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Zusammenfassung

Die Kontaktstellen zwischen Neuronen, die Synapsen, bilden die Grundlage der neuronalen
Kommunikation fiir ca. 10'' Neurone im humanen ZNS und dienen als Grundeinheit zur
Informationsspeicherung im Gehirn. Die Féhigkeit Informationen zu verarbeiten, zu lernen
oder ein Gedichtnis auszubilden, basiert auf kontinuierlichen Verdnderungen in der
neuronalen Kommunikation (synaptische Plastizitét). Eine Form der Plastizitdt ist die
aktivitdtsabhéngige Potenzierung oder Depression von Synapsen, welche sich in lang-
anhaltenden strukturellen und molekularen Anpassungen der Synapse duflert (LTP, LTD). Die
Umsetzung dieser plastischen Verdnderungen ist genau reguliert und beinhaltet u.a. den
intrazelluldren Transport von hierfiir bendtigten Komponenten entlang von Aktinfilamenten
und Mikrotubuli als hauptsédchliche Zytoskelettstrukturen. Der Langstreckentransport wird
hierbei von molekularen Motorproteinen entlang der Mikrotubuli {ibernommen, wobei
Kinesin den anterograden Transport in Richtung der Zellperipherie und Dynein den
retrograden Transport in Richtung des Zellsomas vermittelt. Fiir den Kurzstreckentransport
sind Motorproteine der Myosin-Familie entlang der Aktinfilamente zustandig.

Das postsynaptische transmembrane Zelladhdsionsmolekiil Neuroligin 1 (NLG1) bildet mit
seinem préisynaptischen Bindepartner Neurexin (NRX) einen transsynaptischen heterophilen
Komplex. Uber die Bindung an das postsynaptische Geriistprotein PSD-95 ist NLG1 in der
synaptischen Membran verankert und kann so andere postsynaptische Proteine rekrutieren
oder zusammen mit PSD-95 iiber retrograde Signalwege von der Post- zur Présynapse
kommunizieren. Aufgrund dieser Funktionen ist NLG in Prozesse der Synaptogenese und
Synapsenreifung involviert, weshalb die prizise Lokalisation und Konzentration von NLG an
der Synapse fiir funktionale neuronale Netzwerke von Bedeutung ist.

Uber die genauen Mechanismen hinsichtlich der Lokalisation und des Transports von NLG
zur Synapse ist jedoch wenig bekannt. Vor diesem Hintergrund sollte in der vorliegenden
Arbeit der intrazelluldre Transport von NLG entlang von Mikrotubuli analysiert werden.
Auflerdem sollte die Beteiligung von akzessorischen Proteinen hinsichtlich des NLG-
Transports untersucht werden. Da NLG durch seine Lokalisation und Funktion an der
Synapse ein interessanter Kandidat fiir die Umsetzung der plastischen synaptischen
Verinderungen ist, wurde weiterhin die aktivitdtsabhdngige Regulation des NLG-Transports
untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte anterograde und retrograde Mobilitdt von NLG1 in
Dendriten und Spines mit Hilfe der Time-Lapse Videomikroskopie beobachet werden. Durch
biochemische Experimente konnten die zugrundeliegenden NLGI-Transportkomplexe
identifiziert werden, wobei der anterograde Transportkomplex aus NLGI und dem
Motorprotein KIF21B besteht. Den retrograden Transport vermittelt ein Komplex, der NLG1,
PSD-95 und das Motorprotein Dynein beinhaltet. Im Gegensatz zum anterograden Transport
wird NLG1 in retrograde Richtung zusammen mit dem Adaptorprotein PSD-95 transportiert.
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Weiterhin ist die Internalisierung von an der Zelloberfldche lokalisierten NLG1 von PSD-95
und Dynein abhéngig. Ein funktionierender Transport durch das Motorprotein Dynein ist
wichtig fiir die Synapsenstruktur und Anzahl der Synapsen, da in ultrastrukturellen Analysen
vergroflerte postsynaptische Dichten und Spine-Kopfe sowie eine reduzierte Anzahl an
exzitatorischen Synapsen festgestellt werden konnte.

In dieser Arbeit konnten diese identifizierten NLGI-Transportkomplexe mit aktivitats-
abhingigen Mechanismen in Verbindung gebracht werden. Eine Induktion von LTD
verursachte eine vom Mikrotubuli-Transport abhdngige Reduktion von NLG1 an der Zell-
oberflache, wohingegen die Induktion von LTP eine KIF21B-abhéngige Zunahme von NLG1
in der synaptischen Membran hervorrief.

Bei NLG1 handelt es sich demnach nicht um ein statisches Zelladhdsionsmolekiil, sondern
vielmehr um ein dynamisch reguliertes Protein, welches, dhnlich der Neurotransmitter-
rezeptoren, auf Verdnderungen der synaptischen Aktivitit reagieren kann. Dies wird mit Hilfe
des Transports entlang von Mikrotubuli erreicht.

Diese Ergebnisse zeigen, dass ein funktionaler NLG1-Transport zu und von der Synapse bei
der Ausbildung der synaptischen Plastizitit von Bedeutung ist, wodurch NLGI1
moglicherweise in Lernprozessen involviert sein konnte. Zusitzlich kann NLGI1 das
exzitatorische/inhibitorische Synapsenverhiltnis (E/I-Verhiltnis) regulieren (Prange et al.,
2004, Levinson et al., 2005). Ein abnormales E/I-Verhéltnis ist im Zusammenhang mit
neuronalen Erkrankungen wie Autismus beschrieben (Rubenstein et al., 2003), weshalb ein
Ziel zukiinftiger Arbeiten sein sollte zu untersuchen, welche Rolle dem NLGI1-Transport in
diesem Zusammenhang zukommt.
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1 Einleitung

1.1 Das Zentralnervensystem der Saugetiere

Die Gesamtheit des Nervengewebes, welches als funktionelle und morphologische Einheit zur
Reizaufnahme, -weiterleitung und -verarbeitung beféhigt ist, bezeichnet man als
Nervensystem. Dabei wird im Nervensystem von Séugetieren zwischen zentralem
Nervensystem (ZNS), welches das Gehirn und das Riickenmark umfasst, und peripherem
Nervensystem (PNS) unterschieden. Letzteres besteht aus nicht im Gehirn oder Riickenmark
gelegenen peripheren Hirnnerven und Nervknoten (Ganglien).

Im Nervensystem werden hauptsdchlich zwei Zelltypen voneinander unterschieden:
Gliazellen und Neurone. Im Vergleich zu 10" Neuronen im menschlichen ZNS sind
Gliazellen 10-50 fach haufiger vorhanden (Kandel ef al., 2000). Sie lassen sich in folgende
Zelltypen einteilen: Astrozyten, Oligodendrozyten, Schwann-Zellen, Mikroglia und
Ependymzellen. Astrozyten sind die hdufigsten Gliazellen und iibernehmen Aufgaben wie die
Ausbildung der Blut-Hirn-Schranke und die Regulation der chemischen Zusammensetzung
des extrazelluliren Raums. Weiterhin werden ihnen Stiitz- und Erndhrungsaufgaben
zugesprochen. Die elektrische Isolierung von Neuronen wird durch die Umwicklung der
Axone mit einer Myelinscheide erreicht. Myelin wird im ZNS durch Oligodendrozyten und
im PNS durch Schwann-Zellen gebildet. Mikroglia vermitteln die Hauptform der aktiven
Immunantwort im ZNS, da sie durch Entziindungen oder Verletzungen aktiviert werden und
abgestorbene Neurone und Oligodendrozyten phagozytieren. Ependymzellen kleiden die
Flissigkeitsriume des ZNS, den Zentralkanal und die Ventrikel, aus und trennen so die
Hirnfliissigkeit vom Nervengewebe (Kandel ef al., 2000, Bear et al., 2001).

Neurone sind elektrisch erregbare, hochspezialisierte, polarisierte Zellen und besitzen einen
charakteristischen Grundbauplan bestehend aus dem Zellkorper (Soma), den Dendriten und
dem Axon. Das Soma ist das metabolische Zentrum des Neurons und Hauptintegrationsort
der neuronalen Aktivitdit. Am Soma entspringen mehrere sich distal verjiingende Fortsitze,
die Dendriten, welche sich zu einem Dendritenbaum verzweigen, Reize empfangen und an
das Soma weiterleiten. Am Soma entspringt ein weiterer, bis zu 1 m (Mensch) langer
Fortsatz, das Axon, welches fiir die Weiterleitung des Reizes verantwortlich ist und sich zu
seinem Ende hin verzweigt.

Die elektrische Erregbarkeit der neuronalen Membran ist die Grundvorraussetzung fiir die
Kommunikation der Neurone untereinander und mit anderen Zellen. Vorraussetzung dafiir ist
die ungleiche Verteilung von lonen zwischen Extra- und Intrazellularraum, welche durch den
Transport von Ionen durch spezifische Ionenkanile und Ionenpumpen erzeugt wird. Daraus
resultiert ein elektrochemisches Potential, welches durch aktiven Transport von Ionen
aufrechterhalten wird. In Neuronen wird das Ruhepotential (-65 mV) vor allem durch K'-
Tonen bestimmt, da im Ruhezustand der Neurone im Gegensatz zu CI'- und Na'-Ionenkanilen
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einige K'-Tonenkanile gedffnet sind, wodurch K'-Ionen entlang ihres Konzentrations-
gradienten in den Extrazellularraum stromen. Durch einen lokalen Reiz kann ein Neuron
erregt werden. Hierbei werden liganden- und spannungsabhédngige lonenkanile gedftnet,
wodurch positiv geladene Ionen (v.a. Na") in die Zelle einstromen konnen und diese
depolarisieren. Erreicht diese Depolarisierung am Soma einen bestimmten Schwellenwert,
wird am Ursprung des Axons, dem Axonhiigel, nach dem Alles-oder-nichts-Gesetz ein
Aktionspotential ausgeldst, um die Erregung bis zu den axonalen Endigungen weiterzuleiten.
Um das Aktionspotential auszuldsen, 6ffnen sich lokal spannungsabhiingige Na'-Ionenkaniile,
welche sich nach einem Na'-Ioneneinstrom in die Zelle sofort wieder schlieBen und inaktiv
bleiben. Dadurch wird die Erregung nur in eine Richtung des Axons weitergeleitet. Durch das
lokal angestiegene Membranpotential werden nun benachbarte spannungsabhingige
Tonenkanile gedffnet, welche fiir die Weiterleitung des Signals (Na'-Ionenkanile) und fiir die
Repolarisation (K -Tonenkanile) zum Ruhepotential zustindig sind (Kandel et al., 2000).

1.2 Synapsen

Die neuronale Reiziibertragung findet an Kontaktstellen zwischen Neuronen, den sogenannten
Synapsen, statt. Die 10'' Neurone im menschlichen ZNS (Kandel et al., 2000) bilden
Synapsen mit iiber 1000 weiteren Neuronen, wodurch 10'-10" synaptische Kontakte
gebildet werden (Brose, 1999). Synapsen werden zwischen den prasynaptischen, reizleitenden
axonalen Endigungen und den postsynaptischen Dendriten oder Zellsomata einer Nervenzelle,
sowie postsynaptischen Muskel-, Driisen- und Gliazellen gebildet. Im ZNS konnen sich
auBerdem noch dendro-dendritische und axo-axonische synaptische Kontakte ausbilden.
Desweiteren wird zwischen elektrischen und chemischen Synapsen unterschieden.

Elektrische Synapsen vermitteln schnelle, stereotype und synchrone elektrische Transmission
iiber Gap junctions, welche die Zytoplasmen zweier Zellen miteinander verbinden. Bei einer
Gap junction sind die pra- und postsynaptische Membran durch einen 3 nm breiten Spalt
voneinander getrennt, wobei dieser von Connexinen durchspannt wird. Sechs Connexine
bilden einen Halbkanal, das Connexon, welches zusammen mit einem weiteren Connexon der
Nachbarzelle einen Kanal zum bidirektionalen Austausch von Ionen und Metaboliten bildet.
Elektrische Synapsen werden zwischen Gliazellen und zwischen Neuronen, die
hochsynchronisiert aktiv sind, ausgebildet. Desweiteren sind sie oft mit chemischen Synapsen
assoziiert (Pereda et al., 2003).

Chemische Synapsen bilden den gréfiten Teil der Synapsen im menschlichen Nervensystem.
Auf der ultrastrukturellen Ebene wird zwischen der prasynaptischen axonalen Endigung, dem
20-50 nm weiten synaptischen Spalt und der postsynaptischen Spezialisierung unterschieden.
Die prd- und postsynaptischen Membranen werden durch Zelladhdsionsmolekiile und
extrazelluldre Matrixproteine miteinander verbunden (Craig et al., 2006, Dean et al., 2006,
Dityatev et al., 2006, Waites et al., 2005). Eine priasynaptische Endigung beinhaltet mehrere
hundert, 50 nm grofle, Neurotransmitter-gefiillte synaptische Vesikel, welche nahe einer
spezialisierten présynaptischen Region, der aktiven Zone ,,geclustert vorliegen. Wird die
prasynaptische Endigung durch ein Aktionspotential depolarisiert, werden spannungs-
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abhiingige Ca*'-Ionenkanile gedffnet. Der Ca®'-Einstrom 16st die Exozytose der synaptischen
Vesikel aus, wobei diese zur aktiven Zone transferiert werden und mit der Plasmamembran
fusionieren um ihren Neurotransmitterinhalt in den synaptischen Spalt auszuschiitten. Die
Neurotransmitter binden auf der postsynaptischen Membran an spezifische Rezeptoren, wobei
es sich um ligandengesteuerte lonenkanédle handelt, welche sich durch die Ligandenbindung
offnen und so zu einer Verdanderung des postsynaptischen Potentials fiihren. Somit werden an
der chemischen Synapse elektrische Signale in Form von Aktionspotentialen in chemische
Signale (Neurotransmitter) und an der postsynaptischen Membran wieder in elektrische
Impulse umgewandelt. Im Vergleich zu elektrischen Synapsen werden an chemischen
Synapsen Signale amplifiziert. Durch die Entladung nur eines synaptischen Vesikels werden
mehrere tausend Neurotransmitter entladen. Gewohnlich werden zwei Neurotransmitter fiir
die Offnung eines postsynaptischen Ionenkanals bendtigt (Kandel et al., 2000), wodurch es
kleinen prédsynaptischen Endigungen ermdoglicht wird, groflere postsynaptische Zellen zu
depolarisieren.

Obwohl die bisher beschriebenen Merkmale bei allen chemischen Synapsen vorzufinden sind,
gibt es doch Variationen hinsichtlich der Morphologie und Funktion. Zum einen werden je
nach Neurotransmitter und postsynaptischen Rezeptoren inhibitorische und exzitatorische
Synapsen voneinander unterschieden (vgl. 1.2.1, 1.2.2) und zum anderen variiert die Grof3e
von Pri- und Postsynapsen entsprechend ihrer synaptischen Aktivitét (vgl. 1.3).

1.2.1 Inhibitorische Synapsen

Morphologisch kénnen inhibitorische Synapsen von exzitatorischen Synapsen durch das
Vorhandensein von einem schmalen 20 nm breiten synaptischen Spalt, nach der Fixierung
oval erscheinenden synaptischen Vesikeln und einer kleinen 1 wm?® groBen aktiven Zone
unterschieden werden (Kandel ef al., 2000). Prd- und vor allem postsynaptische
Spezialisierungen sind im Vergleich zu exzitatorischen Synapsen weniger prominent
ausgebildet, weswegen inhibitorische auch als symmetrische Synapsen bezeichnet werden.
Inhibitorische Synapsen sind hauptsidchlich am Soma, Axonhiigel und dendritischen Schaft
und nur zu einem geringen Teil auf dendritischen Spines (Megias et al., 2001) lokalisiert.

Inhibitorische synaptische Transmission wird vor allem mit Hilfe der Neurotransmitter
GABA (y-Aminobuttersdure) und Glyzin im adulten ZNS vermittelt, wobei GABA der am
meisten genutzte inhibierende Neurotransmitter im Gehirn ist. Fiir die Ausiibung der
inhibierenden Wirkung der Neurotransmitter binden diese an korrekt in der Postsynapse
verankerte Neurotransmitterrezeptoren. Die schnelle GABA vermittelte Inhibition wird liber
die Bindung an ionotrope, Cl'-Ionen permeable GABA s-Rezeptoren hervorgerufen. Speziell
in der Retina wird zusitzlich der ionotrope, Cl-lonen permeable GABAc-Rezeptor
exprimiert. Die langsame GABA vermittelte Inhibition basiert auf der Bindung an
metabotrope GABAg-Rezeptoren, welche meist iiber eine Second messenger Kaskade zur
Offnung eines Kaliumkanals fiihren. Glyzin bindet an ionotrope, CI'-Ionen permeable Glyzin-
Rezeptoren. Durch die Aktivierung der inhibitorischen Neurotransmitterrezeptoren wird die
postsynaptische Zelle durch den Einstrom von Cl-lonen, im Falle der ionotropen
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Neurotransmitterrezeptoren, oder durch den Ausstrom von K'-lIonen, im Falle der
metabotropen Neurotransmitterrezeptoren, hyperpolarisiert. In der frithen Embryonal-
entwicklung hingegen wirken GABA und Glyzin aufgrund einer verinderten CI- und K'-
TIonenverteilung depolarisierend. Durch die Expression eines neuronalen CI- und K'-
Ionentransporters (KCC2) wird in reifen Neuronen die lonenverteilung insofern verandert, als
dass die GABA und Glyzin vermittelte Offnung von Ionenkanilen zum oben beschriebenen
hyperpolarisierten Effekt fiihrt (Rivera et al., 1999, Kandel et al., 2000, Jacob et al., 2008).

Glyzin-Rezeptoren werden durch direkte Bindung an das Geriistprotein Gephyrin mit dem
Mikrotubulizytoskelett in der inhibitorischen Postsynapse zentriert und verankert (Schmitt et
al., 1987, Kirsch et al., 1991, Kneussel et al., 1999). AuBBerdem verbindet Gephyrin iiber die
Interaktion mit Aktinbindeproteinen wie etwa Mena/VASP die gebundenen Neurotransmitter-
rezeptoren mit dem Aktinzytoskelett. Auch GABAs-Rezeptoren werden durch die Bindung
an Gephyrin in der Postsynapse verankert (Jacob et al., 2008, Tretter et al., 2008). AuBlerhalb
der Synapse binden GABAx-Rezeptoren iiber das zur ERM (Ezrin, Radixin, Moesin)-
Proteinfamilie gehdrende Radixin an das Aktinzytoskelett (Loebrich et al., 2006). Als
weiterer Faktor flir die genaue Positionierung und Funktion von GABAa-Rezeptoren in der
Postsynapse wird das Zelladhisionssystem bestehend aus dem priasynaptischen a-Neurexin
und dem postsynaptischen Neuroligin 2 (NLG2, vgl. 1.4) diskutiert. Beide Proteine
induzieren eine lokale Akkumulation von Gephyrin und GABAs-Rezeptoren (Graf et al.,
2004, Chih et al., 2005, Graf et al., 2006, Chubykin et al., 2007). Zusétzlich wird in NLG
bzw. Neurexin defizienten Tieren eine reduzierte GABAerge synaptische Transmission sowie
eine reduzierte Anzahl an inhibitorischen Synapsen und geclusterten Rezeptoren im
Hirnstamm beobachtet (Varoqueaux et al., 2006, Missler et al., 2003).

1.2.2 Exzitatorische Synapsen

Als exzitatorische Neurotransmitter konnen Aspartat, Noradrenalin, Dopamin, Serotonin und
Glutamat wirken, wobei Glutamat den am meisten verbreiteten Neurotransmitter des ZNS
darstellt. Glutamat aktiviert metabotrope und ionotrope ligandenabhéngige Neurotransmitter-
rezeptoren, wobei die ionotropen Glutamatrezeptoren fiir die schnelle Glutamat-vermittelte
Antwort verantwortlich sind. Bei den ionotropen ligandenabhiingigen Neurotransmitter-
rezeptoren wird aufgrund der unterschiedlichen Reaktion beziiglich Glutamat und
pharmakologischen Agonisten unterteilt in a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol-
Propionsidure (AMPA)-Rezeptoren (AMPAR), N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren
(NMDAR) und Kainat-Rezeptoren (Kandel et al., 2000, Lau et al., 2007).

Metabotrope Glutamatrezeptoren werden aufgrund ihrer spezifischen Bindung an G-Proteine
in drei Gruppen mGIluRI-III unterteilt und tragen iiber die Aktivierung von Second messenger
Kaskaden zur langsamen und modulierenden Glutamat-vermittelten Antwort und zu
bestimmten Formen der synaptischen Plastizitdt bei (mGluR vermittelte Long-term
depression, LTD, vgl. 1.3, Bellone et al., 20008).

Ionotrope  AMPAR werden aus verschiedenen Kombinationen von GluR1-4
Rezeptoruntereinheiten zu Homo- oder Heterotetrameren assembliert. Die Auswahl der
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Untereinheiten hdngt dabei von der Gehirnregion, dem Entwicklungsstadium und von der
synaptischen Aktivitit ab und beeinflusst die Leitfdhigkeit, den Transport und die Stabilitét
des Rezeptors. In reifen hippokampalen Synapsen bestehen AMPAR vor allem aus
GluR 1/GluR2-Untereinheiten und leiten Na'- und K'-Ionen (Kandel et al., 2000, Derkach et
al., 2007). Durch die Bindung von Glutamat 6ffnet sich der AMPAR und fiihrt zu einer durch
den Na'-Ioneneinstrom verursachten Depolarisierung der Postsynapse. Wird etwa die GluR2-
Untereinheit gegen eine andere Untereinheit ausgetauscht, fiihrt dies, zusétzlich zu einer
erhohten Leitfihigkeit von Na'- und K'-Ionen, zu einer Ca’"-Leitfihigkeit, wodurch diese
Rezeptoren zur Etablierung von Long-term potentiation (LTP, vgl. 1.3), einer Form der
synaptischen Plastizitdt, beitragen (Malenka et al., 2004, Derkach et al., 2007).

NMDAR bilden aus zwei, teilweise drei Untereinheiten (NRI1, NR2A-D, NR3A-B)
zusammengesetzte, heterotetramere Komplexe, wobei vor allem 2NR1/2NR2-Komplexe
verbreitet sind (Kohr et al., 2006). Ahnlich der AMPAR-Situation ist die Wahl der
Untereinheiten abhéngig vom Entwicklungsstadium sowie der Lokalisation und kann so die
Stabilitit und die Leitfihigkeit des Rezeptors regulieren. NMDAR benétigen zur Offnung
ihres Ionenkanals die Bindung von Glutamat und Glyzin als Kofaktor, um so Na'-, K'-Ionen
und zusitzlich Ca®"-Ionen zu leiten (Kleckner ef al., 1988). Allerdings unterscheiden sich
NMDAR zusitzlich zur Ca*"-Leitfahigkeit insofern von AMPAR, als dass sie liganden- und
spannungsabhingig sind. Dies basiert auf Mg”'-Ionen, welche die Kanalpore wihrend des
Ruhepotentials blockieren. Nur durch eine gleichzeitige Bindung von Glutamat und einer
partiellen, durch AMPAR verursachten Depolarisierung der Postsynapse wird diese Mg
Blockade entfernt, wodurch die Na*-, K*- und Ca*"-lonen durch den NMDAR stromen und
Signalkaskaden aktivieren konnen. Dadurch wirken NMDAR als Koinzidenzdetektoren,
welche den Ionenstrom nur ermdglichen, wenn die prd- und postsynaptische Zelle gleichzeitig
erregt sind. Im Gegensatz zu AMPAR, welche den friihen Anteil des erregenden post-
synaptischen Potentials hervorrufen, vermitteln NMDAR somit die spiate Komponente des
erregenden postsynaptischen Potentials.

Uber die Funktion von ionotropen Kainat-Glutamatrezeptoren ist bisher am wenigsten
bekannt. Fiinf verschiedene Untereinheiten (GluK1-5) konnen in verschiedenen
Kombinationen funktionelle Rezeptoren bilden. Untersuchungen lassen auf einen
modulatorischen Einfluss auf die GABAerge sowie glutamaterge synaptische Transmission
schlieBen (Jane ef al., 2009).

Ultrastrukturell weisen exzitatorische Synapsen présynaptische Endigungen mit
angereicherten, nach der Fixierung rund erscheinenden synaptischen Vesikeln und einer
aktiven Zone von 1-2 um® auf. Der synaptische Spalt ist im Vergleich zu inhibitorischen
Synapsen mit 30 nm etwas breiter. Morphologisch sehr auffillig ist eine elektronendichte,
durchschnittlich 300-400 nm lange und 30-50 nm dicke Struktur der postsynaptischen
Membran, die postsynaptische Dichte (PSD), welche viele Rezeptoren, Geriistproteine,
Zelladhidsionsmolekiile, Zytoskelettelemente und Signaltransduktionsproteine enthilt.
Aufgrund dieser elektronendichten Struktur im Vergleich zur Présynapse werden
exzitatorische Synapsen auch asymmetrische Synapsen genannt. Eine durchschnittliche PSD
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von 360 nm Lange hat in quantitativen Analysen eine totale molekulare Masse von 1,1 = 0,36
GDa ergeben. Nimmt man an, dass in der PSD nur 100 kDa grof3e Proteine vorkommen, dann
bestiinde die PSD aus 10.000 verschiedenen Proteinen oder 100 Kopien von 100
verschiedenen Proteinen (Chen et al., 2005, Sheng et al., 2007). Dies erkldrt die
elektronendichte Erscheinungsform der PSD.

Exzitatorische Synapsen sind auf Dendriten, aber vor allem auf dendritischen Dornen (Spines)
lokalisiert. Bei den dendritischen Spines handelt es sich um kleine, etwa 0,5-2 um lange,
membrandse dendritische Ausstiilpungen, an deren Spitze die PSD lokalisiert ist. Sie werden
durch einen diinnen Hals mit dem Dendriten verbunden und verhindern so die Diffusion von
Molekiilen aus und in den Spine, wodurch die Spines ein von anderen Synapsen abgegrenztes
biochemisches und elektrisches Kompartiment bilden. Die Form von Spines variiert von einer
diinnen, pilzférmigen bis zu einer untersetzten Erscheinung. Ebenso variiert die GroB3e und
die Dichte der Spines, wobei eine Dichte von 1-10 Spines pro um Dendrit in Hauptneuronen
beschrieben wurde (Sorra et al., 2000). Die GroBe der Spines ist hoch korreliert mit der PSD-
GroBe, der assoziierten prasynaptischen aktiven Zone und der Stirke der synaptischen
Transmission. Spines mit grolen Kopfen werden allgemein mit einer hdheren Expression an
Neurotransmitterrezeptoren und einer relativ hohen Stabilitét hinsichtlich ihrer Mobilitét in
Verbindung gebracht. Kleinere Spines sind meist mobiler und weniger stabil und bilden im
Gegensatz zu groferen Spines weniger starke synaptische Verbindungen (Matsuzaki et al.,
2004, Holtmaat et al., 2006). Allgemein wird die Dichte, Groe und Form der Spines mit
plastischen Verdnderungen der Synapsen (vgl. 1.3) und interneuronaler Konnektivitét
verbunden (Kandel et al., 2000, Sheng et al., 2007).

Eine unterschiedliche Verteilung von Rezeptoren und anderen Proteinen bedingt die laterale
Organisation der PSD. So sind AMPAR vor allem in der Peripherie der PSD und NMDAR im
PSD-Zentrum lokalisiert (Kharazia ef al., 1997). Dies spiegelt die groBere Mobilitit der
AMPAR in der Plasmamembran und deren Austausch mit extrasynaptischen AMPAR wieder.
Desweiteren weist die PSD eine laminare Organisation auf. Die erste Ebene wird von
Ionenkanilen, transmembranen Zelladhdsionsmolekiilen und den C-terminalen Enden der
Glutamatrezeptoren gebildet und ist 12 nm in die PSD hineingestreckt. Die zweite Ebene ist
mit Geriistproteinen der MAGUK (Membrane associated guanylate kinase homologs)-
Familie, v.a. PSD-95 (Postsynaptic density protein 95), und die dritte Ebene mit den
Gertistproteinen GKAP und Shank angereichert, wobei sich die dritte Ebene ca. 25 nm
entfernt von der Plasmamembran im Zytosol der PSD befindet (Valtschanoff et al., 2001) und
weiterhin mit dem Aktinzytoskelett verbunden ist. Durch die Bindung von verschiedenen
zytoplasmatischen Proteinen und Enzymen an die verschiedenen Geriistebenen, organisieren
die Geriistproteine die PSD in bestimmte Signalkaskadenkomplexe, um Informationen schnell
zu verarbeiten und weiterzuleiten. Uber verschiedene Dominen der PSD-Proteine, wie etwa
die PDZ (PSD-95, Dlg und ZO1)-Doméne, konnen die jeweiligen Proteine multimerisieren
und weitere Supramodulkomplexe bilden, um so dynamisch auf die jeweiligen Informationen
zu reagieren (Feng et al., 2009). Eine wichtige Eigenschaft der PSD, trotz der molekularen
Komplexitit, ist weiterhin ihre dynamische Regulation hinsichtlich ihrer Zusammensetzung
und GroBe je nach Entwicklungsstand und Aktivitat (vgl. 1.3).
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Abb. 1.1: Schema einer exzitatorischen Synapse.
Dargestellt ist die Pra- und Postsynapse mit einer Auswahl an Proteinen, welche bei der Organisation der
exzitatorischen Synapse involviert sind. Verandert nach Kim und Sheng, 2004.

Glutamatrezeptoren werden in der PSD iiber die Interaktion mit verschiedenen Proteinen mit
dem Zytoskelett verankert und an Signalwege angeschlossen. So bindet etwa der C-Terminus
der NR1/NR2A enthaltenden NMDAR direkt an eine PDZ-Doméne des Geriistproteins PSD-
95, NR1/NR2B enthaltende NMDAR hingegen an eine PDZ-Doméne des Geriistproteins
SAP102 (Synapse associated protein 102) (Lau et al., 2007). AuBerdem interagiert PSD-95
indirekt tiber das TARP (Transmembrane AMPA receptor-binding protein)-Protein Stargazin
mit AMPAR. Weiterhin binden AMPAR PDZ-Doménen-haltige Proteine wie SAP-97
(Synapse associated protein 97), PICK (Protein kinase C-interacting protein) oder GRIP
(Glutamate receptor interacting protein). Kainat-Rezeptoren konnen ebenfalls durch die
Bindung an PSD-95 verankert werden (Garcia et al., 1998). Metabotrope Glutamatrezeptoren
sind liber die Bindung an Homer mit dem Geriistprotein Shank stabilisiert. Neben der
Bindung von postsynaptischen Geriistproteinen kdnnen Glutamatrezeptoren iiber die Bindung
von Zelladhédsionsmolekiilen oder sekretierten Molekiilen in ihrer Verankerung und in ithrem
Clustering moduliert werden. Extrazelluldr bindet beispielsweise N-Cadherin (Neuronal
Cadherin) an AMPA-Rezeptoren (Saglietti ef al., 2007) und die Tyrosinkinase EphB an
NMDA-Rezeptoren (Dalva et al., 2000). AuBerdem beeinflusst das Neuroligin-Neurexin-
Zelladhésionssystem das Clustering von Glutamatrezeptoren (Graf et al., 2004; Nam et al.,
2005; Chih et al., 2005). Weiterhin induzieren Proteine der Pentraxin-Familie wie das
priasynaptische sekretierte NP1 (Neuronal pentraxin 1) gemeinsam mit dessen Rezeptor
(NPR, Neuronal pentraxin receptor) sowie das ebenfalls prisynaptische sekretierte Narp
(Neuronal activity-regulated pentraxin) das Clustering der AMPAR (O’Brien et al., 1999; Sia
et al.,2007).
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1.3  Synaptische Plastizitat

Eine aktivitatsabhdngige Verdnderung in der Stirke der synaptischen Transmission wird als
synaptische Plastizitdt bezeichnet. Zwei Beispiele dazu sind langanhaltende (Stunden-
Wochen) Phianomene wie LTP (Long-term potentiation) und LTD (Long-term depression),
welche als zellulire und molekulare Modelle fiir Lernen und Gedéichtnisbildung im
Sdugetierhirn herangezogen werden (Bliss ef al., 1973, Feldman et al., 2009). LTP wird durch
kurze, hochfrequente und LTD durch lange, niedrigfrequente Stimulation induziert. Hierbei
induziert der Ca**-Einstrom durch NMDAR die Plastizitit, die sich u.a. mit Hilfe einer durch
Insertion oder Elimination der Rezeptoren verdnderten AMPAR-Konzentration an Synapsen
manifestiert. Morphologisch werden diese Verdnderungen durch Synapsenbildung, -elimation
und durch Anpassungen in der Spine-Form, -zahl und -groe ausgedriickt (Strukturelle
Plastizitit, Alvarez et al., 2007, Feldman et al., 2009).

Verschiedene Studien konnten demonstrieren, dass Spines nicht statisch sind, sondern sich je
nach Alter und sensorischer Stimulation beziiglich ihrer Zahl, Dichte und Struktur verdndern,
wobei der Spine-Turnover mit dem Alter abnimmt und Spines, die liber Tage und Wochen
stabil sind, in ihrem Volumen zunehmen und Synapsen ausbilden (Grutzendler et al., 2002,
Trachtenberg et al., 2002, Holtmaat et al., 2005, Alvarez et al., 2007). Das Spine-Volumen
korreliert dabei mit der Grofle der PSD und der AMPAR-Konzentration, welches eine
Verstarkung der synaptischen Transmission reflektieren kann (Harris ef al., 1989, Nusser et
al., 1998, Knott et al., 2006). So konnte durch eine LTP-Induktion in hippokampalen
Gehirnschnitten ein fast doppelter Anstieg des Spine-Volumens und der AMPAR-vermittelten
Strome beobachtet werden (Matsuzaki et al., 2001, Matsuzaki et al., 2004). Zuséatzlich wird
eine LTP-Induktion mit dem Wachstum neuer Filopodien und Spines und eine LTD-Induktion
mit einem Verschwinden der Spines assoziiert (Engert et al., 1999, Nagerl et al., 2004).

Auf der molekularen Ebene wird die Plastizitét iiber eine unterschiedliche Konzentration und
Zusammensetzung der Glutamatrezeptoren sowie deren verdnderte Mobilitdt und
Verankerung in der PSD ausgedriickt. Fiir die Aufrechterhaltung oder Konsolidierung der
Plastizitdt werden in der spdten Phase Transkriptions- und Translationsprozesse bestimmter
Gene bzw. Proteine aktiviert (Derkach et al., 2007, Bramham et al., 2007).

Bei der NMDAR-vermittelten LTP fiihrt eine NMDAR-Aktivierung bei gleichzeitiger
postsynaptischer Depolarisierung zu einem Ca”"-Einstrom durch die NMDAR und dadurch zu
einer Ca’"-abhingigen Aktivierung von CaMKII (Calcium/Calmodulin-dependent protein
kinase 11, Fukunaga et al., 1993). CaMKII phosphoryliert die AMPAR-Untereinheit GluR1 an
Serin 831, wodurch die AMPAR-Leitfdahigkeit erhoht wird (Barria et al., 1997, Benke et al.,
1998). Weiterhin sind diverse andere Signalkaskaden mit der LTP-Induktion involviert,
beispielsweise fithrt die Phosphorylierung der GluR1-Untereinheit an Serin 845 durch
Proteinkinase A (PKA) zu einer erhohten Open Channel Probability des Rezeptors und zu
einer AMPAR-Insertion in der Plasmamembran (Roche et al., 1996, Banke et al., 2000, Man
et al., 2007). AuBlerdem werden wiahrend der LTP-Induktion durch eine Rekrutierung wie
etwa der GluR2-fehlenden AMPAR die intrinsischen Eigenschaften von synaptischen
AMPAR, u.a. beziiglich der Ca*"-Leitfihigkeit und der Open Channel Probability, verindert
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und die AMPAR-Konzentration erhoht (Burnashev et al., 1992, Swanson et al., 1997, Plant et
al., 2006). Neben den AMPAR tragen auch NMDAR zur LTP-Expression bei, wobei die
Potenzierung der NMDAR-Antwort etwas spéter als die AMPAR-Antwort erfolgt (Grosshans
et al., 2002, Watt et al., 2004). Der Beitrag der NMDAR ist im Vergleich zu den AMPAR
viel weniger erforscht, erfolgt aber ebenfalls durch eine Aktivierung verschiedener Kinasen.
So erhoht die PKC die Open Channel Probability und zusammen mit der Tyrosinkinase Src
die Insertion von NR2A-enthaltenden-NMDAR (Grosshans et al., 2002). Ferner wurde
beobachtet, dass wiahrend der LTP-Expression extrasynaptische NR2D-NMDAR in die
Synapse rekrutiert werden (Harney et al., 2008)

In der Abwesenheit von Plastizitdt-induzierenden Stimuli unterliegen AMPAR einem
konstitutiven, perisynaptischen Cycling durch Endo- und Exozytose, womit die Dichte und
Konzentration der AMPAR in der Plasmamembran beeinflusst werden kann (Ehlers et al.,
2000, Passafaro ef al., 2001). Nach erfolgter Exozytose diffundieren AMPAR lateral in die
PSD, wo sie durch die Interaktion mit intrazelluldren Gerlistproteinen verankert werden
konnen. Durch LTP-induzierende Stimuli werden AMPAR vermehrt exozytiert, wobei vor
allem AMPAR, welche eine GluR1-Untereinheit enthalten, in die Plasmamembran inseriert
werden (Hayashi et al., 2000, Shi et al., 2001, Park et al., 2004). Die AMPAR-Diffusion ist
sehr sensitiv gegeniiber lokalen Verinderungen der Ca**-Konzentration (Borgdorff ef al.,
2002), weshalb die LTP-induzierenden Stimuli zusatzlich die laterale Diffusion von GluR1-
und GluR2-AMPAR reduzieren (Newpher et al., 2008). Weiterhin kann die Mobilidt von
AMPAR durch interagierende Proteine reguliert werden, die AMPAR synaptisch verankern.
So ist etwa die Phosphorylierung von Stargazin oder PSD-95 durch verschiedene Kinasen wie
PKA, CaMKII oder PKC mit einer vermehrten synaptischen Lokalisation der AMPAR und
der Ausbildung von LTP impliziert (Tomita et al., 2005, Kim et al., 2007). Fiir die
Verankerung der AMPAR ist weiterhin die Interaktion mit dem Zytoskelett {iber das
Proteinnetzwerk der PSD essentiell. Vor allem das Aktinzytoskelett als hauptsachlicher
Zytoskelettbestandteil der dendritischen Spines beeinflusst durch die Organsation der Spine-
Morphologie und durch die Organisation von Membranmikrodoménen die Diffusion von
Rezeptoren (Kusumi et al., 2005, Alvarez et al., 2007). Wird beispielsweise F-Aktin
depolymerisiert, so folgt eine 40% Reduktion von synaptischen AMPAR- und NMDAR-
Clustern (Allison et al., 2000). Desweiteren konnen LTP- oder LTD-induzierende Stimuli mit
einer Aktinpolymerisation oder -depolymerisation korreliert werden (Okamoto et al., 2004,
Lin et al., 2005).

