln innerhalb des
Lumens eines MVBs kodnnen spezifische Muskelin Signale nachgewiesen werden (links). Innerhalb
eines anderen MVBs werden keine Signale spezifisch fur Muskelin detektiert (rechts). Der GroRen-

balken entspricht 0,15 pm.

73



ERGEBNISSE

Abbauprozessen wurde Muskelin innerhalb der Lumina der MVBs an den
Membranen kleiner Vesikel detektiert. Die intraluminalen Vesikel kdnnen unter
anderem durch heterotypische Fusion der aulieren MVB-Membran mit der Membran
von Lysosomen in das hydrolytische lysosomale Lumen entlassen und einschliellich
ihrer enthaltenen Proteine abgebaut werden (Katzmann et al., 2002, Babst, 2005).
Andere MVBs wiesen kein Muskelin Signal auf (Abb. 3.18), was auf eine spezifische

Assoziation von Muskelin mit bestimmten MVBs schlieRen lasst.

3.14 Lysosomale Degradation von GABA,-Rezeptoren aufgrund

von Mikrotubuli-abhangigem Transport

Die Interaktion des GABAs-Rezeptors, Muskelin und Dynein sowie die Anreicherung
von GABAa-Rezeptoren in intrazellularen Vesikeln nach der Inhibition des Dynein-
vermittelten Transportes und die Kofraktionierung mit Proteinmarkern fur frihe und
spate Endosomen (vergleiche mit Kapiteln 3.7-3.10, 3.12) lassen auf einen Dynein-
abhangigen Transport des GABAs-Rezeptors zu Lysosomen schlieRen. Der Dynein-
motorkomplex bewegt sich entlang der Mikrotubuli und deren Depolymerisation flihrt
zu einer Stérung des Dynein-vermittelten Transportes (Lafont ef al., 1994, Caviston
und Holzbaur, 2006). Erfolgt eine lysosomale Degradation des GABAs-Rezeptors
Uber Dynein-vermittelten Transport, so sollte die Depolymerisation von Mikrotubuli zu
einer verminderten Degradation des GABAa-Rezeptors und somit zu dessen
Anreicherung flihren. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde der Verlust an
GABAa-Rezeptoren in Abhangigkeit von der Zeit analysiert. Hierfur wurden die
Rezeptoren an der Zelloberflache kultivierter hippokampaler Neurone mit Biotin
markiert. Die Zellen wurden dann sofort geerntet (Zeitpunkt O min) oder weiter bei
37 °C inkubiert und nach weiteren 12 Stunden geerntet (Zeitpunkt 720 min), um die
Internalisierung und Degradation von GABA-Rezeptoren zu ermdglichen (Kittler et
al., 2004). Hierbei wurden hippokampale Neurone entweder unbehandelt gelassen
oder mit Nocodazol zur Depolymerisation von Mikrotubuli (Samson et al., 1979),
beziehungsweise mit Leupeptin zur Inhibition lysosomaler Proteasen (Ehlers, 2001,
Kittler et al., 2004), inkubiert. Mit Biotin markierte Rezeptoren wurden zum Zeitpunkt

0 und nach 720 min mittels Streptavidin immunprazipitiert und die Prazipitate nach
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mehrmaligem Waschen mit Triton-X-100 haltigem Puffer durch SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Mit spezifischen Antikérpern
wurden die al1-Untereinheit des GABAx-Rezeptors (GABAsRa1) und zur Kontrolle
Aktin detektiert (Abb 3.20 A, B).
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Abb. 3.20: Lysosomale Degradation von GABAa-Rezeptoren aufgrund von Mikrotubuli-
abhidngigem Transport. (A) Western Blot einer Immunprazipitation biotinylierter GABAa-Rezeptoren
von hippokampalen Neuronen mit Streptavidin. Immundetektion mit Antikdrpern spezifisch fiir die a1-
Untereinheit des GABAa-Rezeptors (GABAARa 1) und Aktin als Kontrolle. (B) Quantitative Analyse von
A (n=4). Die relative Signalintensitat biotinylierter GABAsRa1 zum Zeitpunkt 0 min wurde gleich 1
gesetzt. Etwa 30 % der am Zeitpunkt O min biotinylierten GABAARa1 werden nach 720 min Inkubation
detektiert (0,31 +0,07). In Gegenwart von 1uM Nocodazol (0,88 +0,12) oder 200 ug/ul Leupeptin (0,89
+0,10) wahrend der Inkubation werden signifikant héhere Signalintensitaten biotinylierter GABAARa1

nach 720 min im Vergleich zur Kontrollbedingung nachgewiesen. Irtumswahrscheinlichkeit: ** p < 0,01.

Zum Zeitpunkt 720 min wurden unter Kontrollbedingungen nur noch ungefahr 30 %
der an Zeitpunkt 0 min mit Biotin markierten GABAsRa1 detektiert (Abb 3.20 A, B).
Eine Behandlung mit Leupeptin konnte diesen Verlust an GABAa-Rezeptoren in
Abhangigkeit von der Zeit gréltenteils riickgdngig machen, noch ungefahr 90 % der
zuvor markierten GABAARa1 lieRen sich nachweisen. Nach Depolymerisation von
Mikrotubuli mit Nocodazol wurden ebenfalls noch etwa 90 % und damit signifikant
mehr biotinylierte GABAxRa1 als unter Kontrollbedingungen prazipitiert (Abb 3.20 A,
B). Dies lasst auf einen Mikrotubuli-abhangigen, wahrscheinlich Dynein-vermittelten

Transport (siehe Kapitel 3.7-3.13) des GABAs-Rezeptors zu Lysosomen schliel3en.
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3.15 Muskelin stabilisiert die Interaktion von GABAA-Rezeptor mit

Dynein Intermediarer Kette

Eine mdgliche Funktion von Muskelin wahrend der Endozytose und lysosomalen
Degradation von GABAx-Rezeptoren wurde nun mit Hilfe homozygoter (-/-) Muskelin
Knockout Mause und ihrer wildtypischen (+/+) Wurfgeschwister untersucht. Eine
Médglichkeit ware, dass Muskelin in einem Proteinkomplex bestehend aus GABAa-
Rezeptor, Muskelin und Dynein (siehe Kapitel 3.7-3.9) als Adapterprotein fungiert.
Die Funktion von sogenannten Adapterproteinen ist unter anderem, die vesikularen
Transmembranrezeptoren mit den entprechenden Motorproteinen zu verbinden, um
die Spezifitat von intrazellularen Transportkomplexen zu gewahrleisten (Kneussel
2005, Kneussel und Loebrich, 2007).

Wenn Muskelin fur die Interaktion des GABAa-Rezeptors mit dem Dyneinmotor-
komplex bendtigt wird, dann muisste die Koimmunprazipitation beider Interaktions-
partner (siehe Kapitel 3.7) in Abwesenheit von Muskelin gestért sein. Um dieses zu
untersuchen, wurde der GABAs-Rezeptor aus Gehirn-Lysaten von wildtypischen
(+/+) und von homozygoten (-/-) Mausen, welche zuvor durch Zentrifugation bei
1.000 x g geklart wurden (S1), mit Antikdrpern spezifisch fir die Dynein Intermediare
Kette immunprazipitiert. Parallel wurde zur Kontrolle eine Prazipitation mit unspezi-
fischen Immunglobulinen durchgefuhrt. Die Prazipitate wurden in Gegenwart von
Triton-X-100 gewaschen und nach ihrer Auftrennung mittels SDS-PAGE auf eine
PVDF-Membran transferiert.

Unabhangig davon, ob Lysate wildtypischer (+/+) oder homozygoter (-/-) Muskelin
Knockout Mause verwendet wurden, konnte die GABAs-Rezeptor a.1-Untereinheit
(GABAARa1) nachgewiesen werden (Abb. 3.21 A). Interessanterweise wurden aber
geringere Mengen an GABAARa1 im Prazipitat homozygoter (-/-) Mause detektiert.
Durch eine quantitative Analyse wurde die signifikante Abnahme der GABAsRa1
Signalintensitat um ungefahr 75 % in dem Prazipitat von homozygoten (-/-) Muskelin
Knockout Mausen festgestellt (Abb. 3.21 B). In den Kontrollen mit unspezifischen
Immunglobulinen konnte GABAAsRa1 unabhangig von den eingesetzten Gehirn-
Lysaten nicht nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse lassen darauf schlief3en,
dass Muskelin die Interaktion des GABAa-Rezeptors mit dem Dyneinmotorkomplex

stabilisiert und somit ein wichtiger Bestandteil des Transportkomplexes sein konnte.
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Abb. 3.21: Reduzierte Koimmunprazipitation von GABAa-Rezeptor mit Dynein Intermediarer
Kette nach Depletion von Muskelin. Immunprézipitation mit spezifischen Antikérpern fiir Dynein
Intermediare Kette (DIC) und unspezifischen Immunglobulinen (IgG). Immundetektion von DIC und der
a1-Untereinheit des GABAa-Rezeptors (GABAaRa1). (A) GABAARa1 wird aus Lysaten wildtypischer
(+/+) und homozygoter (-/-) Muskelin Knockout Mause mit DIC koprazipitiert. Input: S1-Gehirn-Lysat
wildtypischer (+/+) oder homozygoter (-/-) Mause, kDa: Molekulargewicht des Standards in Kilodalton,
IP: Immunprazipitat. (B) Quantitative Analyse von A (n=3). Die DIC-Signalintensitat nach Prazipitation
von DIC aus Lysaten wildtypischer (+/+, gleich 1 gesetzt) und homozygoter (-/-, 1,08 +0,08) Mause
zeigt keinen signifikanten Unterschied. GABAaRa1-Koprazipitationen wurden mit der DIC-Prazipitation
normalisiert. In Lysaten aus homozygoten Mausen (-/-, 0,25 +0,02) ist die GABAaRa1 Signalintensitat
im Vergleich zu Lysaten aus wildtypischen Mausen (+/+, gleich 1 gesetzt) signifikant reduziert. Irrtums-

wahrscheinlichkeit: ** p < 0,01.

3.16 GABAA-Rezeptor Anreicherung in intrazellularen Vesikeln

nach Depletion von Muskelin

Nach Inhibition des Dynein-vermittelten Transportes wurde eine Akkumulation des
GABAs-Rezeptors in intrazellularen Vesikeln sowie eine reduzierte Degradation des
GABAx-Rezeptors beobachtet (siehe Kapitel 3.10, 3.14). Stabilisiert Muskelin den
GABAx-Rezeptor-Dynein Transportkomplex wie unter 3.15 beschrieben, dann sollte
man nach Muskelin-Depletion eine Instabilitat des Transportkomplexes und somit
ahnliche Folgen wie nach Stérung der Dyneinmotor-Funktion erwarten. Die Depletion
von Muskelin sollte dementsprechend auch zu einer Akkumulation des GABAa,-
Rezeptors in intrazellularen Vesikeln fuhren. Fir diese Untersuchung wurden mit
intrazellularen Vesikeln angereicherte Gehirnextrakte (P3) adulter wildtypischer (+/+)
sowie homozygoter (-/-) Muskelin Knockout Mause durch differentielle Zentrifugation

hergestellt. Enthaltene Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
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PVDF-Membran transferiert und mit spezifischen Antikérpern fir die a1-Untereinheit
des GABAa-Rezeptors und fur y-Adaptin als Kontrolle detektiert (Abb. 3.22 A, B).

Die quantitative Analyse ergab eine signifikante, ungefahr 1,5-fach erhéhte relative
Signalintensitadt von GABAAsRa1 in P3-Gehirnextrakten homozygoter (-/-) Muskelin
Knockout Mausen verglichen mit wildtypischen (+/+) Wurfgeschwistern (Abb. 3.22 A,
B). Eine Depletion Muskelins per se flhrt somit zu einer Anreicherung des GABA,-
Rezeptors in intrazellularen Vesikeln, ahnlich wie es nach der Inhibition des Dynein-

vermittelten Transportes beobachtet werden konnte (siehe Kapitel 3.10).

A Abb. 3.22: Anreicherung des GABAAa-Rezeptors in
*\* '\' intrazellularen Vesikeln nach Depletion von

kDa Muskelin. (A) Western Blot Analyse von mit
100_- e | Kontrolle intrazellularen Vesikeln angereicherten Gehirnextrakten

(P3) adulter wiltypischer (+/+) und homozygoter (-/-)

Muskelin Knockout Mause. Die a1-Untereinheit des
GABAa-Rezeptors (GABAARa 1) und y-Adaptin als

50 —{ws | GABAAR o

(p3) Kontrolle wurden mit Hilfe spezifischer Antikérper
detektiert. kDa: Molekulargewicht des Standards in
B Kilodalton. (B) Darstellung der quantitativen Western
® *%k Blot Analyse von A (n=7). Im Vergleich mit wild-
I% - 1.6 4 ’_‘ typischen Wurfgeschwistern (+/+, gleich 1 gesetzt) wird
% é 124 eine signifikante Anreicherung der relativen Signal-
S) § 0.8 intensitdt von GABAaRa1 in P3-Gehirnextrakten von
ﬁ 5 homozygoten Muskelin Knockout Mausen (-/-,
£ 0.4+ 1,52 =0,14) beobachtet. Irrtumswahrscheinlichkeit:
I 0- ** p<0,01.

3.17 Die Depletion von Muskelin verringert die Degradation von

GABA-Rezeptoren

Die Stérung des Dynein-vermittelten Transportes durch Depolymerisation von Mikro-
tubuli sowie die Inhibition lysosomaler Proteasen mit Leupeptin fihrte zu einer
reduzierten Degradation des GABAa-Rezeptors (Kapitel 3.14). Weiterhin wurde
gezeigt, dass Muskelin den GABAx-Rezeptor-Dynein Transportkomplex stabilisiert
und dass die Depletion von Muskelin zu einer Anreicherung des GABAa-Rezeptors

in intrazellularen Vesikeln fihrt, wie es auch nach Inhibition des Dyneinmotor-
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komplexes beobachtet wurde (Kapitel 3.10, 3.15, 3.16). Im Folgenden sollte die
Rolle von Muskelin wahrend endozytotischer Prozesse genauer untersucht werden.
Wird Muskelin fir den Dynein-abhangigen Transport des GABAs-Rezeptors von
frhen zu spaten Endosomen bendtigt, sollte die Depletion von Muskelin zu einer wie
nach Inhibition der Dyneinmotor-Funktion beobachteten reduzierten Degradation des
GABAx-Rezeptors flihren. Daher wurde erneut der Verlust an GABAA-Rezeptoren in
Abhéangigkeit von der Zeit analysiert. Rezeptoren an der Zelloberflache von
hippokampalen Neuronen wildtypischer (+/+) sowie homozygoter Muskelin Knockout
Méause (-/-) wurden mit Biotin markiert. Biotinylierte Rezeptoren wurden entweder
sofort (Zeitpunkt O min) oder nach einer Inkubationphase, welche die Internalisierung
und Degradation von GABAa-Rezeptoren ermoglicht (Zeitpunkt 720 min), mittels
Streptavidin immunprazipitiert. Nach mehrmaligen Waschen mit Triton-X-100
haltigem Puffer wurden die Prazipitate mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
PVDF-Membran transferiert und mit spezifischen Antikérpern fur Aktin und die a1-
Untereinheit des GABAs-Rezeptors detektiert (GABAARa1). In den hippokampalen
Neuronen von wildtypischen (+/+) Mausen wurden zum Zeitpunkt 720 min nur etwa
40 % der zuvor an Zeitpunkt 0 min mit Biotin markierten GABAsRa1 prazipitiert (Abb.
3.23 A, B).
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Abb. 3.23: Storung der GABAA-Rezeptor Degradation durch Depletion von Muskelin. (A) Western
Blot einer Immunprazipitation biotinylierter Rezeptoren mit Streptavidin. Immundetektion mit Antikérpern
spezifisch fur GABAARa1 und Aktin als Kontrolle. (B) Quantitative Analyse von A (n=8). Zum Zeitpunkt
0 min weisen Neurone homozygoter Muskelin Knockout Mause (-/-, 1,34 +0,26) eine erhohte relative
Signalintensitat biotinylierter GABAaRa1 gegenuber wildtypischen Neuronen (+/+, gleich 1 gesetzt) auf.
Nach 720 min werden etwa 40 % der zuvor biotinylierten GABAARo1 aus wildtypischen Neuronen (+/+,
0,42 +0,10) detektiert, aus Neuronen homozygoter Muskelin Knockout Mause werden etwa 90 % der

biotinylierten GABAARa1 prazipitiert (-/-, 1,22 +0,30). Irrtumswahrscheinlichkeit: *p < 0,05, ***p < 0,001.
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Hingegen wurden in Neuronen homozygoter (-/-) Muskelin Knockout Mause nach
720 min ungefahr 90 % der zuvor biotinylierten GABAsRa1 und damit signifikant
mehr als in wildtypischen (+/+) Neuronen nachgewiesen. An dem Zeitpunkt 0 min,
der die GABAsRa1 Konzentration an der Zelloberflache reprasentiert, wurde zudem
eine Anreicherung biotinylierter GABAsRa1 von etwa 35 % in Muskelin Knockout (-/-)
verglichen mit wildtypischen (+/+) Neuronen festgestellt, die jedoch keine Signifikanz
aufwies. Unabhangig von dieser erhdhten GABAARa1 Konzentration an der Zell-
oberflache konnte eine signifikante Reduktion in der GABAsRa1-Degradationsrate
von ungefahr 50 % nach Depletion von Muskelin ermittelt werden (Abb 3.24). Die
Ergebnisse deuten daraufhin, dass Muskelin fir eine Dynein-vermittelte lysosomale
Degradation des GABAx-Rezeptors bendtigt wird und hierbei als eine stabilisierende
Komponente innerhalb des Dynein-GABAs-Rezeptor Transportkomplexes fungieren
kdnnte (siehe Kapitel 3.15).

Abb. 3.24: Die Degradationsrate des GABAa-Rezeptors ist von

akad Muskelin abhangig. Auswertung der quantitativen Analyse aus Abb.
'_l 3.23 B. Degradationsraten des GABAa-Rezeptors in Abhangigkeit vom
Genotyp wurden aus dem Quotient der relativen Signalintensitaten

biotinylierter GABAaARa1 zum Zeitpunkt O min und 720 min ermittelt. Die

GABAxRa1-Degradationsrate in wildtypischen (+/+) Neuronen wurde

Degradationsrate
GABA,R a1

gleich 1 gesetzt. Neurone von homozygoten Muskelin Knockout Mausen
weisen eine signifikante Reduktion (0,52 +0,12) in der GABAARa1-

© O o o A
o N M O © O
I 1 1 1 1 1

Degradationsrate auf. Irrtumswahrscheinlichkeit: ** p < 0,01.

Die in homozygoten (-/-) Muskelin Knockout Mausen beobachtete Reduktion der
GABAsRa1-Degradationsrate kénnte auf einen gestdrten Transport des GABAa-
Rezeptors zu Lysosomen, aber auch auf einen Verlust der lysosomalen Funktion
zuruckzufuhren sein. Um letzteres auszuschlieBen, wurde die Degradation von
GluR1, einer AMPA-Rezeptor-Untereinheit, in Abwesenheit von Muskelin untersucht.
Es ist bekannt dass GIuR1 in Lysosomen degradiert wird (Ehlers, 2001) und es
wurde bislang keine Interaktion von GIuR1 mit Muskelin beschrieben. Deshalb wurde
erneut der Verlust von GluR1 in Abhangigkeit von der Zeit untersucht. In hippo-
kampalen Neuronen von wildtypischen (+/+) Mausen wurden nach 720 min in etwa
20 % der zuvor an Zeitpunkt 0 min mit Biotin markierten GluR1 festgestellt (Abb 3.25
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A, B). Aus Neuronen homozygoter Muskelin Knockout Mause (-/-) konnten ebenfalls
ungefahr 20 % und somit ein &hnlicher Anteil zuvor biotinylierter GIuR1 prazipitiert
werden. Dieses Ergebnis lasst auf eine unveranderte, von Muskelin unabhangige
Degradation von GluR1 und daher auch auf eine normale lysosomale Funktion in

Abwesenheit von Muskelin schliel3en.
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Abb. 3.25: Unveridnderte Degradation von GluR1 nach Depletion von Muskelin. (A) Western Blot
einer Immunprazipitation biotinylierter Rezeptoren mit Streptavidin. Immundetektion mit Antikérpern
spezifisch fur GluR1 und Aktin als Kontrolle (B) Quantitative Analyse von A (n=4). Zum Zeitpunkt 0 min
weisen Neurone von wildtypischen (+/+, gleich 1 gesetzt) und homozygoten Muskelin Knockout Mausen
(-/-, 0,98 +0,04) ahnliche Signalintensitaten biotinylierter GluR1 auf. Nach 720 min werden etwa 20 %
der zuvor biotinylierten GIuR1 aus wildtypischen (+/+, 0,21 +0,07) sowie aus Neuronen homozygoter

Muskelin Knockout Mause (-/-, 0,16 £0,05) prazipitiert. Irrtumswahrscheinlichkeit: ** p < 0,01.

3.18 Koimmunprazipitation von GABAA-Rezeptor und Muskelin
mit Myosin VI

Muskelin wurde als direkter Interaktionspartner der a1-Untereinheit des GABAAa-
Rezeptors in vitro identifiziert (vergleiche mit Kapitel 1.4.2). Dartber hinaus wurde in
der vorliegenden Arbeit ein funktioneller Transportkomplex von GABAs-Rezeptor und
Muskelin zusammen mit dem Dyneinmotorkomplex beschrieben. Die Inhibition der
Dyneinmotor-Funktion fiihrte zu einer Anreicherung des GABAa-Rezeptors in intra-
zelluldren Vesikeln, nicht aber zu seiner Anreicherung an der Zelloberflache (siehe
Kapitel 3.10 und 3.11). Dieses deutet in Ubereinstimmung mit der Literatur (Driskell

et al., 2007, Traer et al.,, 2007) darauf hin, dass ein von Dynein unabhéangiges
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Motorproteinsystem die friihen endozytotischen Prozesse nach Internalisierung des
GABAx-Rezeptors vermittelt. Es wurde bereits berichtet, dass friihe endozytotische
Prozesse neuronaler AMPA-Rezeptoren von Myosin VI, welches sich entlang von
Aktinfilamenten in retrograder Richtung bewegt, abhdngen kénnen (Osterweil et al.,
2005). Zudem lasst die beobachtete Aufhellung der Fellfarbe bei homozygoten (-/-)
Muskelin Knockout Mausen auf die Beteiligung von Muskelin an Myosin-vermittelten
Transport entlang von Aktinfilamenten schlieRen (siehe Kapitel 3.4). Deshalb sollte
untersucht werden, ob eine Interaktion von Myosin VI mit dem GABAa-Rezeptor-
Muskelin Komplex nachgewiesen werden kann, die eventuell Transportprozesse der
frihen Endozytose vermittelt. Hierfir wurde Muskelin mit Hilfe eines spezifischen
Antikorpers aus mit Plasmamembran und intrazellularen Vesikeln angereicherten
Gehirnextrakten (P2/P3) adulter wildtypischer (+/+) sowie homozygoter (-/-) Muskelin
Knockout Mause prazipitiert. Parallel wurde eine Prazipitation mit unspezifischen
Immunglobulinen durchgefihrt. Die Prazipitate wurden in Gegenwart von Triton-X-
100 gewaschen, durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
transferiert. AbschlieRend wurde die Membran mit fir Myosin VI spezifischem
Antikérper detektiert (Abb. 3.26). In dem Prazipitat des Muskelin Antikdrpers wurde
ein Signal fur Myosin VI detektiert, wenn Extrakte aus wildtypischen (+/+), nicht aber
aus homozygoten (-/-) Muskelin Knockout Mausen préazipitiert wurden. In der

Kontrolle mit unspezifischen Antikdrpern dagegen wurde kein entsprechendes Signal

nachgewiesen.
NPS "
L 5§ Abb. 3.26: Koimmunprazipitation von Myosin VI mit
IS5
S @ § Muskelin. Immunprazipitation mit spezifischem Antikorper
\'\9 \gf ke gegen Muskelin und unspezifischen Immunglobulinen (IgG)

aus mit Plasmamembran und mit Vesikeln angereicherten
+/+ | s = Myosin VI Gehirnextrakten (P2/P3). Immundetektion mit einem fiir

Myosin VI spezifischen Antikérper. Myosin VI wird aus dem

-/ | o — Myosin VI Gehirnextrakt von adulten wildtypischen (+/+), nicht aber

homozygoten (-/-) Muskelin Knockout Mausen prazipitiert.
(P2[P3) Input: P2/P3-Gehirnextrakte, IP: Immunprazipitat.

Um diese in vitro-Interaktion zu bestatigen, wurden als nachstes Immunprazipita-
tionen mit Antikdrpern spezifisch fir Myosin VI und die a1-Untereinheit des GABA,-

Rezeptors wie oben beschrieben durchgefuhrt. Zusatzlich zu Muskelin konnten
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hierbei GABAARa1 mit Myosin VI und umgekehrt Myosin VI mit GABAxsRa1 kopra-
zipitiert werden (Abb. 3.27 A, B). Dieses deutet auf eine Interaktion des GABAx-

Rezeptor-Muskelin Komplexes mit Myosin VI hin.
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Abb. 3.27: Koimmunprazipitation von GABAa-Rezeptor, Muskelin und Myosin VI. Prazipitation mit
spezifischen Antikérpern gegen (A) Myosin VI und (B) GABAsRa1 sowie mit unspezifischen Immun-
globulinen aus mit Plasmamembran und intrazellularen Vesikeln angereichertem Gehirnextrakt (P2/P3)
adulter wildtypischer Mause. Immundetektion mit spezifischen Antikérpern fir GABAaARa 1, Muskelin

und Myosin VI. Input: P2/P3-Gehirnextrakt, IgG: unspezifische Immunglobuline, IP: Immunprazipitat.

3.19 Kofraktionierung von GABA,-Rezeptor und Muskelin mit
Myosin VI

Um die Interaktion von Myosin VI mit Muskelin und der a1-Untereinheit des GABAa-
Rezeptors (Kapitel 3.18) zu bestatigen, wurden erneut mit intrazellularen Vesikeln
angereicherte Gehirnextrakte (P3) aus adulten wildtypischen Mausen Uber einen
Sucrosegradienten mittels Zentrifugation bei 160.000 x g ihrer Dichte nach
aufgetrennt. Anschlielend wurden die einzelnen Fraktionen durch SDS-PAGE
aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und mit einem Antikérper
spezifisch flr Myosin VI detektiert. Drei Myosin VI-Peaks lielien sich bei distinkten
Molaritaten nachweisen (Abb. 3.28). Der Peak bei 0,9 bis 1,2 M entspricht in etwa
den Peaks der Kofraktionierung von Muskelin und dem GABAx-Rezeptor (Abb. 3.28,

vergleiche mit Abb. 3.13). Bei Zentrifugation in Gegenwart von Triton-X-100 ver-
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schob sich der Myosin VI-Peak zu geringeren Molaritaten, ahnlich wie die GABA,-
Rezeptor- und Muskelin-Peaks. Da Triton-X-100 vesikulare Membranen solubilisiert,
und deshalb Proteine desselben Vesikels die nicht miteinander interagieren, trennt,

sollte diese Kofraktionierung ausschlief3lich auf Protein-Protein-Wechselwirkungen

beruhen.
E Muskelin E
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Abb. 3.28: Kofraktionierung von GABAa-Rezeptor, Muskelin und Myosin VI. Dichtezentrifugation
mittels Sucrosegradienten von mit Vesikeln angereichertem Gehirnextrakt (P3) und Immundetektion mit
Myosin VI spezifischem Antikérper. In Abwesenheit von Detergenz (oben) sedimentiert der rechte
Myosin VI-Peak bei dhnlichen Molaritaten wie Muskelin und GABAaRa1 (0,92 bis 1,21 M, vergleiche mit
Abb. 3.13). In der Gegenwart von Detergenz (Triton-X-100) wird der Myosin VI-Peak bei geringeren
Molaritaten, ahnlich derer von Muskelin und GABAaR«a1, detektiert (0,42 bis 0,56 M).

3.20 Kolokalisation von GABAj-Rezeptor und Muskelin mit
Myosin VI

Um eine Assoziation des GABAa-Rezeptor-Muskelin Komplexes mit Myosin VI in
einer intrazellularen Umgebung zu untersuchen, wurden kultivierte hippokampale
Neurone mit spezifischen Antikorpern fir Muskelin, der a1-Untereinheit des GABAa-
Rezeptors (GABAaRa1) und Myosin VI immungeféarbt. Wenn der GABAx-Rezeptor-
Muskelin Komplex mit Hilfe von Myosin VI transportiert wird, dann sollten in einer
Immunfarbung die Signale aller drei Proteine kolokalisieren. Die Farbung zeigte
unter anderem gelbe Punkte, die aus einer Uberlagerung von roten Muskelin und
grunen Myosin VI Signalen resultieren (Abb. 3.29 B, Pfeilspitze). AuRerdem wurden
weiRe Signale, die aus Uberlagerung von allen drei Fluoreszenzsignalen entstehen
(Pfeile), beobachtet. Der GABAs-Rezeptor, Muskelin und Myosin VI weisen somit

eine Kolokalisiation in hippokampalen Neuronen auf.
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Abb. 3.29: Kolokalisation von GABAa-Rezeptor und Muskelin mit Myosin VI. (A) Immunféarbung
von kultivierten hippokampalen Neuronen (DIV 15) mit spezifischen Antikérpern fiir Muskelin (rot),
Myosin VI (griin) und der a1-Untereinheit des GABAa-Rezeptors (blau). Nur rote Fluoreszenzsignale
werden gezeigt. (B) VergrolRerung des weilRen Rechtecks aus A. Die Pfeilspitze markiert eine gelbe
Uberlagerung der roten und griinen Signale, die Pfeile markieren weilRe Uberlagerungen aller drei

Signale. GroRenbalken: 25 ym in A, 15 ym in B.