Die fiir die spédte Phase der LTP-Expression bendtigten Transkriptions- und
Translationsprozesse werden durch Signalmolekiile und deren Signalkaskaden, beispielsweise
durch PKA-, CaMKIV- und MAPK-Signalkaskaden und dem hauptsdchlichen
Transkriptionsfaktor CREB induziert (Lynch et al., 2004, Malenka et al., 2004). Bei den
neusynthetisierten Proteinen kann es sich um AMPAR-Untereinheiten, Gerlistproteine oder
andere regulatorische Proteine handeln, die fiir die LTP-Expression benétig werden (Derkach
et al., 2007). Interessanterweise werden mRNAs etwa kodierend fiir CaMKII und GIluR1/2 als
Antwort auf neuronale Aktivitdt in Dendriten transportiert und dort lokal mit Hilfe der in
Dendriten und in Spines vorhandenen Polyribosomen, Translationsfaktoren und -regulatoren
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translatiert (Mayford et al., 1996, Tang et al., 2002, Asaki et al., 2003, Schumann et al., 2006,
Grooms et al., 2006).

Um Verinderungen der Postsynapse mit der prasynaptischen Seite zu koordinieren, werden
verschiedene retrograde Signale wie NO oder aber auch Zelladhidsionmolekiile diskutiert
(Malenka et al., 2004, Futai et al., 2007).

Es existieren verschiedene Formen der LTD. Hinsichtlich NMDAR-abhingiger LTD fiihrt der
Ca’"-Einstrom durch NMDAR zu einer Aktivierung von Proteinphosphatasen, wie
Calcineurin (Mulkey et al., 1994), welche den C-terminalen Teil der AMPAR-Untereinheit
GluR1 dephosphorylieren und etwa durch eine Dephosporylierung an Serin 845 die Open
Channel Probability des Rezeptors reduzieren. Neben Verdnderungen im
Phosphorylierungsgrad wird auerdem durch eine erhdhte Internalisierung die Menge an
AMPAR an der Oberflache reduziert (Banke et al., 2000, Ehlers et al., 2000). Die erhohte
Dynamin- und Clathrin-abhédngige Internalisierung von AMPAR (Carroll et al., 1999, Man et
al., 2000) kann durch eine erhdhte laterale Diffusion des Rezeptors in der Plasmamembran
bewirkt werden, indem Proteine, wie PSD-95 oder GRIP, die die Rezeptoren an der Membran
verankern und in ihrer Diffusion einschrinken, durch das Ubiquitin-Proteasom-System
degradiert werden (Colledge et al., 2003). Die damit verursachte fehlende Verankerung fiihrt
zu einer erhohten lateralen Rezeptordiffusion zu perisynaptischen Stellen und dortiger
Endozytose (Newpher ef al., 2008). Im Kontrast zu AMPAR sind NMDAR in ihrer Mobilitit
weniger empfindlich gegeniiber Verdnderungen der synaptischen Aktivitét (Groc ef al., 2004),
konnen aber trotzdem als Antwort auf eine LTD-Induktion Dynamin-und Clathrin-abhédngig
internalisiert werden (Lavezzari et al., 2003, Montgomery et al., 2005, Lau et al., 2007).

Metabotrope Glutamatrezeptoren (mGluR) sind auerhalb der PSD in der extrasynaptischen
Plasmamembran lokalisiert und konnen iiber ein Spill Over von Glutamat aktiviert werden,
wobei verschiedene Formen der mGluR-vermittelten LTD-Induktion beschrieben sind
(Bellone et al., 2008). Die am besten charakterisierte Form umfasst die der Gruppe 1
vermittelten mGluR-LTD-Induktion. Durch die Aktivierung der postsynaptischen mGluR1
und mGluRS (Gruppe 1) wird das intrazelluldr an den Rezeptor gebundene Gg-Protein
aktiviert, durch die aktivierte Phospholipase C (PLC) Diazylglyzerin (DAG) und Inositol-
1,4,5-tris-Phosphat (IP3) produziert und somit eine Ca®"-Auschiittung von intrazelluliren
Speichern sowie eine Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) induziert. Zusitzlich zu der
anschliefenden Aktivierung von MAPK/ERK-Signalkaskaden konnen mGIluR der Gruppe 1
Signalkaskaden des Phosphoinositid-3-Kinase/Akt/Mammalian target of rapamycin
(PI3K/Akt/mTOR)- Signalweges aktivieren. Beide Signalwege regulieren die Translation,
etwa von AMPAR-Untereinheiten, wodurch die Mobilitdt und Leitfdhigkeit von AMPAR
beeinflusst werden kann (Ju et al., 2004, Derkach et al., 2007, Bellone et al., 2008). Weiterhin
wird durch die Aktivierung der Gruppe 1 mGluR eine Umverteilung und eine erhdhte
Internalisierung von AMPAR induziert (Wang et al., 2000, Malenka et al., 2004).

Die Cannaboidrezeptor des Typ 1 (CB1)-vermittelte LTD (CBI1-LTD) kann durch die
Aktivierung von Ionenkandlen und mGluR der Gruppe 1 zu einer postsynaptisch erhohten
Ca’"-Konzentration fithren und exprimiert werden. Hierbei werden Endocannaboide
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synthetisiert, welche retrograd durch den synaptischen Spalt diffundieren und an pré-
synaptische CB1-Rezeptoren binden, um dort eine Reduktion der Neurotransmitter-
ausschiittung zu verursachen, indem Ca”*-Kanile inhibiert oder K'-Kanile aktiviert werden
(Bellone et al., 2008).

1.4 Neuroligin

Das Typ 1 transmembrane Zelladhdsionsmolekiil Neuroligin (NLG) konnte als post-
synaptischer Bindepartner vom présynaptischen transmembranen Zelladhdsionsmolekiil
Neurexin (NRX) identifiziert werden (Ichtchenko et al., 1995). In Sdugetieren gibt es 4
Neuroligin Gene NLG1-4, wobei in Menschen zusétzlich auf dem Y-Chromosom das Gen
NLG4Y oder NLG) lokalisiert ist (Ichtchenko et al., 1996, Bolliger et al., 2001, Jamain ef al.,
2003). Sequenzanalysen ergeben eine hohe Konservierung v.a. der Extrazellulirdoméne von
NLG, wobei der jeweilige Homologiegrad zwischen NLG1, NLG3, NLG4 und NLG5 hoher
ist als gegeniiber NLG2. NLG wird vor allem im Gehirn und spezifisch in Neuronen
exprimiert, wobei die Expression postnatal ansteigt und NLG4 nur sehr schwach im Gehirn
exprimiert wird (Ichtchenko et al., 1995, Varoqueax et al., 2006). Die extrazelluldre N-
terminale Doméne von NLG ist zu einem grofen Teil homolog zur Azetylcholinesterase
(AChE), aber ohne fiir die Aktivitit wichtigen Aminosdurereste im aktiven Zentrum, wodurch
NLG enzymatisch inaktiv ist. Uber diese Domine bilden NLG konstitutive Homodimere und
interagieren zusitzlich mit monomeren Neurexinmolekiilen, um einen Ca®"abhingigen,
heterotetrameren transsynaptischen Komplex auszubilden. Die AChE-Doméne wird durch
eine hoch glykosylierte Region mit der transmembranen Doméne verbunden, an welche sich
eine kurze C-terminale, intrazellulire Region mit einer PDZ-Bindedoméne anschlief3t. Die
Bindeaffinitdt und Spezifitdt zwischen NRX und NLG wird durch alternatives Spleiflen
vermittelt. NLG kann an zwei Spleiistellen A und B in der AChE-Domine und NRX an fiinf
Stellen 1-5 in der extrazelluliren Doméne gespleifit werden. Hierbei sind vor allem NLG1-
SpleiBvarianten an glutamatergen Synapsen dominierend, welche das Insert B tragen und
spezifisch an $-NRX ohne das 4. Insert binden, wohingegen B-NRX mit dem 4. Insert an
NLG ohne das Insert B an GABAergen Synapsen binden. Alle anderen NLG binden an o.-
und B-NRX. Durch alternatives Spleillen besteht also die Moglichkeit die Lokalisation von
NLG an Synapsen zu beeinflussen (Boucard et al., 2005, Chih et al., 2006), wobei NLG1 vor
allem an exzitatorischen (Song ef al., 1999), NLG2 an inhibitorischen (Varoqueaux et al.,
2004) und NLG3 an exzitatorischen und inhibitorischen Synapsen lokalisiert ist (Budreck et
al., 2007).

Weiterhin kann die synaptische Spezifitdit von NLG-Isoformen iiber eine unterschiedliche
Rekrutierung von intrazelluldren Bindeproteinen vermittelt werden. Ein Hinweis dafiir ist die
weniger konservierte C-terminale Region von NLG (Ichtchenko et al., 1995). Desweiteren
binden NLG &hnlich wie NRX intrazelluldr postsynaptische Proteine iiber ihre PDZ-
Bindedomine, wie etwa das der MAGUK-Familie angehorige PSD-95 (Irie ef al., 1997, vgl.
1.5) oder S-SCAM (Synaptic scaffolding protein, lida et al., 2004). Uber diese Bindung wird
NLG mit dem ebenfalls an PSD-95 bindenden NMDAR oder K'-Kanal verbunden, sowie im
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Falle von S-SCAM mit -Catenin-Cadherin basierter Zelladhision und deren Signalwegen.
Dariiber hinaus erfolgt tiber die Bindung an PSD-95 eine Verbindung mit den Geriistproteinen
der PSD, GKAP und Shank (vgl. 1.2.2). Fiir die postsynaptische Bindung von NLG2 an
inhibitorischen Synapsen wird eine Interaktion mit Gephyrin und GABA-Rezeptoren (Graf
et al., 2004, Chih et al., 2005, Graf et al., 2006, Chubykin et al., 2007) vermutet.
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Abb. 1.2: Strukturmodell des transsynaptischen Komplexes von NLG1 und $-NRX1.

Der NLG-NRX-Komplex ist in zwei Orientierungen zu sehen. Links: Das NLG1-Dimer bindet prasynaptisch
lokalisierte p-NRX-Monomere Uber die Azetylcholinesterase-Doméane. Rechts: In der 90° Rotation vom linken Teil
der Abbildung wird das rdumliche Arrangement des Komplexes im synaptischen Spalt sowie die Bindung der
intrazellularen Proteinen CASK und PSD-95 an die PDZ-Bindedomane von NRX und NLG verdeutlicht. CASK:
Ca**/Calmodulin-dependent serine protein kinase. SH3: src homology domain, GUK: Guanlyate kinase domain.
Verandert nach Stidhof, 2008.

Der Einfluss von NLG an inhibitorischen und exzitatorischen Synapsen konnte durch die
Expression von NLG in nicht-neuronalen HEK293-Zellen und gleichzeitiger Kokultur mit
Neuronen gezeigt werden, da hier prisynaptische Endigungen an Kontaktstellen beider
Zelltypen durch NLG induziert werden konnen (Scheiffele et al., 2000, Graf et al., 2004).
Zusammen mit weiteren Experimenten, bei denen eine NLG Uberexpression die Bildung
neuer Synapsen induziert, wihrend der NLG-Knockdown die Bildung neuer Synapsen
reduziert, kann NLG eine synaptogenetische Funktion in vitro zugewiesen werden (Graf et
al., 2004, Chih et al., 2005), welche durch eine NLG-abhdngige Rekrutierung synaptischer
Proteine vermittelt wird. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass der NLG-
Bindepartner PSD-95 zusammen mit NLG das Verhéltnis von exzitatorischen und

inhibitorischen Synapsen (E/I-Verhéltnis) in vitro sowie die Lokalisation von NLG an
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exzitatorischen und inhibitorischen Synapsen beeinflussen kann (Prange et al., 2004,
Levinson et al., 2005).

In vivo Untersuchungen an NLGI1-3 defizienten Mdusen, welche postnatal wegen einer
respiratorischen Dysfunktion sterben, zeigen trotz einer Reduktion von glutamatergen (75%)
und GABAergen (90%) synaptischen Transmissionen im respiratorischen Zentrum des
Hirnstamms keine Verdnderung beziiglich der Synapsenzahl und der synaptischen
Morphologie (Varoqueaux et al., 2006). Die Funktion von NLG liegt demnach in der
Vermittlung der Synapsenreifung, anstelle der initialen Synapsenbildung. Dies wird
wahrscheinlich durch die spezifische Rekrutierung und Stabilisierung von synaptischen
Proteinen und durch die Aufrechterhaltung ihrer Funktion vermittelt. Im Komplex mit NRX
konnte NLG prd- und postsynaptische Funktionen und Signalwege aktivieren, indem
synaptische Vesikel, postsynaptische Geriistproteine und Rezeptoren rekrutiert und geclustert
werden. Eine Rolle von NLG bei bidirektionalen, bzw. retrograden Signalwegen kann durch
eine PSD-95- und NLG-abhidngige Modulation der présynaptischen Neurotransmitter-
ausschiittung und einer dadurch verdnderten Kurzzeitplastizitdt demonstriert werden (Futai et
al., 2007). Durch eine chronische Inhibition von NMDA-Rezeptoren oder der generellen
synaptischen Aktivitdt wird die induzierende Wirkung von NLG1 oder NLG2 auf Synapsen in
vitro inhibiert. Weitere Hinweise fiir eine Rolle von NLG in aktivitidtsabhdngigen,
synaptischen Funktionen zeigen Studien, bei denen NLGI fiir die Expression von LTP
(Long-term potentiation) und bestimmten Gedichtnisformen zustindig ist. Wird hierbei die
NLG1 Expression reduziert, dulert sich dies in Defiziten beziiglich der LTP-Ausbildung und
der Speicherung von Erinnerungen zusammenhingend mit assoziativer Angst (associative
fear memory) in der Amygdala. NLG1-Uberexpression in transgenen Miusen fiihrt hingegen
zu einer Reduktion der LTP-Ausbildung und verringerten Leistungen in rdumlicher
Gedéchtnisbildung im Hippokampus (Kim et al., 2008, Dahlhaus et al., 2009). Die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen sind allerdings noch nicht vollstdndig erklért.

Als Ursache von bestimmten neurologischen Erkankungen wie Autismus wird eine
Verdnderung des Verhéltnisses von exzitatorischen zu inhibitorischen Synapsen diskutiert
(Rubenstein et al., 2003). Da dieses Verhiltnis von NLG moduliert werden kann (Prange et
al., 2004, Levinson et al., 2005, Hines et al., 2008), wird eine Rolle des NLG/NRX-
Komplexes im Zusammenhang mit Autismus-Erkrankungen (ASD, Autism spectrum
disorders) vermutet. In Ubereinstimmung damit konnten bei Autismus-Patienten Mutationen
in den Genen fiir NRX1, NLG3 und NLG4 identifiziert werden. Hierbei wurden X-
chromosomale Deletionen in Bereichen des NLG4-Lokus, Frame shift Mutationen sowie
Punktmutationen im NLG4 und NLG3 Gen und aullerdem Translokations-, Punkt- und
Deletionsmutationen fiir das NRX7 Gen beschrieben. Allerdings gab es Patienten, bei denen
die Mutationen nicht symptomatisch waren, bzw. die diese Mutationen nicht aufwiesen (Yan
et al., 2005, Blasi et al., 2006, Wermter et al., 2008, Siidhof et al., 2008). Das Mapping von
Autismus-assoziierten Mutationen mit NLG-Strukturdaten ergibt ein Modell fiir die Rolle von
NLG in ASD (Fabrichny et al., 2007, Levinson et al., 2007, Abb. 1.3). Durch Autismus-
assoziierte Mutationen konnte die Faltung und Dimerisierung von NLG inhibiert sowie eine
reduzierte Bindeaffinitét gegenliber NRX verursacht werden. Dies hitte gestorte NLG/NRX-
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Signaltransduktionswege als Folge, wodurch die Funktion der Synapse beeintrachtigt werden
konnte.

prasynaptische Endigung

& postsynaptische Endigung g

Transsynaptische Signalwege werden fiir die Verénderte transsynaptische Signalwege fithren zu
Reifung und Funktion von Synapsen benétigt. Defekten in der Reifung und Funktion von Synapsen.

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des NLG-NRX-Komplexes an der Synapse in Wildtyp- und Autismus-
assoziierter Situation.

A Neuroligin (blau) dimerisiert und bindet prasynaptisches Neurexin (orange). B Mit Autismus-assoziierte
Mutationenen (gelb) verhindern die Neuroligin-Dimerisierung und reduzieren die Bindeaffinitdt gegeniber
Neurexin, weshalb Signalwege fir die Reifung und Funktion von Synapsen inhibiert werden. Verandert nach
Levinson et al., 2007.

1.5 PSD-95

Das am besten charakterisierte Protein der PSD (vgl. 1.2.2) ist das der MAGUK (Membrane
associated guanylate kinase homologs)-Familie angehorende Protein PSD-95 (Postsynaptic
density protein 95). Die MAGUK-Familie umfasst eine Gruppe von sehr homologen
Proteinen, wie PSD-93, PSD-95, SAP97 und SAP102. Allen gemeinsam ist das
Vorhandensein dreier PDZ (PSD-95, discs large und zona occludens I)-, einer SH3 (src
homology domain)- und einer GK (Guanlyate kinase domain)-Doméne (Abb. 1.4), durch
welche vielfache Interaktionen mit anderen Proteinen ermdoglicht werden. Mit 300 Kopien in
einer durchschnittlichen PSD von 360 nm ist PSD-95 eine der Hauptkomponenten in der PSD
(Chen et al., 2005), wobei PSD-95 12 nm unter der postsynaptischen Plasmamembran
lokalisiert werden kann (Valtschanoff et al., 2001). Uber N-terminale palmitoylierte
Cysteinreste sowie iiber die PDZ-Doménen kann PSD-95 multimerisieren (Hsueh et al., 1999,
Christopherson et al., 2003, Feng et al., 2009). Hierdurch bildet PSD-95 ein Geriist fiir
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interagierende Proteine und organisiert Signalkomplexe, um dynamisch auf Signale zu
reagieren und diese weiterzuvermitteln.
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung der Doméanenstruktur von PSD-95.

SH3: src homology domain, GK: Guanlyate kinase domain, PDZ: PSD-95, DIg und ZO1.

Uber die Bindung an die PDZ-Domine 1 und 2 kénnen transmembrane Proteine wie der
NMDAR und der Shaker K'-Kanal synaptisch lokalisiert und geclustert werden (Kornau et
al., 1995, Kim et al., 1995). NLG bindet hingegen iiber die PDZ-Doméne 3 an PSD-95 (Irie et
al., 1997, vgl. 1.4). Neben den Transmembranproteinen konnen auch weitere Geriistproteine
der PSD (vgl. 1.2.2) und zytoplasmatische Signalproteine wie etwa die iiber die PDZ-Doméne
2 interagierende, neuronale NO-Synthase (nNOS) gebunden werden (Brenman et al., 1996).
Weiterhin binden mikrotubulibindende Zytoskelettproteine wie CRIPT iiber die PDZ-
Domidnen und MAPIA iiber die GK-Doméine an PSD-95 (Passafaro et al., 1999,
Gundelfinger ef al., 2000). AuBerdem kann PSD-95 als Adaptor zwischen Motorproteinen
und Glutamatrezeptoren den Transport dieser Rezeptoren {iber die direkte Interaktion mit dem
Mikrotubulimotor KIF1Ba und dem ebenso an PSD-95 gebundenen NMDAR, sowie iiber die
Stargazin-vermittelte Bindung von AMPAR beeinflussen (Chen et al., 2000, Mok et al., 2002,
Kim et al., 2004). Das Aktinzytoskelett ist indirekt iiber den Komplex bestehend aus GKAP,
DLC (Dynein light chain) und Myosin V mit PSD-95 verbunden (Naisbitt et al., 2000).
Anhand dieser Auswahl an interagierenden Proteinen wird die essentielle Funktion von PSD-
95 an der Synapse hervorgehoben.

Dies kann zusétzlich mit der Rolle von PSD-95 in der synaptischen Transmission verdeutlicht
werden. PSD-95 wird bei synaptischer Aktivitit verstirkt exprimiert (Bao et al., 2004) und ist
ein bedeutender Regulator der synaptischen Stérke. In kultivierten hippokampalen Neuronen
bleibt die NR1-Untereinheit des NMDAR bei einer PSD-95 Uberexpression unbeeinflusst,
wohingegen das Geriistprotein GKAP und das Zelladhdsionsmolekiil NLG in der PSD
angehduft werden und eine Verschiebung des exzitatorischen und inhibitorischen Synapsen-
Verhiltnisses (E/[-Verhiltnis) hervorrufen (EI-Husseini ef al., 2000, vgl. 1.4, Prange et al.,
2004). Eine PSD-95 Uberexpression erhdht auBerdem zusammen mit NLG durch retrograde
Signalwege die Wahrscheinlichkeit der priasynaptischen Neurotransmitterauschiittung (Futai
et al., 2007). Weiterhin resultiert eine Uberexpression von PSD-95 in einem erhdhten
Clustering, einer erhohten Aktivitdt und Insertion von AMPAR sowie einer erhohten Spine-
Zahl und -GréBe (El-Husseini et al., 2000). Der potenzierende Einfluss auf AMPAR kann mit
der Rekrutierung des AMPAR mit dessen Bindepartner Stargazin und an Stargazin
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bindendenes PSD-95 zu Synapsen erklirt werden (Chen et al., 2000, Schnell et al., 2002, Bats
et al., 2007). Allerdings ist die durch PSD-95 Uberexpression hervorgerufene Potenzierung
von AMPAR-Stromen von der posttranslational erfolgten Palmitoylisierung zweier
Cysteinreste von PSD-95 abhdngig, da eine Depalmitoylierung zu eine AMPAR-
Internalisierung und einer Reduktion von PSD-95 an Synapsen fiihrt (El-Husseini et al.,
2002). Auch durch eine Dephosphorylierung an Serin 295 durch den Rac-JNK1-Signalweg
kann die PSD-95-Konzentration sowie die Insertion von AMPAR an Synapsen reduziert
werden. Dies entspricht der LTD-Situation. Eine Phosphorylierung des Serinrestes bewirkt
eine synaptische Akkumulation von PSD-95 und eine erhohte AMPAR-Insertion, was einer
LTP-Situation entspricht (Kim et al., 2007). Auch das Ubiquitin-Proteasom-System ist in der
Regulation von PSD-95 iiber eine durch NMDAR-Aktivierung verursachte PSD-95
Degradation und einer damit einhergehenden AMPAR-Internalisierung involviert, welches
der LTD-Situation entspricht (Colledge et al., 2003). Ferner wird die N-terminale Region von
PSD-95 durch Cdk5 (Cyclin-dependent kinase 5) phosphoryliert, welches das Clustering von
PSD-95 und den interagierenden K'-Kanal negativ beeinflusst (Morabito et al., 2004).

Diese in vitro Ergebnisse der durch PSD-95-Uberexpression verursachten AMPAR-
Potenzierung kontrastieren mit Untersuchungen in PSD-95-mutierten Miusen, da diese eine
normale Synapsenmorphologie sowie eine erhdhte LTP- und eine reduzierte LTD-Expression
aufweisen (Migaud et al., 1998). Die molekulare Redundanz unter den MAGUK-Proteinen
konnte hier zu einer funktionellen Kompensation fiithren. Beispielsweise kann bei PSD-95 und
PSD-93 doppeldefizienten Méusen eine 55%ige Reduktion der AMPAR-vermittelten
synaptischen Transmission beobachtet werden (Elias ef al., 2006). Vollstindig PSD-95
defiziente Méuse zeigen eine reduzierte AMPAR-vermittelte Transmission, eine langsamere
Decay-Zeit von NMDAR-vermittelten Strdmen sowie eine erhdhte Anzahl von ausschliefSlich
NMDAR enthaltenden Synapsen, in denen AMPAR fehlen, sogenannte Silent synapses
(Beique et al., 20006).

Synaptisches PSD-95 ist dynamisch und unterliegt einem kontinuierlichem Turnover, wobei
die durchschnittliche Halbwertszeit 36 h betrdgt (Ehlers ef al., 2003, El-Husseini ef al., 2002).
GroB3e PSDs in groflen Spines beinhalten dabei mehr PSD-95 und lokalisieren auBBerdem PSD-
95 langer als kleine PSDs (Gray et al., 2006). Time-lapse Videomikroskopie mit pGFP-PSD-
95 transfizierten hippokampalen Neuronen zeigen, dass 40% der GFP-PSD-95 enthaltenden
PSDs dynamisch sind, indem GFP-PSD-95-Cluster innerhalb von 15 min erscheinen und
verschwinden, wachsen und sich innerhalb des Spines bewegen (Marrs et al., 2001).

Eine starke NMDAR-Aktivierung fiihrt in jungen kortikalen Neuronen des visuellen Kortex
zu einer Translokation von PSD-95 zu Dendriten und Synapsen durch BDNF (Brain derived
neurotrophic factor) induzierte TrkB-PI3K-AKT Signalwege. Hierdurch wird im gesamten
dendritischen Baum PSD-95 verteilt und die LTP-Expression an benachbarten Synapsen
vereinfacht (Yoshii ef al., 2007). Aktivitdtsabhdngiger Transport von PSD-95 kann weiterhin
durch Phosphorylierung an Serin 73 durch CaMKII (Calcium/Calmodulin-dependent protein
kinase) reguliert werden (Steiner et al., 2008). Weiterhin zeigt diese Studie, dass PSD-95 fiir
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aktivitdtsabhéngiges Spine-Wachstum notwendig ist. Zusammengefasst unterstreichen diese
und die oben genannten Studien die Rolle von PSD-95 in synaptischer Plastizitét.

1.6 Intrazellularer Transport

Neurone sind sehr polare und spezialisierte Zellen, deren Funktion durch die asymmetrische
Verteilung von Zellorganellen, Proteinen und mRNAs aufrechterhalten wird. Zyto-
skelettstrukturen sind maBgeblich an der Umsetzung der Zellpolaritit beteiligt, in dem sie die
Zellform aufrechterhalten und dynamisch modulieren, sowie an intrazelluldren aktiven
Transportprozessen von Proteinen, mRNAs und Zellorganellen beteiligt sind. Im Gegensatz
zum passiven Transport mittels Diffusion entlang eines Konzentrationsgradienten, erfordert
der aktive Transport die Umsetzung chemischer Energie, um so schnell die Zelle iiber weite
Entfernungen und entgegen Konzentrationsgradienten mit ihren bendtigten Komponenten zu
versorgen.

Der intrazelluldre, zytoskelettbasierte Transport erfolgt hierbei {iber Motorproteine entlang
von Aktinfilamenten und Mikrotubuli als hauptséchliche Zytoskelettbestandteile in diesem
Prozess, wobei Aktinfilamente im Kurzstreckenbereich und Mikrotubuli im Langstrecken-
bereich involviert sind (Goode et al., 2000). Die dabei benutzten molekularen Motorproteine
umfassen im Fall von Aktin-basiertem Transport die Myosin-Familie und im Falle von
Mikrotubuli-basiertem Transport Dynein und Kinesine. Durch wiederholte Zyklen von
Bindung und Abldsung ihrer Head-Domiéne an die Zytoskelettelemente konnen die
Motorproteine durch die Hydrolyse von ATP (Adenosintriphoshat) sich und an ihre 7ail-
Doméne gebundenes Transportgut (Cargo) fortbewegen. Neben der direkten Cargo-Bindung
konnen die Motoren aber auch indirekt iiber sogenannte Adaptorproteine an ihr Cargo binden.

Der Transport entlang von Aktinfilamenten beruht auf Myosin-Motorproteinen. In Menschen
sind 40 Myosin-Gene beschrieben, welche in 12 Klassen eingeteilt werden (Mermall et al.,
1998). Myosine der Klasse I, II, V und VI sind dabei mit Organell- und Vesikel-
Transportprozessen in Neuronen assoziiert (Bridgman et al., 2003). Myosine bewegen sich
bis auf Myosin VI in Richtung des Plus-Endes der Aktinfilamente.

Globuldres ATP-gebundenes Aktin (G-Aktin) selbstassoziiert spontan zu filamentosem Aktin
(F-Aktin), einem helikalen, 8 nm breiten Homopolymer, wobei das ATP im F-Aktin langsam
zu ADP hydrolysiert wird. Da sich die G-Aktin-Monomere immer in der gleichen Richtung
aneinanderlagern, resultiert daraus ein polares Aktinfilament mit zwei unterschiedlichen
Enden. Die Polymerisation findet vor allem am sogenannten Plus-Ende und die
Depolymerisation vor allem am Minus-Ende statt. Durch den stindigen Ein- und Ausbau von
G-Aktin sind Aktinfilamente sehr dynamische Strukturen. Wihrend des Steady-state und bei
einer bestimmten G-Aktin-Konzentration ist die Rate der am Plus-Ende stattfindenden
Polymerisation und der am Minus-Ende stattfindenden Depolymerisation gleich, woraus ein
Nettofluss von G-Aktin durch das Filament und ein dynamisches Turnover des
Aktinfilaments bei gleichzeitiger Lingenkonstanz resultiert. Dieser Vorgang wird als
Treadmilling bezeichnet. Verschiedene Aktin-bindende Proteine konnen diesen Vorgang



1 Einleitung 32

beeinflussen, indem sie stabilisierend oder destabilisierend an den jeweiligen Enden wirken.
Weiterhin konnen andere Aktin-bindende Proteine die Aktinfilamente untereinander zu
Aktinbiindeln und Gelen verlinken (Cingolani ef al., 2008). Die Orientierung der im
Vergleich zu Mikrotubuli eher kurzen Aktinfilamente ist im Zellinneren eher zufillig, an
bestimmten Bereichen wie am Zellkortex und in dendritischen Spines hingegen sind die
Aktinfilamente mit ihren Plus-Enden in Richtung der Zelloberfliche angeordnet (Langford et
al., 2002, Ross et al., 2008, Cingolani et al., 2008). Die Aktinfilamente bilden in Synapsen
préa- und postsynaptisch die hauptsidchliche Zytoskelettstruktur und sind mit der strukturellen
Plastizitdt an Synapsen, d.h. etwa mit dem Wachstum von Spines nach einer LTP-Induktion
assoziiert (vgl. 1.3, Carlisle et al., 2005, Alvarez et al., 2007).

Grundbestandteil der Mikrotubuli sind o,f-Tubulinheterodimere. Durch eine lineare
Anordnung dieser Heterodimere entstehen Protofilamente. Dreizehn dieser Protofilamente
wiederum assoziieren, um einen 24 nm breiten, zylindrischen Mikrotubulus zu bilden. Da die
o, B-Tubulinheterodimere immer in der gleichen Orientierung assoziiert vorliegen (Head to
tail association), bildet sich eine polare Struktur, wobei die $-Untereinheit in Richtung des
Plus-Endes und die a-Untereinheit in Richtung des Minus-Endes zeigt. Das Minus-Ende ist
am Zentrosom oder an anderen Mikrotubuli-organisierenden Zentren (MTOC) verankert,
wobei eine dritte Tubulinform, das y-Tubulin, den korrekten Zusammenbau der Mikrotubuli
am MTOC unterstiitzt (Erickson et al., 2000). Die Plus-Enden weisen vom Zellkern in
Richtung der Zellmembran. Durch die unterschiedliche Geschwindigkeit des Wachstums an
den Enden kann die Polaritdt der Mikrotubuli weiter unterstiitzt werden. Hierbei ist eine
hohere Wachstumsrate an Plus-Enden im Vergleich zu Minus-Enden festzustellen (Desai et
al., 1997). Hauptsichlich findet aber die Polymerisation und Depolymerisation an den Plus-
Enden statt. Fiir den neuen Einbau einer Untereinheit bindet ein GTP-gebundenen
Tubulinheterodimer am Plus-Ende und wird erst kurz nach der Assemblierung zu GDP-
Tubulin hydrolysiert, wodurch sich eine GTP-Kappe am Plus-Ende ausbildet, welche die
Mikrotubulistruktur stabilisiert. Fehlt diese GTP-Kappe, depolymerisieren die Mikrotubuli.
Diese schnellen Zyklen von Polymerisation und Depolymerisation werden als dynamische
Instabilitidt bezeichnet. Die Mikrotubuli erreichen keinen steady-state Zustand, sondern
existieren entweder im Wachstums- oder im Abbauzustand (Dynamic instability, Desai et al.,
1997, Conde et al., 2009). Diese Polymerisierungsdynamik ermdglicht den Mikrotubuli sich
je nach Zellkontext schnell zu reorganisieren. Weiterhin ist die Dynamik der Mikrotubuli
durch assoziierte Proteine beeinflussbar, welche die Mikrotubuli de- oder stabilisieren
koénnen. Auch die drei a-(al, a2, a4) und die finf B-(BI, BII, BIII, BIVa, BIVD)
Tubulinisoformen sowie posttranslationale Modifikationen konnen die Eigenschaften der
Mikrotubuli regulieren. In Neuronen sind Mikrotubuli in Axon und Dendrit beziiglich ihrer
Orientierung und ihrer Assoziation mit bestimmten stabilisierenden Proteinen (Microtubule-
associated proteins, MAPs) unterschiedlich organisiert. Zum einen ist die Orientierung der
Mikrotubuli in Axonen uniform, d.h. mit den Plus-Enden zu den axonalen Endigungen
gerichtet. In proximalen Dendriten hingegen ist die Orientierung gemischt, d.h. mit den Plus-
und Minus-Enden zum Zellkorper angeordnet. In den distalen Dendriten sind die Mikrotubuli
wie in Axonen orientiert (Baas ef al., 1988). Weiterhin unterscheiden sich Axone und



1 Einleitung 33

Dendriten beziiglich ihrer Assoziation mit MAPs. Beispielsweise ist Tau vor allem axonal
und MAP2 vor allem dendritisch lokalisiert. Hierdurch kénnen die Mikrotubuli untereinander
im Falle von Tau-assoziierten Mikrotubuli einen Abstand von 25 nm sowie im Falle von
MAP2-assoziierten Mikrotubuli einen Abstand von 65 nm zueinander einnechmen (Chen et
al., 1992, Conde et al., 2009).

Allgemein vermitteln Dynein-Motoren (vgl. 1.8) den retrograden, zum Minus-Ende der
Mikrotubuli gerichteten, und die Motorproteine der Kinesin-Familie (vgl. 1.7) den
anterograden, zum Plus-Ende der Mikrotubuli gerichteten aktiven Transport. Dabei konnen
beide Motoren gleichzeitig in einem Transportvesikel oder an ein Cargo gebunden werden.
Somit konnen die Motoren indirekt an andere Bestimmungsorte in der Zelle mittransportiert
werden (Motorprotein-Recycling) oder aber mit dem jeweils anderen Motorprotein um den
Transport und die Richtung konkurrieren (7Tug-of-war, Kural et al., 2005, Ross et al., 2008).
Dieser Tausch von Motoren an demselben Cargo kann wiederum durch andere Faktoren
moduliert werden. Beispielsweise wirkt das Protein Huntingtin je nach Phosphorylierungs-
status als regulatorischer Schalter fiir Kinesin- oder Dynein-vermittelten Transport (Colin et
al., 2008). Es kann ferner durch die Assoziation mit HAP40 (Huntingtin-associated protein
40) und der kleinen GTPase Rab5 die Zytoskelettaffinitdt von frithen Endosomen
beeinflussen (Pal et al., 2006). Weiterhin konnen Aktin-Motorproteine mit Mikrotubuli-
Motoren an dasselbe Cargo binden, wodurch ein Motor-Wechsel an Aktinfilament- und
Mikrotubuli-Kreuzungen vereinfacht wird (Brown ef al., 1999).
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Abb. 1.5: Aktinfilamente und Mikrotubuli.

A Dynamisches Aktinfilament mit Myosin als Motorprotein. Myosine vermitteln vor allem anterograden Transport.
Eine Ausnahme bildet das retrograde Motorprotein Myosin VI. B Dynamische Mikrotubuli mit Kinesin und Dynein
als Motorproteine. Dyneine vermitteln den retrograden Transport, Kinesine vor allem den anterograden Transport.
Mikrotubuli sind oft Gber ihr Minus-Ende an Mikrotubuli-organisierenden Zentren (MTOC) verankert. Hier ist ein
Mikrotubulus in der Wachstumsphase dargestellt. Unterer Teil: Nach Verlust von GTP-a,B-Tubulin
depolymerisieren Mikrotubuli schnell. Verandert nach Li et. al., 2008.