3.21 Eine stabile Interaktion von GABA,-Rezeptor mit Myosin VI

erfolgt unabhangig von Muskelin

Wie unter 3.15 beschrieben wurde eine gestérte Koimmunpréazipitation des GABA,-
Rezeptors mit dem Dyneinmotorkomplex in Abwesenheit von Muskelin beobachtet.
Dies deutet darauf hin, dass der GABAx-Rezeptor Uber eine Interaktion mit Muskelin
an Dynein bindet, beziehungsweise dass die Formation dieses Transportkomplexes
durch Muskelin beglnstigt oder stabilisiert wird. Sollte Muskelin auRerdem fiir eine
Interaktion des GABAa-Rezeptors mit Myosin VI benétigt werden, so wirde man in
Abwesenheit von Muskelin eine gestorte Koimmunprazipitation auch dieser beiden
Interaktionspartner erwarten. Um dies zu untersuchen, wurde Myosin VI aus Gehirn-
lysaten von adulten wildtypischen (+/+) sowie homozygoten (-/-) Muskelin Knockout
Mé&usen, welche durch Zentrifugation bei 1.000 x g geklart wurden (S1), mit einem
fur die a1-Untereinheit des GABAx-Rezeptors (GABAARa1) spezifischen Antikorpers
immunprazipitiert. Als Kontrolle diente eine Prazipitation mit unspezifischen Immun-
globulinen. Die Prazipitate wurden in Gegenwart von Triton-X-100 gewaschen und
nach ihrer Auftrennung mittels SDS-PAGE auf eine PVDF-Membran transferiert.

Unabhangig davon, ob Lysate wildtypischer (+/+) oder homozygoter (-/-) Muskelin
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Knockout Mausen verwendet wurden, konnten &hnliche Konzentrationen von Myosin
VI mit GABAARa1 prazipitiert werden (Abb. 3.30 A, B). In den Kontrollen mit un-
spezifischen Immunglobulinen konnte Myosin VI nicht nachgewiesen werden. Dieses
Ergebnis lasst vermuten, dass eine stabile Interaktion des GABAs-Rezeptors mit
Myosin VI unabhangig von Muskelin stattfindet und Muskelin daher vermutlich eine

akzessorische Komponente des Transportkomplexes darstellt.
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Abb. 3.30: Koimmunprézipitation von Myosin VI mit dem GABAa-Rezeptor erfolgt unabhéangig
von Muskelin. Immunprazipitation mit Antikdrpern spezifisch fir GABAsRa1 und unspezifischen
Immunglobulinen (IgG). Immundetektion von Myosin VI und GABAaRa1. (A) GABAARa1 wird aus S1-
Gehirn-Lysaten von wildtypischen (+/+) und homozygoten (-/-) Muskelin Knockout Mausen mit Myosin
VI kopréazipitiert. Input: +/+ oder -/- S1-Gehirn-Lysat, kDa: Standard-Molekulargewicht in Kilodalton, IP:
Immunprazipitat. (B) Quantitative Analyse von A (n=4). Die GABAaRa1-Signalintensitaten von Lysaten
homozygoter (-/-, 0,97 +0,05) und wildtypischer (+/+, gleich 1 gesetzt) Mause sind &hnlich. Die Myosin
VI-Koimmunprazipitationen wurden anhand der GABAARa 1-Préazipitationen normalisiert. In den Lysaten
von homozygoten Mausen (-/-, 0,99 +0,03) wird, verglichen mit denen von wildtypischen Mausen (+/+,

gleich 1 gesetzt), kein signifikanter Unterschied in der Signalintensitat von Myosin VI festgestellt.

3.22 Anreicherung des GABAA-Rezeptors an der Zelloberflache
nach Depletion von Muskelin

In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion des GABAa-Rezeptor-Muskelin

Komplexes mit Dynein beschrieben (siehe Kapitel 3.7-3.9). Eine Inhibition der

Dyneinmotor-Funktion sowie die Depletion Muskelins fuihrten zu einer Akkumulation

des GABAx-Rezeptors in intrazelluldren Vesikeln (siehe Kapitel 3.10, 3.16). Eine

Anreicherung des GABAa-Rezeptors an der Zelloberflache konnte nach Inhibition

des Dynein-vermittelten Transportes jedoch nicht beobachtet werden (siehe Kapitel
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3.11). Neben der Interaktion mit Dynein wurde zudem die Assoziation von Myosin VI
mit dem Muskelin-GABAa-Rezeptor Komplex gezeigt (siehe Kapitel 3.18-3.20).

Sollte Muskelin auch eine Rolle bei der Myosin VI-vermittelten Endozytose spielen,
so wirde man in Abwesenheit von Muskelin nicht nur die Anreicherung von GABA,-
Rezeptoren in intrazellularen Kompartimenten, sondern auch an der Zelloberflache
erwarten. Um dieses zu untersuchen, wurden mit Plasmamembran angereicherte
Gehirnextrakte (P2) adulter homozygoter (-/-) Muskelin Knockout Mause und derer
wildtypischen (+/+) Wurfgeschwister mittels differentieller Zentrifugation hergestellt.
Diese wurden nach Auftrennung mittels SDS-PAGE und Immobilisierung auf einer
PVDF-Membran auf den Gehalt an GABAs-Rezeptor hin untersucht. Die Membranen
wurden mit Antikdrpern spezifisch fir die a1-Untereinheit des GABA-Rezeptors
(GABAARa1) und y-Adaptin als Kontrolle detektiert (Abb 3.31 A, B). Plasmamembran
angereicherte Gehirnextrakte homozygoter (-/-) Muskelin Knockout Mause wiesen im
Vergleich zu denen von wildtypischen (+/+) Mausen einen signifikanten, in etwa 1,5-
fach erhéhten GABAARa1-Gehalt auf (Abb 3.31 A, B).

* 4
S N
kDa ! Abb. 3.31: Erhohte GABAa-Rezeptor Konzentration in
Plasmamembran Fraktionen von Muskelin Knockout
Kontrolle
100+ Mausen. Western Blot Analyse von mit Plasmamembran
angereicherten Gehirnextrakten (P2) adulter wiltypischer
50 - = —
GABAR.G (+/+) sowie homozygoter (-/-) Muskelin Knockout Mause.
P2 (A) Immundetektion mit spezifischen Antikérpern fir
( ) GABAAR a1 und y-Adaptin als Ladekontrolle. kDa:
B Molekulargewicht des Standards in Kilodalton. (B)
= * Darstellung der quantitativen Analyse von A (n=7). Die
kz 1.6 - relative Signalintensitdt von GABAAR a1 ist in P2-
_*g 5 12 Gehirnextrakten homozygoter (-/-, 1,44 +0,15) Muskelin
o E:t Knockout Mause, verglichen mit der von wildtypischen
2 .
(%) ?E 0:8 (+/+, gleich 1 gesetzt) Mausen signifikant erhoht.
o
= O 044 Irrtumswahrscheinlichkeit: * p < 0,05.
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Dieses Ergebnis lasst auf eine Anreicherung des GABAx-Rezeptors an der Zell-
oberflache nach Muskelin-Depletion schlieften. Eine ahnliche Tendenz wurde bereits

bei einer biochemischen Rezeptor-Degradations-Studie beobachtet (siehe Kapitel
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3.17). Um den Gehalt an GABAx-Rezeptor an der Zelloberflache in einem zellularen
Kontext zu untersuchen, wurden in einem zweiten, unabhangigen Experiment kulti-
vierte, hippokampale Neurone von homozygoten (-/-) Muskelin Knockout Mausen
und ihren wildtypischen (+/+) Wurfgeschwistern immungefarbt. Um ausschlieRlich
die GABAs-Rezeptoren an der Zelloberflache zu detektieren, wurden lebende Neu-
rone unter nicht permeabilisierenden Bedingungen mit einem Antikérper spezifisch
fur die a1-Untereinheit des GABAs-Rezeptors (GABAsRa1) inkubiert (griin). In Uber-
einstimmung mit den biochemischen Analysen wiesen Neurone homozygoter (-/-)
Muskelin Knockout Mause verglichen mit wildtypischen (+/+) Neuronen signifikant
erhdhte GABAARa1 Signale an der Zelloberflache von Soma und Neuriten auf (Abb.
3.32 A, B).
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Abb. 3.32: Erhohte GABAa-Rezeptor Konzentration an der Zelloberflaiche in Muskelin Kockout
Mausen. (A) Immunfarbung kultivierter hippokampaler Neurone (DIV 14) homozygoter (-/-) Muskelin
Knockout Mause und deren wildtypischen (+/+) Wurfgeschwistern unter nicht permeabilisierenden
Bedingungen mit spezifischem Antikérper fur die a1-Untereinheit des GABAa-Rezeptors (griin). (B)
Darstellung der quantitativen Analyse von A (n=48). An der Zelloberflache von Soma sowie Neuriten
weisen Neurone homozygoter (-/-) Muskelin Knockout Mause (30,00 1,25 und 43,16 +1,69) signifikant
erhéhte GABAARa1 Signalintensitaten verglichen mit Neuronen aus wildtypischen (+/+) Mausen (23,97

+1,28 und 29,62 +1,45) auf. Irtumswahrscheinlichkeit: **p < 0,01, ***p < 0,001. GrofRenbalken: 25 ym.

Diese Ergebnisse weisen auf eine Akkumulation des GABAs-Rezeptors an der Zell-
oberflache hippokampaler Neurone in Abwesenheit von Muskelin hin. Wie in Kapitel
1.4.2 beschrieben, kolokalisieren Muskelin und die a1-Untereinheit des GABAx-
Rezeptors bereits an den Synapsen hippokampaler Neurone. Deshalb sollte im
Folgenden untersucht werden, ob Muskelin an intrazelluldren Strukturen, die auf eine

Beteiligung an frihen endozytotischen Prozessen hindeuten wirden, nachgewiesen
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werden kann. Hierzu wurde die Lokalisation Muskelins auf ultrastruktureller Ebene in
hippokampalen Neuronen adulter Mause durch Elektronenmikroskopie mit einem flr
Muskelin spezifischen Antikdrper untersucht. Muskelin Signale wurden hierbei an
Einstllpungen der Plasmamembran hippokampaler Neurone detektiert (Abb. 3.33).
Diese kdnnten sich abschniirende Vesikel darstellen. Die Beobachtungen lassen auf
eine Rolle Muskelins in frihen endozytotischen Transportprozessen nach Interna-
lisierung des GABAs-Rezeptors von der Plasmamembran zu sorting Endosomen

schlief3en.
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Abb. 3.33: Lokalisation von Muskelin an Einstiilpungen der Plasmamembran. Elektronenmikro-
skopische Aufnahme hippokampaler Neurone von adulten Mausen unter der Verwendung eines fir
Muskelin spezifischen Antikérpers. An Einstilpungen der Plasmamembran, welche sich abschnirende
Vesikel darstellen kénnten, werden Muskelin spezifische Signale nachgewiesen (Pfeil). Der GréRenbal-

ken entspricht 0,15 um.

3.23 Degradation des GABA-Rezeptors aufgrund von Aktinfila-

ment-abhangigem Transport
Die vorliegende Arbeit hat die Interaktion des GABAA-Rezeptor-Muskelin Komplexes
mit Dynein sowie mit Myosin VI beschrieben (siehe Kapitel 3.7-3.9 und 3.18-3.20).
Die Inhibition des Mikrotubuli-vermittelten Transportes flihrte zu einer Akkumulation
des GABAa-Rezeptors in intrazelluldren Vesikeln und zu seiner Anreicherung infolge
verminderter Degradation (siehe Kapitel 3.10 und 3.14). Sollte die Endozytose des
Muskelin-GABAA-Rezeptor-Komplexes bereits von Aktin-basierten Transport unter-
halb der Plasmamembran abhangen, dann musste die Depolymerisation von Aktin-
filamenten ebenfalls zu einer reduzierten Degradation des GABAA-Rezeptors flihren.

Um dieses zu untersuchen, wurde erneut der Verlust von GABAs-Rezeptoren in
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Abhangigkeit von der Zeit untersucht. Dazu wurden die Rezeptoren an der Zellober-
flache von hippokampalen Neuronen adulter wildtypischer Mause mit Biotin markiert
und entweder sofort (Zeitpunkt 0 min) oder nach einer Inkubationphase, welche die
Internalisierung und Degradation des GABAa-Rezeptors ermdglicht (Zeitpunkt 720
min), mit Streptavidin immunprazipitiert. Wahrend dieser Inkubationsphase wurden
hippokampale Neurone entweder unbehandelt gelassen oder mit Zytochalasin D zur
Depolymerisation von Aktinfilamenten (Shimada et al., 2008) inkubiert. Nach mehr-
maligen Waschen mit Triton-X-100 haltigem Puffer wurden die Prazipitate mittels

SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und mit spezifischen
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Abb. 3.34: Degradation von GABAa-Rezeptoren aufgrund von Aktinfilament-abhidngigem
Transport. (A) Western Blot einer Immunprazipitation biotinylierter Rezeptoren von hippokampalen
Neuronen mit Streptavidin. Immundetektion mit Antikbrpern spezifisch fir GABAaARa1 und Aktin als
Kontrolle. (B) Quantitative Analyse von A (n=8). Die relative Signalintensitat biotinylierter GABAaRa1
am Zeitpunkt 0 min wurde gleich 1 gesetzt. Nach 720 min Inkubation werden in etwa 50 % der am
Zeitpunkt 0 min biotinylierten GABAaRa1 detektiert (0,52 +0,09). In Gegenwart von 1uM Zytochalasin D
(0,93 +£0,10) werden nach 720 min signifikant hohere Signalintensitaten biotinylierter GABAARa 1 im

Vergleich zur Kontrollbedingung nachgewiesen. Irrtumswahrscheinlichkeit: **p < 0,01, ***p < 0,001.

Antikérpern fur Aktin und die a1-Untereinheit des GABAs-Rezeptors (GABAsRa1)
detektiert. Zum Zeitpunkt 720 min wurden unter Kontrollbedingungen nur etwa 50 %
der zuvor an Zeitpunkt 0 min mit Biotin markierten GABAARa1 prazipitiert (Abb. 3.34
A, B). Nach Depolymerisation von Aktinfilamenten mittels Zytochalsin D hingegen
wurden ungefahr 90 % und damit signifikant mehr biotinylierte GABAARa1 als unter

Kontrollbedingungen prazipitiert. Diese Beobachtung lasst auf einen Aktinfilament-
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abhangigen Transport des GABAA-Rezeptors schliel3en, der wie bereits beschrieben

von Myosin VI vermittelt werden koénnte (siehe Kapitel 3.18-3.20).

3.24 Reduzierte Internalisierung des GABAA-Rezeptors nach

Depletion von Muskelin

In Abwesenheit von Muskelin wurden erhéhte GABA-Rezeptor Konzentrationen an
der Zelloberflache von hippokampalen Neuronen beobachtet (Kapitel 3.22). Diese
Anreicherung kénnte sowohl auf einen erhéhten Transport zur Zelloberflache und
einen damit verbundenen Anstieg in der Exozytose des GABAx-Rezeptors als auch
auf eine reduzierte Endozytose des GABAa-Rezeptors zurlickzufihren sein. Um dies
zu untersuchen, wurde die intrazellulare Akkumulation derer GABAs-Rezeptoren,
welche sich zuvor an der Zelloberflache befunden hatten, in Abhangigkeit von der
Zeit analysiert. Hierfur wurden GABAa-Rezeptoren an der Zelloberflache von
kultivierten hippokampalen Neuronen homozygoter (-/-) Muskelin Knockout Mause
und deren wildtypischer (+/+) Wurfgeschwister nach 14 bis 18 Tagen in Kultur mit
einem Primarantikérper spezifisch fir die a1-Untereinheit des GABAs-Rezeptors
(GABAARa1) markiert. Nach Entfernung der Uberschussigen Antikdrper erfolgte eine
zweistlndige Inkubationsphase. Diese Zeitspanne ist zu kurz, um die Degradation
des GABAx-Rezeptors (Kittler et al., 2004), aber lang genug, um die Internalisierung
zu ermoglichen (Goodkin et al., 2005). An der Zelloberflache verbliebene, mit Primar-
antikérper markierte GABAsRa1 wurden dann unter nicht permeabilisierenden
Bedingungen mit dem ersten von zwei Sekundarantikérpern (griin) nachgewiesen.
Nach Permeabilisierung der Zellmembran wurden internalisierte GABAARa1 mit
einem zweiten Sekundarantikérper (rot) detektiert. In Neuronen von wildtypischen
(+/+) Mausen konnte innerhalb des Zytoplasmas eine relativ hohe Anzahl
internalisierter GABAxRa1 beobachtet werden (Abb. 3.35 A). In Neuronen von
homozygoten (-/-) Muskelin Knockout Mausen hingegen wurden weitaus weniger
Signale internalisierter GABAxRa1 nachgewiesen. Eine quantitative Analyse dieser
Beobachtungen zeigte die signifikant erniedrigte intrazellulare Akkumulationsrate von
GABAaRa1 in Neuronen homozygoter (-/-) Muskelin Knockout Mause verglichen mit
wildtypischen (+/+) Neuronen. Dieses konnte sowohl fur Soma als auch fur Neuriten
gezeigt werden (Abb. 3.35 B, C).
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Abb. 3.35: Storung der GABAAa-Rezeptor-Internalisierung nach Depletion von Muskelin I. (A)
Kultivierte hippokampale Neurone (DIV 16) wurden mit spezifischem Antikérper fur GABAaARa1 bei 4 °C
inkubiert. Eine 2-stiindige Internalisierungsphase bei 37 °C erlaubt die Detektion der zuvor markierten,
an der Zelloberflache verbliebenen GABAARa1 unter nicht permeabilisierenden, und der internalisierten
GABAsRa1 unter permeabilisierten Bedingungen. Neurone homozygoter (-/-) Muskelin Knockout
Mause weisen weniger Signale internalisierter GABAaRa1 (rot) im Vergleich zu wildtypischen Neuronen
(+/+) auf. (B, C) Darstellung der quantitativen Analyse von A (n=48). In den Kompartimenten Soma
beziehungsweise Neuriten wird in den Neuronen homozygoter (-/-) Muskelin Knockout Mause (0,42
+0,01 und 0,35 £0,01) verglichen mit Neuronen aus wildypischen (+/+) Mausen (0,60 +0,01 und 0,54
+0,01) eine signifikant erniedrigte intrazellulare Akkumulationsrate von GABAsRa1 beobachtet.

Irrtumswahrscheinlichkeit: ***p < 0,001. GréRenbalken: 6 um. WeilRe Rechtecke: siehe Abb. 3.36.

Eine quantitative Auswertung durchschnittlicher Fluoreszenzintensitaten der Quer-
schnitte (linescan) von Soma und Neuriten erbrachte dhnliche Ergebnisse. In wild-
typischen (+/+) Neuronen konnten die héchsten Fluoreszenzsignale internalisierter
GABAsRa1 (rot) in der Mitte von Soma und Neuriten nachgewiesen werden, wohin-
gegen Neurone homozygoter (-/-) Muskelin Knockout Mause signifikant geringere

Fluoreszenzsignale internalisierter GABAsRa1 in der Mitte dieser Kompartimente
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zeigten (Abb. 3.36 B). In den Neuronen homozygoter (-/-) Muskelin Knockout Mause
konnten zudem erhdhte Signalintensitdten von an der Zelloberflache verbliebenen
GABAaRa1 (grin) beobachtet werden (vergleiche mit Kapitel 3.22). Die Ergebnisse
weisen darauf hin, dass die GABAs-Rezeptor-Akkumulation an der Zelloberflache in
Abwesenheit von Muskelin auf eine gestorte Internalisierung und nicht auf einen

erhdhten Transport des GABAs-Rezeptors zur Zelloberflache zurtickzufiihren ist.
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Abb. 3.36: Stérung der GABAAa-Rezeptor-Internalisierung nach Depletion von Muskelin Il. (A)
Vergrofierungen der mit Rechtecken markierten Somata und Neurite hippokampaler Neurone aus Abb.
3.35 A. Neurone homozygoter (-/-) Muskelin Knockout Mause weisen geringere Signale internalisierter
GABAaRa1 (rot) in der Mitte von Soma und Neuriten im Vergleich zu wildtypischen (+/+) Neuronen auf.
(B) Quantitative Querschnittsanalyse (linescan) von Somata und Neuriten (beispielhaft dargestellt als
weille Linien in A, n=48). In Neuronen homozygoter (-/-) Muskelin Knockout Mause wird in der Mitte
entsprechender Kompartimente eine erniedrigte Fluoreszenz intrazellularer GABAasRa1 verglichen mit
der von wildypischen (+/+) Neuronen festgestellt. Der Anstieg der griinen Fluoreszenz an den Randern
von Soma und Neuriten Neuronen homozygoter (-/-) Muskelin Knockout Mause spiegelt den erhdhten
Gehalt von GABAARa1 an der Zelloberflache wider. A.u.: willkirliche Einheiten, GréRenbalken: 6 um.
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4 DISKUSSION

Muskelin wird im Nervensystem von Saugetieren exprimiert und wurde bereits als
direkter Interaktionspartner der a.1-Untereinheit des GABAs-Rezeptors beschrieben
(siehe Kapitel 1.4.1 und 1.4.2). Auf struktureller Ebene verfugt Muskelin Uber unter-
schiedliche Interaktionsdoméanen, die auf eine physiologische Funktion von Muskelin
hindeuten (siehe Kapitel 1.4). Uber eine Funktion Muskelins im Nervensystem von
Saugetieren ist jedoch bislang nichts bekannt. Das Ziel der Arbeit war es daher, die
biologische Funktion von Muskelin im Hinblick auf die beschriebene Interaktion von
Muskelin mit dem GABAa-Rezeptor zu untersuchen. Hierflr konnte erstmals eine
Muskelin Knockout Mauslinie etabliert werden, bei der die Depletion von Muskelin im
Gehirn von Mus musculus nachgewiesen wurde. Es konnte gezeigt werden, dass die
Depletion Muskelins zu einer reduzierten Endozytose und verminderten Degradation
von a1-Untereinheiten enthaltenden GABAa-Rezeptoren fihrt. Entsprechend wurde
der gemeinsame retrograde Transport von Muskelin und der GABAx-Rezeptor a.1-
Untereinheit beobachtet. Die Assoziation des GABAs-Rezeptor-Muskelin Komplexes
mit Motorproteinen konnte zum einen fiir das Aktinfilament-abhangige Motorprotein
Myosin VI, als auch fir das Mikrotubuli-abhangige zytoplasmatische Dynein gezeigt
werden. Muskelin kdnnte daher einerseits an friihen endozytotischen Prozessen des
GABAx-Rezeptors vermittelt durch Myosin VI, aber auch an spaten endozytotischen
Prozessen vermittelt durch Dynein, beteiligt sein. Somit wirde Muskelin ein Protein
darstellen, das einen Transport von Neurotransmitterrezeptoren Uber unabhangige

Motorprotein-Systeme entlang unterschiedlicher Zytoskelettelemente beeinflusst.

4.1 Knockout des Mkin1 Gens in Mus musculus

Der Mehrzahl der fiir Muskelin beschriebenen Interaktionspartner wurden Funktionen
wahrend der neuronalen Entwicklung beziehungsweise wahrend der Synaptogenese
des ZNS zugeschrieben.

So konnte in einer Knockout Mauslinie, in der Muskelin Interaktionspartner p39 und
sein Homolog p35 ausgeschaltet wurden, eine Unterbrechung der Schichtung von
Hippokampus, Kortex und Zerebellum beobachtet werden (Ko et al., 2001). Dement-

sprechend sind die Mause perinatal letal. Fur Muskelins Interaktionspartner RanBPM
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wurde gezeigt, dass es die Differenzierung neuronaler Stammzellen und die Anzahl
primarer dendritischer Fortsatze beeinflusst (Brunkhorst et al., 2005). Muskelin ist
zwar kein direkter Interaktionspartner von der extrazellularen-Matrix Komponente
TSP1, es scheint aber in Verbindung mit TSP1 die Zelladhasion durch Signal-
Ubertragung von der extrazellularen Matrix zum Zytoskelett zu vermitteln (Adams et
al., 1998). Wie andere Interaktionspartner Muskelins ist TSP1 an der neuronalen
Entwicklung beteiligt. Es wird nur wahrend embryonaler Entwicklungsstadien expri-
miert und férdert die Synaptogenese im ZNS (Christopherson et al., 2005).

Seinen Interaktionspartnern entsprechend, wird Muskelin auch wahrend embryonaler
Stadien und hier in groBen Teilen des ZNS exprimiert (Tagnaouti et al., 2007).
Muskelin kénnte daher ebenfalls eine wichtige Rolle bei der neuronalen Entwicklung
beziehungsweise Synaptogenese einnehmen. Zudem ist in Mus musculus nur ein
einziges flr Muskelin kodierendes Gen bekannt und es wurden hochkonservierte
Orthologe in Homo Sapiens, Rattus norvegicus und Drosophila melanogaster
identifiziert (Prag et al., 2004). Muskelin-Orthologe sind daruber hinaus im Reich der
vielzelligen Tiere (Metazoa) sowie der Pilze (Fungi) und in Protozoen konserviert.

Es ist daher nicht unwahrscheinlich, dass eine Depletion von Muskelin zur embryo-
nalen Letalitat fiihren konnte. Nach der Depletion von Muskelin wurden jedoch keine
augenscheinlichen Unterschiede von wildtypischen (+/+) und homozygoten (-/-)
Muskelin Knockout Mausen beobachtet. Auch die Morphologie des Gehirns nach
Depletion von Muskelin war in adulten Mausen normal. Dabei hatte die Depletion
von Muskelin keinen Einfluss auf die Schichtung von Hippokampus und Zerebellum,
wohingegen die Depletion von p39 und p35 wie erwahnt zur Abwesenheit dieser
Schichtung und der perinatalen Letalitat fihrte. Daher existieren entweder Proteine
mit zu Muskelin analogen Funktionen oder Muskelin scheint nicht wesentlich an der
neuronalen Entwicklung beteiligt zu sein. Hiermit Gbereinstimmend wurden Muskelin-
Transkripte vermehrt im Gehirn von adulten Mausen nachgewiesen (Tagnaouti et al.,
2007). Hier konnte eine entwicklungsabhangige Expressionsstudie in kultivierten
hippokampalen Neuronen Muskelin auch verstarkt in einem Zeitfenster nachweisen,
in dem Synapsen gebildet wurden und nunmehr reifen. Eine Funktion von Muskelin
kénnte daher eher im bereits entwickelten ZNS an etablierten, funktionellen Synap-

sen zu finden sein.
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4.2 Aufhellung der Fellfarbe bei Muskelin Knockout Mausen und

Kotransport von Muskelin mit dem GABA,-Rezeptor

Uberraschenderweise wurde bei homozygoten (-/-) Muskelin Knockout Mausen eine
Aufhellung der Fellfarbe beobachtet. Zunachst entwickeln homozygote (-/-) Muskelin
Knockout Mause nach Geburt eine schwarze Fellfarbe, entsprechend wildtypischer
(+/+) Wurfgeschwister, jedoch setzt die Aufhellung ihrer Fellfarbe etwa zwei Wochen
nach der Geburt ein. Nach sechs weiteren Wochen weisen sie eine deutlich hellere
Fellfarbe auf. Dieses lasst vermuten, dass aufgrund einer Depletion von Muskelin
entweder die Reifung oder aber die Verteilung von Melanosomen in Pigmentzellen
(Melanozyten) der Epidermis gestort ist. Melanosomen sind intrazellulare Organellen
die Melanin-Pigmente synthetisieren und speichern kénnen (Coudrier, 2007, Raposo
und Marks, 2007). Sie entstehen aus “undifferenzierten”, noch nicht pigmentierten
Organellen und reifen zu pigmentierten Organellen, die mit den spaten Endosomen
und Lysosomen verwandt sind. Dieser Reifungsprozess beinhaltet den sequentiellen
Transport von bestimmten Faktoren nach ihrer Endozytose von der Plasmamembran
Uber frihe Endosomen zu sich entwickelnden Melanosomen. Die gereiften Melano-
somen werden danach vom Soma in die Aktinfilament-reichen Auslaufer der Melano-
zyten transportiert und in einem noch nicht bekannten Prozess zu den benachbarten
Keratinozyten transferiert (Wu et al., 2002). Beide Prozesse, die Reifung sowie die
Translokation von gereiften Melanosomen in die dendritischen Auslaufer der Melano-
zyten, hangen von bidirektionalem Transport entlang der Mikrotubuli ab und werden
von Kinesin- und Dynein-Motorproteinen vermittelt. Zudem sind in den Aktinfilament-
reichen Spitzen der dendritischen Auslaufer Myosin-Motorproteine und Proteine der
Rab-Familie kleiner GTPasen an einem Transport der Melanosomen entlang von
Aktinfilamenten beteiligt (Soldati und Schliwa, 2006, Coudrier, 2007, Raposo und
Marks, 2007). In diesem Zusammenhang ist es auch erwdhnenswert, dass Tiere die
ihre Farbe in Abhangigkeit von externen Stimuli schnell verandern kénnen (wie z.B.
Amphibien, Reptilien oder “Fische®), dies durch Regulation der intrazellularen Ver-
teilung von Melanosomen in Melanophoren realisieren (Maniak, 2003, Rodionov et
al., 2003). Hieran sind ebenso Kinesin-, Dynein- und Myosin-Motorproteine beteiligt,
um Melanosomen durch Transport entlang von Mikrotubuli und Aktinfilamenten im
Soma zu akkumulieren oder aber in der Zellperipherie zu verteilen. Aufgrund der

beobachteten Aufhellung der Fellfarbe homozygoter (-/-) Muskelin Knockout Mause
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ist es nicht unwahrscheinlich, dass Muskelin in Melanozyten beziehungsweise Mela-
nophoren eine Rolle bei der Reifung oder Verteilung von Melanosomen Ubernimmt.
In Ubereinstimmung mit dieser méglichen Funktion Muskelins in nicht-neuronalem
Gewebe werden Muskelin-Transkripte in allen Geweben von Saugetieren exprimiert
(Prag et al., 2007). Zudem werden konservierte Muskelin-Orthologe wie erwahnt im
Reich der vielzelligen Tiere (Metazoa) gefunden, was mit einer mdglichen Funktion
von Muskelin in Melanophoren der Amphibien, Reptilien beziehungsweise “Fischen®
Ubereinstimmt. Interessanterweise wurden im Reich der Pilze (Fungi), wo Muskelin
ebenfalls konservierte Orhologe aufweist, ahnliche Mechanismen der Reifung und
Verteilung von Melanosomen beobachtet (Franzen et al., 2008). Muskelin kdnnte
daher bei einem evolutionar konservierten Mechanismus der Melanosomen-Reifung
und -Verteilung eine Rolle spielen. Eine detailierte Untersuchung des Fellfarben-
Phanotyps von Muskelin Knockout Mausen kdnnte wesentlich zum Verstandnis der
Transportprozesse wahrend der Reifung und Verteilung von Melanosomen in Mela-

nozyten der Saugetiere beitragen.