1.7 Kinesin

Die Kinesin-Superfamilie (KIF) ist unterteilt in 14 Familien mit 45 Mitgliedern (Miki et al.,
2001), 38 davon werden im Gehirn exprimiert (Hirokawa et al., 2008). Durch alternatives
Spleiflen kann die Zahl der moglichen exprimierten KIF-Proteine noch mindestens verdoppelt
werden. Je nach Lage ihrer Motordomédne wird die KIF-Proteinfamilie in drei Gruppen
unterteilt: N-Kinesine (N-terminaler Motor), M-Kinesine (mittiger Motor) und C-Kinesine
(C-terminaler Motor) (Miki ef al., 2001). Hierbei stellt die Gruppe der N-Kinesine die
Mehrheit. Zusammen mit der Gruppe der M-Kinesine bewegen sich die N-Kinesine in
anterograde Richtung (in Richtung der Plus-Enden) entlang der Mikrotubuli. C-Kinesine
hingegen bewegen sich in retrograde Richtung (in Richtung der Minus-Enden). Die grof3te
Homologie zeigen die Kinesine in ihrer Motordoméne (Head), welche die Mikrotubuli-
bindung sowie die ATP-Bindung und ATP-Hydrolyse (ATPase-Funktion) vermittelt.
AuBerhalb der Motordoméne sind die einzelnen Kinesine sehr divers. An die Motordoméne
schlieB3t sich meist eine Stalk- und eine Tail-Domine an, iiber welche die Interaktion mit
anderen assoziierten Untereinheiten sowie die Cargo-Bindung vermittelt werden kann. Uber
die coiled-coiled Region in der Stalk-Domine kann die Mehrheit der Kinesine homo-
dimerisieren, allerdings gibt es auch monomere Kinesine (KIF1) und heterotrimere Kinesine



1 Einleitung 35

(KIF3-Komplex). Weiterhin ist die Stalk-Doméne bei der Motor-Direktion und die Tail-
Domine in der Aktivitdtsregulation der Motordomine beteiligt (Henningsen et al., 1997,
Endow et al., 1998, Coy et al., 1999). Die beiden Motordoménen in Kinesin-Dimeren binden
abwechselnd an die Mikrotubuli (Hand-over-hand-Modell), wobei jeder Schritt einer Head-
Domaine einer konstanten Linge von 8 nm entspricht und unter ATP-Hydrolyse entsteht. Die
maximale Kraft des Motors variiert dabei im Bereich von 5-8 pN (Coy et al., 1999, Visscher
et al., 1999). Jedes KIF hat eine charakteristische Geschwindigkeit, die von 0,2—1,5 um/s
variiert (Hirokawa et al., 1998).

Der Langstreckentransport zur Peripherie in Neuronen wird hauptsédchlich von den Kinesinen
iibernommen (Hirokawa et al., 1998). Aufgrund der geringen Homologie auBlerhalb der
Motordomdne konnen die Kinesine zwischen diversen unterschiedlichen Cargoes
unterscheiden und diese zu spezifischen Zielorten transportieren. Dies wird weiterhin durch
die Zuhilfenahme von Adaptoren erreicht, welche zwischen Motor und Cargo positioniert
werden. Dabei handelt es sich meist um spezifische Proteine, aber auch Lipide konnen die
Spezifitit der Bindung vermitteln. Es ist aber noch unklar, ob die Bindung an das Lipid die
Spezifitit oder eine Verstirkung der Bindung des Motors an das Cargo reguliert.
Beispielsweise bindet KIF16B iiber PH-Domainen (Pleckstrin homolgy) in der Tail-Doméine
an PIP; (Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat, Hirokawa et al., 2008). Weiterhin konnen
Adaptoren die Direktion von Motoren in verschiedene Zellkompartimente beeinflussen. So
wird KIF5 iiber die Bindung an JIP-Proteine (c-jun N-terminal kinase (JNK)-interacting
proteins) in Axone dirigiert, wihrend die Bindung an GRIP1 (Glutamat receptor interacting
protein 1) KIFS in Dendriten lokalisiert (Verhey et al., 2001, Setou et al., 2002).

Das N-Kinesin KIF21B ist Mitglied der Kinesin 4 Familie und im Gegensatz zu dem zu 60%
homologen, axonal und dendritisch lokalisierten KIF21A ausschlieBlich in Dendriten
angereichet. Auch dieses Kinesin verfiigt neben der Motordoméne {iber eine coiled-coil
beinhaltende Stalk-Doméne und eine C-terminale 7Tai/-Doméne. In der Stalk-Domine
befinden sich neben einem Cluster negativ geladener Aminoséuren sieben WD40-Repeats,
durch welche eventuell die Cargo-Bindung tliber die Interaktion mit PH- oder TPR-(Tetratrico
peptide repeats) Dominen vermittelt wird (Marszalek et al., 1999). Uber potenzielle Cargoes
oder tiber die Funktion von KIF21B in Dendriten ist bisher nichts bekannt.

Transportkomplexe mit KIF17 und KIFS5 sind {iber den Transport von Glutamatrezeptoren fiir
die Funktion von Neuronen, d.h. fiir die Funktion von Synapsen mitverantworlich. So ist
KIF5 tiber das Adaptorprotein GRIP fiir den Transport des AMPA Glutamatrezeptors (vgl.
1.2.2, 1.3) zu Synapsen zustidndig. Weiterhin transportiert das N-Kinesin KIF17 {iber einen
Gerlistkomplex mit den Adaptorproteinen mLin10, mLin2 und mLin7 die NMDAR-
Untereinheit NR2B zur Postsynapse (Setou et al., 2000). Durch eine Uberexpression von
KIF17 in transgenen Miusen wird die Lern- und Gedéchtnisleistung in bestimmten Lerntests
verbessert. Gleichzeitig ist die Expression von NR2B parallel zu KIF17 hochreguliert,
welches wahrscheinlich durch die erhohte Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren wie
CREB (cAMP responsive element binding protein) vermittelt wird. Die Regulation von
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Motorproteinen wie KIF17 wirkt sich hierdurch auf Neurotransmitterrezeptoren wie den
NMDAR und dadurch auf Lern- und Gedachtnisleistungen aus (Wong et al., 2002).

1.8 Dynein

Die Dynein Motorproteinfamilie vermittelt den retrograden (in Richtung der Minus-Enden)
Transport entlang von Mikrotubuli. Es wird zwischen fiinf verschiedenen axonemalen und
zwei zytoplasmatischen Dyneinformen unterschieden. Die axonemalen Dyneine sind fiir das
Schlagen von Geilleln und Zilien verantwortlich. Zytoplasmatisches Dynein 2 ist fast
ausschliefSlich innerhalb und an der Basis von Geifleln und Zilien anzufinden, wo es dem
intraflagellaren Transport dient (Porter et al., 1999, Mikami et al., 2002). Zytoplasmatisches
Dynein 1 ist ubiquitir exprimiert und fiir den intrazelluldren Transport von Organellen und
mRNA zustindig. Desweiteren spielt zytoplasmatisches Dynein 1 eine Rolle bei
Zellpolarisationsprozessen, bei der Mitose und bei der Zellmigration.

Dyneine sind 1,2 MDa grofle Multiproteinkomplexe und gehdren zur Familie der AAA+
(ATPase associated with various activities) ATPasen. Ein Bestandteil dieses Multiprotein-
komplexes, der bei allen Dyneinen vorliegt, ist die > 500 kDa gro3e Dynein Schwere Kette
(DHC, Dynein heavy chain), welche fiir die Mikrotubulibindung, ATPase- und Motorfunktion
zustdndig ist (Holzbaur et al., 1994, Ho0k et al., 2009). Am C-Terminus der DHC befindet
sich die Motordoméne, gefolgt von einer 10 nm langen Linker- und einer 7Tai/-Doméne, an
welcher die Cargo-Bindung und die Dimerisierung mit einer zweiten DHC stattfindet. Die
Motordoméne ist aus sechs AAA-Doménen zu einem Ring geformt. AAA1-AAA4 besitzen
konservierte ATP-Binde- und ATP-Hydrolysemotive, aber nur AAAL1 ist essentiell fiir die
Dynein-Mobilitdt, wihrend die restlichen AAA-Dominen regulatorische Funktionen
iibernehmen (Reck-Peterson et al., 2004, Kon et al., 2004). Zwischen AAA-Doméne 4 und 5
ragt die 15 nm lange coiled-coil Stalk-Domine hervor, iiber deren Spitze die
Mikrotubulibindung vermittelt wird (Gee ef al., 1997). Die DHC ist vor allem in der
Motordomine im Vergleich zu der etwas divergenteren 7ai/-Doméne sehr konserviert. Neben
zwei DHCs umfasst zytoplasmatisches Dynein zwei Intermedidre Ketten (DIC, Dynein
intermediate chains), mehrere Dynein leichte intermedidre Ketten (DLIC, Dynein light
intermediate chains), Dynein leichte Ketten (DLC, Dynein light chains) sowie weitere
akzessorische Proteine, welche an die Tail-Domine binden (Vallee et al., 2004). Uber die
Assoziation mit verschiedenen Polypetiden kann iiber die 7ail-Doméine die Spezifitit in der
Cargo-Bindung, aber auch die Prozessivitit des Motors reguliert werden. Die DIC interagiert
mit der p150°""*? Untereinheit des Dynaktin-Komplexes (Karki et al., 1995). Dieser Komplex
besteht aus elf Untereinheiten und kann zusitzlich zum Dynein-Komplex an Mikrotubuli und
an Cargoes binden (Waterman-Storer et al., 1995, Schroer et al., 2004). Dynaktin kann
unabhingig von der Mikrotubulibindung die Motorfunktion von Dynein regulieren, indem die
Prozessivitdt und Effizienz von Dynein erhoht wird (Waterman-Storer et al., 1997, Kardon et
al., 2009). Uberexpression der Dynaktin-Untereinheit Dynamitin (p50) fiihrt zu einer
Dissoziation des Dynaktin-Komplexes und inhibiert den Dynein-Transport in der Zelle
(Echeverri et al., 1996, Burkhardt et al., 1997).
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Abb. 1.6: Strukturmodell von zytoplasmatischem Dynein.

Die Motordoméane (blau) der Dynein schweren Kette (DHC, grau) bildet eine Ringstruktur, der eine Stalk-Domane
mit Mikrotubuli-Bindedoméane entspringt (grau mit hellblau). An die Tail-Doméane der DHC kénnen Dynein leichte
intermediare Kette (DLIC, grin), Dynein intermediare Kette (DIC, griin) und verschiedene Dynein leichte Ketten
(Roadblock, LC8, Tctex-1, hellgriin) binden. Der Dynaktin-Komplex (nicht gezeigt) kann tber die Bindung mit DIC
die Prozessivitat von Dynein beeinflussen. Verandert nach Vale 2003.

Es wird vermutet, dass Dynein sich entlang von Mikrotubuli nach dem Hand-Over-Hand-
Modell bewegt (Mallik et al., 2004, Toba et al., 2006), wobei die Schrittgro3e hauptsichlich 8
nm betrdgt (Reck-Peterson et al., 2006), aber auch stirker variierend (4-32 nm) als bei
Kinesin (8 nm) beobachtet werden kann. Die maximale Kraft des Motors variiert von 1-8 pN
(Mallik et al., 2004, Toba et al., 2006). Weiterhin werden bidirektionale Bewegungen mit
Unterbrechungen beobachtet. Zusammen mit den variablen Schrittgroflen ergibt sich eine
hohere diffusionelle Komponente und Flexibilitdt des Dynein-Motors, um etwa Hindernisse
zu umgehen oder um auf andere Protofilamente zu wechseln (Wang et al., 1995, Ross et al.,
2006, Reck-Peterson et al., 2006). Dynein-Motoren konnen durchschnittliche
Geschwindigkeiten zwischen 1-2 um/s erreichen (Paschal ef al., 1987, Ma et al., 2002). Die
Energie der ATP-Hydrolyse wird in Konformationsédnderungen der DHC, v.a. der Linker- und
der coiled-coil Stalk-Domine umgesetzt. Der Mechanismus ist noch nicht vollstindig
aufgeklart, dennoch existiert folgendes Modell. Die ATP-Bindung induziert eine Dissoziation
von den Mikrotubuli. Durch die ATP-Hydrolyse wird Dynein durch einen Ruderschlag der
Linker-Doméne vorwirtsbewegt, wobei Dynein durch einen ersten Ruderschlag (Priming
stroke) mit der Stalk-Doméne in Richtung des Minus-Endes, in einem 45° Winkel zu den
Mikrotubuli positioniert wird. Reassoziation mit den Mikrotubuli 16st einen zweiten
Ruderschlag der Linker-Doméne (Power stroke) und die Dissoziation von ADP+P; aus,
wodurch Dynein in retrograde Richtung bewegt wird (Burgess et al., 2003, Carter et al., 2008,
Roberts et al., 2009, Kon et al., 2009).

In Neuronen ist Dynein fiir den schnellen axonalen Transport in retrograde Richtung
verantwortlich (Paschal et al., 1987, Hirokawa et al., 1990). Transgene Méiuse, welche
postnatal die Dynaktin-Untereinheit Dynamitin {iberexprimieren, zeigen eine Motorneuron-
Degeneration und Akkumulation von Neurofilamenten in Zellfortsdtzen und axonalen
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Schwellungen. Diese Phinotypen weisen Ahnlichkeiten zu der im Menschen vorkommenden
Erkrankung Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) auf, weswegen diese transgene Mauslinie als
Modell fiir ALS-Erkrankungen dienen konnte (LaMonte et al., 2002). Weiterhin kann Dynein
die Verzweigung von Dendriten sowie die GroBe des Dendritenbaums beeinflussen (Satoh et
al., 2008) und ist essentiell fiir die Orientierung von axonalen Mikrotubuli (Zheng et al.,
2008). Dynein-vermittelte Transportprozesse sind ferner mit dem Transport von synaptischen
Proteinen impliziert. Beispielsweise wird das prasynaptische Geriistprotein Bassoon iiber die
Bindung an DLC oder der aktivierte Neurotrophin Rezeptor (Trk) zusammen mit Dynein
transportiert (Heerssen et al., 2004, Fejtova et al., 2009). Auch in Dendriten konnte
retrograder Transport von synaptischen Komponenten festgestellt werden. So wird etwa der
Glyzin-Rezeptor liber den Adaptor Gephyrin an DIC gebunden und transportiert (Mass et al.,
2006). Dynein-vermittelte Transportprozesse tragen demnach zu neuronaler Funktionalitét
bei.
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1.9 Zielsetzung der Arbeit

Das postsynaptische Zelladhdsionsmolekiill NLG bildet zusammen mit seinem
prisynaptischen Bindepartner NRX einen transsynaptischen Komplex. Uber die Bindung an
das Gertistprotein PSD-95 ist NLG in der PSD verankert und indirekt mit ebenfalls an PSD-
95 bindenden Proteinen wie Glutamatrezeptoren und Ionenkanélen in Kontakt. In vitro
Studien deuten auf eine synaptogenetische Funktion von NLG hin, welche aber in vivo bisher
nicht gezeigt werden konnte. Vielmehr lassen diese Untersuchungen eine Funktion von NLG
in der Spezifitit und Reifung von Synapsen, sowie in retrograder Kommunikation zwischen
und Post- und Prisynapse vermuten (Irie ef al., 1997, Scheiffele et al., 2000, Varoqueaux et
al., 2006, Futai et al., 2007).

Uber die genauen Mechanismen beziiglich der Lokalisation und des Transports von NLG zur
Synapse ist jedoch wenig bekannt. Vor diesem Hintergrund sollte im Rahmen dieser Arbeit
untersucht werden, inwiefern NLG durch Mikrotubuli-abhéngige Motoren, wie
zytoplasmatisches Dynein bzw. Proteine der Kinesin-Familie, entlang der Mikrotubuli
transportiert wird. Dabei ist Dynein fiir den retrograden und Kinesin fiir den anterograden
Transport zustdndig. Dariiber hinaus sollten potentielle NLG-Transportkomplexe genauer in
Bezug auf aktivitits-abhdngige Regulationsmechanismen an Synapsen untersucht werden.
Dazu wurden biochemische, immunzytochemische, elektronenmikroskopische und elektro-
physiologische Analysen in kultivierten hippokampalen Neuronen und in transgenen Tieren
durchgefiihrt. Weiterhin wurden GFP-Fusionsproteine mittels 7ime-lapse Videomikroskopie
analysiert, um den Transport von NLG zu visualisieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Gerate
CCD-Kamera
Entwicklermaschine
Geldokumentation

Gelkammern (Agarosegele)

Gelkammern (Polyacrylamidgele)
Heizblock
Homogenisator

Laborwaagen

Mikroskope

pH-Meter

Pipetten

Photometer

PCR-Maschinen

Schiittler

12.0 Monochrome w/o IR-18
(Diagnostic Instruments Inc., Sterling
Heights, Michigan, USA)

CURIX60 (Agfa, Leverkusen)

UV-Gel Dokumentationssystem (Herolab,
Wiesloch)

Modell B2, Modell BIA (Owl Separation
Systems, Portsmouth, NH)

Mini-PROTEAN 3 Cell (Biorad, Miinchen)
Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg)
Potter S (B. Braun Melsungen, Melsungen)

PM 4000 (Mettler-Toledo, Schwerzenbach,
Schweiz)

AXIOVERT 200M (Zeiss, Oberkochen)

Inverses Mikroskop Leica DM IRBE
(Leica, Wetzlar)

TELAVAC31 (Zeiss, Oberkochen)
EM 902 (Zeiss, Oberkochen)

SevenEasy pH (Mettler-Toledo GmbH,
Schwerzenbach, Schweiz)

Pipetman (Gilson, Limburg-Oftheim)
Labmate (Abimed, Langenfeld)

Ultraspec®3000
(GE Healthcare, Buckinghamshire,
England)

T-1 Thermocycler (Biometra, Gottingen)

PTC-200 Peltier Thermal Cycler
(MJ Research, Waltham, MA)

GIO Gyrotory®Shaker
(New Brunswick Scientific Co., Inc.,
Edison, NJ)

Polymax 2040 (Heidolph, Schwabach)
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Spannungsgerite E844 (Consort, Turnhout, Belgien)
Power Pac 300 (Biorad, Miinchen)
Sterilbénke Gelaire SBB 4A

(Flow Laboratories GmbH, Meckenheim)
SterilGARD Class II TypA/B3
(Baker Company, Sanford, ME)

Timelapse-Steuerung MAC 5000 (Visitron Systems, Puchheim)

UV-Illuminator UVT2035 (Herolab, Wiesloch)

Vortex Minishaker MS1 (IKA, Staufen)

Wasserbad GFL Typ 1013 (GFL, Burgwedel)

Western Blot Apparatur B2529 Semi-Dry Blotter (Sigma,
Taufkirchen)

Zellkulturinkubatoren NUAIRE IR AUTOFLOW CO, Water-
Jacketed Incubator (Zapf Instrumente,
Sarstedt),

Heraeus-Inkubator (Heraeus, Hanau)
Hera-Cell Inkubator (Heraeus, Hanau)

Zentrifugen Mikrozentrifuge Modell SD (Roth,
Karlsruhe)

Zentrifuge 5417C (Eppendorf, Hamburg)

TL-100 und L7 Ultrazentrifuge, J2-21M/E
(Beckmann Coulter, Krefeld)

Zentrifugenrotoren JA-10, JA-20, J-13.1, SW40, TLA100.3
(Beckman Coulter, Krefeld)

2.1.2 Chemikalien und Enzyme

Alle in dieser Arbeit eingesetzten Chemikalien wurden, sofern nicht anders
angegeben von folgenden Firmen mit dem Reinheitsgrad ,,zur Analyse (p.A.)” bzw.
in hochstmdglicher Reinheit bezogen: AppliChem (Darmstadt), Invitrogen
(Karlsruhe), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
und VWR (Darmstadt).

Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden von Fermentas (St.Leon-Rot), New
England Biolabs (Frankfurt) und Roche (Mannheim) erworben. Desoxy-
ribonukleotide und 7ag-DNA-Polymerase wurden von Invitrogen (Karlsruhe), die
PfuUltra-DNA-Polymerase von Stratagene (La Jolla, Kalifornien, USA) bezogen.
Alkalische Phosphatase aus Kélberdarm (CIP) und T4-DNA-Ligase stammten von
NEB (Frankfurt) und Roche (Mannheim). Die mit den Enzymen verwendeten
Puffer wurden jeweils vom Hersteller mit den entsprechenden Enzymen geliefert.
AuBlerdem erfolgte in biochemischen Experimenten der Proteaseinhibitorzusatz
durch cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche, Mannheim).



2 Material und Methoden

2.1.3 Medien, Puffer, Losungen

Fiir alle Medien und Losungen wurde iiber ein Milli-Q-System (Millipore,
Eschborn) aufgereinigtes Wasser der Qualitit aqua bidest. verwendet. Soweit
erforderlich wurden pH-Werte mittels NaOH, KOH oder HCI eingestellt. Zur
Sterilisation wurden Losungen fiir 20 min bei 121 °C und 2,1 bar autoklaviert oder
mittels einer Membran der Ausschlussgrenze 0,22 pm (Millipore, Eschborn)
sterilfiltriert. Ndhrmedien fiir Zellkulturarbeiten wurden von Gibco-BRL Life
Technologies (Karlsruhe) und Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Standardldsungen
wurden nach Sambrook et al. (1989) bzw. nach Herstellerangaben angesetzt.

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

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

D-MEM/F-12 complete: 500 ml D-MEM/F-12 (1:1, w/o L-Glu)
(Zellkultur) 10% FCS (v/v)

2 mM L-Glutamin
25 pg/ml Pyruvat
5 ml Penizillin/Streptomyzin-Lsung

(10.000 U/ml)
6x DNA-Ladepuffer: 7,5 g Ficoll
(Agarose-Gelelektrophorese) 0,125 g Bromphenolblau
ad 50 ml HQO

Lagerung von Aliquots bei -20°C

2x HBS: 1,6 g NaCl
(Transfektion) 0,074 g KCI
0,027 g Na,HPO4-2 H,O
0,2 Dextrose
1 g HEPES
ad 100 ml H,O; pH 7,05 (NaOH)

sterilfiltrieren, Lagerung von Aliquots bei
-20°C
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HEK?293-Medium:
(Zellkultur)

HEPES-Puffer:

LB-Agar:
(Ndhrmedium Bakterien)

LB-Medium:
(Ndhrmedium Bakterien)

IM-Ac-Puffer:

IP-Waschpuffer:
(Immunprézipitation)

Neurobasalmedium:
(Zellkultur)

500 ml D-MEM (+ 4500 mg/L Glukose +
GlutaMAX™ 1, - Pyruvat)

5 ml Penizillin/Streptomyzin-Lsung
(10.000 U/ml)

50 ml FBS

10 mM HEPES (pH 7,4)
135 mM NaCl

5 mM KCl

2 mM CacCl,

2 mM MgCl,

5 mM Glukose

LB-Medium

1,5% (w/v) Agar

autoklavieren, auf ca. 50°C abkiihlen
Antibiotika-Supplementation:

Ampizillin (100 pg/ml), Kanamyzin
(50 pg/ml), Chloramphenicol (34 pg/ml)

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

ad 1000 ml H,O; pH 7,5 (NaOH)
autoklavieren

20 mM HEPES (pH 7,2, HCI)
100 mM K-Acetat

40 mM KCl1

5 mM EGTA

5 mM MgCl,

50 mM Tris (pH 7,5, HCI)
150 mM NaCl
5 mM MgCl,

500 ml Neurobasal
2 mM L-Glutamin
25 pg/ml Pyruvat

5 ml Penizillin/Streptomyzin-Lsung
(10.000 U/ml)

2% (v/v) B27 — kurz vor Gebrauch hinzugeben
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Paraformaldehydlosung:
(Immunzytochemie)

PBS (10x):

SDS-Laufpuffer (10x):
(SDS-PAGE)

5x SDS-Probenpuffer:
(SDS-PAGE)

SOB-Puffer:
(kompetente Zellen)

Stripping Puffer:
(Immundetektion)

TAE (50x):
(Agarose-Gelelektrophorese)

40 g Paraformaldehyd
40 g Saccharose

ad 1000 ml 1x PBS, pH 7,2 (NaOH),
Lagerung von Aliquots bei -20°C

2 g KCI

2,4 ¢ KH,POq4
14,4 g Na,HPO4
80 g NaCl

ad 1000 ml H,O; pH 7,4 (NaOH oder HCI)

autoklavieren

250 mM Tris
2,5 M Glyzin
1% (w/v) SDS
pH 8,3 (HCI)

400 mM Tris (pH 6,8)

500 mM DTT

50% (v/v) Glyzerin

10% (w/v) SDS

0,8% (w/v) Bromphenolblau

2% (w/v) Bactotrypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
10 mM NaCl

2,5 mM KCl

10 mM MgCl,

10 mM MgSO4

pH 6,7 (KOH)

25 mM Glyzin

1% SDS
pH 2 (HCI)

242 g Tris

57,1 ml Essigsdure

100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
ad 1000 ml H,O



2 Material und Methoden

45

TB-Puffer: 10 mM PIPES
(kompetente Zellen) 250 mM KCI

pH 6,7 (KOH)

55 mM MnCl,

15 mM CaCl,
TBST (10x): 100 mM Tris (pH 8,0, HCI)
(Immundetektion) 1,5 M NaCl

0,5% (v/v) Triton-X-100
Transferpuffer: 25 mM Tris
(Western Blot) 150 mM Glyzin

20% (v/v) Methanol

2.1.4 Reaktionskomplettausstattungen (Kits)

Immobilion™ Western HRP Substrate (Millipore Corporation, Billerica,

USA)

BCA™ Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, USA)

NucleoSpin® Plasmid QuickPure (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,

Diiren)

Plasmid Maxi Kit (Qiagen®, Hilden)

Agarose Gel DNA Extraction Kit (Roche, Mannheim)

2.1.5 Bakterienstamme, Labortiere, Zelllinien

Name Quelle
Bakterienstamm | Escherichia coli XL-1Blue Stratagene (La Jolla,
USA)
Zelllinien Human Embryonic Kidney 293 (HEK293) ATCC CRL-1537 (ATTC,
Manassas, USA)
Labortiere Rattus norvegicus (Wistar-Ratte) Zentrale Tierhaltung

Mus musculus (FVB, C57BI6/J, CBA x

Universitatsklinikum

C57Bl6/J) Hamburg-Eppendorf

(UKE)
PSD-95-mutierte Mause (Migaud et al., SG Grant (Cambridge,
1998) UK)

Dynamitin Uberexprimierende transgene
Mause, M21 Linie (LaMonte et al., 2002)

EL Holzbaur (Philadelphia,
USA)

Tabelle 2.1: Verwendete Bakterienstamme, Saugetierzelllinien und Labortiere.
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2.1.6 GroBRenstandards
DNA-Standard Hyperladder I™ (Bioline, Luckenwalde)

Protein-Standard Precision Plus Protein™ Standards All Blue (Bio-Rad,
Miinchen)

2.1.7 Oligonukleotide

Alle eingesetzten Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg)
mit HPSF-Qualitét (high purity salt free) synthetisiert. Gelieferte Oligonukleotide
wurden in sterilem H,O aufgenommen, so dass die Endkonzentration 10 pmol/pl

betrug.

Oligonukleotide

Name

5’-3’-Sequenz

Verwendung

IS-N1-1s CCAAAAGCTTCCACCATGGCACTTCCCAGATGCATG | Klonierung von
IS-N1-1as GCAAGGATCCAATGAATGGGGGTGAGGGTG pPNLG1APDZBD-EGFP
(Hindlll, BamHI)
IS-N1-2as CGCICTAGATCATGAATGGGGGTGAGGGTG Klonierung von pmyc-
NLG1APDZBD (Xbal)
CL-N1-5’MCS-1s GCACCAAAATCAACGGGAC Sequenzierung von
CL-EGFP-5WT1as | CTTCAGGGTCAGCTTGCC pEGFPN-Vektoren

EGFP-C-seq-pr-as

CAAATGTGGTATGGCTGATTATGATCA

NT-GFPendSeqg-1s

GTCCTGCTGGAGTTCGAGACCGCC

Sequenzierung von
pEGFPC-Vektoren

IS-mKIF21B-2s

GTCTCGAGGTGCCACGGACACG

IS-mKIF21B-22as

CCGTCGACTCAAGGGTGGGCTGCTGGTAG

Klonierung von
pEGFP-Kif21B(Ende)
(Xhol, Sall)

IS-mKIF21B-17s

CCGAATTCAGCGCGCTGCGGGCTGAG

IS-mKIF21B-21as

CCGTCGACGTCAACCTCGAGATTGCCGAGG

Klonierung von
pEGFP-Kif21B(Mitte)
(EcoRl, Sall)

IS-mKIF21B-5s GATCCAGAACTACATCCGG
IS-mKIF21B-6s CTGGTGACAGGGCAGGAG
IS-mKIF21B-7s CAAGGCTGGTGATGGCAATGAG

IS-mKIF21B-12s

CAGTGAAGAGAGCCTGGTAGAC

IS-mKIF21B-14s

GCAAATGCGTGAGGAGCAGCAGCGG

Sequenzierung von
mKif21B

IS-KIF21Batg-s

gCCGGAGGACCATGGCTGGCC

IS-KIF21Batg-as

gGCCAGCCATGGTCCTCCGGC

IS-KIF21B3UTR-s

aAGACGAGGTGGAGGAGGGA

IS-KIF21B3UTR-as

tCCCTCCTCCACCTCGTCTT

Knockdown von
mKif21B

Tabelle 2.2: Auflistung der verwendeten Oligonukleotide.

Unterstrichen dargestellt sind die jeweiligen Restriktionsschnittstellen. Das Startcodon ist fett
gekennzeichnet. Kleinbuchstaben bezeichnen PTO-modifizierte Basen. s: sense, as: antisense, m:
Maus
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2.1.8 Vektoren und Konstrukte

Vektoren
Name Herstellung/Herkunft Verwendung
pcDNA3 Invitrogen, Karlsruhe Klonierung von pmyc-
Neuroligin1APDZBD
Clontech, Saint-Germain-en-
PEGFP-N1 Laye (Frankreich) : Expression von C- oder N-terminal
pEGFP-C1 Clontech, Saint-Germain-en- . i )
Laye (Frankreich) markierten EGFP-Fusionsproteinen
pEGFP-C2 Clontech, Saint-Germain-en- in eukaryotischen Zellen
Laye (Frankreich)
pmRFP-DIC AG Kneussel, ZMNH, Hamburg Expression von N-terminal mRFP-

markiertem DIC in eukaryotischen
Zellen

pDynamitin-EGFP

R. Vallee, Columbia University
USA (Palazzo et al. 2001)

Expression von EGFP-markiertem
Dynamitin in eukaryotischen Zellen

PEGFP-Kif21B(Ende)

PCR mit IS-mKIF21B-2s, IS-
mKIF21B-22as und cDNA,
Restriktion und Ligation in
pEGFP-C1 (Xhol, Sall)

Expression von EGFP-markiertem
Kinesin 21B (AS 1211-1640) in
eukaryotischen Zellen

pEGFP-Kif21B(Mitte)

PCR mit IS-mKIF21B-17s, IS-
mKIF21B-21as und cDNA,
Restriktion und Ligation in
pEGFP-C2 (EcoRlI, Sall)

Expression von EGFP-markiertem
Kinesin 21B (AS 387-1212) in
eukaryotischen Zellen

pEYFP-Neuroligin1

A.M.Craig, Washington
University, USA (Graf et al.,

2004)

Expression von EYFP-markiertem
Neuroligin1 in eukaryotischen
Zellen

pGFP-Neuroligin1

P.Washbourne, University of
California, USA (Fu et al. 2003)

Expression von EGFP-markiertem
Neuroligin1 in eukaryotischen
Zellen

pmyc-Neuroligin1

N.Brose, MPI flr Experimentelle
Medizin, Géttingen

Expression von myc-markiertem
Neuroligin1 in eukaryotischen
Zellen

pNeuroligin1APDZBD-EGFP

PCR mit IS-N1-1s und IS-N1-1as
auf pGFP-Neuroligin1,
Restriktion und Ligation in
pEGFP-N1(Hindlll, BamHI)

Expression von EGFP-markiertem
Neuroligin1 ohne PDZ-
Bindedomane in eukaryotischen
Zellen

pmyc-Neuroligin1APDZBD

PCR mit IS-N1-1s und I1S-N1-2as
auf pmyc-Neuroligin1,

Restriktion und Ligation in
pcDNA3 (Hindlll, Xbal)

Expression von myc-markiertem
Neuroligin1 ohne PDZ-
Bindedomane in eukaryotischen
Zellen

pEGFP-PSD-95

AG Kneussel, ZMNH, Hamburg

Expression von EGFP-markiertem
PSD-95 in eukaryotischen Zellen

pEGFP-PSD-95(256-398)

AG Kneussel, ZMNH, Hamburg

Expression der EGFP-markierten
PDZ3 Domane von PSD-95 in
eukaryotischen Zellen

Tabelle 2.3: Ubersicht der verwendeten Grundvektoren und Konstrukte.
Grundvektoren wurden zur Subklonierung von PCR-Produkten und zur Konstruktion von
eukaryotischen Expressionsvektoren verwendet. Korrespondierende Sequenzen sind unter der

jeweiligen Quelle einsehbar.
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2.1.9 Antikorper

Primare Antikorper

Antikorper Spezies Verdiinnung oder eingesetzte Quelle
Menge
a-Aktin polyklonal, 1:2000 (WB) Sigma (Taufkirchen)
Kaninchen
a-pan-Cadherin monoklonal, Maus | 1:2000 (WB) Abcam (Cambridge, UK)

a-GAD65/67 monoklonal, Maus | 1:20.000 (WB), 1:2000 (IF) BioTrend (KoIn)
a-DIC monoklonal, Maus | 1:2000 (WB), 4 ug (IP) Chemicon (Temecula,
Kalifornien, USA)
a-Flag monoklonal, Maus | 1:5000 (IF) Sigma (Taufkirchen)
a-Gephyrin mAb7 monoklonal, Maus | 1:100 (IF) Synaptic Systems
(Géttingen)
a-GFP polyklonal, 1:2000 (WB), 4 ug (IP) Sigma (Taufkirchen)
Kaninchen
a-GluR1 polyklonal, 1:1000 (WB), 1:100 (IF) Chemicon (Temecula,
Kaninchen Kalifornien, USA)
IgG (unspezifische Kaninchen 4 ug (IP) Sigma (Taufkirchen)
Immunglobuline)
IgG (unspezifische Maus 4 ug (IP) Sigma (Taufkirchen)
Immunglobuline)
a-Kif5C polyklonal, 1:2000 (WB) ABR/Dianova
Kaninchen (Hamburg)
a-Kif21B polyklonal, 1:2000 (WB), 1:200 (IF), 4 ug (IP) Upstate (New York,
Kaninchen USA)
o-myc polyklonal, 1:100 (IF) Sigma (Taufkirchen)
Kaninchen
a-NeuN monoklonal, Maus | 1:1000 (WB), 1:100 (IF) Upstate (New York,
USA)
a-NLG1/3 monoklonal, Maus | 1:2000 (WB), 4 ug (IP) Synaptic Systems
(Géttingen)
a-NLG1 monoklonal, Maus | 1:2000 (WB), 4 ug (IP) Synaptic Systems
(Géttingen)
a-NLG3 polyklonal, 4 ug (IP) Synaptic Systems
Kaninchen (Géttingen)
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a-nNOS polyklonal, 1:1000 (WB) CST (Danvers, USA)
Kaninchen
a-NSF monoklonal, Maus | 1:5000 (WB) BD Biosciences
(Heidelberg)
a-pan-PDZ polyklonal, 1:2000 (WB) H.-J. Kreienkamp, UKE,
Kaninchen Hamburg
a-PSD-93 monoklonal, Maus | 1:200 (WB) Alomone (Jerusalem,
Israel)
a-PSD-95 monoklonal, Maus | 1:2000 (WB), 1:200 (IF), 4 ug (IP) ABR/Dianova
(Hamburg)
a-SAP-97 polyklonal, 1:1000 (WB) ABR/Dianova
Kaninchen (Hamburg)
a-SAP-102 polyklonal, 1:300 (WB) ABR/Dianova
Kaninchen (Hamburg)
a-SNX4 polyklonal, Ziege 1:500 (WB) Santa Cruz
Biotechnolgy, Inc.
(Santa Cruz, USA)
a-SV2 monoklonal, Maus | 1:100 (IF) K. M. Buckley, Harvard
Medical School, USA
a-Synapsin polyklonal, 1:2000 (WB) CST (Danvers, USA)
Kaninchen
a-Synaptophysin polyklonal, Ziege 1:50 (IF) Santa Cruz
Biotechnolgy, Inc.
(Santa Cruz, USA)
a-Synaptophysin polyklonal, 1:100 (IF) DakoCytomation
Kaninchen (Glostrup, Danemark)
a-VGLUT polyklonal, 1:10.000 (WB), 1: 5000 (IF) Synaptic Systems
Kaninchen (Géttingen)
Sekundare Antikorper
Antikorper Spezies Verdiinnung oder eingesetzte Quelle
Menge
a-Maus IgG Alexa Ziege 1:500 (IF) Invitrogen (Karlsruhe)
Fluor® 488 gekoppelt
a-Kaninchen AffiniPure | Esel 1:50 (IF) Dianova (Hamburg)

Fab Fragment cys™
gekoppelt
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a-Kaninchen Esel 1:50 (IF) Dianova (Hamburg)
AffinityPure Fab

Fragment cys™

gekoppelt

a-Maus 1gG cy2™

gekoppelt Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
a-Maus 1gG cY3™

gekoppelt Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
a-Maus 1gG CY5™

gekoppelt Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
a-Kaninchen 1gG

cY2™ gekoppelt Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
a-Kaninchen 1gG

CcY3™ gekoppelt Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
a-Kaninchen 1gG

CcY5™ gekoppelt Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
a-Ziege IgG cY2™

gekoppelt Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
a-Ziege IgG CcY3™

gekoppelt Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
a-Ziege IgG CY5™

gekoppelt Esel 1:500 (IF) Dianova (Hamburg)
a-Maus IgG HRP- Ziege 1:10.000 (WB) Dianova (Hamburg)
gekoppelt

a-Kaninchen IgG HRP- | Ziege 1:10.000 (WB) Dianova (Hamburg)
gekoppelt

a-Ziege 19G HRP- Esel 1:10.000 (WB) Dianova (Hamburg)

gekoppelt

Tabelle 2.4: Ubersicht der eingesetzen Antikérper.