Die Hypothese, dass Muskelin an Transportprozessen von Melanosomen in Melano-
zyten beteiligt ist, wird von den beobachteten Bewegungen Muskelins in neuronalem
Gewebe unterstitzt. Mittels Time-lapse Videomikroskopie konnten in kultivierten
hippokampalen Neuronen sowohl anterograde als auch retrograde Bewegungen von
dem Fusionsprotein mRFP-Muskelin in den Neuriten beobachtet werden. Auflerdem
wurde Muskelin auf ultrastruktureller Ebene an den Membranen von intrazellularen
Vesikeln nachgewiesen. Dieses deutet auf einen Motorprotein-vermittelten Transport
Muskelins hin, da viele synaptische Proteine wie zum Beispiel Neurotransmitterre-
zeptoren in Transportvesikeln entlang der Zytoskelettelemente transportiert werden
(Kennedy und Ehlers, 2006). Im Hinblick auf den direkten Interaktionspartner von
Muskelin, die a1-Untereinheit des GABAx-Rezeptors, konnten zudem gemeinsame
Bewegungen der Fusionsproteine mRFP-Muskelin und GABAARa1-EGFP beobach-
tet werden. Der Kotransport dieser beiden Proteine konnte nur retrograd in Richtung
des Somas von hippokampalen Neuronen nachgewiesen werden. Dieses lasst ver-
muten, dass eine Funktion Muskelins in einem gemeinsamen Transportkomplex von
GABAs-Rezeptor und Muskelin auf retrograde Bewegungen des GABAs-Rezeptors

beschrankt ist und eventuell dem Transport zu Organellen des Proteinabbaus dient.
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Der Abbau von transmembranen Proteinen findet meist in Lysosomen statt, wobei
Membran-assoziierte und l6sliche Proteine vorwiegend im Proteasom abgebaut
werden (Ciechanover, 2006). Beide Systeme sind daher an der dynamischen Regu-
lation des Umsatzes postsynaptischer Proteine beteiligt (Ehlers, 2003, Lee et al.,
2004, Kennedy und Ehlers, 2006). Dabei sind Proteasomen und Lysosomen zwar
teilweise in den Neuriten lokalisiert, der grofRte Teil befindet sich jedoch im Zellsoma
(Jadot et al., 1999, Adori et al., 2005). Es konnte gezeigt werden, dass der GABAx-
Rezeptor nach seiner Endozytose in Lysosomen abgebaut wird (Kittler et al., 2004).
Daher kénnten die beobachteten retrograden Bewegungen des GABAs-Rezeptors
mit Muskelin einen Transport aus Dendriten zu Lysosomen im Zellsoma darstellen.
Aufgrund der Geschwindigkeit der beobachteten Bewegungen konnten passive Dif-
fusionsvorgange als Ursache der Bewegungen ausgeschlossen werden. Vielmehr
entsprechen diese einer Geschwindigkeit aktiver, Motorprotein-vermittelter Trans-
portvorgénge (King und Schroer, 2000, Lardong et al., 2009). Ubereinstimmend
hiermit wurde bereits berichtet, dass Motorproteine den Transport von Transmem-
branrezeptoren nach ihrer Endozytose bis zum Zellsoma vermitteln kdnnen (Aniento
et al., 1993, Burkhardt et al., 1997, Driskell et al., 2007, Traer et al., 2007).

Die Aufhellung der Fellfarbe von Muskelin Knockout Mausen sowie der beobachtete
Kotransport von Muskelin zusammen mit seinem Interaktionspartner dem GABAa-
Rezeptor lassen auf eine Beteiligung Muskelins an vesikularen Transportvorgangen
schlie®en. Muskelin scheint somit an Motorprotein-vermittelten Transportprozessen

in neuronalen sowie eventuell nicht-neuronalen Geweben beteiligt zu sein.

4.3 Interaktion des GABAA-Rezeptor-Muskelin Komplexes mit den

Motorproteinen Myosin VI und zytoplasmatischem Dynein

Aufgrund des Phanotyps von Muskelin Knockout Mausen und dem Kotransport von
Muskelin mit der GABAA-Rezeptor a1-Untereinheit wurden im weiteren Verlauf der
Arbeit die hierfur verantwortlichen molekularen Motorproteine identifiziert. Zunachst
konnte eine Interaktion von zytoplasmatischem Dynein mit dem GABAa-Rezeptor-
Muskelin Komplex nachgewiesen werden. Hierfir wurde ein Antikdrper spezifisch flr
die Dynein Intermediare Kette verwendet, weil diese einen essentiellen Bestanditeil

des Dyneinmotorkomplexes darstellt (Vallee et al., 2004). Diese Interaktion konnte
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mit Hilfe von Koimmunprazipitation der Dynein Intermediaren Kette mit Muskelin und
dem GABAa-Rezeptor gezeigt, und mittels Sucrosegradienten-Dichtezentrifugation
bestatigt werden. Da fiir beide Experimente mit intrazellularen Vesikeln angereicher-
te Gehirnextrakte eingesetzt wurden, lasst sich ableiten, dass die drei Interaktions-
partner in einem Proteinkomplex an Transportvesikeln vorliegen. Dieses entsprache
einer Motorfunktion von Dynein und der Gegebenheit, dass Neurotransmitterrezep-
toren Uber Transportvesikel bewegt werden (Kennedy und Ehlers, 2006). Immun-
farbungen konnten auRerdem zeigen, dass die drei Interaktionspartner in einer intra-
zellularen Umgebung von hippokampalen Neuronen partiell kolokalisieren. Zytoplas-
matisches Dynein bewegt sich entlang der Mikrotubuli in Richtung der minus-Enden
(Vallee et al., 2004). Da Mikrotubuli im Axon sowie in distalen Dendriten uniform mit
ihren minus-Enden in Richtung des Somas ausgerichtet sind, ist Dynein als der ver-
antwortliche Motor fur retrograden Langstreckentransport zum Zellsoma beschrieben
(Campenot und Maclnnis, 2004). Es ist daher wahrscheinlich, dass der Dyneinmotor-
komplex fir den beobachteten retrograden Transport des GABAs-Rezeptor-Muskelin
Komplexes zustandig ist. Hiermit Gbereinstimmend konnte ebenfalls der retrograde
Kotransport von Muskelin mit dem Dyneinmotorkomplex beobachtet werden (Sven
Loebrich, persénliche Kommunikation).

Im Hinblick auf die Interaktion von Muskelin mit dem Dyneinmotorkomplex ist auch
die Domanenstruktur von Muskelin interessant: Der N-Terminus Muskelins weist ein
Lissencephalie 1-Homologie-Motiv (LisH) und ein C-terminal von LisH-Motiv (CTLH)
auf (Prag et al., 2004). Diese beiden Motive wurden urspriinglich in dem Protein Lis1
identifiziert. Lis1 kann Uber sein LisH-Motiv sowohl an Mikrotubuli als auch an den
Dyneinmotorkomplex binden (Sapir et al., 1997, Smith et al., 2000, Vallee et al.,
2000). Muskelin scheint in vitro allerdings nicht direkt an Mikrotubuli zu binden (Prag
et al., 2004) sondern kdnnte indirekt Uber die beschriebene Interaktion mit Dynein an
Mikrotubuli gebunden werden. Jungere Studien zeigten, dass Lis1 in einem Komplex
mit Dynein und KIF5 vorliegt und eine der Aufgaben darin besteht, den Dyneinmotor-
komplex an Mikrotubuli plus-Enden heranzufihren, um den retrograden Transport zu
initiieren (Yamada et al., 2008). Ein weiterer Bestandteil dieses Transportkomplexes
scheinen die verwandten Proteine NudE sowie NudEL zu sein (Feng et al., 2000,
Sasaki et al., 2000). Die beiden Proteine verfiigen ebenfalls Gber das LisH-Motiv und

sie kbnnen entsprechend direkt mit dem Dyneinmotorkomplex interagieren. NudEL
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scheint dabei Lis1 und damit auch den Dyneinmotorkomplex zu Mikrotubuli plus-
Enden zu rekrutieren um retrograden Dynein-vermittelten Transport zu gewahrleisten
(Li et al., 2005). Interessanterweise fuhrte die Depletion von NudEL in kultivierten
Neuronen der Hinterwurzelganglien zu einem reduzierten retrograden Transport von
Endosomen in Richtung des Zellsomas (Zhang et al., 2009). Dies resultierte in einer
verzogerten Fusion von endosomalen und lysosomalen Kompartimenten, was die
vorwiegend somatische Akkumulation von Lysosomen verringerte. Ubereinstimmend
wurden ahnliche Stérungen spater endozytotischer Prozesse nach direkter Inhibition
der Dynein-Motorfunktion beobachtet (Driskell et al., 2007, Traer et al., 2007, Zhang
et al., 2009).

Die Gegebenheit, dass ein Grofiteil der Proteine die das LisH-Motiv enthalten, an der
Regulation von Mikrotubuli-Dynamik beteiligt sind und entweder direkt oder indirekt
an Dynein binden (Emes und Ponting, 2001), stimmt mit den Beobachtungen uber-
ein, dass Muskelin mit dem Dyneinmotorkomplex interagiert und dementsprechend
retrograd transportiert wird. Inwieweit Muskelin direkt mit Bestandteilen des Dynein-
motorkomplexes interagiert, konnte durch die Interaktionsstudien dieser Arbeit nicht
gezeigt werden. Die zuvor erwahnten Interaktionen LisH-Motiv enthaltender Proteine
lassen aber vermuten, dass eine Bindung von Muskelin an Dynein direkt Uber das
LisH-Motiv Muskelins vermittelt werden konnte.

Ein anderes Protein mit LisH-Motiv ist RanBPM, ein weiterer direkter Interaktions-
partner von Muskelin (Umeda et al., 2003). RanBPM liegt wie Muskelin im Nukleus
sowie im Zytoplasma vor, wo es unter anderem am MTOC akkumuliert (Nakamura et
al., 1998, Kobayashi et al., 2007, Tagnaouti et al., 2007). Es wurde berichtet, dass
ein Komplex aus Muskelin und RanBPM zytoplasmatische Signale in den Nukleus
vermittelt. (Valiyaveettil et al., 2008). Bemerkenswerterweise wurde in dieser Studie
beobachtet, dass Muskelins LisH-Motiv fur die Lokalisation von Muskelin im Nukleus
verantwortlich ist. In Anbetracht der in der vorliegenden Arbeit gezeigten Interaktion
von Muskelin mit dem Dyneinmotorkomplex ist es moglich, dass diese Abhangigkeit
der Kernlokalisation Muskelins von seinem LisH-Motiv auf einen gestoérten Transport
zurtckzufuhren ist. Wenn Muskelin retrograd in die Richtung des MTOCs Uber eine
Interaktion seines LisH-Motivs mit Dynein transportiert wird, dann sollte nach
Stoérung dieser Bindestelle eine geringere Muskelin Konzentration am MTOC und

damit in der Nahe zum Nukleus vorliegen. Ahnliche Systeme wurden beschrieben:
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Importine vermitteln einen Import der entsprechenden Fracht in den Nukleus in
Abhangigkeit von der kleinen GTPase Ran, einem Interaktionspartner von RanBPM
(Umeda et al., 2003, Perry und Fainzilber 2009). Zu importierende Signalmolekdle,
die sich in Dendriten oder dem Axon befinden, werden zuvor in Proteinkomplexen
mit Importinen durch Dynein aktiv in das Zellsoma transportiert. Eine Stérung der
Dyneinmotor-Funktion fiihrt daher zu einem verringerten Import der Fracht in den
Nukleus (Perry und Fainzilber 2009).

Im Hinblick auf Muskelins Interaktionspartner, den GABAs-Rezeptor, ist das zuvor
beschriebene Protein Lis1, das Uber sein LisH-Motiv an Dynein bindet, ebenso von
Interesse. Mutationen in dem fir Lis1 kodierenden Gen sind fiir eine Ausbildung des
Miller-Dieker-Lissencephalie-Syndroms mitverantwortlich (Morris et al., 1998). Bei
der Krankheit kommt es unter anderem zum Status epilepticus und zum frihzeitigen
Tod. Heterozygote (+/-) Lis1 Knockout Mause weisen Defekte in der synaptischen
Transmission des Hippokampus auf, wobei das Gleichgewicht von inhibitorischer zu
exzitatorischer Transmission gestort ist, was in erhdhter neuronaler Erregbarkeit und
daher in epileptischen Krampfanfallen resultiert (Fleck et al., 2000). Auch GABAx-
Rezeptoren werden wichtige Rollen bei der Epilepsie zugeteilt. In Mausmodellen fir
Status epilepticus sowie bei Patienten konnten Stérungen intrazellularer Transport-
prozesse des GABAx-Rezeptors und veranderte Rezeptor-Konzentrationen an der
Zelloberflache nachgewiesen werden (Benarroch, 2007). Mutationen des Lis1 Allels
in C. elegans (pnm-1) fihren ebenfalls zu einer gestérten GABAergen Transmission
(Williams et al., 2004). Interessanterweise konnte dieser Effekt durch Inhibition des
Dyneinmotorkomplexes nachgeahmt werden, was die Beobachtung unterstutzt, dass
der GABAx-Rezeptor-Muskelin Komplex retrograd transportiert wird und mit Dynein
interagieren kann. In Muskelins direktem Interaktionspartner, die a1-Untereinheit des
GABAx-Rezeptors konnten zudem bestimmte Mutationen bei Patienten mit Status
epilepticus identifiziert werden (Cosette et al., 2002, Maljevic et al., 2006). Obwohl
Muskelin Knockout Mause keine offensichtlichen epileptischen Symptome aufweisen
ware es vorstellbar, dass der Transport des GABAx-Rezeptor-Muskelin Komplexes
auf epileptische Aktivitat Einfluss nimmt. Eine genauere Untersuchung dieser Mause
konnte zum Verstandnis der molekularen Prozesse in dem Krankheitsbild beitragen.
Mit Hilfe von Koimmunprazipitationen wurde die Funktion von Muskelin innerhalb des