IF= Immunfluoreszenz, IP: Immunprazipitation, WB= Western Blot.
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2.2 Methoden

2.21 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Klonierung von DNA-Fragmenten

Zur Klonierung von PCR-Produkten wurde die DNA-Sequenz von Interesse mittels
PCR (vgl. 2.2.1.2) amplifiziert, wobei rekombinante Plasmid-DNA oder cDNA als
Matrizen dienten und iiber geschwinzelte Starteroligonukleotide (Primer)
Restriktionsschnittstellen an das PCR-Produkt gefiigt wurden. Der Reaktionsansatz
wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt (vgl. 2.2.1.5) und das modifizierte
Amplifikat aus dem Agarosegel isoliert (vgl. 2.2.1.6). Nach einer priparativen
Restriktion (vgl. 2.2.1.8) des gesamten Amplifikates wurde die DNA wiederum
aufgereinigt (vgl. 2.2.1.6) und quantifiziert (vgl. 2.2.1.7). Parallel hierzu wurde der
Zielvektor priaparativ restringiert (vgl. 2.2.1.8), dessen 5‘-Enden dephosphoryliert
(vgl. 2.2.1.9) und anschlieBend aufgereinigt (vgl. 2.2.1.6) und quantifiziert (vgl.
2.2.1.7). Die ligierten DNA-Fragmente (vgl. 2.2.1.10) wurden nun in E. coli-Zellen
transformiert (vgl. 2.2.1.12). Einzeln gewachsene Kolonien wurden gepickt und in
5 ml-Kulturen (LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum) tiberfiihrt. Positive
Klone, die das rekombinante Plasmid trugen, wurden nach Plasmid-DNA-
Minipraparation (vgl. 2.2.1.13) durch analytische Restriktion (vgl. 2.2.1.8)
identifiziert. Die Uberpriifung der Plasmide erfolgte durch DNA-Sequenzierung
(vgl. 2.2.1.14).

2.2.1.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Fiir die Klonierung verschiedener DNA-Fragmente (vgl. 2.2.1.1) wurden diese
unter Verwendung sequenzspezifischer Oligonukleotide (Primer) durch eine
Polymerase-Kettenreaktion (PCR, Mullis ef al., 1986) amplifiziert. Dabei enthielten
die Oligonukleotide je eine Sequenz fiir eine Restriktionsschnittstelle. Die PCR-
Produkte wurden dann mit den entsprechenden Enzymen restringiert (vgl. 2.2.1.8)
und in die jeweiligen Vektoren kloniert (vgl. 2.2.1.1). Die PCR wurde mit Hilfe der
PfuUltra-DNA-Polymerase (Stratagene, La Jolla, USA) oder der Tag DNA-
Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe) nach den Empfehlungen des jeweiligen
Herstellers durchgefiihrt.

Ein Standard-PCR-Ansatz setzte sich folgendermaB3en zusammen:

Taq DNA-Polymerase-Mix PfuUltra-DNA Polymerase Mix

1x Polymerasepuffer + 1,5 mM MgCl, 1x Finaler Polymerasepuffer (inklusive 2 mM MgCl,)
0,2 mM jedes dNTPs 0,2 mM jedes dNTPs

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

0,2 uM je Primer 0,2 uM je Primer

50 ng Plasmid-DNA oder 50 ng Plasmid-DNA oder

200 ng cDNA-Bibliothek als Matrize 200 ng cDNA-Bibliothek als Matrize

2,5 U Polymerase 1 U Polymerase

ddH,0 ad Gesamtvolumen von 30-50 pl ddH,0 ad Gesamtvolumen von 30-50 pl

Tabelle 2.5: Ubersicht der PCR-Reaktionsansitze.
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Es wurden folgende Standard-Protokolle fiir die Temperaturzyklen verwendet:

Taq DNA-Polymerase PfuUltra-DNA Polymerase Mix
Initiale Denaturierung  94°C; 2-5 min 95°C; 1-2min
Denaturierung 94°C; 45 s 95°C; 20 s
Primer- o ;

4-6°C unter der Primer-Schmelztemperatur, 20-30 s
Anlagerung 30x
Ketten- 72°C; 1 min/kb des gewiinschten 72°C; 15 s wenn Produkt < 1 kb; 15s/kb
verlangerung Produkts des gewunschten Produkts wenn
Produkt > 1 kb
Kettenverlangerung 72°C; 10 min 72°C; 3 min
4°C;

Tabelle 2.6: Ubersicht der PCR-Bedingungen.

Nach Abschluss der PCR-Reaktion wurde ein Aliquot mittels Agarose-

gelelektrophorese (vgl. 2.2.1.5) analysiert und gegebenenfalls aufgereinigt (vgl.
2.2.1.6).

2.2.1.3 Praparation von Gesamt-RNA aus Gehirn

Es wurden Gehirne adulter Miuse prapariert und in einem Glas-Homogenisator
zerkleinert. Die Priparation der Gesamt-RNA erfolgte durch die Zugabe von
TRIZOL®Reagent (Invitrogen, Karlsruhe) nach Herstellerangaben und beruht auf
der Einschritt-RNA-Isolation von Chomczynski und Sacchi (Chomczynski et al.,
1987). Nach der RNA-Préiparation wurden die entstandenen Pellets bei —80°C
eingefroren.

2.2.1.4 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde mit 2 ug der gewonnen RNA nach Herstellerangaben
mit der SuperScript™ II reversen Transkriptase (Invitrogen, Karlsruhe)
durchgefiihrt und diente als Ausgangsmaterial fiir PCRs (vgl. 2.2.1.2, 2.2.1.3).

2.2.1.5 Agarosegelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden in 1%igen (w/v), Ethidiumbromid-enthaltenden
Agarosegelen in horizontalen Elektrophoresekammern aufgetrennt. Zur Herstellung
der Gele wurde die Agarose in 1x TAE durch Aufkochen geldst und Ethidium-
bromid hinzugefiigt (0,5 pg/ml Gelvolumen). Als Laufpuffer wurde 1x TAE
verwendet. Die DNA wurde mit DNA-Ladepuffer versetzt, in die Geltaschen
aufgetragen und bei etwa 7-10 V/cm Gelldnge elektrophoretisch aufgetrennt. Da
Ethidiumbromid in die DNA interkaliert, konnte diese nach der Elektrophorese
unter UV-Licht sichtbar gemacht und photographisch dokumentiert werden (UV-
Gel Dokumentationssystem von Herolab, Wiesloch). Als GréBenstandard und zur
DNA-Konzentrationsabschitzung (vgl. 2.2.1.7) wurde der Hyperladder ™ (Bioline,
Luckenwalde) verwendet.

2.2.1.6 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit Hilfe eines Kits
(Agarose Gel DNA Extraction Kit, Roche, Mannheim) entsprechend der
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Herstellerangaben durchgefiihrt. Hierfiir wurden elektrophoretisch aufgetrennte
DNA-Fragmente (vgl. 2.2.1.5) aus dem Agarosegel ausgeschnitten und nach
Aufldsen der Agarose durch Inkubation in einem Puffer mit chaotropen Salzen bei
56°C mittels Anionenaustauschersdulen aufgereinigt.

2.2.1.7 Quantifizierung und Qualitatskontrolle von Nukleinsauren

Eine qualitative und quantitative Uberpriifung von DNA und RNA in wissriger
Losung erfolgte photometrisch mit einem Ultraspec®3000 Photometer (GE
Healthcare, Buckinghamshire, England) nach Sambrook et al. (1989). Die
Quantifizierung der DNA konnte aullerdem durch einen Intensitdtsvergleich der
elektrophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmente (vgl. 2.2.1.5) und dem
GroBenstandard Hyperladder I™ (Bioline, Luckenwalde) durchgefiihrt werden. Die
DNA-Konzentrationen der Banden des GroBenstandards werden vom Hersteller
angegeben.

2.2.1.8 Restriktionsanalyse

Restriktionsanalysen der DNA erfolgten mit Typ-II Restriktionsendonukleasen
nach Angaben der Hersteller. Pro 1 pg DNA wurde in der Regel 1 Unit des
jeweiligen Restriktionsenzyms eingesetzt und die Reaktionsansidtze in vom
Hersteller empfohlenen Puffer und bei entsprechender Temperatur inkubiert. Die
restringierte DNA wurde anschlieend iiber Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt
und aufgereinigt (vgl. 2.2.1.5, 2.2.1.6).

2.2.1.9 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um eine Religation restringierter Vektoren zu verhindern, wurden die 5°-
Phosphatgruppen mit alkalischer Phosphatase aus Kéilberdarm (CIP) entfernt. Dazu
wurde 1 pl CIP (10 U/ul) zum Reaktionsansatz hinzugefiigt, fiir 1 h bei 37°C
inkubiert und anschlieBend iiber Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und
aufgereinigt (vgl. 2.2.1.5,2.2.1.6).

2.2.1.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir die Ligation von Vektor und DNA-Fragment wurde die T4-DNA-Ligase
(5 U/uL) verwendet. In der Regel wurden hierbei 50 ng Vektor und der dreifache
molare Uberschuss an DNA-Fragment eingesetzt (Crouse ef al., 1983). Die
Ligationsfragmente wurden mit 2 pul 5x Ligase-Puffer, 1 ul T4-DNA-Ligase und x
pul H,O in einem Volumen von 10 ul iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Zur
Transformation von E. coli-Zellen (vgl. 2.2.1.12) wurden 5-10 pl des
Ligationsansatzes eingesetzt.

2.2.1.11 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

In Anlehnung an Inoue et al. (1990) wurde zur Herstellung chemisch kompetenter
Bakterien zunichst eine 3 ml-Vorkultur von E. coli-Zellen des Stammes XL 1-Blue
in LB-Medium tber Nacht bei 37°C kultiviert. Mit dieser Vorkultur wurde eine

Maxikultur in 250 ml SOB-Puffer angeimpft und diese bis zu einer ODgpp von 0,6
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inkubiert (24-40 h). Nach Inkubation fiir 10 min auf Eis wurde die Bakterienkultur
bei 4°C fiir 10 min mit 2500 rpm im Beckmann JA-10 Rotor zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 80 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert und fiir 10 min auf Eis
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 4°C fiir 10 min mit 2500 rpm im
Beckmann JA-10 Rotor wurde das Pellet in 20 ml eiskaltem TB-Puffer
resuspendiert und unter Schwenken mit 1,4 ml DMSO versetzt. Nach 10 min
Inkubation auf Eis wurden die Zellen aliquotiert, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80°C gelagert.

2.2.1.12 Transformation von Bakterien

Zur Transformation wurde der E. coli-Stamm XLI1-Blue verwendet. Die
Transformation erfolgte nach einer Methode von Inoue et al. (1990). Pro Ansatz
wurden 100 pl chemisch kompetenter E. coli-Zellen (vgl. 2.2.1.11) mit 1,7 pl B-
Mercaptoethanol (1:10) fiir 10 min auf Eis unter gelegentlichem, vorsichtigem
Schiitteln inkubiert. Nach Zugabe des Ligationsansatzes (vgl. 2.2.1.10) oder 0,5 pg
Plasmid-DNA und Inkubation fiir 30 min auf Eis erfolgte fiir 30 sec ein
Hitzeschock bei 42°C. Nach Abkiihlen auf Eis fiir 2 min wurden die Zellen mit 800
pl LB-Medium fiir 45 min bei 37°C geschiittelt. AnschlieBend wurden die Zellen
auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen und iiber
Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.1.13 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Priparation von Plasmid-DNA aus Bakterien im 5 ml Ubernachtkultur-
MafBstab wurde durch alkalische Lyse (Birnboim ef al., 1979) mit anschlieender
Aufreinigung mittels Anionenaustauschersdulen nach dem Protokoll des
NucleoSpin® Plasmid QuickPure Kits (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren)
durchgefiihrt. Groflere Mengen an Plasmid-DNA aus Bakterien im 200 ml
Ubernachtkultur-MaBstab wurden ebenfalls nach alkalischer Lyse der Bakterien mit
Hilfe von Anionenaustauschersdulen nach dem Protokoll des Plasmid Maxi Kits
(Qiagen®, Hilden) isoliert.

2.2.1.14 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde von der ZMNH Service-Gruppe Sequenzierung
unter Leitung von PD Dr. S. Hoffmeister-Ullerich mit einem ABI Prism® 377
DNA Sequencer (Applied Biosystems, Darmstadt) und dem BigDye® Terminator
vl.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Darmstadt) durchgefiihrt. Das
verwendete Verfahren beruht auf der Didesoxy-Kettenabbruchmethode nach
Sanger et al. (1977). Die Elektropherogramme wurden mit der EditView-Software
Version 1.0.1 (ABI Prism, Perkin Elmer, Applera, Weiterstadt) ausgewertet. Die
Sequenzauswertung erfolgte iiber die Apple Macintosh-Software DNA-Strider
1.4f1 (CEA, France).
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2.2.2 Proteinchemische Methoden

2.2.2.1 Quantitative Proteinbestimmung mit Bicinchoninsaure (BCA-
Assay)

Die Quantifizierung von Proteinen erfolgte mittels BCA™ Protein Assay Kit
(Pierce, Rockford, USA) nach Herstellerangaben.

2.2.2.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch
denaturierende SDS-PAGE (Sambrook et al., 1989). Die Elektrophorese mit 9 x 6
cm groflen Gelen wurde mit Hilfe der Mini-Protean III-Apparatur durchgefiihrt. Es
wurden 8%ige Trenngele und 5%ige Sammelgele mit 40% (w/v) Acrylamid-
/Bisacrylamidlosung nach Sambrook et al. (1989) angefertigt. Die jeweiligen
Proteinproben wurden mit 5x SDS-Probenpuffer versetzt, bei 95°C 10 min
denaturiert und anschlieend bei ca. 120 V in 1x SDS-Laufpuffer elektrophoretisch
aufgetrennt. Als GroBenstandard diente der Precision Plus Protein™ Dual Color
Standard (Bio-Rad, Miinchen). AnschlieBend wurden die Proteine durch Western
Blot auf eine PVDF-Membran transferiert (vgl. 2.2.2.3).

2.2.2.3 Western Blot

Zum spezifischen Nachweis von Proteinen durch Immundetektion (vgl. 2.2.2.4)
wurden die Proteine zunéchst nach der gelelektrophoretischen Auftrennung (vgl.
2.2.2.2) auf eine PVDF-Membran der Porengréfe 0,45 um (Hybond-P, Amersham,
Freiburg) iibertragen. Die Membran wurde kurz in Methanol aktiviert und dann
zusammen mit Whatman-Papieren in Transferpuffer dquilibriert. Der Blot wurde
ausgehend von der Kathodenseite wie folgt aufgebaut: drei Lagen Whatman-Papier,
Gel, Membran, drei Lagen Whatman-Papier. Der Transfer wurde in einer Semi-
Dry-Blotapparatur bei einer konstanten Stromstirke von 1,7 mA/cm® fiir 2 h
durchgefiihrt. Nach dem Blot erfolgte sofort die Immundetektion (vgl. 2.2.2.4).

2.2.2.4 Immundetektion

Um auf PVDF-Membranen immobilisierte Proteine durch spezifische Antikorper
nachzuweisen, wurde die Membran zunidchst fir 30 min bei 37°C in
Blockierungspuffer inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen durch die im
Puffer enthaltenen Proteine abzuséttigen. Nach dieser Blockierung erfolgte die
Bindung des Primérantikdrpers in entsprechender Verdiinnung in Blockierungs-
puffer (vgl. Tabelle 2.4) bei 4°C iiber Nacht oder fiir 1-2 h bei RT bei leichtem
Schiitteln. Die Membran wurde 3-mal fiir 5 min mit 1x TBST gewaschen, um
anschlieBend mit dem HRP-konjugierten Sekundirantikorper entsprechender
Verdiinnung in Blockierungspuffer (vgl. Tabelle 2.4) fiir 30 min bei RT zu
inkubieren. Im Anschluss an drei weitere flinfminiitige Waschschritte in 1x TBST
wurden die antikorpermarkierten Proteine mit Hilfe des ECL-Systems (Enhanced
Chemiluminescense; Immobilion™ Western HRP Substrate, Millipore Corporation,
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Billerica, USA) nach Herstellerangaben auf lichtsensitiven Filmen (Hyperfilm
ECL, Amersham, Freiburg) detektiert.

2.2.2.5 Herstellung von Zelllysaten

Um Zelllysate von HEK293-Zellen (vgl. 2.2.3.1) oder von kultivierten Neuronen
(vgl. 2.2.3.2) herzustellen, wurden die jeweiligen Zellen einmal mit 1x PBS
gewaschen und mit 1x PBS/1% Triton-X-100 und Proteaseinhibitorzusatz (Roche,
Mannheim) lysiert. Nach einer 20 miniitigen Inkubation auf Eis wurden die
Zellsuspensionen bei 1.000 x g fiir 10 min zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.

2.2.2.6 Proteinextraktion aus Maus- und Rattengehirn

Fir die in Koimmunprézipitationsexperimenten (vgl. 2.2.2.7) verwendeten
Gehirnlysate wurden diese nach einem modifizierten Protokoll von Saito et al.
(1997) hergestellt. Alle Schritte wurden auf Eis oder bei 4°C durchgefiihrt. Sechs
Ratten (P10) oder 4 adulte Méuse (PSD-95-mutierte Tiere und Wildtyptiere, vgl.
Tabelle 2.1) wurden dekapitiert, die Gehirne komplett entnommen und in eiskaltem
IM-Ac-Puffer supplementiert mit 5 mM DTT, 2 mM Mg-ATP und Protease-
inhibitorzusatz (1 mM PMSF und cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tablets,
Roche, Mannheim) mit einem Glas-Teflon Homogenisator mit vier Stof3en bei 800
rpm homogenisiert. AnschlieBend wurden fiinf weitere StoBe bei grofter
Geschwindigkeit durchgefiihrt. Das Lysat wurde durch Zentrifugation mit 1.000 x g
fiir 10 min bei 4°C im Beckmann JA20-Rotor geklirt. Der Uberstand wurde im
gleichen Rotor mit 10.000 x g fiir weitere 10 min bei 4°C sedimentiert. Das so
gewonnene Pellet (P2), das gro3e Zellorganellen und Membranbruchstiicke enthilt,
wurde verworfen. Der S2-Uberstand wurde fiir 1 h mit 100.000 x g bei 4°C im
Beckmann SW40-Rotor ultrazentrifugiert, um eine mit Vesikeln angereicherte
Fraktion zu gewinnen. Das Pellet (P3) wurde in 2 ml (PSD-95 KO und WT Méuse)
oder 3 ml (Ratten) IM-Ac-Puffer resuspendiert, aliquotiert und in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Der S3-Uberstand wurde fiir 1 h mit 400.000 x g bei 4°C
im Beckmann TLA 100.3-Rotor ultrazentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen.
Das Pellet (P4), das restliche kleine Vesikel und grof8e Proteinkomplexe enthilt,
wurde in 2-3 ml IM-Ac-Puffer resuspendiert und in Aliquots in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Lagerung aller Aliqouts erfolgte bei -80°C.

Fiir Immunprézipitationsexperimente (vgl. 2.2.2.7) wurde dem P3-Pellet Triton-X-
100 zugesetzt, um bei der Inkubation von Extrakt und immobilisierten Antikdrpern
unspezifische Anreicherungen durch intakte Vesikel zu minimieren.

2.2.2.7 Koimmunprazipitation
Zur Koimmunprézipitation wurden mit Protein G-gekoppelte magnetische
Dynabeads® (Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norwegen) mit Antikorpern gekoppelt

und mit Proteinextrakten (vgl. 2.2.2.5, 2.2.2.6), welche die Proteine von Interesse
enthielten, inkubiert. Die Aufreinigung der Dynabeads® erfolgte iiber den Dynal

MPC (Dynal Magnetic Particle Concentrator, Invitrogen Dynal AS, Oslo,
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Norwegen). 30 pl Dynabeads® wurden dreimal mit IP-Puffer/0,5% (v/v) Triton-X-
100 gewaschen und dann zur Kopplung mit 4 pg Antikérper in 800 pl IP-
Puffer/0,5% (v/v) Triton-X-100 fiir 4 h bei 4°C im Uber-Kopf-Schiittler inkubiert.
Nicht gebundene Antikdrper wurden durch drei Waschschritte mit IP-Puffer/0,5%
(v/v) Triton-X-100 entfernt. Nun wurden die immobilisierten Antikérper mit 0,2-1
ml Proteinextrakt iiber Nacht bei 4°C im Uber-Kopf-Schiittler inkubiert, 5-mal fiir
5 min gewaschen und mit 45 ul H,O eluiert. AnschlieBend wurden die Proben mit
5x SDS- Probenpuffer versetzt, fiir 10 min bei 95°C hitzedenaturiert und zur
Analyse auf ein SDS-Polyacrylamidgel (vgl. 2.2.2.2) aufgetragen und nach
erfolgten Western Blot immundetektiert (vgl. 2.2.2.3, 2.2.2.4).

2.2.2.8 Praparation von synaptosomalen Membranen (Kortex)

Um Synaptosomen von kultivierten Kortexneuronen (DIV14) aufzureinigen (vgl.
2.2.3.2) wurden die Zellen nacheinander zweimal mit 1 ml Puffer 1 (0,32 mM
Saccharose; 2 mM EDTA; 4 mM HEPES pH 7,4; Proteaseinhibitorzusatz) lysiert,
in einem Glas-Teflon Homogenisator zehnmal per Hand homogenisiert (Aliquot
1+2) und 10 min bei 1.000 x g und 4°C zentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge 5417C,
Hamburg). Die vereinigten Uberstinde wurden nun 15 min bei 10.000 x g und 4°C
im Beckmann JA20-Rotor sedimentiert. Die hierdurch gewonnenen Pellets wurden
zweimal in 1 ml Puffer 1 resuspendiert und jeweils wie zuvor zentrifugiert (Aliquot
3 vom Uberstand). Nun wurde das erhaltene Pellet in 2 ml eiskalten Puffer 2 (2 mM
EDTA; 4 mM HEPES pH 7.,4; Proteaseinhibitorzusatz) resupendiert, dreimal im
Glas-Teflon Homogenisator homogenisiert (Aliquot 4) und 30 min bei 4°C im
Uber-Kopf-Schiittler hypotonisch lysiert. Die bei der darauffolgenden 30-miniitigen
Zentrifugation bei 20.000 x g und 4°C (Beckmann JA20-Rotor) erhaltenen
Fraktionen enthielten im Uberstand die groben synaptischen Vesikel (Aliquot 5)
und im Pellet die synaptischen Membranen, welche in 1 ml Puffer 3 (2 mM EDTA;
50 mM HEPES pH 7,4; Proteaseinhibitorzusatz) geldst, homogenisiert, mit 0,5%
Triton-X-100 versetzt und 15 min bei 4°C im Uber-Kopf-Schiittler inkubiert
wurden. Die in der anschlieBenden 20-miniitigen Zentrifugation bei 32.000 x g und
4°C erhaltenen Pellets (angereicherte postsynaptische Dichten) wurden in 100 ul
Puffer 3 resuspendiert und mittels SDS-PAGE (vgl. 2.2.2.2) und Western Blot (vgl.
2.2.2.3) analysiert.

2.2.2.9 Saccharosedichtegradientenzentrifugation

Gehirne von acht Ratten (P10) wurden prépariert und wie unter (vgl. 2.2.2.6)
beschrieben homogenisiert und differentiell zentrifugiert, um die mit Vesikeln
angereicherten Pellets (P3) zu erhalten. Diese wurden nun in 1,5 ml 2 M
Saccharoselosung resuspendiert, mit 0,1% Triton-X-100 versetzt, auf einen
Saccharosegradienten (0,3 M; 0,4 M; 0,5 M; 0,6 M; 0,7 M; 0,8 M; 0,9 M; 1 M; 1,3
M; 1,5 M; 1,8 M; 2 M) geschichtet und iiber Nacht bei 4°C und 100.000 x g
(Beckmann SW40-Rotor) ultrazentrifugiert. AnschlieBend wurden die
verschiedenen Fraktionen vorsichtig in 500 ul Aliquots abgenommen und 15 ul
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jeder Probe per SDS-PAGE (vgl. 2.2.2.2) und Western Blot (vgl. 2.2.2.3)
analysiert.

2.2.2.10 Biotinylierung von Zelloberflachenproteinen

Um Zelloberflichenproteine zu biotinylieren wurden entweder 4 cm Kulturschalen
mit HEK293-Zellen (vgl. 2.2.3.1) oder kultivierten primiren Neuronen (vgl.
2.2.3.2) einmal mit 1x PBS gewaschen und mit 1 mM Biotinylierungsreagenz
(Biotinamidohexansdure 3-sulfo-N-hydroxysuccinimidester Natriumsalz, Sigma,
Taufkirchen) 20 min bei 4°C inkubiert. Die Biotinylierungsreaktion wurde durch
zweimalige 20 miniitige Inkubation mit 100 mM Glyzin in HEPES-Puffer bei 4°C
beendet und die Zellen lysiert (vgl. 2.2.2.5). Die biotinylierten Proben wurden nun
mit zweimal in 1x PBS/1% (v/v) Triton-X-100 gewaschenen Dynabeads®
Myone™ (Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norwegen) fiir 3 h bei 4°C inkubiert.
AnschlieBend folgten dreimal 6 miniitige Waschschritte mit 1x PBS/1% (v/v)
Triton-X-100, Elution in 45 pl H,O, SDS-PAGE (vgl. 2.2.2.2) und Western Blot-
Analyse (vgl. 2.2.2.3).

Bei aktivitdtsabhidngigen Untersuchungen erfolgten vor dem eigentlichen
Biotinylierungsexperiment entweder chemische LTD- oder LTP-Induktionen
(Palmer et al., 1997, Huber et al., 2001, Otmakhov et al., 2003). Fiir ersteres
wurden DIV10 hippocampale Rattenneurone mit 50 uM (RS)-3,5-
Dihydroxyphenylglyzin (DHPG, TOCRIS bioscience, USA) 5 min bei 37°C
inkubiert und einmal mit 1x PBS gewaschen. Nach einer einstiindigen Inkubation
bei 37°C in Neurobasalmedium folgte die Biotinylierungsreaktion. Um chemische
LTP zu induzieren, inkubierte man DIV 10 hippokampale Rattenneurone 20 min in
ACSF (1 mM MgCl,, 125 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 2 mM CaCl,, 33 mM (D)-
Glukose, 25 mM HEPES, pH 7,3) und 10 min in ACSF (125 mM NaCl, 2,5 mM
KCl, 2 mM CaCl,, 33 mM (D)-Glukose, 25 mM HEPES, pH 7,3) supplementiert
mit 50 uM Forskolin und 0,1 uM Rolipram (TOCRIS bioscience, USA). Als
Kontrolle diente ACSF (125 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 2 mM CaCl,, 33 mM (D)-
Glukose, 25 mM HEPES, pH 7,3) supplementiert mit DMSO (1:1000, SIGMA,
Taufkirchen). AnschlieBend erfolgte ebenfalls die oben beschriebene
Biotinylierungsreaktion.

2.2.2.11 Applikation von antisense/sense-Oligonukleotiden

Zur spezifischen Inhibition der Kif21B-Expression wurden antisense-
Oligonukleotide sowie sense-Oligonukleotide als Negativkontrolle appliziert. Dafiir
wurden 5° modifizierte PTO (Phosphorothioat)-Oligonukleotide (vgl. Tabelle 2.2)
verwendet, die sich durch eine verbesserte Nukleaseresistenz auszeichnen. Zudem
steigert die Modifikation die Aktivitit der RNase H, welche die durch das
gebundene antisense-Oligonukleotid markierte mRNA abbaut. In Anlehnung an ein
antisense-Protokoll von Ferreira et al. (1992), bei dem die Oligonukleotide durch
Endozytose in die Zelle aufgenommen werden, wurden 4 cm Kulturschalen
primérer hippokampaler Neurone von DIV3 bis DIV7/8 tiglich mit 5 uM PTO-
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Oligonukleotiden behandelt. Die an DIV7/8 biotinylierten Neurone (vgl. 2.2.2.10)
wurden anschlieBend per SDS-PAGE und Western Blot analysiert.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Kultivierung von HEK293-Zellen

Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank und unter Verwendung
sterilisierter Gefdfle und Reagenzien durchgefiihrt. Alle Zellen wurden bei einer
Temperatur von 37°C und eciner CO;-Konzentration von 5% (v/v) in
wasserdampfgeséttigter Atmosphédre kultiviert. Die HEK293-Zellen wurden in
HEK?293-Medium auf 10 cm -Kulturschalen (Sarstedt, Niimbrecht) oder fiir
Mikroskopiezwecke auf Poly-L-Ornithin (0,01%, Sigma, Taufkirchen)-
beschichteten 12 mm J-Glasplittchen (Roth, Karlsruhe) kultiviert. Alle 2 bzw. 3
Tage wurden die Zellen im Verhiltnis 1:4 bis 1:8 je nach Konfluenz passagiert.
Hierzu wurden die Zellen mit vorgewdrmten 1x PBS gewaschen und durch
Inkubation mit 1 ml 1x Trypsin-EDTA (Invitrogen, Karlsruhe) fiir 1-3 min bei RT
von der Kulturschale und aus dem Zellverband gelost. Die Protease wurde durch
Zugabe von 3 ml HEK293-Medium inaktiviert, die Zellen durch Triturieren
vereinzelt und anschliefend auf frische Kulturschalen mit 9 ml vorgelegtem
Medium verteilt. Auf den 12 mm-Glasplattchen wurden jeweils 70.000 Zellen
ausgesat.

2.2.3.2 Praparation und Kultivierung primarer Neurone

Zur Kultivierung hippokampaler Neuronen wurden acht neugeborene (P0) Ratten
oder Miuse durch Dekapitation getdtet. Die Hippokampi wurden in eiskaltem 1x
PBS/10mM Glukose prépariert. Zur Vereinzelung der Zellen wurden die Gewebe in
5 ml 1x PBS/10 mM Glukose mit 10 pg/ml DNase I und 0,5 mg/ml Papain fiir 25
min bei 37°C inkubiert. Nach Waschen in 10 ml DMEM/F12-complete wurden die
Zellen zum Vereinzeln vorsichtig in 2 ml desselben Mediums mit abgeschmolzenen
Pasteurpipetten trituriert. Die Zellen wurden in DMEM/F12-complete auf 12 mm-
Glasplattchen (Roth, Karlsruhe) oder in eine Kammer einer 4-Well-Lab-Tek®II-
Chamber-Coverglass System #155382 (Nalge Nunc International, Naperville,
Illinois, USA) in einer Dichte von 110.000 Zellen/Glasplittchen (Rattenneuronen)
bzw. 130.000 Zellen/Glasplittchen (Mausneuronen) in den Vertiefungen einer 24-
Well-Zellkulturplatte ausgesét. Die Glasoberflachen waren zuvor mit Poly-L-Lysin
(50 pg/ml H,O, Sigma, Taufkirchen) und Laminin (20 pg/ml H,O, Sigma,
Taufkirchen) je iiber Nacht bei 4°C beschichtet und nach jedem Beschichtungs-
schritt zweimal mit H,O gewaschen worden. Die Kammern der 4-Well-Lab-
Tek®II-Chamber-Coverglass System-Schalen wurden iiber Nacht mit Poly-L-
Ornithin (0,01%, SIGMA, Taufkirchen) beschichtet. Die Kulturen wurden in
wasserdampfgeséttigter Atmosphére bei 37°C und 5% (v/v) CO, in einem
Brutschrank inkubiert. Nach 5 h wurde das Medium durch 1 ml Neurobasalmedium
ersetzt. Nach 3 Tagen in vitro (DIV3) wurde 3 uM 1-[B-D-Arabinofuranosyl]-
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Cytosin 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.

Um Synaptosomen von kultivierten Kortexneuronen (DIV14) aufzureinigen,
wurden diese auf mit Poly-L-Lysin (50 pg/ml H,O, Sigma, Taufkirchen)
beschichteten 10 cm Zellkulturschalen kultiviert. Ansonsten wurde der oben
beschriebenen Kultivierungsmethode von hippokampalen Neuronen gefolgt.

2.2.3.3 Transfektion

HEK293-Zellen (vgl. 2.2.3.1) wurden mit Hilfe von Kalziumphosphat nach der
Standardmethode (Chen et al., 1987) transient transfiziert. Die Zellen wurden wie
beim Passagieren zundchst vereinzelt und auf 10 cm Kulturschalen oder 12 mm-
Glasplattchen ausgesit. Die Glasplittchen waren zuvor durch Inkubation mit einer
Losung von Poly-L-Ornithin (0,01%ig, SIGMA, Taufkirchen) in 1x PBS fiir
mindestens 1 h bei 37°C beschichtet worden. Kulturen wurden bei ca. 50-80%
Konfluenz transfiziert. Hierzu wurde die Plasmid-DNA in sterilem H,O
aufgenommen, mit 1 M CaCl, versetzt und mit 2x HBS durch mehrmaliges
Triturieren sprudelnd vermischt (vgl. Tabelle 2.7). Wéhrend einer zehnminiitigen
Inkubation bei RT bildeten sich Kalziumphosphat-Prézipitate, die anschlieBend
tropfenweise zu den Zellen hinzugefiigt wurden. Die Zellen wurden bis zu 20
Stunden bei 37°C und 3% (v/v) CO, inkubiert, um die Transfektionseffizienz zu
erh6hen. AnschlieBend wurde das Medium gewechselt und die Zellen weiter bei
5% (v/v) CO; kultiviert, bis sie lysiert (vgl. 2.2.2.5) oder fiir die Immunzytochemie
(vgl. 2.2.3.4) fixiert wurden.

12 mm J Glasplattchen

3,5 cm I Kulturschale

10 cm & Kulturschale

1- 2 ug DNA

2-4 pg DNA

10-18 ug DNA

ad 18,75 ul steriles H,O

ad 37,5 yl steriles H,O

ad 225 yl steriles H,O

6,25 pl 1 M CaCl,

12,5 yl 1 M CaCl,

75 ul 1 M CaCl,

25 ul 2x HBS

50 ul 2x HBS

300 pl 2x HBS

Tabelle 2.7: Ubersicht der fiir Transfektionen eingesetzten Chemikalien.

Neuronale Primarkulturen (vgl. 2.2.3.2) auf 12 mm-Glasplittchen oder in den 4-
Well-Lab-Tek®II-Chamber-Coverglass System #155382-Schalen wurden nach
einem leicht modifizierten Protokoll zwischen DIV4 und DIV10 transfiziert. 2 pg
Plasmid-DNA wurden in 18,75 pl sterilem H,O aufgenommen, mit 6,25 ul 1 M
CaCl, versetzt, mit 25 pl 2x HBS durch mehrmaliges Triturieren sprudelnd
vermischt und fiir 10 min bei RT inkubiert. Vom Medium der zu transfizierenden
Zellen wurden 500 pl abgenommen und separat aufbewahrt. Der Transfektions-
ansatz wurde zu den Zellen gegeben und die Kultur fiir 1-3 h bei 37°C und 5%
(v/v) CO;, inkubiert. Nun wurde 3-mal mit vorgewdarmten HEPES-Puffer gewaschen

60



2 Material und Methoden

und das zuvor abgenommene Medium und zusidtzlich 300 pl frisches
Neurobasalmedium auf die Zellen gegeben. Die Expressionsdauer betrug je nach
Konstrukt 12-48 h. AnschlieBend wurden die Zellen fiir immunzytochemische
Experimente (vgl. 2.2.3.4) fixiert oder fiir Time-lapse-Videomikroskopie (vgl.
2.2.3.6) verwendet.

2.2.3.4 Immunzytochemie

Auf 12 mm-Glaspléttchen kultivierte Zellen (vgl. 2.2.3.1, 2.2.3.2) wurden mit 1x
PBS gewaschen und fiir 10 min mit 1x PBS/4% (w/v) Paraformaldehyd bei RT
fixiert. Nach drei Waschschritten in 1x PBS wurden die Zellen fiir 4 min mit 1x
PBS/0,25% (v/v) Triton-X-100 permeabilisiert. Nach erneutem dreimaligem
Waschen mit 1x PBS wurden die Zellen zur Minimierung unspezifischer
Bindungen fiir 30 min mit Blockierungspuffer bei RT versetzt. Die Inkubation mit
dem jeweiligen in Blockierungspuffer entsprechend verdiinntem Primérantikorper
erfolgte iiber Nacht bei 4°C oder fiir 3 h bei RT. Die Zellen wurden anschlieend
dreimal mit PBS gewaschen und mit entsprechenden, fluoreszierenden und in
Blockierungspuffer verdiinnten Sekundérantikdrpern bei RT fiir 45 min im Dunkeln
inkubiert. Zuletzt wurden die Deckgléser dreimal mit 1x PBS gewaschen und auf
Objekttragern mit Hilfe von AquaPoly/Mount (Polysciences, Warrington,
Pennsylvania, USA) fixiert. Die Verdiinnungen der verwendeten Antikdrper sind
Tabelle 2.4 zu entnehmen. Die anschlieBende Lagerung erfolgte bei 4°C unter
Lichtausschluss. Die Analyse der Immunfluoreszenzfiarbungen erfolgte durch
konfokale Lasermikroskopie mit dem inversen Mikroskop Leica DM IRBE unter
Verwendung der Software LCS TCS-SP2.

Um die Spezifitit des Kif21B-Antikdrpers (vgl. Tabelle 2.4) in immun-
zytochemischen Experimenten zu kontrollieren, wurde dieser Primérantikorper vor
Inkubation der Zellen mit demselbigen 30 min bei 4°C mit dem fiir die Herstellung
des Antikorpers benutzen Peptid (200-400 ng Peptid, RDKVSRTVSLPTRGST)
inkubiert. Anschlieend folgte der normale immunzytochemische Versuchsablauf.