GABAx-Rezeptor-Muskelin-Dynein Komplexes untersucht. Eine Mdglichkeit ware,
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dass Muskelin ein akzessorisches Protein des Transportkomplexes darstellt, dem die
Aufgabe zukommt Gber andere Proteine den Dyneinmotorkomplex zu rekrutieren um
retrograden Transport zu initiieren. Hierbei kdnnten die zuvor beschriebenen Dynein-
Interaktionspartner Lis1, NudE oder NudEL eine Rolle spielen. Eine andere Mdglich-
keit besteht darin, dass Muskelin eine Adapterfunktion innerhalb des Transport-
komplexes einnimmt und sozusagen als ein “Briickenprotein® fungiert, welches die
Bindung von GABAx-Rezeptor an Dynein vermittelt. Dementsprechend wurden redu-
zierte Mengen des GABA-Rezeptors mit der Dynein Intermediaren Kette koimmun-
prazipitiert, wenn Extrakte aus homozygoten (-/-) verglichen mit denen aus wildtyp-
ischen (+/+) Muskelin Knockout Mausen verwendet wurden. Dieses Ergebnis Iasst
vermuten, dass Muskelin die Interaktion des GABAa-Rezeptors mit Dynein stabilisiert
und somit einen essentiellen Bestandteil des Transportkomplexes darstellen kdnnte.
Indem Muskelin als ein Adapterprotein fungiert, kbnnte es die Spezifitat des GABAa-
Rezeptor Transports gewahrleisten und die Fracht zu bestimmten Bestimmungsorten
steuern. Ein ahnlicher tripartiter Transportkomplex wurde dabei im Rahmen des
Motorprotein-vermittelten Transports der Melanosomen beschrieben. Der Transport
von Melanosomen entlang der Aktinfilamente hangt von einem Komplex bestehend
aus dem Motorprotein Myosin Va, der kleinen GTPase Rab27a und Melanophilin ab
(Wu et al., 2002). Es konnte gezeigt werden, dass Melanophilin in diesem Komplex
die Interaktion des melanosomalen Rezeptorproteins Rab27a mit dem Motorprotein
Myosin Va vermittelt und daher als ein Adapterprotein fungiert. Die Wichtigkeit jeder
einzelnen Komponente dieses Transportkomplexes zeigt auch die phanotypische
Ahnlichkeit von Mausen, in denen die fir Myosin Va, Melanophilin und Rab27a ko-
dierenden Gene Mutationen tragen (Coudrier, 2007, Raposo und Marks, 2007). Bei
diesen sogenannten dilute-, leaden- beziehungsweise ashen- Mausen wird eine Auf-
hellung der Fellfarbe beobachtet, die auf gestérten Transport der Melanosomen zu-
ruckzufuhren ist. Wie bereits diskutiert, weisen Muskelin Knockout Mause auch eine
ahnliche Aufhellung der Fellfarbe auf. Dies unterstitzt die Hypothese, dass Muskelin
bei Motorprotein-vermitteltem Transport als ein Adapter fungieren kann. Zudem ware
es auch denkbar, dass Muskelin eine Interaktion von Melanosomen mit Dynein in
Melanozyten vermittelt. Es konnte gezeigt werden, dass unreife Melanosomen uber
den Transport durch Dynein wahrend ihres Reifeprozesses im Zellsoma akkumulie-

ren (Watabe et al., 2008). Dieser Transport gewahrleistet, dass Melanosomen mit
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Proteinen ausgestattet werden kdnnen, die sie fir Reifung und Pigment-Biosynthese
bendtigen. Eine Unterbrechung dieses Dynein-vermittelten Transports sollte daher
zu der beobachteten Aufhellung von Muskelin Knockout Méusen fiihren. In Uberein-
stimmung wurde eine Aufhellung der Melanophoren von Fischen nach Inhibition des
Dynein-vermittelten Transports beobachtet (Maniak, 2003, Rodionov et al., 2003).
Muskelin Knockout Mause konnten daher ein Mausmodell zur Untersuchung des
Dynein-vermittelten Transports von Melanosomen in Sdugetieren darstellen. In der
vorliegenden Arbeit wurden auch transgene Mause, bei denen Dynein-vermittelter
Transport gestort ist, untersucht. Da das transgene Konstrukt nur in den Neuronen
exprimiert wird, eignen sich diese Tiere nicht fur Untersuchungen des Melanosomen-
Transports und weisen dementsprechend eine normale Fellfarbe auf.

Neben der Interaktion von Dynein mit dem GABAa-Rezeptor-Muskelin Komplex
konnte die Interaktion mit dem unkonventionellen Myosin VI nachgewiesen werden.
Diese Interaktion konnte durch Koimmunprazipitationen aller drei Proteine gezeigt
werden und wurde mittels Sucrosegradienten-Dichtezentrifugation bestatigt. Da fur
beide Experimente mit intrazellularen Vesikeln angereicherte Gehirnextrakte verwen-
det wurden, scheinen die drei Interaktionspartner in einem Proteinkomplex an Trans-
portvesikeln vorzuliegen. Immunfarbungen konnten zudem zeigen, dass alle drei
Interaktionspartner in einer intrazelluldaren Umgebung von hippokampalen Neuronen
partiell kolokalisieren. Die Myosin-Motorproteine bewegen sich entlang von Aktin-
filamenten. Da sich Mikrotubuli oft nicht bis unter die Zelloberflache erstrecken, wird
vermutet, dass viele Transmembranproteine Uber Aktinflamente zur, sowie von der
Plasmamembran weg, transportiert werden (Bridgman, 2004). Aktinfilamente bilden
unterhalb der Plasmamembran ein Aktinzytoskelett und in den neuronal funktionell
wichtigen Bereichen wie Synapsen weisen sie Polaritat auf, indem ihre minus-Enden
in Richtung Zytoplasma gerichtet sind (Lewis und Bridgman, 1992, Svitkina et al.,
1997). Myosine bewegen sich meist vom minus- zum plus-Ende der Aktinfilamente,
nur die Bewegung von Myosin VI erfolgt entgegengesetzt zum minus-Ende und des-
wegen retrograd in Richtung des Zytoplasmas (Wells et al., 1999). Myosin VI ist an
der Formation von Clathrin-umhdllten-Vesikeln (CCV) beteiligt (Biemesderfer et al.,
2002) sowie am Transport der Vesikel durch die Diffusionsbarriere des Aktin-reichen
zelluldren Kortex nach Entfernung der Clathrin-Hulle (Aschenbrenner et al., 2004).

So kann Myosin VI endozytotische Vesikel von der Plasmamembran zu friihen bzw.
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sorting Endosomen und damit in die Nahe der Mikrotubuli-abh&ngigen Motorproteine
transportieren (Aschenbrenner et al., 2003). Eine Funktion der Bindung des GABAx-
Rezeptor-Muskelin Komplexes an Myosin VI kénnte daher in seinem retrograden
Transport durch das submembrane Aktinzytoskelett bestehen.

Im Hinblick auf die Interaktion von Muskelin mit Myosin VI sind Muskelins Kelch-
Motive interessant. Diese befinden sich am C-Terminus von Muskelin in sechsfacher
Wiederholung und falten sich zu einer -Propeller-Doméne (Prag et al., 2003). Von
anderen Mitgliedern der Kelch-Wiederholungen-Superfamilie ist bekannt, dass sie
entweder direkte oder indirekte Interaktionen mit Aktinfilamenten vermitteln kénnen
(Adams et al., 2000). Muskelin scheint allerdings in vitro nicht direkt an Aktin zu
binden (Prag et al., 2004), kdnnte aber indirekt Uber die beschriebene Interaktion mit
Myosin VI mit Aktinfilamenten assoziiert sein. Diese Vermutung unterstiitzend, wurde
von der Kolokalisation Muskelins mit Aktinfilamenten berichtet (Ledee et al., 2005).
Bemerkenswerterweise wurde flir Myosin VI wie auch fir Muskelin eine Lokalisation
im Nukleus nachgewiesen (Vreugde et al., 2006, Valiyaveettil et al., 2008). Beide
Proteine scheinen dabei verwandte Funktionen im Nukleus zu erfillen: Myosin VI
scheint hier das migratorische Potential von Krebszellen zu regulieren und Muskelin
scheint die Zelladhasion sowie -morphologie von adharenten Muskel- sowie Epithel-
zellen zu beeinflussen (Vreugde et al., 2006, Valiyaveettil et al., 2008).

Inwieweit Muskelin direkt an die Bestandteile des Myosin VI-Motorkomplexes bindet,
konnte durch Interaktionsstudien dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Mit Hilfe von
Koimmunprazipitationen wurde aber erneut untersucht, ob Muskelin den tripartiten
Proteinkomplex, wie fur die Interaktion mit Dynein gezeigt, stabilisieren kann. Wenn
Muskelin als ein Adapterprotein im GABAx-Rezeptor-Muskelin-Myosin VI Komplex
fungiert, dann sollte die Koimmunprazipitation vom GABAs-Rezeptor mit Myosin VI in
Abwesenheit von Muskelin gestort sein. Tatsachlich wurden aber dhnliche Mengen
des GABAa-Rezeptors mit Myosin VI koimmunprazipitiert, wenn Extrakte aus homo-
zygoten (-/-) oder wildtypischen (+/+) Muskelin Knockout Mausen benutzt wurden.
Muskelin scheint daher eher eine akzessorische Komponente des GABA,-Rezeptor-
Myosin VI Komlexes zu sein und seine Aufgabe kdnnte darin bestehen, andere fur
die Interaktion bendtigte Proteine zu rekrutieren oder eine retrograde Bewegung zu
initiieren. Kandidaten fur diese Rolle kdnnten die Proteine Dab2 sowie GIPC sein

(Dance et al., 2004). Dab2 bindet an Clathrin und scheint Myosin VI zu naszierenden
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CCVs zu rekrutieren, wohingegen GIPC Myosin VI zu Vesikeln nach Entfernung ihrer
Clathrin-Hulle rekrutiert. Dab 2 scheint hierbei die Funktionen eines Adapterproteins
einzunehmen, indem es die Interaktion von Myosin VI mit Clathrin vermittelt. Uber
diesen tripartiten Transportkomplex wird zum Beispiel die Endozytose des trans-
membranen Proteins CFTR gewahrleistet (Swiatecka-Urban et al., 2004). Es ware
vorstellbar, dass der GABAA-Rezeptor-Muskelin Komplex Uiber ein dhnliches System
endozytiert wird, da sowohl GIPC als auch Dab2 in Neuronen des ZNS exprimiert
werden (Huang et al., 2007, Yi et al., 2007).

4.4 Myosin VI und der Einfluss von Muskelin auf die Endozytose

des GABA-Rezeptors

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Interaktion des GABAa-Rezeptor-Muskelin
Komplexes mit dem Motorprotein Myosin VI beschrieben. Wie zuvor erwahnt bewegt
sich Myosin VI entlang der Aktinflamente des zellularen Kortex in Richtung des Zyto-
plasmas und vermittelt die Endozytose transmembraner Proteine nach deren Inter-
nalisierung (Soldati und Schliwa, 2006). Muskelin kénnte daher an der Endozytose
des GABAs-Rezeptors beteiligt sein. In Ubereinstimmung mit einer Rolle Muskelins
in frihen endozytotischen Prozessen wurden in dieser Arbeit erhéhte Konzentra-
tionen der a1-Untereinheit enthaltenden GABAA-Rezeptoren an der Zelloberflache in
der Abwesenheit von Muskelin nachgewiesen. Diese Anreicherung an der Plasma-
membran konnte durch die Analyse von Plasmamembran angereicherten Extrakten
gezeigt und durch die Immunfarbung lebender hippokampaler Neurone bestatigt
werden. Eine ahnliche Tendenz wurde beobachtet, wenn die GABAs-Rezeptor-Kon-
zentration an der Zelloberflache mittels Biotin-Markierung und Koimmunprazipitation
in Abwesenheit Muskelins bestimmt wurde. Diese Beobachtungen lassen auf eine
Funktion Muskelins wahrend friiher endozytotischer Prozesse des GABAx-Rezeptors
schlieRen und sie werden zudem durch die subzelluldre Verteilung von Muskelin
unterstitzt. So konnte unter anderen in hippokampalen Neuronen gezeigt werden,
dass Muskelin vermehrt am zellularen Kortex lokalisiert ist (Tagnaouti et al., 2007).
AuRerdem konnte Muskelin in der vorliegenden Arbeit auf ultrastruktureller Ebene in
Assoziation mit Membranen von sich abschnurenden Vesikeln der Plasmamembran

nachgewiesen werden. GABAa-Rezeptoren an der Zelloberflache werden kontinuier-
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lich durch Clathrin-vermittelte Endozytose ausgetauscht. Wahrendessen interagieren
bestimmte Untereinheiten des GABA-Rezeptors mit dem Protein AP2, dass sie zu
Clathrin-ummantelten-Gruben rekrutiert (Kittler et al., 2000). Inhibition der Clathrin-
vermittelten Endozytose flhrt daher zur verminderten Internalisierung und Anreicher-
ung des GABAa-Rezeptors an der Zelloberflache (Kittler et al., 2000, Herring et al.,
2003, van Rijnsoever et al., 2005). Wie bereits erwahnt, kann Myosin VI Uber das
Adapterprotein Dab2 mit Clathrin interagieren (Dance et al., 2004). Dieses kdnnte
einen kollektiven Transport Clathrin-umhdalliter-Vesikel unabhéngig von den enthal-
tenen Transmembranproteinen der vesikularen Membran gewahrleisten. Nach der
Entfernung der Clathrin-Hulle kdnnte Muskelin dazu beitragen, dass Vesikel die den
GABAs-Rezeptor enthalten, spezifisch Gber Myosin VI durch den Aktin-reichen zellu-
laren Kortex weitertransportiert werden. Die beobachtete Akkumulation des GABAa-
Rezeptors an der Zelloberflache nach Depletion von Muskelin lieRe sich dann durch
einen Riickstau der zu endozytierenden GABAA-Rezeptoren erklaren.

Die Anreicherung des GABAs-Rezeptors an der Zelloberflache nach Depletion von
Muskelin weist zwar auf die funkionelle Beteiligung von Muskelin an diesen friihen
endozytotischen Prozessen des GABAs-Rezeptor hin, allerdings konnte eine direkte
Abhangigkeit dieser Prozesse von Myosin VI nicht gezeigt werden. Dieses sollte
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Eine funktionelle Beteiligung von Myosin
VI an der Endozytose des GABAx-Rezeptor-Muskelin Komplexes ist aber nicht un-
wahrscheinlich: Erste Untersuchungen zeigten, dass Endozytose von Neurotrans-
mitterrezeptoren durch Myosin VI vermittelt werden kann. So konnte ein Proteinkom-
plex bestehend aus Myosin VI, dem AMPA-Rezeptor, AP2 und SAP97, einem poten-
ziellen AMPA-Rezeptor-Transportfaktor, nachgewiesen werden (Osterweil et al.,
2005). Nach Inhibition des Myosin VI-vermittelten Transports in kultivierten hippo-
kampalen Neuronen wurde eine Unterbrechung der AMPA-Rezeptor-Internalisierung
beobachtet. Hierbei wurden Mause analysiert, die eine natirliche Mutation in dem fur
Myosin VI kodierenden Gen tragen. Eine Untersuchung dieser sogenannten Snell’s
waltzer-Mause (Avraham et al., 1995) kdnnte zeigen, inwieweit die Endozytose des
GABAAx-Rezeptors von Myosin VI abhangig ist und sollte daher zum Verstandnis von
endozytotischen Prozessen an inhibitorischen Synapsen beitragen.

Des Weiteren wurde von Interaktionen des AMPA-Rezeptors mit den Motorproteinen

Myosin Va und Myosin Vb berichtet, die sich beide in Richtung des plus-Endes der
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Aktinfilamente bewegen (Lise et al., 2006, Correia et al., 2008, Wang et al., 2008).
Sie sind fir den AMPA-Rezeptor Transport in dendritische Dornen sowie flr dessen
Kurzstreckentransport zur Plasmamembran verantwortlich. Bei exzitatorischen Sy-
napsen scheint daher sowohl der Transport zur Plasmamembran als auch die Endo-
zytose von Aktinfilament-abhangigem Motortransport vermittelt zu werden. Wenig ist
daruber bekannt, ob die Exo- beziehungsweise Endozytose von Neurotransmitterre-
zeptoren der inhibitorischen Synapse auch von Aktinfilamenten abhangt. In einer
jungeren Studie wurde jedoch beschrieben, dass der Transport von GABAa-
Rezeptoren zur Plasmamembran von Aktinflamenten und Myosin-Motorproteinen
abhangen kann (Graziane et al., 2009). Leider konnten die dafir verantwortlichen
Myosine nicht identifiziert werden. Um zu untersuchen inwieweit die Endozytose des
GABAx-Rezeptors ber Aktinflamente vermittelt wird, wurden in der vorliegenden
Arbeit GABAA-Rezeptoren an der Zelloberfliche markiert und ihre Degradation nach
der Internalisierung in Abhangigkeit von der Zeit verfolgt. Eine Depolymerisation von
Aktinfilamenten flhrte dabei zu der reduzierten Degradation des GABAx-Rezeptors,
was durch eine gestorte Endozytose erklart werden kann. Zusammen mit der zuvor
beschriebenen Studie lassen diese Beobachtungen auf eine von Aktinfilamenten-
abhangige Exo- sowie Endozytose des GABAx-Rezeptors schlieRen und stimmen
mit einer Funktion von Myosin VI wahrend der Endozytose des GABAx-Rezeptor-
Muskelin Komplexes uberein.

Somit ist die beobachtete Akkumulation des GABAs-Rezeptors an der Zelloberflache
wahrscheinlich auf eine gestdrte Endozytose nach Depletion von Muskelin zurtickzu-
fuhren, kdnnte prinzipiell aber auch mit erhéhtem Transport zu der Plasmamembran
und einer damit gesteigerten Exozytose des Rezeptors verbunden sein. Um letzteres
auszuschlieen, wurden GABAx-Rezeptoren an der Zelloberflache hippokampaler
Neurone markiert und ihre intrazellulare Akkumulation in Abhangigkeit von der Zeit
analysiert. In Neuronen von wildtypischen (+/+) Mausen wurde eine hohe Anzahl von
GABAs-Rezeptoren internalisiert, wohingegen in Neuronen von homozygoten (-/-)
Muskelin Knockout Mausen weitaus weniger Rezeptoren im Zytoplasma akkumulier-
ten. Diese Beobachtung zeigt, dass die erhdhte GABAs-Rezeptor-Konzentration an
der Zelloberflache nach Depletion von Muskelin auf eine gestorte Endozytose und
nicht auf einen erhéhten Transport zur Plasmamembran zuriickzufihren ist. Zudem

lasst es vermuten, dass Muskelin ein flir die Endozytose des GABAx-Rezeptors es-
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sentieller Faktor ist. Interessanterweise scheint die Internalisierungsrate des GABAx-
Rezeptors auch von neuronaler Aktivitdt abzuhangen (Jacob et al., 2008). Die Rate
seiner konstitutiven Endozytose wird zum Beispiel wahrend epileptischer Aktivitat
gesteigert (Goodkin et al., 2005), was in der verringerten GABAergen synaptischen
Inhibition resultierte. Dementsprechend wurde reduzierte Endozytose des GABAa-
Rezeptors nach der Inhibition von neuronaler Aktivitat beobachtet. In dem Muskelin
die Endozytose des GABAx-Rezeptors beeinflusst, kdnnte es zur aktivitdtsabhangig-

en Regulation der GABAergen synaptischen Inhibition beitragen.

4.5 Zytoplasmatisches Dynein und der Einfluss von Muskelin auf

die Degradation des GABA-Rezeptors

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Interaktion von zytoplasmatischem Dynein mit
dem GABAa-Rezeptor-Muskelin Komplex nachgewiesen werden. Hiermit Uberein-
stimmend wurde ebenfalls der retrograde Kotransport von Muskelin mit dem GABA,-
Rezeptor beobachtet. Muskelin scheint dabei als ein Adapterprotein zu fungieren, in
dem es den tripartiten GABAA-Rezeptor-Muskelin-Dynein Komplex stabilisiert.

Als nachstes wurde die Funktion dieses Dynein-vermittelten Transports mit Hinblick
auf die a1-Untereinheit enthaltenden GABAa-Rezeptoren untersucht. Im vorherigen
Kapitel wurde die Hypothese aufgestellt, dass der friihe endozytotische Transport
des GABAx-Rezeptor-Muskelin Komplexes von Myosin VI entlang der Aktinfilamente
gewabhrleistet wird. Wenn dieser Transport wirklich von Myosin VI und nicht von
Dynein vermittelt wird, dann wirde man nach Inhibition der Dyneinmotor-Funktion
auch keine Anreicherung des GABAa-Rezeptors an der Zelloberflache erwarten. In
Ubereinstimmung mit einer Rolle von Dynein in spaten endozytotischen Prozessen
des GABAa-Rezeptors wurde nach der Inhibition der Dyneinmotor-Funktion keine
Anreicherung an der Zelloberflache beobachtet. Dieses konnte durch Analyse von
Plasmamembran angereicherten Extrakten gezeigt und durch die Bestimmung der
GABA,-Rezeptor-Konzentration an der Zelloberflache mittels Biotin-Markierung und
Koimmunpréazipitation bestatigt werden. Hiermit Ubereinstimmend wurde von einer
unveranderten Akkumulation der GABAA-Rezeptoren mit a1-Untereinheiten an der
Zelloberflache nach der Depolymerisation von Mikrotubuli berichtet (Kirsch und Betz,

1995). Dies unterstutzt die Hypothese, dass die friihen endozytotischen Prozesse an
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GABAergen Synapsen Uber Aktinfilament-abhangigen Transport vermittelt werden
und ist mit einer Funktion von Myosin VI wahrend dieser Prozesse im Einklang.

Nach der Inhibition der Dyneinmotor-Funktion wurde hingegen eine Akkumulation
von GABAa-Rezeptoren in mit intrazelluldren Vesikeln angereicherten Gehirnextrak-
ten beobachtet. Vermutlich ist diese Akkumulation auf den gestdrten Transport des
GABAx-Rezeptors wahrend spater endozytotischer Prozesse zu Kompartimenten
des Proteinabbaus zurickzufihren. Denn wie bereits erwahnt, ist der Dyneinmotor-
komplex fiir einen Transport von frilhen zu spaten Endosomen und den Lysosomen
verantwortlich (Aniento et al., 1993, Soldati und Schliwa 2006, Driskell et al., 2007,
Traer et al., 2007). Dementsprechend wurde nach Stérung des Dynein-vermittelten
Transports durch Depletion des zuvor beschriebenen Proteins NudEL ein reduzierter
Transport von Endosomen und Lysosomen zum Zellsoma beobachtet (Liang et al.,
2004, Zhang et al., 2009). Auch die Inhibition der Dyneinmotor-Funktion per se fuhrte
zu geringeren Transportraten von spaten Endosomen zum Zellsoma (Zhang et al.,
2009). Daneben konnte die Bewegung von spaten Endosomen durch Dynein auch in
einem in vitro-System nachgeahmt werden (Bananis et al., 2004). In einer intra-
zellularen Umgebung hat die kleine GTPase Rab-7, neben den Proteinen NudEL,
NudE und Lis1, ebenfalls wichtige Funktionen bei der Rekrutierung des Dynein-
motorkomplexes zu spaten Endosomen und Lysosomen (Soldati und Schliwa, 2006).
Erst die Aktivierung von Rab-7 sowie eine Bindung seiner Interaktionspartner RILP
und ORP1L scheint den Dynein-vermittelten retrograden Transport spater Endoso-
men zum Zellsoma zu ermdglichen (Cantalupo et al., 2001, Jordens et al., 2001,
Johansson et al., 2005). Aufgrund der Gegebenheit, dass Rab-7 eine essentielle
Komponente spater Endosomen zu sein scheint, wird es auch als Proteinmarker ein-
gesetzt (Deinhardt et al., 2006). Um zu untersuchen, ob die beobachtete Akkumu-
lation des GABAs-Rezeptors in intrazelluldren Vesikeln prinzipiell auf eine Anreicher-
ung in frihen oder spaten Endosomen zurlickzufiihren sein kann, wurden die mit
intrazellularen Vesikeln angereicherten Gehirnextrakte mittels Sucrosegradienten-
Dichtezentrifugation aufgetrennt. Dabei sedimentierten GABAA-Rezeptor enthaltende
Vesikel bei gleichen Molaritaten wie Muskelin und Rab-7 enthaltende Vesikel. In
Ubereinstimmung mit einer Lokalisation des GABAs-Rezeptor-Muskelin Komplexes
an spaten Endosomen wurde Muskelin zudem auf ultrastruktureller Ebene innerhalb

der Lumina von multivesikularen Kérpern (MVBs) nachgewiesen. Die MVBs stellen
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Kompartimente spater endozytotischer Prozesse dar (Gruenberg et al., 2001). In
dem das MVB-Lumen durch eine Fusion der MVB-Membran mit der Lysosomen-
Membran in das lysosomale Lumen entlassen wird, werden die darin enthaltenen
Proteine abgebaut (Katzmann et al., 2002, Babst, 2005). So wird beispielsweise der
EGF-Rezeptor zunachst zu sorting Endosomen transportiert, welche endosomale
Kompartimente darstellen, von denen aus Rezeptoren entweder recycelt oder aber
abgebaut werden (Bonifacino und Rojas, 2006). Von hier aus wird der EGF-Rezeptor
in spate Endosomen sortiert, die dann Dynein-abhangig zum Zellsoma transportiert
werden und durch Invagination von Teilen der vesikularen Membran zu MVBs reifen
(Slagsvold et al., 2006, van der Goot und Gruenberg, 2006). Um zu untersuchen ob
die Degradation des GABAx-Rezeptors ebenso durch einen Mikrotubuli-vermittelten
Transport gewahrleistet wird, wurden GABA-Rezeptoren der Zelloberfliche markiert
und ihre Degradation nach der Internalisierung in Abhangigkeit von der Zeit verfolgt.
Eine Depolymerisation von Mikrotubuli fihrte hierbei zur reduzierten Degradation
des GABAx-Rezeptors, was durch einen gestdrten Dynein-vermittelten Transport von
Endosomen zu Lysosomen erklart werden kann. Entsprechend wurde eine ahnlich
verminderte GABAa-Rezeptor Degradation nach Inhibiton der lysosomalen Funktion
beobachtet. In einer anderen Studie wurde bereits gezeigt, dass die Degradation des
GABAa-Rezeptors von intakten Lysosomen abhéangig ist (Kittler et al., 2004). Im
Ganzen gesehen, lassen die Beobachtungen auf einen Dynein-vermittelten Trans-
port des GABAA-Rezeptors zu Lysosomen schliel3en.

Uber die zuvor beschriebene Adapterfunktion von Muskelin, die die Interaktion des
GABAa-Rezeptors mit Dynein vermittelt beziehungsweise stabilisiert, kdnnte der
Abbau des Rezeptors reguliert werden. Ubereinstimmend hiermit wurde in Abwesen-
heit von Muskelin eine Akkumulation des GABAa-Rezeptors in mit intrazellularen
Vesikeln angereicherten Gehirnextrakten beobachtet, welche der Akkumulation des
Rezeptors nach Inhibition der Dyneinmotor-Funktion entsprach. Des Weiteren wurde
eine reduzierte Degradation des GABAx-Rezeptors beobachtet, die ebenso der nach
Inhibition der Dyneinmotor-Funktion festgestellten entsprach. Es ist jedoch nicht aus-
zuschliel3en, dass Teile dieser Reduktion auf die im vorherigen Kapitel beschriebene
gestorte Internalisierung des Rezeptors nach Muskelin Depletion zurtickzuflihren
sind. Jedoch weist die ahnliche Akkumulation nach Depletion von Muskelin und der

Inhibition der Dyneinmotor-Funktion in intrazelluldren Vesikel-Fraktionen auf eine
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zusatzliche Funktion von Muskelin wahrend des Transports zu Lysosomen hin. Die
geringere GABA-Rezeptor Degradation nach Muskelin Depletion kénnte aber auch
auf eine Stérung der lysosomalen Funktion in Muskelin Knockout Mausen zurlickzu-
fihren sein. Wahrend der Reifung von Lysosomen wird beispielsweise die lysoso-
male Protease Procathepsin L vom ER zu Lysosomen transportiert (Lingeman et al.,
1998). Um eine mdgliche Stérung der lysosomalen Funktion auszuschlielRen, wurde
die Degradation der AMPA-Rezeptor Untereinheit GIuR1 in der Abwesenheit von
Muskelin verfolgt. Es wurde bereits berichtet, dass AMPA-Rezeptoren im Lysosom
abgebaut werden kénnen (Ehlers, 2001). Nach Depletion von Muskelin wurde jedoch
eine unveranderte Degradation des AMPA-Rezeptors beobachtet. Dies weist auf
eine nicht beeintrachtigte Funktion von Lysosomen in Muskelin Knockout Mausen
hin und lasst des Weiteren vermuten, dass Muskelin ein fir die Degradation des
GABAx-Rezeptors spezifisches Protein darstellt. Durch seine Adapterfunktion kénnte
die Spezifitat des GABAa-Rezeptor Transports zu Lysosomen gewahrleistet werden.

Muskelin kénnte somit die GABAerge synaptische Transmission modulieren, in dem
es die Degradation des GABAa-Rezeptors begunstigt. Das Protein HAP1 hingegen
wurde als ein Interaktionspartner des GABAA-Rezeptors beschrieben, der die Degra-
dation des Rezeptors reduziert und sein Recycling zur Zelloberflache fordert (Kittler
et al., 2004). Nachdem der GABAs-Rezeptor zum sorting Endosom transportiert
wurde, hangt die Entscheidung, ob er recycelt oder abgebaut wird moglicherweise

davon ab, welches der beiden Proteine gerade mit dem GABAa-Rezeptor interagiert.