2.2.3.5 Nachweis von internalisierten Oberflachenproteinen

Um die Internalisierung von NLG1 in mit pmyc-NLGI transfizierten
hippocampalen Neuronen oder HEK293-Zellen zu verfolgen, wurden die Zellen 1 h
mit gegen myc-gerichtetem Primédrantikorper (1 ug/50 ul HEPES-Puffer, vgl.
Tabelle 2.4) bei 4°C inkubiert, zweimal mit 1x PBS gewaschen und zuriick in ihr
jeweiliges Medium bei 37°C und 5% (v/v) CO, iiberfiihrt. Nach zweistiindiger
Internalisierung wurden die Zellen mit einem kaninchenspezifischen CY5™
gekoppelten Sekundirantikorper (1 ug/50 ul Blockierungspuffer, vgl. Tabelle 2.4)
bei 4°C fiir 2 h oberflichengefdrbt, zweimal in 1x PBS gewaschen und mit 1x
PBS/4% (w/v) Paraformaldehyd bei RT fiir 10 min fixiert. Nach anschlieBendem
zweimaligen 1x PBS-Waschschritten folgte zunéchst eine 30 miniitige Inkubation
mit Blockierungspuffer bei RT. AnschlieBend wurden die Zellen mit
kaninchenspezifischen CY3™ gekoppelten Sekundirantikorper (0,25 ug/50 ul
Blockierungspuffer, vgl. Tabelle 2.4) bei RT fiir 2 h intrazelluldr gefarbt, dreimal
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mit 1x PBS gewaschen und auf Objekttragern mit Hilfe von AquaPoly/Mount
(Polysciences, Warrington, Pennsylvania, USA) fixiert. Um die Endozytose zu
blockieren (Negativkontrolle) erfolgte die Versuchsdurchfithrung in Anwesenheit
von 350 mM Saccharose. Die Daten wurden durch konfokale Lasermikroskopie mit
einem inversen Leica DM IRBE Mikroskop unter Verwendung der Software LCS
TCS-SP2 erfasst und mit der MetaMorph 6.3r7 Software analysiert.

2.2.3.6 Time-lapse-Videomikroskopie

Fiir die Time-lapse Videomikroskopie wurde das Neurobasalmedium der in 4-Well-
Lab-Tek®II-Chamber-Coverglass System #155382-Schalen kultivierten Neuronen
durch vorgewédrmten HEPES-Puffer ersetzt. Die Analyse der Zellen erfolgte unter
einem Axiovert 200 Mikroskop bei einer konstanten Temperatur von 37°C in einer
Inkubationskammer (Harnischmacher-Labortechnik, Kassel). Alle 5-15 Sekunden
wurden Aufnahmen gemacht, die mit dem Programm MetaView 6,2r6 (Universal
Imaging Corp., West Chester, Pennsylvania, USA) erfasst und ausgewertet wurden.

Fir FM® 4-64 (Invitrogen, Karlsruhe) gefarbte aktive Synapsen (Gaffield et al.,
2006) wurden die Zellen mit 15 uM FM4-64 in einer Stimulationslosung (31,5 mM
NaCl, 90 mM KCl, 5 mM HEPES, | mM MgCl,, 2 mM CacCl,, 50 uM DL-APS, 30
mM (D)-Glukose) fiir 1 min bei 37°C und 5% (v/v) CO; inkubiert. Nun wurden die
Zellen 3-mal mit 50 pM DL-AP5 und 10 pM CNQX/10 uM DNQX
supplementierten vorgewdrmten HEPES-Puffer gewaschen und gleichfalls
analysiert.

2.2.3.7 Elektronenmikroskopie

Fiir die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurde mit Hilfe der Servicegruppe
Morphologie des ZMNH unter Leitung von Dr. Michaela Schweizer durchgefiihrt.
Dafiir wurden 100 pm Vibratomserienschnitte (VT 1000S Leica, Wetzlar) von
Wildtyp und Dynamitin iiberexprimierenden Méusen (vgl. Tabelle 2.1) angefertigt,
deren Gehirne zuvor in 1x PBS/4% (w/v) Paraformaldehyd, 3% (w/v) Glutar-
aldehyd fixiert wurden. Die Schnitte wurden nun mit 0,1 M Na-Cacadoylatpuffer
pH 7,3/1% (w/v) OsO4 2 h bei 4°C osmiert. Nach zweimaligen Waschschritten mit
0,1 M Na-Cacadoylatpuffer erfolgte eine Entwésserung iiber eine Ethanolreihe (je
10 min bei 30%, 50% 70%, 80%, 90% und zweimal 30 min bei 100%), eine
Inkubation von zweimal 20 min in Propylenoxid und die Einbettung in Epon (Roth,
Karlsruhe). Hierzu wurden die Schnitte zunéchst fiir 2 h bei RT in einem Propylen-
Epon-Gemisch (1:1) und in einem Propylenoxid-Epon-Gemisch (1:2) sowie
anschlieffend in purem Epon iiber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte eine
weitere dreistiindige Inkubation in frischen Epon, woran sich die Aushértung der
flach ausgelegten Gehirnschnitte fiir 2 Tage bei 60°C anschloss. Nun wurden
kleine, den Cerebellum enthaltende Bereiche ausgeschnitten und auf
vorpolymerisierte Eponblocke befestigt, um Semidiinnschnitte (0,5 pm)
anzufertigen und diese anschlieBend mit Toloidinblau zur Visualiserung und
Qualititskontrolle des Gewebes zu fiarben. AnschlieBend wurden Ultradiinnschnitte
(50-70 nm) angefertigt, auf Formvar befilmte Netze gezogen und kontrastiert
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(Richardson et al., 1960). Hierfiir wurden die Schnitte zundchst 20 min auf einen
Tropfen 2%iger Uranylacetatlosung inkubiert, mit H O gespiilt, um dann ein
zweites Mal 7 min in Bleicitrat (0,04%) kontrastiert zu werden. Nach
abschlieBender Spiilung mit H,O wurden die Netze mit Hilfe eines EM 902 (Zeiss,
Oberkochen) und der MetaMorph 6.31r7 Software (Universal Imaging Corp., West
Chester, Pennsylvania, USA) analysiert.

2.2.3.8 Elektrophysiologie

Fiir die elektrophysiologische Registrierung von Membranstromen an mit
pDynamitin-EGFP (Palazzo ef al., 2001) transfizierten hippokampalen DIV10
Neuronen (vgl. 2.2.3.2, 2.2.3.3) wurde die Ganzzellkonfiguration der patch-clamp
Technik (Hamill ef al., 1981) in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. J.R. Schwarz
(ZMNH) angewendet. Zur Stimulation und Datenaufzeichnung wurde die Pulse
8.65 Software (HEKA Elektronik, Lambrecht/Pfalz) in Kombination mit einem
EPC9 patch-clamp Verstirker angewendet. Die bei RT gewonnenen Daten wurden
bei 9 kHz tiefpassgefiltert. Die mit Sigmacote (Sigma, Taufkirchen) beschichteten
Pipetten aus Borsilikatglas wurden mit einer Pipettenldsung (120 mM K-Glukonat,
8 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 0,5 mM CaCl,, 5 mM EGTA, 10 mM HEPES, 14 mM
Phosphokreatin, 2 mM Mg-ATP, 0,3 mM Na-GTP, pH 7,3) gefiillt und die
mEPSCs bei einem Haltepotential von E = -80 mV aufgenommen. Dabei betrug der
Pipettenwiderstand in der Pipettenldsung 3-4 MQ. Bei der Registrierung der
synaptischen Strome wurde eine extrazelluldre Losung verwendet, die sich wie
folgt zusammensetzte: 143 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,8 mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 10
mM HEPES, 5 mM (D)-Glukose, pH 7,3. Dabei wurden 0,5 uM TTX und 20 uM
Bicucullin hinzugefiigt, um Na'-Strome und damit Aktionspotentiale sowie
GABA-Rezeptor vermittelte Strome zu blockieren.

2.2.4 Quantitative Analyse und Statistik

Zur Quantifizierung wurden die Programme ImageJ 1.38v (National Institues of
Health, Bethesda, Maryland, USA) und MetaMorph 6.3r7 (Universal Imaging
Corp., West Chester, Pennsylvania, USA) verwendet. Die Verarbeitung der
Rohdaten sowie die statistische Analyse durch Mittelwerte, Standardabweichung
und p-Werte nach student’s t-test geschah mit dem Programm Excel (Microsoft,
Miinchen).
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Das transmembrane Zelladhdsionsprotein Neuroligin 1 (NLG1) ist in der
postsynaptischen Dichte iliber die Bindung an PSD-95 verankert und bildet
zusammen mit Neurexin in der prdsynaptischen Membran einen heterophilen,
transsynaptischen Komplex. Wichtige Funktionen von NLG umfassen die
Synapsenentwicklung und -reifung sowie die Spezifizierung des exzitatorischen
und inhibitorischen Synapsenverhiltnisses (Prange et al., 2004, Dean et al., 2006).
Vor diesem Hintergrund wird deutlich, dass die prizise NLG-Lokalisation und
NLG-Konzentration fiir funktionale neuronale Netzwerke von Bedeutung sind.
Dabei spielt die Frage, ob und wie NLG transportiert wird, eine entscheidende
Rolle fiir dessen subzelluldre Lokalisation.

In dieser Arbeit wurde das Zelladhdsionsprotein NLG1 beziiglich seiner Mobilitét
untersucht. Dabei wurde ein retrograder und anterograder Neuroligin-
Transportkomplex identifiziert und funktionell charakterisiert. Dariiber hinaus
konnten aktivitdtsabhdngige Mechanismen hinsichtlich der Regulation von NLG
identifiziert und mit NLG-Transportprozessen in Verbindung gebracht werden.

3.1  Retrograder Transport von Neuroligin 1

In Vorarbeiten konnte der Kotransport des postsynaptischen Geriistproteins PSD-95
mit dem retrograden Motorprotein Dynein beobachtet werden (AG Kneussel,
ZMNH, personliche Mitteilung). Diese beiden Proteine bilden einen Transport-
komplex, welcher immunzytochemisch, biochemisch und zusitzlich mittels Time-
lapse Videomikroskopie belegt werden konnte. Verschiedene Motoren interagieren
iiber postsynaptische Geriistproteine als Adaptoren mit transmembrandsen
Proteinen wie etwa Neurotransmitterrezeptoren, die innerhalb dieses Transport-
komplexes zur Synapse transportiert werden (Maas et al. 2006, Setou et al. 2002).
Da PSD-95 mit Neuroligin in der postsynaptischen Dichte (PSD) interagiert, stellte
sich die Frage, ob NLG als Bestandteil dieses Dynein/PSD-95-Transportkomplexes
mobilisiert wird. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde eine initiale
Koimmunprézipitation durchgefiihrt, deren Ergebnis Neuroligin 1 oder 3 im
Komplex mit PSD-95 und Dynein vermuten lie8. Unterstiitzt wurde dies aulerdem
durch immunzytochemische Kolokalisationsstudien. Diese Daten dienten als
Ausgangspunkt fiir die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse.
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3.1.1  Kofraktionierung der Dynein Intermediaren Kette, PSD-95 und
Neuroligin 1/3

Fiir eine erste Analyse der Interaktion von PSD-95, Dynein und Neuroligin wurde
zundchst untersucht, ob diese Proteine in gleichen Zellfraktionen kosedimentieren.
Hierfiir wurden Gehirnextrakte differentiell zentrifugiert, um einzelne
Organellfraktionen anzureichern (Saito et al., 1997, vgl. 2.2.2.6). Von Interesse war
hierbei die P3-Fraktion, welche mit Vesikeln, kleinen Zellorganellen und
Proteinkomplexen angereichert ist und durch dreistufige Zentrifugation bei 1.000 x
g, 10.000 x g und 100.000 x g gewonnen wird. Bei 1.000 x g (PI) pelletieren
Zellkerne, Mitochondrien und grofle Zelltrimmer. Im Pellet der P2-Fraktion
(10.000 x g Zentrifugation) préazipitieren kleine Mitochondrien, grof3e
Zellmembrantriimmer und groBe vesikuldre Zellorganellen. Die erhaltene P3-
Fraktion wurde nun mit 2 M Saccharose/01,% Triton-X-100 gelost, auf einen
Saccharosegradienten von 0,3 — 2 M geladen und iiber Nacht zentrifugiert.
Hierdurch werden Molekiile aufgrund ihrer Schwebedichte getrennt. Die Proben
der einzelnen Fraktionen unterschiedlicher Dichte wurden anschlieBend durch SDS-
PAGE und Western Blot analysiert. Im Dichtebereich von 1 M zeigten NLG1/3,
PSD-95 und Dynein Intermediére Kette (DIC) die stirkste Signaliiberlappung (Abb.
3.1). Bei DIC handelt es sich um einen Bestandteil des Dynein-Motorkomplexes,
welcher hier durch gegen DIC gerichtete Antikorper visualisiert werden konnte.
Die Detektion von NSF (N-Ethylmaleimid-sensitiver Faktor) erfolgte, um in allen
Fraktionen das Vorhandensein von Proteinen zu gewéhrleisten.
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Abb. 3.1: Kofraktionierung von NLG, PSD-95 und Dynein.
Saccharosedichtegradientenzentrifugation mit durch differentielle Zentrifugation gewonnenem P3-
Pellet. NLG1/3, PSD-95, DIC und SNX4 kosedimentierten. NSF diente als Kontrolle.

Dynein ist in endosomalen Sortierungs- und Transportprozessen involviert. Dies
wird liber die Bindung von der Dynein leichten Kette 1 (DLC) iiber das WW-
Doménen enthaltende Protein KIBRA an SNX4 (Sorting Nexin 4) erreicht (Traer et
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al., 2007, Driskell et al., 2007). Sorting Nexins (SNX) umfassen eine
Proteinfamilie, die in der Sortierung von Proteinen in Endozytoseprozessen
involviert ist. Da SNX4 iiber KIBRA und DLC den Transport vom frithen Endosom
zum Recycling-Endosom vermittelt, wurde auch ein gegen SNX4 gerichteter
Antikorper zur Analyse des Kosedimentationsexperiments benutzt. Daraus ergab
sich, dass SNX4 in gleichen Fraktionen mit PDS-95, NLG1/3 und Dynein
kosedimentiert. Dies konnte auf einen SNX4, Dynein und PSD-95 vermittelten
Endozytoseprozess von NLG1/3 hindeuten.

3.1.2 Koimmunprazipitation der Dynein Intermediaren Kette und
PSD-95 mit Neuroligin 1

Im Rahmen von Vorarbeiten konnten in einer Immunprizipitation mit DIC-
spezifischen Antikorpern und P3-Extrakten PSD-95 und NLG koprézipitiert
werden, wobei aber nicht gekldrt wurde, um welche spezifische NLG-Isoform es
sich handelt (AG Kneussel, ZMNH, personliche Mitteilung). Um dieser
Fragestellung nachzugehen, wurde folgender Versuch durchgefiihrt.

Fir die in Abbildung 3.2 dargestellte Immunprazipitation wurden P3-
Rattengehirnextrakte verwendet, welche mit Transportvesikeln angereichert sind
(vgl. 3.1.1) und mit 0,5% Triton-X-100 versetzt wurden. Dadurch konnten
Vesikelmembranen aufgeldst werden, wodurch die Anreicherungen von intakten
Vesikeln im Prézipitat vermieden und die spezifische Interaktion von Proteinen in
einem Komplex durch Protein-Protein-Wechselwirkungen gewihrleistet werden
konnen. Die Immunprizipitation mit NLG1 spezifischen Antikdrpern ergab eine
Koprézipitation von NLGI, PSD-95 und DIC. Unspezifische Maus-
Immunglobuline dienten als Negativkontrolle und zeigten keine Prézipitation
obiger Proteine. Auch die Detektion von KIF5C, einem anterograden Mikrotubuli-
basierten Motor, war negativ (Abb. 3.2). Anhand dieser Immunprézipitation konnte
die spezifische Interaktion von NLG1 mit dem bereits bekannten PSD-95 und
Dynein-Transportkomplex gezeigt werden.
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Abb. 3.2: Koimmunprazipitation der Dynein Intermedidren Kette und PSD-95 mit NLG1.

Die Immunprazipitation von NLG1 mit spezifischen gegen NLG1 gerichteten Antikdrpern, aber nicht
mit unspezifischen Maus-Immunglobulinen (IgG) als Kontrolle erfolgte mit P3-Extrakten aus
Rattengehirnen. Die Detektion mit gegen PSD-95 und DIC gerichteten Antikérpern zeigte eine
Koprazipitation dieser Proteine. Ein anterograder Motor (KIF5C) wurde nicht koprazipitiert und diente
als zusatzliche Kontrolle. Input: P3-Rattengehirnextraki.

3.1.3 Koimmunprazipitation von Neuroligin 1 und Dynein Inter-
mediarer Kette mit Hilfe von Extrakten von PSD-95-mutierten
Mausen

Zur genaueren Untersuchung des retrograden Transportkomplexes wurde eine
Immunprézipitation mit gegen Dynein Intermedidre Kette (DIC) gerichteten
Antikorpern und P3-Extrakten von adulten Wildtypméusen und PSD-95-mutierten
Tieren durchgefiihrt (Abb. 3.3 A). In den PSD-95-mutierten Miusen sind die ersten
beiden PDZ-Domainen noch funktionell, nur die dritte PDZ-Doméne iiber welche
NLG mit PSD-95 interagiert, fehlt. Die deletierte PSD-95-Mutante lokalisiert nicht
mehr in synaptischen Membranen oder postsynaptischen Dichten (Irie et al., 1997,
Migaud et al., 1998).
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Abb. 3.3: Koimmunprazipitation von PSD-95 und NLG1/3 mit DIC in PSD-95-mutierten
Mausen.

A P3-Extrakte von Wildtyptieren und PSD-95-mutierten Mausen wurden fir die Immunprazipitation
mit gegen DIC gerichteten Antikérpern eingesetzt. Input: P3-Extrakt von PSD-95-mutierten Mausen
oder Wildtypen. Die Detektion von DIC und Neuroligin 1/3 zeigte eine Koprazipitation von NLG in
DIC-Prazipitaten unabhangig vom Genotyp. PSD-95 wurde in PSD-95-mutierten Tieren nicht
préazipitiert. B Sowohl in Wildtyptieren als auch in PSD-95-mutierten Mausen waren Mitglieder der
MAGUK-Familie PSD-93, SAP97 und SAP102 in vesikelangereicherten Fraktionen (P3) detektierbar.

Aus Extrakten von Wildtypméausen wurde im Gegensatz zu Extrakten von PSD-95-
mutierten Méausen PSD-95 prizipitiert, wohingegen NLG1/3 aus Extrakten beider
Genotypen mit DIC koprézipitiert werden konnte. Dies deutet darauthin, dass PSD-
95 kein essentieller Bestandteil des NLG-Transportkomplexes ist oder dass die
PSD-95 Funktion von anderen Proteinen tibernommen werden kann, um so das
Fehlen von PSD-95 zu kompensieren. Da andere Mitglieder der sehr homologen
MAGUK-Familie, zu der auch PSD-95 zéhlt, in der vesikelangereicherten Fraktion
(P3) sowohl von Wildtypmdusen als auch von PSD-95-mutierten Tieren
nachweisbar waren (Abb. 3.3 B), konnten diese eine potentielle Adaptorfunktion
von PSD-95 tibernehmen. Diese Hypothese konnte durch eine Immunprizipitation
mit DIC-spezifischen Antikdrpern unterstiitzt werden, da im DIC-Prézipitat SAP97,
ein Mitglied der MAGUK-Familie, koprézipitierte (Abb. 3.4).

Abb. 3.4: Koimmunprazipitation des PSD-95 Homologs SAP97 mit Dynein Intermediérer Kette.
Durch Immunprazipitation mit DIC-spezifischen Antikérpern und P3 vesikelangereicherten
Gehirnextrakten von Wildtypmausen konnte SAP97 koprazipitiert werden.
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3.1.4 Internalisierung von Neuroligin 1 in HEK293-Zellen und
kultivierten hippokampalen Neuronen

Da Dynein eine Rolle bei endosomalen Sortierungs- und Transportprozessen
zugeschrieben wird (Traer ef al., 2007), wurde in den folgenden Experimenten
untersucht, ob Dynein eine Rolle bei Internalisierungsvorgéingen von NLG1 in
HEK?293-Zellen und Primérkulturen hippokampaler Neurone innehilt. Auflerdem
wurde die Interaktion von PSD-95 und NLG1 sowie deren Bedeutung bei NLG1-
Internalisierungsprozessen analysiert. Hierzu wurden die Zellen mit pmyc-NLG1
transient transfiziert. Das an der Zelloberfliche der HEK293-Zellen lokalisierte
NLGI1 wurde mittels einer Lebendzellfarbung am néchsten Tag durch einen gegen
myc-gerichteten Antikdrper markiert und bei 37°C fiir 2 h inkubiert. Daraufhin
wurde myc-NLG1 an der Oberfliche mit einem CY5™ gekoppelten Sekundir-
antikorper (blau) immungeféarbt. Nach der Fixierung und Permeabilisierung der
Zellen erfolgte die Inkubation mit einem CY3™ gekoppelten Sekundirantikérper
(rot), um internalisiertes NLG1 zu visualisieren. Ein Modell zur Versuchsiibersicht
ist in Abbildung 3.5 dargestellt.

Unter Normalbedingungen (Kontrolle) wurde NLG1 sowohl in HEK293 (54,5 +
0,88% Internalisierung, nzeien=608, Nexperimen=4; Abb. 3.6 A) als auch in
kultivierten hippokampalen Neuronen internalisiert (16,45 + 1,74 internalisierte
Partikel/Soma, nzeiien=22, NExperimen=3; Abb. 3.6 B). Durch die Applikation von 350
mM Saccharose konnen Endozytosevorginge inhibiert werden (Kittler ez al., 2000).
Dies fiihrte zu einem Riickgang der NLGI-Internalisierung (0,18 £+ 0,07%
Internalisierung in HEK293-Zellen, nzciien=384, Nexperimen=3, pP<0,0001; 1,00 + 0,19
internalisierte Partikel/Soma in hippokampalen Primérkulturen, nzenen=17,
NExperiment=3, P<0,0001).
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Abb. 3.5: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs zur Analyse von NLG1-
Internalisierungsprozessen.

A In HEK293-Zellen oder hippokampalen Primarkulturen wurde NLG1 an der Oberflache blau
visualisiert und internalisiertes NLG1 rot (Kontrollsituation). B Durch Uberexpression von Dynamitin-
EGFP (grtin) wurde der Dynein-Transport inhibiert und weniger NLG1 internalisiert. C Interferenz mit
der PSD-95/NLG1 Interaktion reduzierte die NLG1-Internalisierung ebenfalls (a: Uberexpression von
GFP-PSD-95(256-398) (griin); b: Uberexpression einer NLG1-Mutante ohne PDZ-Bindedomane
NLG1AC-term (blau)).

Die Blockade des dyneinbasierten Transports durch Dynamitin-EGFP-
Uberexpression reduzierte die myc-NLG1-Internalisierung auf 13,37 = 1,01%
Internalisierung in HEK293-Zellen (nzeen=366, Ngxperimen=3, p<0,0001) und auf
4,53 + 0,62 internalisierte Partikel pro Soma in hippokampalen Primérkulturen
(nzelien=15, NExperiment=3 Experimenten, p=0,0003). Wurde die Interaktion zwischen
PSD-95 und NLG1 durch Uberexpression der PDZ3-Bindedomine von PSD-95
(GFP-PSD-95(256-398)) kompetitiv beeintrdchtigt, nahm die NLGI-
Internalisierung in HEK293-Zellen auf 14,12 + 0,85% (nzeiien=3 14, NExperiment=3,
p<0,0001) und in hippokampalen Primérkulturen auf 4,41 £+ 0,60 internalisierte
Partikel pro Soma ab (nzeien=29, Nexperimen=3, p<0,0001). Durch die Expression
einer NLG1-Mutante ohne PDZ-Bindedomédne (NLG1AC-term.), konnte keine
Interaktion mit PSD-95 oder anderen PDZ-Doméinen enthaltenden Proteinen
stattfinden. Die Folge war ein Riickgang der NLG1-Internalisierung (8,38 + 0,88%
Internalisierung in HEK293-Zellen, nzciien=383, Nexperimen=3, p<0,0001; 1,60 + 0,48
internalisierte Partikel/Soma in hippokampalen Primérkulturen, nzeye,=21,
NExperimen=0, P<0,0001). Die Quantifizierungen sind in Abbildung 3.6 C-F
dargestellt.
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Abb. 3.6: Quantitative Analyse der myc-NLG1-Internalisierung in HEK293-Zellen und
kultivierten hippokampalen Neuronen.

Die Analyse der NLG1-Internalisierung in HEK293-Zellen ist in A oder in kultivierten hippokampalen
Neuronen (DIV10) in B dargestellt. In mit pmyc-NLG1 transfizierten HEK293-Zellen oder kultivierten
hippokampalen Neuronen (DIV10) wurde an der Oberflache lokalisiertes myc-NLG1 in blau
visualisiert, internalisiertes NLG1 in rot (Kontrolle). Myc-NLG1-Internalisierung wurde durch die
Anwesenheit von Saccharose verhindert. Stérung des dyneinbasierten Transports durch Dynamitin-
EGFP-Uberexpression verringerte die myc-NLG1-Internalisierung. Dies ist ebenfalls durch die
kompetitive Beeintrachtigung der NLG1-PSD-95 Interaktion durch PSD-95(256-398)-Expression oder
durch das Fehlen einer PDZ-Bindedoméne in NLG1-Mutanten (NLG1AC-term.-Expression) zu
erkennen. Im Fall der kultivierten hippokampalen DIV10 Neurone ist der griine Kanal zur besseren
Ubersicht nicht dargestellt worden. C+E Quantifizierung von internalisiertem myc-NLG1 in HEK293-
Zellen, D+F Quantifizierung von internalisiertem myc-NLG1 in kultivierten hippokampalen Neuronen
(DIV10). GroRenbalken HEK293-Zellen: 20 um, Neurone: 8 um.

Die Verwendung von CY5™ gekoppelten Fab-Fragmenten als Sekundirantikérper
diente dazu, eine eventuelle durch IgG-Sekundérantikdrper induzierte artifizielle
Internalisierung zu iiberpriifen (Abb. 3.7). Dies war nicht zu beobachten, da sich
kein Unterschied beziiglich der NLG1-Internalisierung in HEK293-Zellen zeigte
(Abb. 3.7 B; IgG-Sekundirantikorper: 90,13 £+ 1,16 % Internalisierung, nzeen=580,
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NExperiment=3; Fab-Sekundérantikorper: 91,70 + 1,05 % Internalisierung, nzeiea=612,
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Abb. 3.7: Einfluss von Fab-Fragmenten als Sekundéarantikérper auf die Internalisierung von
myc-NLG1 in HEK293-Zellen.

A In mit pmyc-NLG1 transfizierten HEK293-Zellen wurde an der Oberflache lokalisiertes myc-NLG1
entweder mit CY5™ gekoppelten Sekundarantikérpern (IgG) (Kontrolle) oder cys™ gekoppelten Fab
Fragmenten als Sekundarantikdrper visualisiert. Es zeigte sich kein Unterschied beziiglich der myc-
NLG1-Internalisierung. B Quantifizierung von A, blau: an der Oberflache lokalisiertes myc-NLG1; rot:
internalisiertes myc-NLG1, GroRRenbalken: 20 um.

Im Falle der NLG1-Internalisierung in HEK293-Zellen war anzunehmen, dass ein
endogenes PDZ-dominenhaltiges Protein die Funktion von PSD-95 {ibernimmt, da
unter Kontrollbedingungen NLG1 in HEK293-Zellen internalisiert werden konnte,
ohne dass PSD-95 exprimiert wurde. Zur Uberpriifung der Expression von PDZ-
dominenhaltigen Proteinen in HEK293-Zellen wurde ein Zelllysat per Western
Blot mit einem gegen pan-PDZ gerichteten Antikorper analysiert. Da diese Doméne
ubiquitdr verbreitet ist, zeigte der Western Blot die Expression diverser PDZ-
dominenhaltiger Proteine in HEK293-Zellen (Abb. 3.8). Durch die Uberexpression
der PSD-95 PDZ3-Domine konnte die Internalisierungsrate reduziert werden (Abb.

3.6), wodurch die funktionelle Bedeutung der PDZ-Doméne gezeigt werden konnte.

HEK293-Zelllysat
kDa

150 —
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Abb. 3.8: HEK293-Zellen exprimieren PDZ-doménenhaltige Proteine.

Gezeigt ist eine Western Blotanalyse eines HEK293 Gesamtzelllysats nach einer Zentrifugation bei
1.000 x g. Die Detektion mit einem gegen pan-PDZ-Doméanen gerichteten Antikérper zeigte die
endogene Expression von verschiedenen Proteinen mit PDZ-Doméanen.

Im Folgenden wurde die Oberflichenlokalisation von myc-NLG]1 analysiert. Hierzu
wurden die Oberflichenproteine von HEK293-Zellen durch Biotinylierung

markiert, anschlieBend mit Streptavidin gekoppelten Beads prizipitiert und iiber
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Western Blot-Analysen sowie der Software Image] 1.38v analysiert. Als
Ladekontrolle diente die Detektion des Zelladhisionsmolekiils pan-Cadherin.

Wurde NLGI1 internalisiert, nahm dessen Oberflachenlokalisation ab (Abb. 3.9
A+C: 0,56 £ 0,25 relative Intensitét, n=5). Die Koexpression von Dynamitin-EGFP
oder GFP-PSD-95(256-398) erhohte die NLG1-Signale an der Oberfldche auf 1,52
+ 0,28 relative Intensitdt (Dynamitin-EGFP: n=4, p=0,038) oder auf 1,73 + 0,28
relative Intensitidt (GFP-PSD-95(256-398): n=4, p=0,018). Die Lokalisations-
analyse einer NLG1-Mutante an der Zelloberfliche (NLG1AC-term.; Abb. 3.9
B+D) zeigte ebenfalls einen signifikanten Anstieg der NLG1-Oberflachensignale
(Kontrolle: 0,68 + 0,29 relative Intensitdt, n=4; Mutante: 2,24 + 0,23 relative
Intensitét, n=4, p=0,005).
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Abb. 3.9: Quantitative Analyse der NLG1 Oberflachenlokalisation in HEK293-Zellen.

Die Oberflachenlokalisation von myc-NLG1 wurde durch Biotinylierung und anschlieender
Streptavidin-Prazipitation analysiert. Dafiir wurden mit pmyc-NLG1 transfizierte HEK293-Zellen mit
pDynamitin-EGFP, PSD-95(256-398) kotransfiziert, biotinyliert, mittels Western Blot analysiert (A)
und quantifiziert (C). AulRerdem wurden HEK293-Zellen mit einer NLG1-Mutante ohne PDZ-
Bindedoméane (pNLG1AC-term.) transfiziert und wie in A und C analysiert (B+D). Blockade des
dyneinbasierten Transports durch Dynamitiniberexpression, kompetitive Beeintrachtigung der NLG1-
PSD-95 Interaktion durch PSD-95(256-398)-Expression oder das Fehlen einer PDZ-Bindedoméane in
NLG1-Mutanten (NLG1AC-term.-Expression) fiihrten zu einer Anreicherung von NLG1 an der

Zelloberflache.

Zusammengefasst zeigen die Daten in Abbildung 3.6-9 durch zwei verschiedene
Ansitze, dass NLG1 internalisiert wird. Die Internalisierung konnte durch die
Expression von Dynamitin-EGFP, PSD-95(256-398) oder NLG1AC-term. inhibiert
werden, woraus geschlossen werden kann, dass sie Dynein abhéngig ist und liber
die NLG1-PDZ-Bindedomine vermittelt wird. Neben Dynein und der NLG1-PDZ-
Bindedomine ist die Bindung von PSD-95 oder dessen Homologen an die NLG1-
PDZ-Bindedomine aullerdem fiir die NLG1-Internalisierung von Bedeutung. Dies
weist auf eine Rolle von PSD-95 als Adaptor zwischen NLGI1 und dem
Dyneinmotorkomplex hin.
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3.1.5 Retrograder Transport von Neuroligin 1

Zur Visualisierung der retrograden Bewegung von NLG1 wurden Time-lapse
videomikroskopische Experimente an lebenden kultivierten hippokampalen
Neuronen (Days in vitro 14, DIV14) durchgefiihrt. Hierzu wurden die Neurone mit
pGFP-NLGI1 transfiziert und am Tag darauf analysiert. Aktive Synapsen konnten
durch eine Farbung mit FM4-64 visualisiert werden (Abb. 3.10 B). Hierbei wird der
Farbstoff zusammen mit den durch ein Aktionspotential in den synaptischen Spalt
ausgeschiitteten Neurotransmittern von der priasynaptischen Seite aufgenommen
und kennzeichnet so aktive prasynaptische Endigungen. Eine Bewegung in
Richtung des Zellsomas (retrograd) konnte sowohl in Dendriten (Abb. 3.10 A) als
auch in innervierten dendritischen Dornen (Spines) (Abb. 3.10 B) fiir GFP-NLG1-
Partikel beobachtet werden. Dabei wurde eine maximale Geschwindigkeit der GFP-
NLGI1-Partikel von 0,11 + 0,02 um/s ermittelt. Insgesamt bewegten sich GFP-
NLG1-Partikel zu 52,6% in retrograde Richtung. Eine Fluoreszenz-
intensititsmessung des Spines in Abbildung 3.10 B ergab eine Abnahme der
Fluoreszenz innerhalb des Spine-Kopfes von 100% zum Zeitpunkt 0, auf 60,32%
zum Zeitpunkt 10s und 72,88% zum Zeitpunkt 20s. Dies ist erkldrbar mit der
retrograden Mobilisierung eines GFP-NLG1-Partikels aus dem Spine heraus in
Richtung des Dendritens. Allerdings fiihrte die Entfernung des GFP-NLGI-
Partikels nur zu einer Abnahme und nicht zum vollstdndigen Verlust der GFP-
NLGI1 Lokalisation.
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Abb. 3.10: Retrograde Bewegung von NLG1.

Time-lapse Videomikroskopie von mit pGFP-NLG1 transfizierten kultivierten hippokampalen
Neuronen (DIV14). A Ein mobiles GFP-NLG1 Partikel bewegte sich retrograd in Richtung einer
dendritischen Verzweigung (Pfeilkopf). Immobile GFP-NLG1 Partikel sind mit Pfeilen dargestellt.
GroRenbalken: 8 um. B In rot sind aktive prasynaptische Endigungen durch Farbung mit FM4-64
dargestellt. Der griine Kanal eines Spines (Klammer) ist vergroRert im rechten Teil der Abbildung
hervorgehoben. Ein GFP-NLG1 Partikel bewegte sich retrograd aus einer aktiven Synapse heraus in
Richtung Dendrit (Pfeil). GroRenbalken: 1,5 um. C Quantifizierung der Fluoreszenzintensitat pro
Flache in einem Spine-Kopf (weille Kreise) des im rechten Teil von B dargestellten Spines zeigte

eine Abnahme der Signalintensitat. Der rote Pfeil zum Zeitpunkt 0 markiert den mobilen GFP-NLG1
Partikel am Anfang seiner Bewegung.
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3.1.6 Visualisierung des retrograden Kotransports von Neuroligin 1
und Dynein Intermediare Kette

Zur Visualisierung des oben beschriebenen retrograden NLG1-Transportkomplexes
wurden Time-lapse videomikroskopische Experimente an lebenden kultivierten
hippokampalen Neuronen (DIV14) durchgefiihrt, die mit pGFP-NLG1 und pmRFP-
DIC kotransfiziert wurden. Zuvor konnte in Vorarbeiten bereits der Kotransport
von EGFP-PSD-95 und mRFP-DIC demonstriert werden (AG Kneussel, ZMNH,
personliche Mitteilung). Retrograd komigrierende Partikel von GFP-NLGI und
mRFP-DIC konnten in Dendriten und aus Spines heraus mit Maximal-
geschwindigkeiten von 0,05 £ 0,01 wm/s identifiziert werden (Abb. 3.11 A,
Pfeilkopfe; Abb. 3.11 B+C, Partikel 1, Pfeile). Wie in Abbildung 3.10 beobachtet,
fithrte auch hier die Entfernung von GFP-NLGI Partikeln nicht zum vollstdndigen
Verlust des GFP-NLG1-Signals im Spine. Einzelne GFP-NLGI Partikel kdnnen
also retrograd durch mRFP-DIC transportiert werden und bestdtigen dadurch
funktional den retrograden Transportkomplex bestehend aus NLG1, PSD-95 und
DIC (Abb. 3.1-3.9).
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Abb. 3.11: Kotransport von GFP-NLG1 und mRFP-DIC in kultivierten hippokampalen
Neuronen.

Time-lapse Video von mit pGFP-NLG1 und pmRFP-DIC kotransfizierten kultivierten hippokampalen
Neuronen (DIV14). A Dargestellt sind die einzelnen Kanale fir GFP-NLG1 (griin) und mRFP-DIC
(rot). Ein mobiles GFP-NLG1 Partikel wurde durch ein mRFP-DIC-Partikel retrograd entlang eines
Dendriten kotransportiert (Pfeilkdpfe). Ein immobiler Transportkomplex aus GFP-NLG1 und mRFP-
DIC ist mit Pfeilen dargestellt. GroRenbalken: 2,5 um. B Analoges Experiment wie in A. Ein GFP-
NLG1 Partikel (grin) wurde durch ein mRFP-DIC-Partikel (rot) aus einem Spine retrograd
kotransportiert (1). Ein zweites mRFP-DIC-Partikel (2) erschien zum Zeitpunkt 15 s unabhéngig von
GFP-NLG1. GroRenbalken: 1,5 um. C In der VergréRerung des Partikels 1 aus B ist der Transport
des GFP-NLG1-mRFP-DIC Komplexes vom Spine-Kopf, durch den Spine-Hals zum Dendriten durch
Uberlagerung beider Kanéle dargestellt.
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3.1.7 Analyse der Synapsenzahl in Dynamitin Uberexprimierenden
Mausen

Da NLG1 und PSD-95 als Komplex mit Dynein transportiert werden und NLG1
iiberdies auch von Dynein abhdngig internalisiert wird, sollte im Folgenden der
Einfluss einer Inhibition von Dynein-Transportprozessen in vivo auf Synapsen
analysiert werden. Dafiir konnte auf eine transgene Mauslinie aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Holzbaur (University of Pennsylvania, USA)
zuriickgegriffen werden, welche Flagepitop-markiertes Dynamitin unter einer
Thyl.2-Promotorkassette exprimiert. Dieses Promotorfragment fiihrt zu einer
mosaischen postnatalen Expression, die spezifisch in Neuronen stattfindet
(LaMonte et al., 2002, Caroni et al., 1997). Der Dyneinmotorkomplex besitzt u.a.
eine Multiproteinuntereinheit, Dynaktin, welche zur Prozessivitit, Effizienz und
Cargo-Bindung des Motors notwendig ist (Waterman-Storer et al., 1995,
Waterman-Storer ef al., 1997, King et al., 2000). Dynamitin wiederum ist eine
Untereinheit des Dynaktin-Komplexes und fiihrt bei einer Uberexpression zur
Dysfunktion dieses Komplexes, welches in einer Inhibition des Dynein-basierten
Cargo-Transports resultiert (Echeverri et al., 1996, Burkhardt et al., 1997). Da
funktionelles Dynein eine wichtige Rolle fiir die neuronale Entwicklung innehalt
(Reddy et al., 1997, Murphey et al., 1999), ist die Verwendung eines Promotors,
der ausschlieBlich postnatal exprimiert, essentiell. Unter der Thy1-Promotorkassette
wird Dynamitin ab P12 exprimiert (LaMonte et al., 2002).

Zunichst wurde die Expression von Dynamitin-Flag mit einer Flagfarbung und die
Zellzahl in den Dynamitin {iberexprimierenden Miusen mittels DAPI-Féarbung in
der AG Kneussel analysiert. DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der in AT-reiche
Regionen der DNA interkaliert und diese dadurch visualisiert. Da die Expression
von Dynamitin-Flag im Cerebellum weniger mosaisch ausfiel, wurde diese
Gehirnregion untersucht (AG Kneussel, ZMNH, personliche Mitteilung). In DAPI
gefarbten Cryostatgehirnschnitten von transgenen und Wildtyptieren konnte kein
Unterschied in der Zellzahl festgestellt werden (AG Kneussel, ZMNH, personliche
Mitteilung). Diese Voraussetzung war fiir die folgenden quantitativen Vergleiche
inhibitorischer und exzitatorischer Synapsen zwischen transgenen und Wildtyp-
méusen essentiell.

Cryostatgehirnschnitte des Cerebellums von adulten Wildtyp und Dynamitin
iiberexprimierenden Mdusen wurden beziiglich ihrer Zahl von exzitatorischen und
inhibitorischen Synapsen analysiert (AG Kneussel, ZMNH, personliche
Mitteilung). In der Anzahl der inhibitorischen Synapsen, welche durch Immun-
farbungen gegen GADG65/67 als prasynaptisches und Gephyrin als postsynaptisches
inhibitorisches Markerprotein dargestellt wurden, zeigte sich kein signifikanter
Unterschied. Auch in der Analyse der Gesamtfluoreszenz einer definierten
vermessenen Fliche (2500 um?®) zeigten sich keine signifikanten Abweichungen
zwischen Wildtyp und Dynamitin iiberexprimierenden Méusen (AG Kneussel,
ZMNH, personliche Mitteilung).
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Beim Vergleich von Immunfarbungen exzitatorischer Synapsen durch Markierung
von prasynaptischen Glutamattransportern (VGlut-Farbung) und postsynaptischen
AMPA-Rezeptoren (GluR 1-Féarbung) konnte hingegen festgestellt werden, dass die
Anzahl der exzitatorischen Synapsen signifikant reduziert war. Allerdings waren
die fiir die GluR1-Farbung erhaltenen Signalpunkte in transgenen Tieren grofer
und die Vermessung der Gesamtfluoreszenzsignale/2500 um?* zeigte keinen
Unterschied (AG Kneussel, ZMNH, personliche Mitteilung). Dies konnte auf
vergroferte Synapsen in Dynamitin iiberexprimierenden Méusen hindeuten.

Im Folgenden wurden zytosolische Extrakte von Gehirnen transgener und
Wildtypmaéuse préipariert und per Detektion von NLG, PSD-95 und prasynaptischen
Markerproteinen (VGlut, GAD65/67 oder Synapsin) im Western Blot analysiert.
Bei Synapsin handelt es sich um ein prasynaptisches Markerprotein, welches eine
Rolle bei der Neurotransmitterfreisetzung innehilt. Diese Analyse diente dazu,
Verdnderungen in der Genexpression von einer verdnderten Lokalisation dieser
Proteine zu unterscheiden. Sowohl NLG als auch PSD-95 waren unveridndert,
bezogen auf die Ladekontrolle Aktin. Desweiteren war kein Unterschied
hinsichtlich der VGlut, GAD65/67 oder Synapsin Proteinexpression zu erkennen.
Die erhaltenen Werte der Quantifizierung sind Tabelle 3.1 zu entnehmen.
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Abb. 3.12: Kontrolle der Proteinexpression synaptischer Proteine in zytosolischen Gehirn-
extrakten von Wildtyp und Dynamitin liberexprimierenden Tieren.

A Analyse von NLG1/3 und PSD-95 Proteinexpression. B Quantifizierung von A. C Analyse von
prasynaptischen Markerproteinen exzitatorischer und inhibitorischer Synapsen. D Quantifizierung von
C.
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Signal/Aktin relative Intensitat " "
(Experiment) (Gehirne)

WTpsp-95 3,08 £0,78 9 3
TGpsp-95 3,12+ 0,74 9 3
WTniG13 0,70 +£0,23 9 3
TGnis1/3 0,70 £ 0,39 9 3
WTvaiut 2,00 £ 0,38 9 3
TGvalut 2,00 £ 0,36 9 3
WTapesis7 1,52 £ 0,25 9 3
TGgapssie7 1,52+ 0,18 9 3
WT synapsin 1,19 £ 0,21 9 3
TGsynapsin 1,20 £ 0,18 9 3

Tabelle 3.1: Quantifizierung der zytosolischen Gehirnextrakte von Wildtyp und Dynamitin
liberexprimierenden Mausen.

Die reduzierte Anzahl exzitatorischer Synapsen (AG Kneussel, ZMNH, personliche
Mitteilung) konnte im Rahmen dieser Arbeit auf ultrastruktureller Ebene analysiert
und verifiziert werden. Dafiir wurden in der Servicegruppe Morphologie des
Zentrums fiir molekulare Neurobiologie (ZMNH) elektronenmikroskopische (EM)
Aufnahmen adulter Dynamitin liberexprimierender Miduse angefertigt. Die
Quantifizierung asymmetrischer (exzitatorischer) Synapsen ergab eine signifikant
reduzierte exzitatorische Synapsenzahl fiir Dynein-Transport-defiziente Méuse
(Abb. 3.13 A+B; WT: 3,55 £ 0,08 asymmetrische Synapsen in 308 Regionen a 14,5
um?, nriee=3; TG: 3,17 + 0,12 asymmetrische Synapsen in 326 Regionen a 14,5
um?, nriee=3). Die Anzahl der symmetrischen (inhibitorischen) Synapsen hingegen
war unverdndert (Abb. 3.13 C; WT: 0,08 + 0,02 in 308 Regionen (14,5 umz),
Nriere=3; TG: 0,12 £ 0,02 in 326 Regionen (14,5 um?), nriee=>3). Hiermit konnten
die fritheren immunhistochemisch gewonnenen Daten auf ultrastruktureller Ebene
verifiziert werden.
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Abb. 3.13: Ultrastrukturelle Analyse der exzitatorischen und inhibitorischen Synapsenzahl in
Wildtyp und Dynamitin liberexprimierenden Mausen.

A Elektronenmikroskopische Analyse von Cerebella-Gehirnschnitten 12 Monate alter Wildtyp und
Dynamitin Uberexprimierender Mause. GrofRenbalken: 500 nm, rote Kreuze symbolisieren
asymmetrische Synapsen. B Quantifizierung von A. Die Anzahl der asymmetrischen Synapsen nahm
in transgenen Tieren ab. C Quantifizierung von inhibitorischen Synapsen.

3.1.8 Elektronenmikroskopische Untersuchung von PSD-Lange und
Spine-KopfgroRe in Dynamitin tiberexprimierenden Mausen

Durch biochemische Vorarbeiten in der AG Kneussel konnte in postsynaptischen
Dichten transgener Dynamitin liberexprimierender Méuse eine Anreicherung von
NLG und PSD-95 festgestellt werden. Andere transmembrandse Proteine wie N-
Cadherin und die AMPA-Rezeptoruntereinheit GluR1 sowie submembrandse
Proteine wie nNOS (neuronale NO-Synthase) zeigten hingegen keinen Unterschied
(Daten nicht gezeigt). Da bekannt ist, dass die Spine-Kopfgroe proportional zum
PSD-95-Gehalt ist (Gray et al., 2006) und um weiterhin den Einfluss der PSD-95
und NLG-Anreicherung an postsynaptischen Dichten zu untersuchen, wurden in der
Servicegruppe Morphologie des ZMNH EM-Aufnahmen der Dynamitin
iiberexprimierenden Miuse angefertigt. Diese wurden mit Hilfe des Programms
MetaMorph 6.3r7 beziiglich PSD-Linge und Spine-KopfgroBe quantitativ
ausgewertet (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: GroRere Postsynaptische Dichten und Spine-Képfe in Dynamitin iber-
exprimierenden Mausen.

Elektronenmikroskopische Analyse von cerebellaren Schnitten von adulten Wildtyp und Dynamitin
Uberexprimierenden Mausen. A+B Erhohte PSD-Langen an asymmetrischen Synapsen. Rot:
vermessene PSDs. C+D Erhohte Spine-Kopfgrofien an asymmetrischen Synapsen. Rot: vermessene
Spine-KopfgroRen. GroRenbalken: 100 nm.

Postsynaptische Dichten von Dynamitin iiberexprimierenden Midusen zeigten
signifikant erhohte PSD-Langen (Abb. 3.14 A+B; 398,01 + 8,03 nm, npsp=159,
Nriere=3, p<0,001) im Vergleich zu PSD-Lingen von Wildtypméausen (347,24 +
10,48 nm, npsp=130, nriere=3). Desweiteren konnte in den transgenen Tieren im
Vergleich zu Wildtypen eine Vergroferung der Spine-Kopfe festgestellt werden
(Abb. 3.14 C+D; WT: 136.346,28 + 9.526,82 nm’, Nspine-Kopre=102, NTiere=3; TG:
187.543,21 + 5.995,25 nmz, Npine-Kopte=119, Nriere=3, p<0,001). Zusammengefasst
zeigen die Daten der Synapsenanalyse in Dynein-Transport-defizienten Miusen im
Vergleich zu Wildtyptieren einen Einfluss auf die Struktur und Zahl (vgl. 3.1.7)
von exzitatorischen Synapsen.

3.1.9 Analyse der Synapsenzahl in mit pDynamitin-EGFP
transfizierten kultivierten hippokampalen Neuronen

Nach transgener Dynamitin Uberexpression konnte im Vergleich zu Wildtyptieren
eine Reduktion beziiglich der exzitatorischen Synapsenzahl bei gleichzeitigem
Anstieg der PSD-Lénge und Spine-Kopfgrofe festgestellt werden. Im Folgenden
wurden hippokampale Primirkulturen mit pDynamitin-EGFP transfiziert und die
Synapsenzahl immunzytochemisch analysiert. Dies diente als Kontrollvor-
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experiment fiir weitere elektrophysiologische Experimente (vgl. 3.1.10). Der
Vergleich der in vivo und in vitro Synapsenzahl sollte gewédhrleisten, dass der durch
Dynamitin verursachte Effekt in beiden Systemen dhnlich ist.

In mit pDynamitin-EGFP transfizierten Neuronen konnte ebenfalls eine signifikante
Reduktion von exzitatorischen Synapsenzahlen im Vergleich zu mit pEGFP
transfizierten Neuronen festgestellt werden (EGFP: 20,08 + 2,28 Signalpunkt/50
um Dendrit, Nexperimen™3, N50 ym Region=04; Dynamitin-EGFP: 8,92 + 1,33
Signalpunkte/50 wm Dendrit, Ngxperiment=3, D50 ym Region=83; p<0,0001). Die Anzahl
der exzitatorischen Synapsen wurde mittels Immunfluoreszenzfirbung von
prasynaptisch lokalisiertem Synaptophysin und postsynaptisch lokalisiertem PSD-
95 visualisiert (Abb. 3.15). Somit konnten die in vivo Daten (vgl. 3.1.7)
reproduziert werden, bei denen ebenfalls eine Reduktion von exzitatorischen
Synapsenzahlen festgestellt werden konnte.

Kontrolle

Punkte/50 pm Dendrit

Dynamitin-EGFP Expression

Abb. 3.15: Reduktion von Synapsenzahlen in mit pDynamitin-EGFP transfizierten hippo-
kampalen Primarkulturen.

A Immunfluoreszenzfarbung von DIV10 hippokampalen Primarkulturen mit gegen Synaptophysin
(blau) und PSD-95 (rot) gerichteten Antikérpern. Die Neurone wurden entweder mit EGFP (Kontrolle)
oder Dynamitin-EGFP transfiziert (griner Kanal ist nicht gezeigt). B Die Quantifizierung der
erhaltenen Signalpunkte/50 um Dendrit zeigte eine Reduktion in der Synapsenzahl in Dynamitin-
EGFP exprimierenden Zellen.

3.1.10 Elektrophysiologische Registrierung von Membranstromen in
mit pDynamitin-EGFP transfizierten kultivierten hippokampalen
Neuronen

Aufgrund der beobachteten Effekte beziiglich Synapsenzahl und Struktur in
Neuronen mit defizientem Dynein-Transport sollte die synaptische Transmission in
diesen Zellen analysiert werden. Dazu wurden Membranstrome an mit pDynamitin-
EGFP transfizierten hippokampalen DIV10 Neuronen mit Hilfe der
Ganzzellkonfiguration der patch-clamp Technik (Hamill et al., 1981) in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. J.R. Schwarz (ZMNH) elektrophysiologisch registriert.
Kontrollmessungen des Ruhepotentials und der Aktionspotentialamplitude ergaben
dhnliche Werte (vgl. Tabelle 3.2) fiir EGFP und Dynamitin-EGFP exprimierende
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hippokampale Neurone. Somit konnten neurotoxische Effekte beim Messvorgang
ausgeschlossen werden. Bei Messungen von miniature excitatory postsynaptic
currents (mEPSCs) in EGFP (Abb. 3.16 A) oder Dynamitin-EGFP (Abb. 3.16 B)
exprimierenden hippokampalen Neuronen war die mEPSC-Amplitude (Abb. 3.16
C, p<0,001) signifikant reduziert und die Inter-event Intervals signifikant erhoht
(Abb. 3.16 D, p<0,001) (vgl. Tabelle 3.2).

Die in mit pDynamitin-EGFP transfizierten hippokampalen DIV10 Neuronen
beobachtete Reduktion der exzitatorischen Synapsenzahl wirkt sich demnach auf
die synaptische Tansmission in Form einer reduzierten mEPSC-Amplitude und
mEPSC-Frequenz aus.
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Abb. 3.16: Elektrophysiologische Analyse von mit pDynamitin-EGFP transfizierten DIV10
hippokampalen Primarkulturen.

Messungen der registrierten mMEPSCs fiir EGFP exprimierende Kontrollzellen (A) oder Dynamitin-
EGFP exprimierende Neurone (B). Grofenbalken 10 pA; 1 s. C Die Quantifizierung der mEPSC
Amplituden von EGFP (Kontrolle) und Dynamitin exprimierenden Neuronen ergab eine signifikante
Reduktion der Amplitude in Dynamitin exprimierenden Neuronen. D Die Quantifizierung der Inter-
event Intervals zeigt einen signifikanten Anstieg in Dynamitin exprimierenden Neuronen.
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Ruhepotential | Aktionspotential- n n

[mV] Amplitude [mV] | (Zellen) | (Experimente)
EGFP -57,1+1.2 76,8+3.0 11 8
Dynamitin-EGFP -54,2+2.9 71,1454 9 8
EPSC-Amplitude Inter-event n n

[PA] interval [s] (Zellen) (Experimente)
EGFP -24,2+0.36 0,20+0.01 11 8
Dynamitin-EGFP -17,4+0.24 0,37+0.02 14 8

Tabelle 3.2: Ergebnisse der elektrophysiologischen Vermessung von Dynamitin iiber-
exprimierenden hippokampalen Primarkulturen.
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3.2 Anterograder Transport von Neuroligin 1

In biochemischen Vorarbeiten konnte der anterograde, in Dendriten angereicherte
Mikrotubulimotor KIF21B als Interaktionspartner von NLG1/3 in einer Immunprézipitation
mit vesikelangereicherten Gehirnextrakten (P3) identifiziert werden (AG Kneussel, ZMNH,
personliche Mitteilung). Diese Beobachtung fiihrte zu der Annahme, dass NLG1/3 innerhalb
eines anterograden Transportkomplexes vorliegt. Der potentielle Transportkomplex wurde in
der hier vorliegenden Arbeit weiter charakterisiert und funktional analysiert.

3.2.1 Anterograde Mobilisierung von Neuroligin 1

In Time-lapse Videomikroskopie-Experimenten mit GFP-NLG1 exprimierenden hippo-
kampalen Primérkulturen bewegte sich NLG1 sowohl retrograd (vgl. 3.1.5, 3.1.6) als auch
anterograd. Insgesamt wurden GFP-NLG1-Partikel zu 52,6% in retrograde Richtung (vgl.
3.1.5, 3.1.6) und zu 47,4% in anterograde Richtung transportiert. Als Maximal-
geschwindigkeit von GFP-NLG1 wurde 0,11 + 0,02 um/s ermittelt. Anterograder Transport
von NLGI konnte von DIV4 an beobachtet werden (Abb. 3.17). Dargestellt sind zwei kleine
GFP-NLG1-Partikel, die innerhalb von 2 min in anterograder Richtung einer dendritischen
Verzweigung transportiert wurden.
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—
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Abb. 3.17: Anterograder Transport von GFP-NLG1 in hippokampalen Primarkulturen.

A Dendrit eines GFP-NLG1 exprimierenden Neurons von DIV4 hippokampalen Primarkulturen. B Ausschnitt von
A (weiller Kasten). Pfeile zeigen GFP-NLG1 immobile Partikel in einem Dendrit. Pfeilkopfe markieren zwei GFP-
NLG1-Partikel, die in anterograde Richtung entlang eines weiteren Dendrits transportiert wurden. GréRenbalken:
2,5 um.

Desweiteren konnte GFP-NLG1-Transport in Spines hinein beobachtet werden (Abb. 3.18 A).
Gezeigt ist der Transport zweier GFP-NLG1-Partikel durch den Spine-Hals in den Spine-
Kopf. Quantifizierungen der Fluoreszenzintensitit des Spine-Kopfes (Abb. 3.18 B, weille
Kreise) ergaben eine Zunahme der Fluoreszenz von 100% als Ausgangswert zu 198,38% am
Ende der Messung (2,05 min).
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A S B

Zeit Flache Fluoreszenzintensitat
(h:min:s) [(Pixeleinheiten) (%)
00:00:00 2144 100,00
00:02:05 2144 198,38

Abb. 3.18: Anterograder Transport von GFP-NLG1 in Spines.

A GFP-NLG1 exprimierende hippokampale Primarkulturen an DIV10. Zwei mit Pfeilképfen markierte GFP-NLG1-
Partikel wurden in einen Spine hineintransportiert. GréoRenbalken: 1,5 um. B Die Quantifizierung der
Fluoreszenzintensitat pro Flache des Spine-Kopfes in A (weille Kreise) zeigt eine Zunahme der Signalintensitat
innerhalb von 2,05 min.

3.2.2 Koimmunprazipitation von KIF21B mit Neuroligin 1

Die in Vorarbeiten der AG Kneussel beschriebene Interaktion von KIF21B mit NLG1/3
wurde im Folgenden genauer analysiert. Dazu wurden durch differentielle Zentrifugation (vgl.
2.2.2.6) mit Vesikeln angereicherte Gehirnextrakte (P3) hergestellt und fiir
Koimmunprizipitationsexperimente eingesetzt (Abb. 3.19). Durch Prézipitationen mit
verschiedenen NLG-isoformspezifischen Antikorpern wurde die Spezifitit der KIF21B-NLG
Interaktion analysiert. KIF21B koprézipitierte spezifisch mit NLG1 (Abb. 3.19 A). Dies
konnte durch weitere Koimmunprizipitationen bestétigt werden, da die Koprézipitation mit
NLG1/3-Antikorpern zwar positiv (Abb. 3.19 C), die Koprézipitation mit NLG3 spezifischen
Antikorpern hingegen negativ war (Abb. 3.19 B). Ein weiterer anterograder Mikrotubulimotor
KIF5C koprézipitierte nicht mit NLG und diente als Negativkontrolle. Als weitere Negativ-
kontrolle dienten unspezifische Immunglobuline, welche weder NLG noch KIF21B oder
KIF5C prézipitierten.



3 Ergebnisse 87

Q
S~ S o
A S B §o
s £ 3 s L3
N N
kba < © & kDa g & §
120 — —~NLG 1/3 120 — o NG 13
180 — — KIF21B 180 — —KIF21B
10— —KIF5C 110 —| <= —KIF5C
(/]
RS
C SRS
<
kba & & &
120 — | - ™| -NGis
180 — | we—- —KIF21B
10 —| ~= — KIF5C

Abb. 3.19: Koimmunprézipitation von KIF21B mit NLG1.

A Koimmunprazipitation von KIF21B aber nicht KIF5C mit NLG1-spezifischen Antikdrpern. B Weder KIF21B noch
KIF5C koprazipitierten mit NLG3. C KIF21B kopréazipitierte mit NLG1/3 spezifischen Antikérpern, KIF5C hingegen
nicht. Unspezifische Immunglobuline (IgG) dienten als Negativkontrolle.

Umgekehrt konnte auch durch eine Prizipitation mit KIF21B-Antikorpern NLG1/3
koprézipitiert werden (Abb. 3.20). In KIF21B-Immunprézipitaten waren weder KIFSC noch
PSD-95 detektierbar. Als Negativkontrolle dienten unspezifische Immunglobuline, welche
weder NLG1/3 noch KIF5C oder PSD-95 koprizipitierten. Im Gegensatz zum identifizierten
retrograden NLGI-Transportkomplex, der das postsynaptische Geriistprotein PSD-95
beinhaltet, ist dieser anterograde Transportkomplex anscheinend PSD-95 unabhéngig.
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Abb. 3.20: Koimmunprazipitation von NLG mit KIF21B.
Koimmunprazipitation von NLG1/3 mit KIF21B-spezifischen Antikérpern. PSD-95 und KIF5C koprazipitierten nicht
mit KIF21B. Unspezifische Immunglobuline (IgG) dienten als Negativkontrolle.
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3.2.3 Analyse der Bindestelle von Neuroligin1 und KIF21B

In HEK293-Zellen wurden KIF21B-Fragmente zusammen mit myc-NLG1 exprimiert, um die
Bindung von NLG1 an KIF21B genauer zu analysieren. Dabei wurden zwei fiir die KIF21B-
Fragmente EGFP-KIF21B(387-1212) und EGFP-KIF21B(1211-1640) kodierende
Expressionsvektoren mittels PCR hergestellt und in HEK293-Zellen zusammen mit myc-
NLGI1 exprimiert. Das pEGFP-KIF21B(387-1212) Konstrukt kodiert einen Teil der Neck-
Doméne des Proteins, welche AS 380-1279 von KIF21B umfasst. Zur Vereinfachung wird
pEGFP-KIF21B(387-1212) im weiteren Verlauf pEGFP-KIF21B(Mitte) genannt. Das
pEGFP-KIF21B(1211-1640) Konstrukt kodiert einen Teil der Neck-Doméne sowie die
gesamte Tail-Domidne von KIF21B, welche AS 1280-1640 beinhaltet. Dieses Konstrukt wird
im Folgenden pEGFP-KIF21B(Ende) genannt.

Durch eine Immunprizipitation mit GFP-spezifischen Antikérpern war es mdglich, die
jeweiligen EGFP-Fusionsproteine zu préizipitieren (Abb. 3.21). Wurde myc-NLG1 ko-
exprimiert, koprazipitierte dies auch bei beiden KIF21B-Fragmentprizipitaten. In Prizipitaten
von unspezifischen Immunglobulinen als Negativkontrolle waren weder NLG noch die
EGFP-Fusionsproteine zu detektieren.
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Abb. 3.21: NLG1 koprazipitiert mit EGFP-KIF21B-Fragmenten in HEK293-Zellen.

A Durch Immunprazipitation mit GFP-spezifischen Antikorpern prazipitierte das 117,4 kDa groRRe Fusionsprotein
EGFP-KIF21B(Mitte) zusammen mit myc-NLG1. In der GFP-Prazipitation mit HEK-Extrakten ohne myc-NLG1
zeigte sich keine Koprazipitation von NLG1. Unspezifische Immunglobuline (IgG) prazipitierten weder EGFP-
KIF21B(Mitte) noch myc-NLG1. B In GFP-Immunpréazipitationen koprazipitierten das 76,8 kDa grofie
Fusionsprotein EGFP-KIF21B(Ende) und myc-NLG1. In der GFP-Prazipitation mit HEK-Extrakten ohne myc-
NLG1 zeigte sich keine Koprazipitation von NLG1. Unspezifische Immunglobuline (IgG) prazipitierten weder
EGFP-KIF21B(Ende) noch myc-NLG1.

3.24 Einfluss von KIF21B-Fragmenten auf die NLG1-Zelloberflachen-
lokalisation

Zur Analyse der Zelloberfldchenlokalisation von NLG1 wurden HEK293-Zellen mit pmyc-
NLG! und pEGFP-N1 (Vektorkontrolle) oder pmyc-NLGl und pEGFP-
KIF21B(Ende)/pEGFP-KIF21B(Mitte) transfiziert. Die Zelloberflichenproteine wurden
biotinyliert und die Zellen anschlieBend lysiert. Die in den HEK293-Extrakten enthaltenen
biotinylierten Proteine wurden mit Streptavidin-gekoppelten Beads prézipitiert und per
Western Blot analysiert (Abb. 3. 22). Als Ladekontrolle und Standard fiir Quantifizierungen
diente das transmembrane Zelladhésionprotein Cadherin, welches durch die Detektion mit
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einem gegen pan-Cadherin gerichteten Antikdrper visualisiert wurde. Cadherin wurde bei
gleichzeitiger KIF21B-Fragmentexpression unverdndert detektiert. Im Gegensatz dazu
reduzierte die Koexpression von myc-NLG1 mit EGFP-KIF21B(Mitte) oder EGFP-
KIF21B(Ende) die NLG-Oberflichenlokalisation signifikant (Abb. 3.22 A+B; n=3, p<0,03).
Dabei nahm die Lokalisation von NLG1 an der Oberfliche bei gleichzeitiger Expression von
EGFP-KIF21B(Ende) stirker ab als bei gleichzeitiger Expression von EGFP-KIF21B(Mitte)
(Vektorkontrolle: 1,30 = 0,07 relative Intensitdt; EGFP-KIF21B(Ende): 0,50 = 0,23 relative
Intensitiat; EGFP-KIF21B(Mitte): 0,88 + 0,07 relative Intensitdt). Die Koexpression von
EGFP-KIF21B(Mitte) bewirkte also eine Reduktion der NLG1-Oberflichenlokalisation um
32,31%, die Koexpression von EGFP-KIF21B(Ende) sogar eine Reduktion um 61,54%.
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Abb. 3.22: Quantitative Analyse der NLG1 Oberflachenlokalisation in HEK293-Zellen.

A Die Zelloberflachenlokalisation von myc-NLG1 wurde durch Biotinylierung und anschlieRender Streptavidin-
Prazipitation analysiert. Koexpression von myc-NLG1 und EGFP-KIF21B(Ende) oder EGFP-KIF21B(Mitte)
verminderten die Lokalisation von myc-NLG an der Oberflache. Die Detektion gegen pan-Cadherin diente als
Ladekontrolle. B Quantifizierung von A.

3.2.5 Kolokalisation von KIF21B und Neuroligin 1

Zur Analyse der KIF21B Lokalisation in hippokampalen Primirkulturen wurden diese an
DIVO fixiert und mit einem gegen KIF21B gerichteten Antikérper immunzytochemisch
gefarbt. Die Spezifitit des Antikorpers fiir immunzytochemische Experimente wurde durch
gleichzeitige Zugabe des fiir die Antikorperherstellung verwendeten Peptids iiberpriift. Ist das
immunzytochemisch erhaltene Signal fiir den Antikdrper spezifisch, so sollte nach Inkubation
mit dem Immunogen kein Signal mehr zu detektieren sein. Dies konnte bei
immunzytochemischen Féarbungen und gleichzeitiger Immunogenapplikation in hippo-
kampalen Primidrkulturen beobachtet werden (Daten nicht gezeigt) und diente somit als
Spezifititskontrolle.

Eine immunzytochemische Fiarbung von DIV9 hippokampalen Neuronen mit Antikdrpern
spezifisch fiir KIF21B und SV2, einem Markerprotein fiir Pridsynapsen, diente zur
Untersuchung der KIF21B-Lokalisation (Abb. 3.23). KIF21B war in bestimmten
dendritischen Bereichen stark angereichert sowie in Form von kleinen zytosolischen
Signalpunkten in Soma und Dendriten verteilt. Die starke Anreicherung von KIF21B-
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Signalen konnte auf eine Lokalisation in Wachstumskegeln deuten. Die gleichzeitige SV2 und
KIF21B Immunfirbung zeigte in der Uberlagerung beider Signale wenig kolokalisierende
(gelbe) Signalpunkte. KIF21B war demnach zu einem geringen Anteil synaptisch lokalisiert.

Abb. 3.23: Inmunzytochemische Analyse der KIF21B-Lokalisation in hippokampalen Primarkulturen.

A Hippokampale Neurone wurden an DIV9 mit SV2 und KIF21B spezifischen Antikérpern immunzytochemisch
gefarbt. Darstellung des SV2 Signals (griin), Darstellung des KIF21B Signals (rot). Uberlagerung des griinen
(SV2) und roten Signals (KIF21B). Pfeilkdpfe zeigen auf kolokalisierende Signale (gelb). GréRenbalken: 18 um. B
VergroRerung eines Ausschnitts von A (weiBer Kasten). Der Pfeilkopf markiert einen kolokalisierenden
Signalpunkt (gelb).

Desweiteren wurden DIV7 hippokampale Neurone mit GFP-NLGI transfiziert und an DIV9
mit KIF21B spezifischen Antikérpern immunzytochemisch gefiarbt (Abb. 3.24). Auch hier
zeigten sich die starken Anreicherungen in bestimmten dendritischen Bereichen aber auch die
kleinen zytosolischen Signalpunkte von KIF21B. GFP-NLG1 ist somatodendritisch und in
Spines lokalisiert. Eine geringe Anzahl von groBen und kleineren mit KIF21B

kolokalisierenden Signalpunkten (gelb) konnte beobachtet werden.

Die immuzytochemisch gewonnenen Daten ergeben, dass KIF21B nur zu einem geringen
Anteil mit NLG1 kolokalisiert und an Synapsen vorzufinden ist (SV2-Immunférbung).
Desweiteren werden die mit Hilfe der Time-lapse Videomikroskopie gewonnenen Daten
unterstiitzt, insofern als dass NLG nur zu einem geringen Prozentteil (<1%) mobilisiert wird.
Dies wird deutlich, da an DIV9 nur wenige GFP-NLGI-Signalpunkte mit KIF21B
kolokalisiert waren.
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Abb. 3.24: Inmunzytochemische Analyse der KIF21B und GFP-NLG1 Kolokalisation.

A Mit GFP-NLG1 transfizierte hippokampale Primarkulturen wurden an DIV9 mit KIF21B spezifischen Antikorpern
immunzytochemisch gefarbt. Darstellung der GFP-NLG1 Autofluoreszenz (griin), Darstellung des KIF21B Signals
(rot). Uberlagerung des griinen (GFP-NLG1) und roten Signals (KIF21B). GréRenbalken: 14 um B VergréRerung
von A (weilRer Kasten). Pfeilkdpfe zeigen auf kolokalisierende Signale (gelb).

3.2.6 Inhibition der KIF21B-Expression und Einfluss auf Neuroligin 1

Zur funktionellen Analyse der KIF21B und NLG1 Interaktion wurde die Expression von
KIF21B mit Hilfe der antisense-Technologie inhibiert und der Einfluss des fehlenden
anterograden Motors auf NLG beobachtet. In der antisense-Technologie werden zur
kodierenden mRNA komplementidre Oligonukleotide durch Endozytose in die Zelle
aufgenommen (Juliano et al., 2008) und bilden mit der mRNA RNA-DNA-Hybride wodurch
die Translation blockiert wird. Die Inhibition der Translation basiert zum einen auf der
sterischen Blockade der mRNA und zum anderen auf der Eigenschaft der Oligonukleotide die
RNase H zu aktivieren, welche die RNA-DNA-Heteroduplex spaltet und degradiert. Bei den
verwendeten Oligonukleotiden handelte es sich um 5’ modifizierte PTO (Phosphorothioat)-
Oligonukleotide, welche aufgrund der Modifizierung eine erhohte Stabilitidt gegeniiber
Nukleasen besitzen (Stein et al., 1991).

Hippokampale Primérkulturen wurden von DIV3-DIV7 mit antisense- oder sense-
Oligonukleotiden behandelt. Dabei wurde ein Gemisch von zwei Sequenzen verwendet, die
entweder das Startkodon oder einen Teil der 3’UTR umfassen (vgl. Tabelle 2.2). Die
Zelllysate wurden mit Aktin und KIF21B spezifischen Antikdrpern per Western Blot
analysiert, wobei die Detektion von Aktin als Standard fiir die Quantifizierung der KIF21B-
Expression diente. Nach viertidgiger antisense-Behandlung war die KIF21B-Expression
reduziert (sense: 1,29 = 0,26 relative Intensitit; antisense: 0,47 + 0,11 relative Intensitit; n=4;
p=0,026). Dies entspricht einem Riickgang der Expression auf 36,43% (Abb. 3.25).
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Abb. 3.25: Inhibition der KIF21B-Expression in hippokampalen Primarkulturen.

A Kultivierte hippokampale Neurone wurden von DIV3-DIV7 mit sense (Kontrolle) und antisense PTO-
modifizierten Oligonukleotiden behandelt, lysiert und per Western Blot analysiert. B Quantifizierung von A.

Die Reduktion der KIF21B-Expression beeinflusst NLG. Dies konnte in einem Experiment
zur Analyse der Zelloberflachenlokalisation von NLG beobachtet werden. Hierzu wurden
hippokampale Primédrkulturen wie oben beschrieben mit antisense- oder sense-
Oligonukleotiden behandelt. AnschlieBend wurden Oberflachenproteine biotinyliert und die
Zellen lysiert. Die biotinylierten Zellextrakte mit gleicher Proteinkonzentration wurden mit
Streptavidin-gekoppelten Beads prizipitiert und per Western Blot analysiert (Abb. 3.26). Im
Gesamtzellextrakt zeigte sich kein Unterschied zwischen NLG und pan-Cadherin (Abb. 3.26
A+C: sense: 1,26 = 0,20 relative Intensitdt; antisense: 1,18 + 0,10 relative Intensitét; n=4).
Die Expression von NLG scheint also nicht beeinflusst. Vielmehr war der Transport zur
Oberfliche um 47,16% signifikant reduziert (Abb. 3.26 B+D: sense: 1,23 = 0,05 relative
Intensitét; antisense: 0,65 = 0,10 relative Intensitét; n=4, p=0,005). Als Ladekontrolle diente
das Zelladhdsionsmolekiil pan-Cadherin, welches von der reduzierten KIF21B-Expression
unverdndert detektiert werden konnte.
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Abb. 3.26: Analyse der NLG Oberflachenlokalisation bei gleichzeitiger Inhibition der KIF21B-Expression.
Hippokampale Priméarkulturen wurden von DIV3-DIV7 mit KIF21B spezifischen antisense-Oligonukleotiden
behandelt. Die Zelloberflachenlokalisation von NLG1/3 wurde durch Biotinylierung und anschlieRender
Streptavidin-Prazipitation analysiert. A Die Expression von NLG oder pan-Cadherin in Gesamtzellextrakten war
unbeeinflusst. B Die Detektion mit NLG1/3 spezifischen Antikérpern zeigte eine signifikante Reduktion von NLG
an der Oberflache. C Quantifizierung von A. D Quantifizierung von B.

3.3 Einfluss der synaptischen Aktivitat auf Neuroligin 1

Unter synaptischer Plastizitdt versteht man die Fdhigkeit von Synapsen auf verénderte
Einfliisse der Umwelt in Form einer verdnderten synaptischen Transmission zu reagieren.
Diese veridnderte synaptische Transmission kann in einer Potenzierung oder Depression der
jeweiligen Synapse ausgedriickt werden. (Bliss ef al., 1973, Neves et al., 2008). Eine Form
der synaptischen Plastizitit ist die als Modell fiir Lernmechanismen und Gedachtnisbildung
im Hippokampus herangezogene Induktion von Long-term potentiation (LTP) oder
Long-term depression (LTD). Darunter versteht man die aktivititsabhdngige Starkung (LTP)
oder Schwéchung (LTD) auf morphologischer und physiologischer Ebene von Synapsen tiber
einen ldngeren Zeitraum.