4.6 Verknupfung von Aktinfilament- und Mikrotubuli-abhangigen

Motorprotein-vermitteltem Transport

Aktinfilamente bilden am zellularen Kortex ein Aktinzytoskelett, wohingegen sich
Mikrotubuli oft nicht bis unter die Zelloberflache erstrecken (Lewis und Bridgman,
1992, Svitkina et al., 1997). Dementsprechend weist eine steigende Anzahl Studien
daraufhin, dass die Exozytose sowie Endozytose von Transmembranproteinen durch
Aktinfilament-abhangige Motorproteine der Myosin-Familie vermittelt werden (Soldati
und Schliwa, 2006). Hingegen wird der Langstreckentransport von Frachten zu den
Bestimmungsorten von Motorproteinen der Kinesin- oder Dynein-Familie entlang von

Mikrotubuli vermittelt (Goode et al., 2000, Vale, 2003). Ein Transport entlang unter-
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schiedlicher Zytoskelettelemente und Motorprotein-Familien macht eine Kooperation
zwischen diesen Systemen nétig. Ein erster Hinweis, dass ein und dasselbe Vesikel
zwischen Aktinfilament- und Mikrotubuli-abhangigen Transport umschalten kann,
wurde in Axonen der Tintenfische erbracht (Kuznetsov et al., 1992). Die genauen
Mechanismen wie die Transportvesikel von Aktinfilament- zu Mikrotubuli-abhangigen
Transport wechseln und umgekehrt, sind aber bis heute nicht bekannt.

Es sind verschiedene Moglichkeiten vorstellbar, wie ein Wechsel vollzogen werden
kdonnte: Eine Option kénnte die Interaktion zwischen Motorproteinen unterschiedlich-
er Familien sein. So konnte beispielsweise in Neuronen eine direkte Interaktion von
dem Mikrotubuli-assoziierten Motorprotein KIF5 und dem Aktin-assoziierten Motor-
protein Myosin Va nachgewiesen werden (Huang et al., 1999). Wie bereits erwahnt
wird der AMPA-Rezeptor vom Zellsoma bis zu seiner Exozytose in die Plasmamem-
bran der spines uber diese zwei Motorproteine transportiert (Setou et al., 2002,
Correia et al., 2008). Obwohl beide Motorproteine direkt miteinander interagieren
kénnen, scheint der AMPA-Rezeptor jedoch Uber unterschiedliche Adapterproteine
an das jeweilige Motorprotein gekoppelt zu sein. Seine Interaktion mit KIF5 wird von
dem Protein GRIP1 vermittelt, wohingegen seine Interaktion mit Myosin Va von der
kleinen GTPase Rab-11 vermittelt wird (Setou et al., 2002, Correia et al., 2008). Dies
lasst auf einen Mechanismus schlieflen, bei dem die Motorproteine durch eine
direkte Interaktion in raumliche Nahe gebracht werden und den Wechsel der Fracht
Uber die Adapterproteine von einem auf das andere Motorprotein vollziehen. Ein
anderes Beispiel sind die Dynein leichten Ketten 1 und 2, die nicht nur Bestandteil
des Mikrotubuli-assoziierten Dyneinmotorkomplexes sind, sondern auch mit einem
Aktinfilament-assoziierten Motorprotein, dem Myosin V interagieren (Benashski et
al., 1997). Aber auch in diesem Fall scheinen Adapterproteine fir einen Transport
von Neurotransmitterrezeptoren bendétigt zu werden. So bindet der NMDA-Rezeptor
uber PSD95 an GKAP, welches die Interaktionen mit der Dynein leichten Kette 1 und
2 vermittelt (Naisbitt et al., 2000). Uber diese bloRen Interaktionen hinaus wurde
bislang jedoch kein Nachweis Uber eine Funktion dieses moglichen Motorprotein-
Wechsels erbracht. Diese Studien lassen aber darauf schlieBen, dass der Wechsel
des Motorprotein-Sytems Uber spezifische Adapterproteine vermittelt werden kénnte,

die an die entsprechende Fracht binden.
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Eine andere Moglichkeit besteht darin, dass Vesikel mit den Motorproteinen durch
fur Frachten unspezifische Adapterproteine verbunden werden. Ein Kandidat hierfur
ware beispielsweise das bereits erwahnte Protein Dab2, welches an Clathrin bindet
und Myosin VI zu Clathrin-umbhtiliten-Vesikeln (CCVs) rekrutiert (Dance et al., 2004).
Dieses wirde den kollektiven Transport von CCVs unabhangig von den enthaltenen
Transmembranproteinen erlauben. Sobald die Vesikel zum sorting Endosom trans-
portiert wurden, kdonnte dieses als Schnittstelle zwischen dem Aktinfilament- und
Mikrotubuli-assoziierten Transport fungieren (Aschenbrenner et al., 2004, Bonifacino
und Rojas, 2006, Soldati und Schliwa, 2006). Von hier aus kénnten die erwahnten
LisH-Motiv enthaltenden Proteine NudE, NudEL oder Lis1 den kollektiven Transport
friher Endosomen entlang von Mikrotubuli zu dem Zellsoma vermitteln (Feng et al.,
2000, Sasaki et al., 2000, Li et al., 2005, Yamada et al., 2008). Eine anderes Protein,
das auch an Mikrotubuli plus-Enden akkumuliert, ist CLIP170. Es scheint ahnliche
Funktionen zu erfiillen und verbindet endozytotische Vesikel mit zytoplasmatischem
Dynein in vitro (Rickard et al., 1996). Interessanterweise interagiert das Drosophila
melanogaster-Ortholog von CLIP170 (DCLIP190) mit Myosin VI, was auf eine direkte
Verbindung von Aktinfilament basierten Motorprotein-Systemen mit plus-Enden der
Mikrotubuli hindeuten kénnte (Lantz et al., 1998). Das Kelch-Motiv-Wiederholungen
enthaltende Protein Tea1p interagiert interessanterweise mit CLIP170 und ist auch
an Mikrotubuli plus-Enden angereichert. Es wird vermutet, dass es eine Rolle bei
Verknipfung des Aktinfilament- und Mikrotubuli-abhangigen Transports spielt (Xue
und Cooley, 1993, Mata und Nurse, 1997, Feierbach et al., 2004). Andere Proteine,
die den Mikrotubuli-abhangigen Transport endozytotischer Vesikel unabhangig von
den enthaltenen Transmembranproteinen vermitteln konnten, sind die Proteine der
Rab-Familie kleiner GTPasen. Dabei scheint das erwéhnte Rab-7 eine essentielle
Komponente spater Endosomen zu sein (Cantalupo et al., 2001, Jordens et al.,
2001, Johansson et al., 2005). Aber auch Rab-6 scheint den vesikuldren Dynein-
vermittelten Transport gewahrleisten zu konnen, indem es direkt mit Komponenten
des Dyneinmotorkomplexes interagiert (Short et al., 2002, Wanschers et al., 2008).

Im Falle des GABAA-Rezeptors kdnnte sein Transport entlang der Aktinfilamente und
Mikrotubuli sowie die Verknipfung dieser Systeme von spezifischer Natur sein. In-
dem Muskelin direkt mit dem GABAa-Rezeptor interagiert, konnte es ausschliellich

Vesikel, die GABAs-Rezeptoren enthalten, an Motorproteine binden. Dementsprech-
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end scheint die Degradation des AMPA-Rezeptors, der ja ebenfalls Uber Myosin VI
endozytiert wird, nicht von Muskelin abzuhdngen. Im Gegensatz zu dem AMPA-
Rezeptor, der Uber unterschiedliche Adapterproteine an die jeweiligen Aktinfilament-
oder Mikrotubuli-abhé&ngigen Motorproteine gekoppelt wird, scheint Muskelin sowohl
an der Interaktion des GABAs-Rezeptors mit Aktinfilament- als auch mit Mikrotubuli-
assoziierten Motorproteinen beteiligt zu sein. Daher kénnte Muskelin den spezifisch-
en Transport des GABAa-Rezeptors Uber zwei unabhangige Motorprotein-Systeme
leiten und sozusagen selbst als Schnittstelle zwischen diesen beiden Systemen
fungieren. Dabei kdnnte Muskelins einzigartige Domanenstruktur entscheidend sein:
Als einziges Mitglied der Kelch-Wiederholungen Superfamilie verfugt es zudem Utber
das LisH-Motiv. Wie bereits erwahnt vermitteln die LisH-Motiv enthaltenden Proteine
Interaktionen mit Mikrotubuli oder Dynein, wohingegen Proteine mit Kelch-Wieder-
holungen Interaktionen mit Aktinfilamenten vermitteln kdnnen (Adams et al., 2000,
Emes und Ponting, 2001, Prag et al., 2004). Die Proteine NudE, NudEL und Lis-1,
die mit dem Dyneinmotorkomplex interagieren, befinden sich zwar an der Schnitt-
stelle von Aktinfilament- und Mikrotubuli-assoziierten Transport, verfigen aber nur
Uber das LisH-Motiv (Feng et al., 2000, Sasaki et al., 2000, Li et al., 2005, Yamada
et al., 2008). Das Protein Tealp, welches tber CLIP170 mit Myosin VI interagiert,
verflugt hingegen Uber wiederholte Kelch-Motive, es weist aber kein LisH-Motiv auf
(Xue und Cooley, 1993, Mata und Nurse, 1997, Feierbach et al., 2004). Da Muskelin
Uber die beiden konservierten Protein-Interaktions-Domanen verfugt, stellt es einen
potentiellen Kandidaten dar, der zu dem Wechsel von Aktinfilament- zu Mikrotubuli-
assoziiertem Transport entscheidend beitragen konnte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit fuhren in Anbetracht zuvor beschriebener Studien zu
einem hypothetischen Modell des GABAx-Rezeptor Transports (Abb. 4.1): Muskelin
interagiert bereits an der inhibitorischen Synapse mit dem GABA-Rezeptor Uber
eine direkte Interaktion mit der a1-Untereinheit. Nach lateraler Diffusion zur extrasy-
naptischen Membran wird der GABAs-Rezeptor konstitutiv durch Clathrin-vermittelte
Endozytose Uber eine Interaktion mit AP2 internalisiert. Muskelin ist wahrenddessen
an den GABAx-Rezeptor gebunden und interagiert mit Myosin VI in einem Transport-
komplex nach Entfernung der Clathrin-Hulle. Hierbei wird der GABAa-Rezeptor durch
die Diffusionbarriere des Aktin-reichen zellularen Kortex transportiert und in die Nahe

von sorting Endosomen beziehungsweise Mikrotubuli plus-Enden gebracht. Von hier
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aus wird er nun entweder degradiert oder Uber die Interaktion mit HAP1 zurick zur
Plasmamembran recycelt. Die Degradation wird durch die Interaktion mit Muskelin
begunstigt und sie erfolgt durch einen Wechsel des Motorprotein-Systems. Indem
Muskelin als ein Adapterprotein fungiert, verbindet es den GABAs-Rezeptor mit
zytoplasmatischem Dynein. Daraufhin wird der GABAs-Rezeptor-Muskelin Komplex
retrograd entlang der Mikrotubuli in Richtung des Zellsomas transportiert. Nach dem
Transport zu spaten Endosomen beziehungsweise multivesikularen Kérpern erfolgt

die Degradation des GABAx-Rezeptors in Lysosomen.
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Abb. 4.1: Modell: Verkniipfung von Aktinfilament- und Mikrotubuli-abhidngigem Transport des
GABAAx-Rezeptors. Muskelin interagiert direkt mit a1-Untereinheiten des GABAa-Rezeptors an der
Postsynapse. Es bleibt wahrend Clathrin-vermittelter Endozytose an die GABAa-Rezeptoren gebunden
und rekrutiert Myosin VI, um Transport durch den Aktin-reichen zellularen Kortex zu gewahrleisten.
GABAAx-Rezeptoren werden in die Nahe der Mikrotubuli plus-Enden zu sorting Endosomen transportiert
und dann Uber Interaktion mit HAP1 entweder recycelt oder aber abgebaut. Der Abbau erfolgt durch
retrograden Langstreckentransport nach Wechsel des Motorprotein-Systems. Muskelin fungiert hierbei
als Adapter und vermittelt die Interaktion des GABAa-Rezeptors mit Dynein. Nach Transport zum Zell-

soma wird der GABAa-Rezeptor Uber multivesikulare Kérper in Lysosomen abgegeben und degradiert.

4.7 Ausblick

Die in dieser Arbeit beschriebenen Interaktionen Muskelins mit Myosin VI als auch

mit Dynein stellen einen Ausgangspunkt fir die Erforschung der Verknipfung von
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unterschiedlichen Motorprotein-Systemen dar. Hierbei kdnnte nicht nur der Transport
des GABAx-Rezeptors in neuronalem Gewebe als ein Modellsystem dienen, sondern

auch der Melanosomen-Transport in Melanozyten von Muskelin Knockout Mausen.

Obgleich die Ergebnisse dieser Arbeit einen Myosin VI-abhangigen Transport des
GABAx-Rezeptors nahe legen, sollte dies durch Inhibition des Myosin VI-vermittelten
Transports Uberprift werden. Es bietet sich an, die GABAs-Rezeptor-Konzentration
an der Zelloberflache sowie die Internalisierungsrate in sogenannten Snell’s waltzer-
Mé&usen, die Myosin VI Null-Allele tragen, zu untersuchen (Avraham et al., 1995).
Des Weiteren musste untersucht werden, ob die Interaktionen von Muskelin mit den
Motorprotein-Komplexen von direkter Natur sind. Zunachst mussten die jeweiligen
interagierenden Ketten der Motorproteine und dann entsprechende Aminosaurese-
quenzen identifiziert werden. Hierflr bietet sich die Hefe-2-Hybrid-Technik an. Durch
Uberexpression dieser Sequenzen in Neuronen kénnten entsprechende Bindungen
in einem Kompetitionsexperiment spezifisch inhibiert und ihr Einfluss auf beschrie-
bene Transportvorgange untersucht werden. Durch eine Expression von Muskelin-
Deletions- oder Punkt-Mutanten in Neuronen der Muskelin Knockout Mause konnte
der Einfluss des LisH-Motivs, der Kelch-Motive, der Oligomerisierung und der Phos-
phorylierung Muskelins auf die Verknipfung von Motorprotein-Systemen hin unter-
sucht werden. Zudem kann versucht werden, durch Immunpréazipitation von Trans-
portvesikeln mit Muskelin-spezifischen Antikérpern und massenspektrometrischer
Analyse der Prazipitate, weitere Interaktionspartner der Transportkomplexe zu identi-
fizieren. Um den Einfluss von Muskelin auf Transportprozesse zu untersuchen, bietet
sich an, die Kotransportparameter des GABAx-Rezeptors mit Myosin VI sowie mit
Dynein in Muskelin Knockout Mausen zu bestimmen. Aber auch der Melanosomen-
Transport nach Depletion von Muskelin sollte von Interesse sein. Um die physio-
logische Regulation der Transporte zu analysieren, sollten Transportparameter von
Muskelin und GABAA-Rezeptor in Abhangigkeit von der Modulation exzitatorischer
und inhibitorischer neuronaler Aktivitat bestimmt werden. Elektrophysiologische
Messungen sollten zeigen, ob es sich bei der Akkumulation von GABAA-Rezeptoren
an der Zelloberflache von Muskelin Knockout Mausen um funktionelle Rezeptoren
handelt und ob diese der Verschiebung von inhibitorischer zu exzitatorischer Aktivitat

nach Induktion von epileptischer Aktivitat entgegenwirken konnen.
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