NLG bildet zusammen mit dem priasynaptischen Interaktionspartner Neurexin einen
transsynaptischen Komplex, dem eine wichtige Rolle in der Synaptogenese und
Synapsenreifung sowie bei der Verankerung von post- und priasynaptischen Proteinen zufallt
(Dean et al., 2006). Da NLG durch seine Lokalisation und Funktion an der Synapse ein
interessanter Kandidat fiir die Umsetzung von Lern- und/oder Gedichtnisprozessen ist, wurde
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im folgenden Teil der Arbeit der Frage nachgegangen, ob und inwiefern NLG durch LTP-
oder LTD-Prozesse beeinflusst wird.

3.3.1  Analyse von Neuroligin 1 nach LTD-Induktion

LTD wurde chemisch, durch eine 5 miniitige Inkubation mit dem metabotropen
Glutamatrezeptor-Agonisten DHPG ((RS)-3,5-Dihydroxyphenylglyzin, Palmer et al., 1997,
Huber et al., 2001) und anschlieender einstiindiger Inkubation bei 37°C in DIV10
hippokampalen Primérkulturen induziert (vgl. 2.2.2.10). AnschlieBend folgte eine Markierung
der Oberflachenproteine mit Biotin (s.0.) und eine Analyse mit NLG und pan-Cadherin
spezifischen Antikorpern per Western Blot.

Im Gesamtzellextrakt zeigte sich kein Unterschied zwischen NLG und pan-Cadherin (Abb.
3.27 A+B: H,0-Kontrolle: 1,07 = 0,22 relative Intensitdt; DHPG: 1,01 + 0,21 relative
Intensitit; n=4), d.h., dass weder die Expression von NLG noch die pan-Cadherin-Expression
beeinflusst zu sein scheint. Im Gegensatz dazu war NLG1/3 an der Oberfliche nach der LTD-
Induktion um 65,79% signifikant reduziert (Abb. 3.27 C+D: H,0-Kontrolle: 1,14 + 0,30
relative Intensitdt; DHPG: 0,39 + 0,08 relative Intensitdt; n=6, p=0,04), pan-Cadherin als
Ladekontrolle hingegen nicht.
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Abb. 3.27: Analyse der NLG-Oberflachenlokalisation nach LTD-Induktion.

A Hippokampale Primarkulturen wurden 5 min mit 50 uM (RS)-3,5-Dihydroxyphenylglyzin oder H,O als Kontrolle
behandelt. Die Oberflachenlokalisation von NLG1/3 wurde durch Biotinylierung und anschlieBende Streptavidin-
Prazipitation analysiert. A Die Expression von NLG oder pan-Cadherin in Gesamtzellextrakten war unbeeinflusst.
B Quantifizierung von A. C Detektion mit NLG1/3 spezifischen Antikdrpern zeigte eine signifikante Reduktion von
NLG an der Oberflache. D Quantifizierung von C.

Im Folgenden wurde LTD mittels DHPG-Applikation an GFP-NLG1 exprimierenden DIV10
hippokampalen Primirkulturen induziert und diese in der einstiindigen Inkubation (s.o.)
mittels Time-lapse Videomikroskopie analysiert. (Abb. 3.28). Dabei wurden die mobilen
GFP-NLGI-Signalpunkte pro Zelle und pro 10 min quantifiziert (H,O-Kontrolle: 0,48 = 0,09
mobile Signalpunkte; necperimen=9, Nrime=63; DHPG: 1,24 + 0,25 mobile Signalpunkte;
NExperiment=2> NFilme=33, P<0,001). Die mit DHPG behandelten Neurone zeigten eine 2,6 fach
signifikant erhohte Mobilitdt der GFP-NLG1-Signalpunkte. Zusammen mit den Daten des

Biotinylierungsexperiments zur Analyse der Zelloberflachenlokalisation von NLG (Abb.
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3.27) lassen die mit Hilfe der Time-lapse Videomikroskopie gewonnenen Daten auf einen
erhohten NLG-Turnover schlie3en, sofern chemisch LTD induziert wird.
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Abb. 3.28: Analyse der GFP-NLG1 mobilen Punkte pro Zelle nach LTD-Induktion.

Time-lapse Videomikroskopie wurde an mit pGFP-NLG1 transfizierten DIV10 hippokampalen Primarkulturen
durchgefiihrt und die Mobilitdt der GFP-NLG1 Signalpunkte pro Zelle nach LTD-Induktion mittels DHPG-
Applikation analysiert. Als Kontrolle diente Wasser. Dargestellt ist die Quantifizierung des Experiments.

3.3.2 Analyse der Mikrotubuliabhangigkeit wahrend der LTD-Induktion auf
Neuroligin 1

Nach chemischer LTD-Induktion mit Hilfe des metabotropen Glutamatrezeptor-Agonisten
DHPG konnte eine erhohte Mobilisierung und eine reduzierte Zelloberflachenlokalisation von
NLGI1 beobachtet werden (vgl. 3.3.1). Im Folgenden sollte analysiert werden, ob dieser
erhohte NLG-Turnover von Mikrotubuli abhingig ist. Dazu wurde ein Experiment
durchgefiihrt, bei dem sequentiell erst LTD induziert und dann die Mikrotubuli
depolymerisiert wurden. Bei einem weiteren Experiment wurden die Mikrotubuli bereits
wihrend der LTD-Induktion depolymerisiert. Da sich Mikrotubuli-basierte Motorproteine nur
entlang eines intakten Mikrotubuli-Zytoskeletts bewegen konnen (Lafont et al., 1994), kann
somit indirekt ein Hinweis auf eine Motorproteinabhangigkeit erhalten werden. Zur Stérung
der Mikrotubuli wurde Nocodazol verwendet, welches zur Depolymerisation der Mikrotubuli
fiihrt (Samson et al., 1979).

Wurde sequentiell erst LTD und nach einstiindiger Inkubation (s.0.) eine weitere Stunde die
Depolymerisation von Mikrotubuli (Nocodazol) in DIV10 hippokampalen Primérkulturen
induziert, zeigte sich eine reduzierte Zelloberflachenlokalisation von NLG. Dies wurde durch
eine Markierung der Oberfldchenproteine mit Biotin (s.0.) und durch eine Analyse mit NLG
und pan-Cadherin spezifischen Antikorpern mittels Western Blot Analyse beobachtet.

Im Gesamtzellextrakt zeigte sich kein signifikanter Unterschied beziiglich NLG oder pan-
Cadherin zwischen den einzelnen Versuchsansitzen (Abb. 3.29 A+C: DMSO-Kontrolle: 0,55
+ 0,23 relative Intensitdt; DHPG/Nocodazol: 0,74 + 0,27 relative Intensitit; n=4). Im
Gegensatz dazu war NLG1/3 an der Oberfliche nach sequentieller DHPG/Nocodazol-
Behandlung um 48,85% signifikant reduziert (Abb. 3.29 B+D: DMSO-Kontrolle: 1,31 = 0,08
relative Intensitdt; DHPG/Nocodazol: 0,67 + 0,05 relative Intensitit; n=3, p=0,002). Die
Detektion gegen pan-Cadherin diente als Ladekontrolle und Standard bei der Quantifizierung
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und war nicht beeinflusst. Im Vergleich zu Abb. 3.27 konnte auch hier eine Reduktion von
NLG an der Zelloberfldche festgestellt werden. Die Zerstorung der Mikrotubuli mit Hilfe der
Nocodazolbehandlung hat demnach nach der Etablierung von LTD keinen Effekt mehr auf
die Lokalisation von NLG an der Oberflédche.
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Abb. 3.29: Analyse der NLG Oberflachenlokalisation nach DHPG- und anschlieBender Nocodazol-
behandlung.

Sequentielle Behandlung von DIV10 hippokampalen Priméarkulturen mit DHPG und Nocodazol. Die einstiindige
Nocodazolbehandlung schloss sich der einstiindigen Inkubation bei 37°C nach DHPG-Applikation an. Als
Kontrollbehandlung diente Dimethylsulfoxid (DMSO). A Der Gesamtzellextrakt nach Biotinylierung der Ober-
flachenproteine zeigte keinen signifikanten Unterschied bezlglich der Expression von NLG und pan-Cadherin im
Western Blot. B Mit Streptavidin prazipitierte biotinylierte Oberflachenproteine wurden beziiglich NLG und pan-
Cadherin per Western Blot analysiert. Die NLG-Oberflachenlokalisation war signifikant reduziert. C
Quantifizierung von A. D Quantifizierung von B.

Bei einem zweiten Experiment wurden gleichzeitig DHPG und Nocodazol auf DIV10
hippokampalen Primérkulturen appliziert. DMSO diente als Kontrollbehandlung.
Anschlieend wurden die Zellen biotinyliert, mit Streptavidin-gekoppelten Beads prizipitiert
und im Western Blot beziiglich der NLG-Zelloberflichenlokalisation analysiert. Die
Gesamtzellextrakte vor der Streptavidinprézipitation zeigten keinen Unterschied zwischen
DMSO-Kontrolle und DHPG+Nocodazol-Behandlung hinsichtlich der Oberflachenexpression
von NLG bzw. pan-Cadherin (Abb. 3.30 A+C: DMSO-Kontrolle: 1,08 + 0,19 relative
Intensitdt; DHPG+Nocodazol: 1,10 + 0,17 relative Intensitdt; n=5). Auch nach der
Streptavidinprézipitation war NLG nicht signifikant verdndert (Abb. 3.30 B+D: DMSO-
Kontrolle: 0,65 + 0,06 relative Intensitdt; DHPG+Nocodazol: 0,82 + 0,05 relative Intensitat;
n=4). Im Vergleich zu dem durch die LTD-Induktion hervorgerufenen Riickgang von NLG an
der Zelloberfliche (Abb. 3.29, 3.27), zeigte sich dieser Effekt hier nicht, wenn gleichzeitig
Mikrotubuli zerstort wurden. Dies deutet auf eine mdgliche Rolle von Mikrotubuli-basierten
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Transportprozessen bei dem durch LTD-Induktion hervorgerufenen erhéhten NLG-Turnover
hin.
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Abb. 3.30: Analyse der NLG Oberflachenlokalisation nach gleichzeitiger Applikation von DHPG und
Nococdazol.

Gleichzeitige Behandlung von DIV10 hippokampalen Primarkulturen mit DHPG und Nocodazol. Als
Kontrollbehandlung diente Dimethylsulfoxid (DMSO). Mit Streptavidin prazipitierte biotinylierte
Zelloberflachenproteine wurden beziglich NLG und pan-Cadherin per Western Blot analysiert. A
Gesamtzellextrakt nach Biotinylierung der Oberflachenproteine. B Im Streptavidinprazipitat zeigte sich bei
gleichzeitiger Behandlung von DIV10 hippokampalen Primarkulturen mit DHPG und Nocodazol keine Reduktion
der NLG-Oberflachenlokalisation. C Quantifizierung von A. D Quantifizierung von B.

3.3.3 Analyse von Neuroligin 1 nach LTP-Induktion

Da die Induktion einer langanhaltenden, aktivititsabhingigen Schwichung von Synapsen
(LTD, vgl. 3.3.1) einen erhohten NLG-Turnover zur Folge hat und zu einer reduzierten
Lokalisation von NLG an der Zelloberfldche fiihrt, wurde nun NLG nach langanhaltender,
aktivitdtsabhingiger Stirkung der Synapsen (LTP) analysiert. Fiir die chemische Induktion
von LTP wurden DIV10 hippokampale Primérkulturen vor Biotinylierung der
Zelloberflachenproteine (s.0.) mit 50 uM Forskolin und 0,1 uM Rolipram behandelt
(Otmakhov et al., 2003). Als Kontrollbehandlung diente das Lésungsmittel DMSO. Die
Forskolinapplikation fiihrt zu einem erhohten cAMP-Spiegel durch die Aktivierung der
Adenylylcyclase. Auch die Applikation von Rolipram erhoht durch die Inhibition der
Phosphodiesterase 4 den cAMP-Spiegel. Durch einen erhéhten cAMP-Spiegel werden
Signalkaskaden u.a. fiir die Neusynthese von Proteinen aktiviert, welche fiir eine
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Konsolidierung des Langzeitgedédchtnis notwendig sind (Davis ef al., 1984, Otmakhov et al.,
2003).

Die Gesamtextrakte zeigten keine verdnderte NLG-Expression (Abb. 3.31 A+B: DMSO-
Kontrolle: 0,75 = 0,09 relative Intensitét; Forskolin/Rolipram: 0,74 + 0,11 relative Intensitt;

n=6). Nach der Streptavidinprézipitation lag NLG jedoch an der Zelloberfliche signifikant
erhoht vor (Abb. 3.31 C+D: DMSO-Kontrolle: 0,51 =+ 0,10 relative Intensitit;
Forskolin/Rolipram: 1,02 = 0,11 relative Intensitit; n=6, p=0,0099). Die Induktion von LTP
erhoht demnach die Insertion von NLG in die Zelloberflichenmembran.
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Abb. 3.31: Quantitative Analyse der NLG Oberflachenlokalisation nach LTP-Induktion in hippokampalen
Primérkulturen.

DIV10 Neurone wurden vor der Biotinylierung der Zelloberflachenproteine mit Forskolin und Rolipram behandelt,
um chemisch LTP zu induzieren. Die Oberflachenlokalisation von NLG1/3 wurde durch Biotinylierung und
anschlieBende Streptavidin-Prazipitation analysiert. A Die Expression von NLG oder pan-Cadherin in
Gesamtzellextrakten war unbeeinflusst. B Quantifizierung von A. C Die Detektion mit NLG1/3 spezifischen
Antikdrpern zeigte eine signifikante Anreicherung von NLG an der Oberflache. D Quantifizierung von C.

Im Folgenden wurden Synaptosomen von DIV11 kultivierten kortikalen Neuronen nach
Forskolin- und Rolipram-Applikation (LTP-Induktion) aufgereinigt (vgl. 2.2.2.8), mittels
Western Blot analysiert und quantifiziert. Synaptosomen sind artifizielle, durch differentielle
Zentrifugation aus Zellextrakten hergestellte geschlossene Partikel, welche sowohl
prasynaptische Komponenten als auch postsynaptische Komponenten beinhalten (Whittaker
et al., 1993). Die Detektion von Aktin mit spezifischen Antikorpern diente als Standard fiir
die Quantifizierung der synaptischen Proteine (vgl. 3.32 B). Die Kontrollbehandlung erfolgte
mit dem Lésungsmittel DMSO.

Als Reinheitskontrolle der Synaptosomenaufreinigung diente die Detektion des nukledr
lokalisierten, neuronspezifischen Proteins NeuN. Da fiir NeuN kein Signal nachweisbar war,
konnte eine Verunreinigung mit neuronalen, nukleiren Membranen ausgeschlossen werden.
Der priasynaptische Einfluss der LTP-Induktion wurde in den aufgereinigten Synaptosomen
mit Antikorpern analysiert, welche spezifisch die prédsynaptisch lokalisierten Proteine
Synapsin oder VGlut detektieren. Dabei zeigte sich kein Unterschied zwischen DMSO oder
Forskolin/Rolipram behandelten Synaptosomen (Abb. 3.32: DMSO-Kontrollesynapsin: 0,97 +
0,22 relative Intensitdt; Forskolin/Rolipramgynapsin: 0,93 = 0,13 relative Intensitdt; n=3;
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DMSO-Kontrolleyg: 0,72 = 0,34 relative Intensitit; Forskolin/Rolipramygp: 0,67 = 0,20
relative Intensitit; n=3).

Die Quantifizierung der postsynaptischen Proteine NLG1/3 und PSD-95 zeigte eine
signifikante Zunahme dieser Proteine in den aufgereinigten Synaptosomen nach der LTP-
Induktion (Abb. 3.32: DMSO-Kontrollexigis: 1,36 = 0,25 relative Intensitét;
Forskolin/Rolipramnigi/3: 1,93 + 0,33 relative Intensitit; p=0,04, n=4; DMSO-Kontrollepsp.9s:
0,94 = 0,07 relative Intensitét; Forskolin/Roliprampsp.gs: 1,19 = 0,08 relative Intensitét;
p=0,05; n=4). Dabei war NLG1/3 1,42 fach und PSD-95 1,27 fach erhoht.

Auflerdem waren in Forskolin/Rolipram-behandelten Synaptosomen die KIF21B-Signale
signifikant 1,93 fach erhoht (DMSO-Kontrollekiris: 0,29 = 0,05 relative Intensitét;
Forskolin/Rolipramgris: 0,56 + 0,08 relative Intensitét; p=0,04; n=3).
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Abb. 3.32: Proteinlokalisation in aufgereinigten Synaptosomen nach LTP-Induktion.

A Western Blot-Analyse verschiedener synaptischer Proteine. Die Detektion mit Antikérpern spezifisch fir NeuN
(Kernprotein) diente als Reinheitskontrolle. B Quantifizierung von A. K=Kontrolle (DMSO-Behandlung),
F/R=Forskolin- und Roliprambehandlung.

Zusammengefasst zeigen die Experimente, dass NLG1/3 durch eine LTP-Induktion
beeinflusst wird, da sich die Lokalisation an der Zelloberfliche und an der Synapse

signifikant erhoht.
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3.3.4 Analyse von Neuroligin 1 nach LTP-Induktion und gleichzeitiger
Inhibition der KIF21B-Expression

Durch die vorherigen Experimente konnte der Einfluss der synaptischen Potenzierung auf
NLG gezeigt werden (vgl. 3.3.3). Da NLG1 mit KIF21B interagiert (vgl. 3.2), wurden im
folgenden Versuch diese beiden Beobachtungen zu NLG kombiniert, indem die KIF21B-
Expression mit Hilfe der antisense-Technologie inhibiert und gleichzeitig der Effekt der
synaptischen Potenzierung analysiert wurde. Als Kontrolle der LTP-Induktion diente DMSO,
als Kontrolle der inhibierten KIF21B-Expression dienten sense-Oligonukleotide. Von DIV3
bis zur Induktion von LTP an DIV7 erfolgte die Applikation von sense- und antisense-
Oligonukleotiden. Nach der Induktion von LTP an DIV7 in hippokampalen Primérkulturen
wurden die Zelloberflichenproteine biotinyliert und mit Streptavidin-gekoppelten Beads
prézipitiert. AnschlieBend erfolgte die Analyse von NLG und pan-Cadherin im Western Blot,
wobei die Detektion mit pan-Cadherin spezifischen Antikdrpern als Kontrolle und Standard
der Quantifizierung diente (Abb. 3.33).

Die Gesamtextrakte zeigten keine signifikanten Unterschiede beziiglich der NLG-Detektion in
sense- und antisense- sowie DMSO- und Forskolin/Rolipram-behandelten Zellen (Abb. 3.33
A+C: DMSO-Kontrollese,s.: 0,82 = 0,21 relative Intensitit; Forskolin/Rolipramge,s.: 0,86 =
0,20 relative Intensitit; DMSO-Kontrolle yisense: 0,89 = 0,20 relative Intensitit;
Forskolin/Rolipramgisense: 0,88 = 0,13 relative Intensitdt; n=4). Die im Streptavidinprézipitat
detektierten NLG-Signale lieen jedoch eine signifikant erhohte relative Intensitédt erkennen
(vgl. Abb. 3.31, Abb. 3.33), sofern die Neurone mit sense-Oligonukleotiden und
Forskolin/Rolipram behandelt wurden. Ein Vergleich der durch Forskolin/Rolipram-
Behandlung gewonnenen NLG-Signale zwischen sense und antisense-Oligonukleotid
behandelten Zellen lie eine signifikante Reduktion im NLG-Signal bei antisense-
Oligonukleotid behandelten Zellen erkennen (Abb. 3.33 B+D: DMSO-Kontrolleg.se und
DMSO-Kontrolle,isense wurden auf 1 normalisiert; Forskolin/Rolipramges: 2,26 relative
Intensitit; Forskolin/Rolipramgsense: 1,04 relative Intensitdt; n=6, pPsense=0,036,
PForskolin/Rolipram=0,043).
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Abb. 3.33: Analyse der NLG Zelloberflachenlokalisation bei inhibierter KIF21B-Expression und gleich-
zeitiger LTP-Induktion.

Die Behandlung der hippokampalen Primarkulturen mit sense- und antisense-Oligonukleotiden erfolgte ab DIV3.
An DIV7 wurde chemisch LTP induziert. Die mit Streptavidin prazipitierten biotinylierten Zelloberflachenproteine
wurden per Western Blot hinsichtlich NLG1/3 und pan-Cadherin analysiert. Kontrolle=DMSO. A Gesamtzellextrakt
der biotinylierten Proteine. B Die Detektion von NLG zeigte in mit sense-Oligonukleotiden behandelten Neuronen
nach der LTP-Induktion eine signifikant erhéhte Lokalisation an der Zelloberflache. Diese war hingegen in mit
antisense-Oligonukleotiden behandelten Neuronen signifikant reduziert. C Quantifizierung von A. D
Quantifizierung von B.

Zusammengefasst konnte durch dieses Experiment ein funktioneller Zusammenhang
zwischen der KIF21B-Expression und der durch LTP-Induktion hervorgerufenen erh6hten
Zelloberflachenlokalisation von NLG festgestellt werden. Dies konnte gezeigt werden, indem
die KIF21B-Expression mit Hilfe der antisense-Technologie inhibiert, und gleichzeitig der
Effekt der synaptischen Potenzierung analysiert wurde. In Neuronen mit inhibierter KIF21B-
Expression konnte, im Gegensatz zu KIF21B exprimierenden Neuronen, keine erhdhte NLG-

Zelloberfldchenlokalisation nach LTP-Induktion festgestellt werden.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Mobilitét und der Transport des Zelladhdsionsmolekiils
Neuroligin (NLG) untersucht. Das postsynaptische NLG bildet zusammen mit dem
prasynaptischen Neurexin (NRX) einen heterophilen Komplex, welcher die prid- und post-
synaptische Seite miteinander verbinden und stabilisieren kann. Beide Interaktionspartner
sind tiber die Bindung ihrer jeweiligen PDZ-Bindedoméne mit dem préasynaptischen CASK
(Ca’*/Calmodulin-dependent serine protein kinase) im Fall von NRX und mit dem
postsynaptischen Geriistprotein PSD-95 im Fall von NLG in der Synapse verankert (Hata et
al., 1996, Irie et al., 1997). NLG kann in vitro die Synapsenbildung induzieren (Scheiffele et
al., 2000). AuBerdem trigt NLG zur Kommunikation von Prd- und Postsynapse durch
retrograde Signalwege bei (Futai ef al., 2007) und ist in synaptischen Reifungs- sowie
Spezifititsprozessen involviert (Varoqueaux et al., 2006).

Fiir die Aufrechterhaltung der Struktur und Funktion von Neuronen werden Zellorganellen,
Proteine oder mRNAs entlang von Aktinfilamenten bzw. Mikrotubuli mit Hilfe von
spezifischen Motorproteinen transportiert. Auf diese Weise wird die gesamte Zelle mit den
entsprechenden Komponenten versorgt. Da NLG eine wichtige Rolle an der Synapse innehilt,
war ein Ziel dieser Arbeit die zugrundeliegenden Transport- und Regulationsmechanismen
genauer zu erforschen.

41 Anterograder und retrograder Transport von NLG1

Mittels Time-lapse Videomikroskopie konnte in mit pGFP-NLGI transfizierten Neuronen
(DIV14) sowohl retrograde (52,6%) als auch anterograde (47,4%) Mobilitdt von NLG1-
Fusionsproteinen beobachtet werden. GFP-NLG1 wurde mit einer Maximalgeschwindigkeit
von 0,11 = 0,02 um/s transportiert. Dabei zeigte sich, dass NLG1 ab DIV4 in anterograde
Richtung entlang von Dendriten und in Spines hinein transportiert wurde (vgl. 3.1.5, 3.2.1).
Somit konnten mobile NLG1-Cluster sowohl in einer Zeit, in der die Synaptogenese startet
(DIV4), als auch zu einem spiteren Zeitpunkt, bei dem die Synapsenbildung schon relativ
fortgeschritten ist (DIV14), beobachtet werden (de Lima et al., 1997).

In einer Studie an DIV6 alten kultivierten Neuronen konnten zwei verschiedene Populationen
von PSD-95-Transportpaketen hinsichtlich der An- und Abwesenheit von NLGI1 identifiziert
werden (Gerrow et al., 2006). Die NLG1 positiven PSD-95-Transportpakete wurden iiber eine
kiirzere Strecke und langsamer transportiert als PSD-95-Transportpakete ohne NLG1 (0,008 +
0,001 um/s im Vergleich zu 0,014 = 0,001 um/s). NLG1 verlangsamte demnach den
Transport von PSD-95-Transportpaketen in dieser Studie. Insgesamt waren nur ca. 3% der
PSD-95/NLG1-Cluster mobil. Die bei Gerrow et al. gemessene Geschwindigkeit fiir
NLG1/PSD-95-Cluster ist mit 0,008 = 0,001 um/s etwas langsamer verglichen mit der in
dieser Arbeit festgestellten Geschwindigkeit (0,11 = 0,02 um/s), welche jedoch zu einem
spateren Zeitpunkt (DIV14) und ohne PSD-95-Kotransport zu untersuchen, ermittelt wurde.
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Der Anteil an mobilen NLG-Partikeln ist mit ca. 3% im vergleichbaren Rahmen wie der in
dieser Arbeit ermittelte Anteil von ca. 1 %. Im Gegensatz dazu sind an DIV4 in kortikalen
Neuronen drei NLG1-Transporttypen zu erkennen: immobile sowie mobile NLG1-Cluster,
wobei die mobilen Cluster mit oder ohne assoziierter NR1-Untereinheit des NMDAR
vorliegen (Barrow et al. 2009). Barrow et al. konnten 11% mobile NLG1-Cluster mit einer
Geschwindigkeit von 0,248 + 0,047 um/s fiir NLG1 allein und 0,142 + 0,03 um/s fiir
NLG1/NR1-Cluster beobachten. Die Assoziation von NLG1 mit NR1 verlangsamte die
NLG1-Mobilitdt in Richtung der NR1-Mobilitét (0,142 + 0,03 um/s). PSD-95-Cluster werden
im Gegensatz zu Gerrow et al. NLG1-unabhédngig und spéter als NLG1 zu entstehenden
Synapsen anterograd transportiert. Die Geschwindigkeit von NLG1-Partikeln ist vergleichbar
mit der in dieser Arbeit festgestellten Geschwindigkeit (0,11 = 0,02 wm/s) und lasst vermuten,
dass NLG1 ohne assoziiertes PSD-95 (0,008 = 0,001 um/s, Gerrow et al., 2006) transportiert
wird. Retrograde mobile NLG1-Cluster konnten weder bei Gerrow noch bei Barrow et al.
beobachtet werden. Dies konnte mit dem Alter und der Differenzierung der untersuchten
Neurone zusammenhidngen, da in dieser Arbeit ausdifferenzierte Neurone (DIV14) im
Gegensatz zu Gerrow oder Barrow et al. (DIV4-6) analysiert wurden.

Zusitzlich zum Langstreckentransport in Dendriten konnte an DIV14 im Rahmen dieser
Arbeit eine Rekrutierung von NLGI in und aus Spines heraus beobachtet werden. Dabei
variierte die Transportgeschwindigkeit innerhalb von Spines zwischen 20 und 120 s. In
diesem Zusammenhang konnte nicht beobachtet werden, dass die retrograde NLGI-
Rekrutierung zu einem vollstindigen Verlust des GFP-NLG1-Signals an der Spine-Spitze
filhrte. Synaptisches NLG1 wird also nicht vollstindig abtransportiert. Demnach ist NLG
nicht nur zu einem frithen Zeitpunkt, also wihrend der Synaptogenese mobil (Barrow et al.
2009), sondern zum Teil auch in Dendriten und Spines adulter Neurone.

Aufgrund der schnellen Mobilisierung von NLG1 im um/s-Bereich ist davon auszugehen,
dass der in dieser Arbeit beobachtete NLG-Transport auf aktiven intrazelluldren
Transportmechanismen basiert. Weiterhin kann eine auf Diffusion beruhende Bewegung
ausgeschlossen werden, da eine Brown’sche Bewegung fiir NLG1-EGFP bei der hohen
zeitlichen Auflosung mit Hilfe der Time-lapse Videomikroskopie nicht beobachtbar war.
Diffusion ist eine passive Bewegung entlang eines Konzentrationsgradienten. Fiir den aktiven
Transport wird chemische Energie genutzt, um entgegen eines Konzentrationsgradienten die
Zelle schnell und iiber weite Entfernungen gerichtet mit ihren benétigten Komponenten zu
versorgen. Da der aktive Transport von Zellorganellen, Proteinen oder mRNAs entlang der
Zytoskelettstrukturen mit Hilfe von Motorproteinen verlduft (vgl. 1.6, Hirokawa et al. 2005,
Bridgman et al., 2003), wurden im weiteren Verlauf der Arbeit die zugrundeliegenden NLG-
Transportkomplexe charakterisiert.
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4.2 Mikrotubuli-vermittelter Transport

Ein weiterer Hinweis fiir aktiven NLG1-Transport konnte durch immunzytochemische
Féarbungen an DIV9 Neuronenkulturen erhalten werden. Der anterograde Mikrotubuli-Motor
KIF21B kolokalisiert mit NLG1 in Dendriten und an dendritischen Gabelungen (vgl. 3.2.5).
Bei den kolokalisierenden Signalen handelte es sich vor allem um Transportkomplexe, welche
in geringem Maf} an Synapsen anzutreffen waren. Dies konnte durch eine koimmun-
zytochemische Féarbung von KIF21B und einem prasynaptischen Markerprotein SV2
verdeutlicht werden. Die Kolokalisation war gering, was zu der geringen NLG1-Mobilitit in
diesem Alter (1%) passt, und Vermutungen nahelegt, dass KIF21B weitere NLG-unabhéngige
Funktionen in DIV9 Neuronen wahrnimmt. Unterstiitzt werden solche Vermutungen durch
die Ansammlung von KIF21B in bestimmten Bereichen des Neurons, bei denen es sich um
Wachstumskegel handeln konnte. KIF21B konnte demnach nicht nur fiir den Transport von
NLGI sondern zusitzlich auch fiir den Transport anderer Cargoes verantwortlich sein.

Auch der retrograde Mikrotubuli-Motor Dynein Schwere Kette (DHC) kolokalisiert mit NLG
(Behrend, 2006) in immunzytochemischen Farbungen. Zusammen mit den in dieser Arbeit
erhaltenen Time-lapse Videomikroskopiedaten (vgl. 3.1.5, 3.1.6), bei denen ein Kotransport
von Dynein intermediédrer Kette und NLG1 entlang von Dendriten und aus Spines heraus
festgestellt werden konnte, zeigte sich, dass NLGI1 nicht nur anterograd, sondern auch
retrograd mit Hilfe von Mikrotubuli-spezifischen Motorproteinen in der Zelle transportiert
wird.

Fiir Kinesin-Motorproteine ist eine Geschwindigkeit von 0,2-1,5 um/s und fiir Dynein-
Motorproteine eine Geschwindigkeit von 1-2 um/s beschrieben (Paschal et al. 1987,
Hirokawa et al. 1998, Ma et al. 2002). Damit liegen die hier ermittelten Geschwindigkeiten
des NLGI1-Transportkomplexes etwas unter den verdffentlichten durchschnittlichen
Geschwindigkeiten. Allerdings ist die Geschwindigkeit des Motors abhéngig vom jeweiligen
Cargo. So zeigen Gerrow et al. einen noch langsameren Transport (0,008 + 0,001 um/s,
Gerrow et al., 2006) fiir NLG1/PSD-95-Transportkomplexe. Hingegen zeigen KIF17-
Motorproteine im Komplex mit der NR2B-Untereinheit des NMDAR Geschwindigkeiten von
0,76 um/s (Guillaud et al., 2003). Das prisynaptische Geriistprotein Bassoon wird zusammen
mit Dynein mit einer Durchschnittsgeschwindigkeit von 0,67 wm/s und der an inhibitorischen

Synapsen involvierte Gephyrin-Dynein-Transportkomplex mit einer Geschwindigkeit von 1,3
um/s transportiert (Maas et al., 2006, Fejtova et al., 2009).

Die Ursache fiir die beobachteten Unterschiede beziiglich der Transportgeschwindigkeiten
konnen auf eine Reihe von Parametern zurilickgefiihrt werden: beispielsweise kann die Anzahl
der involvierten Motoren an einem Transportkomplex variieren. Die Bindung mehrerer
Motoren an ein Cargo kann zu einem langeren Transport entlang der Mikrotubuli fithren, d.h.
die Prozessivitdt eines Motors erh6hen (Vershinin ef al., 2007). Da fiir die Detektion von GFP
als distinkten Punkt etwa 10-20 GFP-Molekiile in einem Cluster benotigt werden (Niswender
et al., 1995), konnten in den GFP-NLGI-Transportpartikeln mehr als 10 NLG-Molekiile
vorhanden und dementsprechend mehrere Motorproteine gebunden sein. Andere Studien
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berichten hingegen, dass multiple Kinesin 1-Motorproteine an ein Cargo binden kdnnen,
dabei iiber die Anzahl der gebundenen Motorproteine aber nicht die Transporteigenschaften
beeinflussen (Shubeita et al., 2008). Zusitzlich konnen unterschiedliche Motorproteine an
einen gemeinsamen Transportkomplex binden und um die Transportrichtung und Zytoskelett-
affinitit konkurrieren (Tug-of-war) oder sich in ihrer Prozessivitdt unterstiitzen (Kural et al.,
2005, Ali et al., 2007, Ross et al., 2008). Da die NLG-Bewegung nicht linear, sondern auch
mit kurzen Unterbrechungen stattfindet, konnte dies auf eine kompetitive Bindung
verschiedener Motorproteine hindeuten. Die Motoren werden auflerdem iiber verschiedene
andere Faktoren moduliert, um so den Nettotransport zu bestimmen. Motorproteine konnen
etwa {liber ihren Phosphorylierungsstatus oder iiber die Assoziation mit zusétzlichen Faktoren
in ihrer Aktivitdt reguliert werden (Mallik et al., 2004). So kann die ATPase-Funktion von
Kinesin 1 durch Phosphorylierung von Kinesin selbst oder von akzessorischen Proteinen
reguliert werden (Mcllvain et al., 1994, Haimo ef al., 1995). Desweiteren wirkt das Protein
Huntingtin je nach Phosphorylierungsstatus als regulatorischer Schalter fiir Kinesin- oder
Dynein-vermittelten Transport (Colin et al., 2008). AuBerdem kann die Prozessivitidt von
Dynein iiber einen assoziierten Multiproteinkomplex (Dynaktin) erhoht werden, der
zusitzlich auch in der Cargo-Bindung involviert sein kann (Waterman-Storer ef al., 1997,
Schroer et al., 2004). Inwiefern Dynaktin an der Bindung der NLG1-Transportpartikel
beteiligt ist, miissen weitere Untersuchungen zeigen. Da schlussendlich auch die Affinitat
zwischen Cargo und Motorprotein, also die Zeit welche Cargo und Motorprotein miteinander
assoziiert vorliegen, sowie Mikrotubuli-Bindeproteine wie Tau und posttranslationale
Modifizierungen der Mikrotubuli-Bindeproteine und der Mikrotubuli selbst die Transport-
parameter beeinflussen, ergibt sich ein komplexes Bild der Regulation des Transports
(Westermann et al., 2003, Tkegami et al., 2007, Hammond et al., 2008, Dixit et al., 2008,
Maas et al., 2009). Inwieweit Mikrotubuli-Bindeproteine und ihre posttranslationale
Modifizierungen sowie posttranslationale Modifizierungen der Mikrotubuli den Transport von
NLG beeinflussen, ist noch ungeklért.

In Ausnahmen wurde nach der Expression von autofluoreszierenden Fusionsproteinen eine
Multimerisierung des autofluoreszierenden Proteins und durch die Uberexpression
verursachte Sekundireffekte beschrieben (Terry et al., 1995). Zur weiteren Uberpriifung der
endogenen Interaktion zwischen NLGI mit Dynein und KIF21B in intrazelluldren
Transportwegen wurden deshalb aus Gehirnextrakten mit Vesikeln angereicherte Fraktionen
aufgereinigt und fiir Koimmunprézipitationsexperimente eingesetzt (vgl. 2.2.2.6, 2.2.2.7,
Saito ef al., 1997). Anhand dieser Immunprézipitation konnte NLG1 zusammen mit dem
bekannten PSD-95/Dynein intermedidre Kette (DIC)-Komplex koprizipitiert werden (vgl.
3.1.2, AG Kneussel, ZMNH, personliche Mitteilung). Da eine Immunprazipitation aus
Vesikeln angereicherten Gehirnextrakten von PSD-95-mutierten Tieren ebenfalls NLG1
koprézipierte, deutet diese Beobachtung darauf hin, dass die Funktion von PSD-95 entweder
durch andere MAGUK-Proteine ibernommen wird oder dieses Protein nicht essentiell im
Transportkomplex mit NLG1 und DIC ist. In den PSD-95-mutierten Mausen (Migaud et al.,
1998) sind die ersten beiden PDZ-Domaéanen noch funktionell, nur die dritte PDZ-Doméne,
iiber welche NLG mit PSD-95 interagiert, fehlt (Irie et al., 1997, Migaud et al., 1998). Die
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MAGUK-Proteinfamilie ist sehr homolog und beinhaltet drei charakteristische Doménen: drei
PDZ-Doménen, eine SH3- und eine GK-Domine (vgl. 1.5, Kim et al., 2004). Da in den PSD-
95-mutierten Méusen nur die dritte PDZ-Domaéne fehlt, konnte iiber eine Dimerisierung
zwischen PSD-95 und beispielsweise SAP97 iiber die SH3-Doméne (Cai et al., 2006) die
Bindung von NLGI1 an die dritte PDZ-Doméane von SAP97 stattfinden und somit NLG immer
noch im Transportkomplex mit mutierten PSD-95/SAP97/DIC assoziiert vorliegen. Alternativ
konnte eine Dimerisierung iiber die noch vorhandenen PDZ-Dominen vermittelt werden
(Feng et al., 2009) oder das mutierte PSD-95 im Transportkomplex mit DIC gegen ein
anderes MAGUK-Protein ausgetauscht werden. Da eine DIC-Immunprizipitation SAP97
koprézipitierte (vgl. 3.1.3), konnte dies auf eine kompensatorische Rolle von SAP97
beziiglich des retrograden NLG1-Transportkomplexes deuten.

In HEK293-Zellen wurden zwei KIF21B-Fragmente hinsichtlich ihrer Interaktion mit NLG1
analysiert (vgl. 3.2.3). Sowohl das die Neck-Doméne umfassende EGFP-KIF21B(387-1212)-
Fusionsprotein als auch das einen Teil der Neck-Doméne und die gesamte 7ail-Doméne
beinhaltende EGFP-KIF21B(1211-1640)-Fusionsprotein konnten NLG1 in Immun-
prazipitationen koprézipitieren. Dies konnte auf mehrere Ursachen zuriickzufiihren sein.
Einmal konnte die Bindung von NLG1 an KIF21B iiber zusitzliche Proteine geschehen,
welche KIF21B an mehreren Punkten iiber eine Neck- und Tail-Assoziation binden.
Dergleiche Mechanismus konnte auch durch eine direkte Interaktion von NLG angewendet
werden. Zusitzlich konnten sich die Fusionsproteine in ihrer Faltung von der Struktur des
vollstandigen Proteins in vivo unterscheiden und beispielsweise eine Konformation
annehmen, welche der in vivo dhnelt, wobei die Bindungsstelle aber nicht mit der in vivo
iibereinstimmt. Weitere Analysen beziiglich der genauen Bindungsstelle zwischen NLG1 und
KIF21B sind zur Kldrung dieser Annahme notwendig.

Durch Immunprézipitationen aus Vesikeln angereicherten Fraktionen von Gehirnextrakten
(Saito et al., 1997) konnte weiterhin die spezifische Interaktion von NLG1, aber nicht NLG3,
mit KIF21B gezeigt werden. KIF5 koprézipitierte weder mit NLG1 noch mit KIF21B und
diente somit als Spezifititskontrolle der Interaktion (vgl. 3.2.2). Im Gegensatz zum
retrograden NLG1-Transportkomplex, konnte im anterograden Transportkomplex keine
Koimmunprézipitation zwischen KIF21B und PSD-95 festgestellt werden. Dies stimmt mit
den Time-lapse Videomikroskopiedaten von Barrow et al. iiberein, welche zeigen, dass PSD-
95-Cluster im Gegensatz zu einer anderen Studie von Gerrow ef a/. NLG1-unabhingig und
spater als NLG1 zu entstehenden Synapsen anterograd transportiert werden (s.0., Gerrow et
al., 2006, Barrow et al., 2009). Weiterhin zeigen Dresbach et al., dass NLG1 unabhingig von
PSD-95 zur Synapse transportiert wird (Dresbach et al., 2004).

Somit konnten die durch immunzytochemische Experimente sowie durch Time-lapse
Videomikroskopie gewonnenen Daten beziiglich eines retrograden NLG1/PSD-95/Dynein-
Transportkomplexes und eines anterograden NLG1/KIF21B-Transportkomplexes durch
Immunprézipitationsexperimente bestétigt werden. Je nach Transportrichtung konnte es sich
dabei um zwei distinkte Transportkomplexe handeln, welche sich durch die An- oder
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Abwesenheit von PSD-95 unterscheiden. Die Anwesenheit und/oder Regulation durch andere
Proteine ist aber nicht ausgeschlossen und miisste weiter analysiert werden.

Im Gegensatz zu distalen Dendriten besitzen die Mikrotubuli in proximalen Dendriten eine
gemischte Polaritét hinsichtlich der Ausrichtung ihrer Plus- und Minus-Enden (vgl. 1.6, Baas
et al., 1988). Eine potentielle Funktion des Dynein-vermittelten Transports von NLG1/PSD-
95-Komplexen konnte demnach in proximalen Dendriten der Transport in anterograde
Richtung sein. Der Kotransport von NLG1 mit Dynein ist ausschlieBlich in retrograde
Richtung beobachtet worden (vgl. 3.1.6), wodurch sich die eben genannte Moglichkeit
ausschlief3t.

Motorproteine konnen entweder direkt oder indirekt {iber verschiedene akzessorische Proteine
(Adaptoren) an ihr Cargo binden. In eukaryotischen Zellen werden 14 Kinesin-Familien mit
45 Mitgliedern, aber nur zwei zytoplasmatische Dyneine, als Motoren entlang von
Mikrotubuli genutzt. Im Menschen sind 40 Myosin-Gene beschrieben, welche in 12 Klassen
unterteilt werden und verschiedene Cargoes entlang des Aktinzytoskeletts transportieren.
Nicht alle Kinesine oder Myosine werden in allen Zelltypen exprimiert. Als retrograde
Motoren dienen Dyneine und die C-Kinesine sowie entlang des Aktinzytoskeletts Myosin VI
(Bridgman et al., 2003, Hirokawa ef al., 2005). Damit stehen dem retrograden im Vergleich
zum anterograden Transport weniger Motoren zur Verfiigung. Aber selbst fiir den
anterograden Transport sind die existierenden Motorproteine nicht ausreichend, um die Zelle
spezifisch mit ihren benétigten Komponenten zu versorgen. Durch den Einsatz von
Adaptorproteinen, welche zwischen dem Motor und dem Cargo positioniert sind, kdnnen die
Moglichkeiten der spezifischen Motor-Cargo-Interaktion erweitert werden (Hirokawa et al.,
2005, Kneussel et al., 2005). Zusitzlich konnen die Motoren durch die Adaptoren hinsichtlich
ihrer Direktion in der Zelle beeinflusst werden. So vermitteln JIP-Proteine (c-jun N-terminal
kinase (JNK)-interacting proteins) iiber die Interaktion mit der KLC (Kinesin light chain) die
axonale Lokalisation von KIF5, wéhrend die Bindung zwischen der C-terminalen 7ail-
Doméne und GRIP1 (Glutamat receptor interacting protein 1) KIF5 in Dendriten dirigiert
(Verhey et al., 2001, Setou et al., 2002). PSD-95 konnte im retrograden NLGI1-
Transportkomplex eine Adaptorfunktion iibernehmen und somit die Spezifitit vermitteln. Ein
anderes synaptisches Protein, welches retrograd mittels eines Adaptors transportiert wird, ist
der an inhibitorischen Synapsen vorliegende Glyzinrezeptor, welcher mit dem Geriistprotein
Gephyrin als Adaptor in einem Komplex mit Dynein mobilisiert wird (Maas et al., 2006). Die
Rolle der Adaptoren kann demnach neben Transportfunktionen auch in Geriist- und
Verankerungsfunktionen des Transportguts liegen. Das priasynaptische Gerlistprotein Bassoon
wird hingegen ohne eine Adaptorvermittlung direkt an Dynein gebunden und transportiert
(Fejtova et al., 2009).

Der anterograde Transport synaptischer Proteine kann ebenso mit und ohne Adaptoren
vermittelt werden. So ist etwa der NMDAR in einem Komplex von mLin10, mLin2, mLin7
und KIF17 sowie der AMPAR in einem Komplex mit GRIP1 und KIF5 beschrieben (Setou et
al., 2000, Setou et al., 2002). Eine inhibierte Interaktion zwischen KIF5 und GRIP1
verhindert den Transport des postsynaptischen EphB2 (Ephrin B receptor 2). Auflerdem
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bindet das présynaptische Protein SNAP25 (Synaptosome-associated protein of 25 kDa)
direkt an KIF5 (Diefenbach et al., 2002). Der Transport des prd- und postsynaptischen
Zelladhdsionsmolekiils N-Cadherin (Neuronal Cadherin) kann beispielsweise durch KIF3
oder in einem GRIP1/KIF5-Transportkomplex mobilisiert werden (Teng et al., 2005,
Schurek, 2006). Diese Vielfalt an Beispielen in Neuronen verdeutlicht die Mdglichkeiten zur
Spezifitdtsvermittlung beziiglich des retrograden und anterograden Transports und unterstiitzt
die Annahme, dass PSD-95 neben seiner Funktion der NLGI1-Verankerung und der
Vermittlung der Kommunikation mit anderen Proteinen in der postsynaptischen Dichte auch
als Adaptor die retrograde Mobilisierung von NLG1 reguliert.

4.3 Einfluss der Motorinhibition auf NLG1

In weiteren Experimenten wurde der Einfluss eines inhibierten NLG1-Transportkomplexes
hinsichtlich der NLG1 Lokalisation und der synaptischen Funktion analysiert, um so den
identifizierten anterograden NLGI1/KIF21B-Transportkomplex sowie den retrograden
NLG1/PSD-95/DIC-Transportkomplex funktionell zu charakterisieren.

In HEK293-Zellen, welche durch Transfektion NLG1 und dominant-negative KIF21B-
Fragmente exprimierten, konnte eine verringerte Oberfldchenlokalisation von NLGI1
festgestellt werden, wobei das einen Teil der Neck-Domine und die gesamte 7ail-Domine
umfassende KIF21B-Fragment die NLGI-Lokalisation an der Plasmamembran stérker
reduzierte als das die Neck-Domine beinhaltende KIF21B-Fragment (vgl. 3.2.4). Eine
Inhibition der KIF21B-Expression in kultivierten hippokampalen Neuronen mit Hilfe der
antisense-Technologie reduzierte die NLG1-Lokalisation (vgl. 3.2.6) ebenfalls. Diese Daten
deuten daraufhin, dass NLG1 durch einen KIF21B vermittelten Transportprozess zur
Plasmamembran geliefert wird, um dort in der Synapse verankert zu werden und einen
transsynaptischen Komplex mit dem priasynaptischen Neurexin auszubilden. Es existieren
verschiedene Moglichkeiten ein transmembranes Protein wie NLG fiir die korrekte Funktion
des Proteins in der Synapse zu verankern. Einmal konnte die Interaktion mit Komponenten
der extrazelluldren Matrix oder mit prasynaptischen Bindepartnern, im Fall von NLG das
prasynaptische NRX, NLG immobilisieren. Zweitens konnte die Zusammensetzung der
Plasmamembran durch eine spezifische Lipid- oder Proteinkomposition, wie etwa in Lipid
rafts (Simons et al., 1997), die Konzentration von NLG regulieren. Schlussendlich konnte die
Verankerung durch die Bindung mit intrazelluldren Gerlistproteinen und deren Bindung an
das Zytoskelett sowie durch eine direkte Bindung des Transmembranproteins an das
Zytoskelett zur Konzentration und einer eingeschrinkten lateralen Diffusion des Proteins an
der Synapse beitragen (Choquet ef al., 2003). Da NLG an PSD-95 bindet, konnte diese
Interaktion zur Verankerung von NLG an der Synapse fiihren, nachdem es dorthin
transportiert wurde. Ist der anterograde Transport gestort, wird die synaptische
Plasmamembran mit weniger NLG versorgt, wie dies in den oben genannten Experimenten zu
beobachten war.

Zusitzlich zum NLG1-Transport entlang von Mikrotubuli besteht die Mdglichkeit eines
anterograden NLGI1-Transports durch Myosin-Motorproteine entlang von Aktin-



4 Diskussion 109

zytoskelettstrukturen. Das Aktinzytoskelett bildet unter der Plasmamembran, dem
sogenannten Zellkortex, und in dendritischen Spines die hauptsidchliche Zytoskelettstruktur
und vermittelt im Vergleich zum Mikrotubuli-basierten Transport den Transport liber
Kurzstrecken (Goode et al., 2000, Bridgman et al., 2003). Fiir die NLG1-Lokalisation an
Synapsen bzw. in Spines konnte ein Motorwechsel des NLG1-Transportguts unterhalb der
Spines von Mikrotubuli auf Aktinfilamente stattfinden, um so den weiteren
Kurzstreckentransport in dieses Kompartiment zu gewéhrleisten. Ein Beispiel fiir eine solche
Koordination und Kooperation verschiedener Motorproteine konnte etwa durch die
Interaktion zwischen Myosin Va und Kinesin bestétig werden (Huang ef al., 1999, Bridgman
et al., 2003). Der Motorwechsel von NLG1-Cargoes konnte beispielsweise liber die
Interaktion mit dem aus Hrs/Actinin-4/BERP/Myosin V bestehenden CART (cytoskeleton-
associated recycling or transport)-Proteinkomplex vermittelt werden. Dieser Komplex ist in
Rezeptor-Recycling-Prozessen zur Plasmamembran involviert und koénnte somit NLGI-
Cargoes entlang von Aktinfilamenten durch das anterograde Motorprotein Myosin V
transportieren (El-Husseini et al., 1999, El-Husseini et al., 2000, Yan et al., 2005). Alternativ
konnte NLG1 unterhalb des Spines exozytiert werden, um dann lateral in den Spine zu
diffundieren oder aber durch die Interaktion mit dem PSD-95/GKAP/DLC/Myosin V-
Komplex entlang von Aktinfilamenten transportiert zu werden (Naisbitt ez al., 2000). Die
Dynein leichte Kette (DLC) ist eine Untereinheit sowohl des Dynein-Motorkomplexes als
auch eine Untereinheit von Mysosin V (Espindola et al., 2000, Hodi et al., 2006). Der
retrograde NLG1-Transport entlang von Aktinfilamenten konnte eventuell {iber das retrograde
Motorprotein Myosin VI vermittelt werden. Der Transport von NLG entlang von
Aktinfilamenten durch die oben genannten Komplexe bedarf noch weiterer Analysen.

Ein funktioneller Komplex bestehend aus NLG1, PSD-95 und Dynein ist fiir die
Internalisierung von NLGI1 essentiell. Dies konnte mit Hilfe von Analysen zur
Internalisierung von NLG1 in HEK293-Zellen und in kultivierten hippokampalen Neuronen
demonstriert werden (vgl. 3.1.4). Unter basalen Bedingungen konnte innerhalb von ein bis
zwei Stunden die Internalisierung von NLG1 beobachtet werden. Die Inhibition von Dynein-
basierten Transportprozessen mit Hilfe der Dynamitin-Uberexpression, fiihrte zu einer
drastischen Reduktion der NLG1-Internalisierung. Wurde die Interaktion zwischen NLG1 und
PSD-95 durch die Uberexpression eines dominant-negativen Peptids, welches die
Bindungsstelle zwischen NLG1 und PSD-95 umfasst (3. PDZ-Doméne von PSD-95), oder
durch die Uberexpression einer NLG1-Mutante ohne PDZ-Bindedomiine gestdrt, konnte eine
Reduktion der NLG1-Internalisierung, d.h. ein Anstieg in der Plasmamembranlokalisation
von NLG1, beobachtet werden. Da NLG1 in HEK293-Zellen auch ohne die gleichzeitige
Expression von PSD-95 internalisiert wurde, ist anzunehmen, dass endogene PDZ-Dominen
enthaltende Proteine die Funktion von PSD-95 iibernehmen kdénnen. In einem Yeast-2-hybrid
Screen konnten 13 verschiedene synaptische Proteine identifiziert werden, welche an das
PDZ-Bindemotif von NLG1 binden konnten (Meyer et al., 2004). Unter diesen Proteinen
waren u.a. weitere MAGUK-Familienmitglieder wie SAP102 oder PSD-93, andere
Geriistproteine wie Shank 1 und 3, sowie kleine GTPase aktivierende Proteine (GAP), wobei
letztere auch in HEK293-Zellen vorhanden sind. Die Anzahl dieser vielféltigen potentiellen
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Interaktoren mit dem NLGI1-PDZ-Bindemotif geben einen Hinweis fiir eventuelle
kompensatorische Proteininteraktionen in HEK293-Zellen, welche diverse PDZ-Doménen
enthaltende Proteine exprimieren (Abb. 3.8).

Ein funktioneller Transport durch Dynein ist fiir die Synapsenzahl und Synapsenmorphologie
von Bedeutung. In immunzytochemischen Analysen hippokampaler Neurone, deren Dynein-
Transport durch eine Dynamitin-Uberexpression inhibiert war, konnte eine reduzierte
exzitatorische Synapsenzahl beobachtet werden (vgl. 3.1.9). Dies wurde in ultrastrukturellen
Untersuchungen von transgenen Tieren, welche Dynamitin iiberexprimieren (LaMonte ef al.,
2002), sowie in immunhistochemischen Analysen dieser Tiere bestitigt (vgl. 3.1.7, AG
Kneussel, ZMNH, personliche Kommunikation). Weitere ultrastrukturelle Analysen dieser
Mauslinie ergaben vergroBerte Spines, welche sich durch eine vergroferte Linge der
postsynaptischen Dichte sowie durch einen Anstieg in der Spine-Kopfgroe auszeichneten
(vgl. 3.1.8). Aufgereinigte postsynaptische Dichten (PSD) der Dynamitin-iiberexprimierenden
Maiuse zeigten weiterhin eine Anreicherung von PSD-95 und NLG (Behrend, 2006). Durch
den inhibierten Dynein-Transport werden demnach synaptische Proteine wie NLG und PSD-
95 angereichert und nicht mehr abtransportiert, was in einer Vergroferung der Spines
resultiert. Dies stimmt mit Beobachtungen von Nikonenko ef al. iiberein. Hierbei ergaben
ultrastrukturelle Analysen vergroBerte Spines, d.h. einen Anstieg hinsichtlich des Spine-
Volumens und der PSD-Linge aufgrund einer PSD-95-Uberexpression (Nikonenko et al.,
2008). Nikonenko et al. konnten weiterhin zeigen, dass die vergroferten Spines bis zu sieben
prasynaptische Endigungen kontaktierten und dass trotz dieser Beobachtung eine Reduktion
der Spine-Dichte zu erkennen war, womit die im Rahmen dieser Arbeit identifizierte
Reduktion der exzitatorischen Synapsenzahl bei einer gleichzeitigen Spine-Vergroflerung
unterstiitzt wird. Weiterhin konnte eine erhohte Spine-Kopfgrofle in transgenen, NLGI
iiberexprimierenden Méusen gezeigt werden, wobei in dieser Studie allerdings die PSD-Lénge
unverdndert vorlag (Dahlhaus et al., 2009). Ein funktionierender retrograder Transport von
NLGI1/PSD-95 durch Dynein ist demnach fiir die Regulation der Synapsengrofle und
Synapsenanzahl mit verantwortlich.

Die elektrophysiologische Registrierung von Membranstromen in Dynamitin iiber-
exprimierenden, kultivierten hippokampalen Neuronen zeigte eine Reduktion der mEPSC
(miniature excitatory postsynaptic current)-Amplitude und mEPSC-Frequenz (vgl. 3.1.10).
Die durch die Inhibition von Dynein-Transportprozessen reduzierte synaptische Transmission
unterstiitzt die im Rahmen dieser Arbeit beobachtete reduzierte Synapsenanzahl, kontrastiert
hingegen mit den vergroBerten Spines, da angenommen wird, dass eine vergréferte PSD
durch eine erhohte Anzahl von Glutamatrezeptoren die synaptische Transmission stirkt
(Harris et al., 1989, Nusser et al., 1998, Knott et al., 2006, Knott et al., 2008). Die
Uberexpression von PSD-95 oder NLG1 allein fiihrte zu einer verstirkten Glutamatrezeptor-
Aktivitit (El-Husseini et al., 2000, Chubykin et al., 2007). Der Effekt auf die synaptische
Transmission bei gleichzeitiger Uberexpression von PSD-95 und NLG1 wurde allerdings
noch nicht analysiert. Eventuell liegen die Glutamatrezeptoren in der PSD von Dynamitin
iiberexprimierenden Tieren hoher konzentriert vor, sind aber nicht funktional. Da eine
Uberexpression von NLG1 und PSD-95 retrograd die prisynaptische Neurotransmitter-
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ausschiittung erhoht, konnten weiterhin sekundidre homeostatische Mechanismen aktiviert
werden, um einer Exzitotoxizitit entgegen zu wirken (Turrigiano et al., 2004, Futai et al.,
2007). Diese Annahme wurde durch Beobachtungen in den Dynamitin iiberexprimierenden
Tieren unterstiitzt, welche keine Anzeichen von Exzitotoxizitdt im Gehirn zeigen (LaMonte et
al., 2002). Anscheinend ist der Verlust der Synapsen dominant in der Wirkung gegeniiber der
beobachteten Spine-VergroBBerung, da die elektrophysiologischen Ergebnisse eine Reduktion
der synaptischen Transmission erkennen lieen.

4.4 Einfluss von synaptischer Aktivitat auf den NLG-Transport

Synaptische Proteine werden durch neuronale Aktivitét in ihrer Konzentration, Modifizierung,
Verankerung und damit in ihrer Funktion, Lokalisation und Mobilitdt reguliert, um so auf
verdnderte Umwelteinfliisse reagieren zu konnen (Neves et al., 2008, Derkach et al., 2007,
Lau et al., 2007, Kennedy ef al., 2006). Eine aktivititsabhingige Verdnderung in der Stédrke
der synaptischen Transmission wird als synaptische Plastizitdt bezeichnet. Hierbei kann die
verdnderte synaptische Transmission entweder zu einer langanhaltenden Potenzierung oder
Depression der jeweiligen Synapse fithren (vgl. 1.3, LTP, LTD). Diese Moglichkeiten der
Plastizitdt werden als Grundlage fiir Lern- und Gedéachtnisleistungen diskutiert (Bliss et al.,
1973, Feldman et al., 2009). Da NLG durch seine Lokalisation und Funktion an der Synapse
ein interessanter Kandidat fiir die Umsetzung dieser plastischen Verdnderungen ist, wurde die
Regulation von NLG und dessen Transport in weiteren Experimenten analysiert.

Die chemische Induktion von LTP in hippokampalen Primérkulturen fiihrte zu einer erhéhten
NLG-Anreicherung in der Plasmamembran (vgl. 3.3.3, Otmakhov et al., 2003). Zur
Uberpriifung der NLG-Anreicherung hinsichtlich der synaptischen Lokalisation wurden
Synaptosomen von kultivierten kortikalen Neuronen nach einer LTP-Induktion aufgereinigt
und beziiglich der Konzentration von NLG und anderen synaptischen Proteinen an
synaptischen Membranen analysiert. Hierbei zeigte sich eine durch die LTP-Induktion
hervorgerufene Zunahme von PSD-95 und NLG in synaptischen Membranen. Die
analysierten prasynaptischen Proteine schienen nicht betroffen (vgl. 3.3.3). Der beobachtete
Anstieg von PSD-95 stimmt mit anderen Studien iiberein, welche PSD-95 eine Rolle in der
Vermittlung und Regulation der synaptischen Stirke zusprechen. So wird die Expression von
PSD-95 durch neuronale Depolarisierung hochreguliert. Weiterhin wird wahrend der
Langzeitpotenzierung u.a. die AMPAR-Insertion in die Plasmamembran und AMPAR-
abhiingige mEPSCs durch eine PSD-95 Uberexpression hochreguliert (El-Husseini et al.,
2002, Ehrlich et al., 2004, Bao et al., 2004, Kim et al., 2007). Zuséatzlich zu dieser Funktion
kann PSD-95 im Komplex mit NLGI retrograd die Neurotransmitterausschiittung erh6hen
und dadurch in Plastitzitdtsprozessen mitwirken (Futai et al., 2007). Dies deutet ebenso auf
eine Rolle von NLG wiihrend der synaptischen Potenzierung hin. Eine Uberexpression von
NLG1 erhoht die Anzahl exzitatorischer Synapsen und fithrt zu einem Anstieg der
exzitatorischen mEPSCs tiber CaMKII (Calcium/calmodulin-dependent protein kinase II)-
abhdngige Signalwege, welche in der spédten Phase der LTP-Expression involviert sind
(Prange et al., 2004, Malenka et al., 2004, Chih et al., 2005, Chubykin ef al., 2007, Lee et al.,
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2009). AuBBerdem konnte in der Amygdala gezeigt werden, dass eine akute Inhibition der
NLG1-Expression NMDAR-Strome reduziert und die Ausbildung von LTP sowie die
Speicherung von Erinnerungen beziiglich der assoziativen Angst unterdriickt (Kim et al.,
2008).

Da NLGI durch KIF21B transportiert wird (vgl. 3.2), wurde der Einfluss der synaptischen
Potenzierung auf den NLG1/KIF21B-Transport analysiert. Die chemische LTP-Induktion bei
gleichzeitiger inhibierter KIF21B-Expression in hippokampalen Primérkulturen ergab im
Gegensatz zu Kontrollzellen keine erhohte Lokalisation von NLG in der Plasmamembran.
Der Anstieg von synaptischen NLG nach einer synaptischen Potenzierung wird demnach
durch den anterograden Transport von NLG mit dem Mikrotubuli-Motor KIF21B reguliert.

Fiir weitere Untersuchungen beziiglich der Rolle von NLG bei synaptischen
Plastizitdtsprozessen wurde LTD chemisch mit Hilfe des mGluR-Agonisten DHPG ((RS)-3,5-
Dihydroxyphenylglyzin) in hippokampalen Priméirkulturen induziert (vgl. 3.3.1, Palmer et al.,
1997, Huber et al., 2001, Snyder et al., 2001). Die Schwichung der synaptischen
Transmission ergab eine reduzierte Lokalisation von NLG1 in der Plasmamembran und eine
erhohte Mobilitdt von NLG1. Letzteres konnte mit Hilfe von Time-lapse Studien nach der
DHPG-Behandlung ermittelt werden (vgl. 3.3.1). Im Gegensatz dazu wird ein anderes
Zelladhdsionsmolekiil, N-Cadherin, durch eine LTD-Induktion iiber NMDAR in der
Plasmamebran akkumuliert, wihrend AMPAR verstarkt internalisiert werden (Tai et al.,
2007). Ob dieser Unterschied durch eine Aktivierung verschiedener Signalwege (mGLuR-
LTD <« NMDAR-LTD), welche sich nicht in ihrem Effekt in Bezug auf AMPAR
unterscheiden, zu erkldren ist, muss gepriift werden.

Die durch DHPG-induzierte erhohte NLGI1-Internalisierung ldsst auf einen Dynein-
abhingigen Transport schlieBen, da gezeigt werden konnte, dass Dynein fiir die
Internalisierung von NLGI und fiir den Transport von NLG1 aus dem Spine notwendig ist
(vgl. 3.1.4, 3.1.6). Dies konnte durch weitere Analysen hinsichtlich der Mikrotubuli-
abhéngigkeit bestétigt werden (vgl. 3.3.2). Hierfiir wurden die Mikrotubuli wahrend oder nach
der chemischen LTD-Induktion depolymerisiert und die NLG1-Lokalisation in der Plasma-
membran beobachtet (vgl. 3.3.2). Die Depolymerisation der Mikrotubuli bei einer
gleichzeitigen LTD-Induktion zeigte keinen Riickgang der NLG1-Lokalisation in der Plasma-
membran. Durch diese Behandlung konnte keine Dynein-abhéngige Internalisierung von
NLGI mehr stattfinden, da die Mikrotubuli depolymerisiert waren.

Neben Dynein ist die NLG1-Internalisierung durch PSD-95 reguliert (vgl. 3.1.4.). Demnach
konnte PSD-95 ebenfalls in der aktivititsabhidngigen retrograden Mobilisierung von NLGI
involviert sein. Da NLG1/PSD-95/Dynein-Komplexe retrograd transportiert werden (vgl.
3.1), konnte sich dieser Komplex schon direkt an der Synapse ausbilden und die
Internalisierung von NLG1 vermitteln. Als Anwort auf LTD-induzierende Stimuli ist PSD-95
mit Endozytoseprozessen von AMPAR involviert (Kim et al., 2007, Xu et al., 2008).
Eventuell iibernimmt PSD-95 eine dhnliche Funktion hinsichtlich der NLG-Internalisierung.

Die Aktinfilamente bilden in der Pri- und Postsynapse die hauptséchliche Zytoskelettstruktur
und sind mit der strukturellen Plastizitdt an Synapsen, etwa mit dem Spine-Wachstum nach
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einer LTP-Induktion assoziiert (vgl. 1.3, Alvarez et al., 2007). Sowohl das Aktin-
Motorprotein Myosin Va als auch Myosin Vb sind mit dem Ca**-abhingigen Transport von
AMPAR in Recycling-Endosomen zu Synapsen und mit dem Anstieg der AMPAR-
Konzentration in der synaptischen Plasmamembran wéhrend der synaptischen Potenzierung in
Verbindung gebracht worden (Park et al., 2004, Correia et al., 2008, Wang et al., 2008).
Eventuell konnen diese Motoren ebenfalls NLG1-enthaltende Vesikel durch einen
Motorwechsel (s.0.) als Anwort auf LTP-induzierende Stimuli transportieren. Alternativ
konnte dieser Transport aber unabhéngig vom Aktinfilament erfolgen, da gezeigt werden
konnte, dass Mikrotubuli in Spines lokalisiert werden, wobei diese Lokalisation in Spines
durch neuronale Aktivitdt verstirkt wurde und eine pharmakologische Zerstoérung der
dynamischen Mikrotubuli die Ausbildung von LTP verschlechterte (Hu ef al., 2008, Jaworski
et al., 2009). Weiterhin zeigten diese Studien, dass Proteine, welche am Plus-Ende der
Mikrotubuli binden, mit Aktin-Bindeproteinen interagieren und dadurch die Aktinfilamente
regulieren (Jaworski et al., 2009). Das Eindringen der Mikrotubuli in Spines konnte die
Versorgung dieses Kompartiments mit Organellen, Proteinen und mRNAs vereinfachen.
Diese Moglichkeit des NLG-Transports wird unterstiitzt durch Proteomanalysen von
aufgereinigten Synaptosomen, welche u.a. Kinesin, Dynein und Dynaktin in den
Synaptosomen identifizieren konnten (Schrimpf et al., 2005). Das Vorhandensein der
Mikrotubuli-Motorproteine an Synapsen ldsst einen NLG1-Transportmechanismus ohne
Motorwechsel vermuten.

Die neuronale Aktivitéit beeinflusst ebenfalls Mikrotubuli-Motoren wie Dynein, welches bei
einer Depolarisierung der Zelle in seiner Mobilitdt reduziert wird (Lardong et al., 2009). Der
anterograde Mikrotubuli-Motor KIF17 wird aktivitdtsabhdngig durch CaMKII phosphoryliert,
wodurch das Cargo entladen wird (Guillaud ef al.,, 2007). Aktivitdtsabhidngige
Modifizierungen konnen demnach u.a. auf der Motor-Ebene stattfinden, um so spezifisch die
Zelle mit benodtigten Komponenten zu versorgen. Inwiefern NLG1-Transportkomplexe durch
neuronale Aktivitdt modifiziert werden, bedarf weiterer Analysen. Ein mdgliches Szenario
wire der vermehrte aktivitdtsabhdngige NLG1-Transport entlang der Mikrotubuli in Spines
hinein, wo NLG1 durch seine Fihigkeiten, andere synaptische Proteine zu rekrutieren, zu der
Ausbildung der strukturellen Plastizitét beitrdgt und somit in Lernprozesse involviert ist (Graf
et al., 2004, Chih et al., 2005, Kim et al., 2008). Ebenso konnte ein vermehrter Transport aus
Spines entlang der Mikrotubuli als Antwort auf LTD-induzierende Stimuli auftreten. Eine
erhohte Mobilitdt konnte beispielsweise im Transport des Adaptor- und Geriistproteins
Gephyrin als Antwort auf eine erhohte neuronale Aktivitdt festgestellt werden (Maas et al.,
2006). Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse auf eine dynamische Rolle des NLG1-
Transports durch Mikrotubuli-Motoren bei der Ausbildung von LTD und LTP hin.
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4.5 Funktion des NLG-Transports

Dem NLGI1-Transport konnen diverse mdgliche Funktionen zugeschrieben werden. Der
anterograde Transport dient mdoglicherweise primér der Versorgung von bestehenden
Synapsen mit NLG1 im Rahmen eines normalen Protein-7urnovers oder in einer vermehrten
Versorgung aufgrund der SynapsenvergroBerung und Synapsenneubildung wéhrend der
synaptischen Potenzierung. Wéhrend der Synaptogenese konnte der NLG1-Transport fiir die
Ausbildung von neuen Synapsen an spezifischen Orten des Neurons dienen. Hierfiir sprechen
die in vitro synaptogenetischen Daten sowie der frithe beobachtete Transport von NLGI1 im
Komplex mit NMDAR (Scheiffele et al., 2000, Barrow et al., 2009).

Die Bildung von Synapsen in Vertebraten beginnt im Embryo und dauert bis ins adulte Alter
an, wo die Neubildung von Synapsen mit Lern- und Gedéchtnisprozessen assoziiert ist
(Waites et al., 2005). Wéhrend der Entwicklung ist die Synapsenbildung genau mit der
Differenzierung der Neuronen gekoppelt und wird durch diverse Signalwege reguliert. Es
lassen sich distinkte Schritte unterscheiden wie: 1.) initiale Kontaktausbildung zwischen Pri-
und Postsynapse, 2.) Induktion der Prd- und Postsynapse durch die Rekrutierung von
synaptischen Proteinen, 3.) Stabilisierung und Reifung des synaptischen Kontakts und 4.)
Eliminierung von Synapsen. Einige Studien zeigen, dass die prasynaptische Differenzierung
der Induktion der Postsynapse voranschreitet (Friedman et al., 2000, Bresler et al., 2001),
jedoch lassen andere Studien postsynaptische Akkumulationen vor présynaptischen
Proteinrekrutierungen erkennen (Washbourne ef al., 2002). Demnach wird die zeitliche
Abfolge noch kontrovers diskutiert, wobei auch ein paralleler Verlauf moglich wire (Garner
et al., 2006).

Die im Rahmen dieser Arbeit an DIV 14 und bei Gerrow et al. an DIV6 beobachtete geringere
NLGI1-Mobilitdt im Vergleich zu einer an DIV4 beobachteten hoheren Mobilitdt (Gerrow et
al., 2006, Barrow et al., 2009) konnte als ein Zeichen fiir eine vermehrte Synaptogenese an
Orten mit immobilen NLG1-Partikeln interpretiert werden. Da Gerrow et al. an stationdren
NLGI-Partikeln innerhalb einer Stunde Synaptophysin-positive axonale Vesikel beobachten
konnten, wird diese Vermutung beziiglich der synaptogenetische Eigenschaft von NLGI
unterstiitzt (Scheiffele et al., 2000, Gerrow et al., 2006). In vivo Daten von NLG1-3
defizienten Tieren deuten hingegen aufgrund einer unveridnderten Synapsenmorphologie und
Synapsenzahl auf NLG-Funktionen, welche sich auf die synaptische Reifung und
Spezialisierung konzentrieren (Varoqueaux ef al., 2006). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass NLG1 zu einem spdteren Zeitpunkt, bei dem die
Synapsenbildung relativ weit fortgeschritten ist, dynamisch ist, und zusidtzlich einer
Regulation wéhrend der synaptischen Potenzierung oder Depression unterliegt, wodurch es
Funktionen hinsichtlich der Synapsenreifung und -spezialisierung tibernehmen konnte.

Der durch KIF21B-vermittelte NLG1 Transport konnte dem Mechanismus anderer
transmembraner synaptischer Proteine folgen, welche vom Golgi-Apparat zur
Plasmamembran transportiert werden, wo sie exozytiert werden. Dabei ist der genaue Ort der
Exozytose nicht klar. Die transmembranen Proteine kdnnten extrasynaptisch exozytiert
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werden und dann lateral in die Synapse hineindiffundieren, wo sie durch Interaktionen mit
Zytoskelettstrukturen, Geriistproteinen und der extrazelluldren Matrix verankert werden, aber
gleichzeitig einem kontinuierlichen Zyklus von Insertion und Entfernung aus der Synapse
unterliegen (Choquet et al., 2003, Kennedy ef al., 2006). Transmembrane Proteine konnen aus
der Synapse entfernt werden, indem sie an perisynaptischen Orten endozytiert werden, um im
Lysosom degradiert zu werden. Alternativ konnen diese Proteine in Recycling-Endosomen
unterhalb der Plasmamembran lagern, um so schnell die Synapse mit Material zu versorgen
als Antwort auf distinkte physiologische Stimuli. So kénnen Recycling-Endosomen mit
AMPAR iiber Myosin V entlang des Aktinfilaments in Spines wihrend der synaptischen
Potenzierung transportiert werden (Park et al., 2004, Correia et al., 2008, Wang et al., 2008).
Da NLG durch LTP-induzierende Stimuli schnell vermehrt in die synaptische Membran
inseriert werden konnte (vgl. 3.3.3), ldsst dies auf ein Vorhandensein in Recycling-
Endosomen schlieen. Eine lokale Proteinsynthese, ein schnellerer Transport entlang von
Mikrotubuli oder die NLG1-Rekrutierung von anderen nicht potenzierten Synapsen ist aber
nicht ausgeschlossen. Hierbei konnte NLG durch KIF21B in die Spines entlang von
Mikrotubuli, welche aktivitdtsabhingig in den Spines lokalisiert sind, transportiert werden
(Hu et al., 2008, Jaworski et al., 2009). Alternativ konnte dieser Transport iiber einen
Motorwechsel auf beispielsweise Myosin V, einem Aktinfilament-abhingigen Motorprotein,
vermittelt werden (s.0.).

Die Endozytose von synaptischen Transmembranproteinen ist auf endozytotischen Zonen im
Spine-Kopf lokalisiert, welche neben der postsynaptischen Dichte lokalisiert sind (Blanpied et
al., 2002, Racz et al., 2004, Kennedy et al., 2006). Internalisierte Vesikel werden als erstes
zum frithen Endosom transportiert, wo sie sortiert werden. Vesikel mit endozytierten
Proteinen konnen nun entweder in Recycling-Endosomen oder in spdte Endosomen
transportiert werden. Cargoes, welche fiir die Degradation bestimmt sind, fusionieren
anschlieBend mit Lysosomen (Soldati et al., 2006). Verschiedene Motorproteine sind an
diesen Transportprozessen beteiligt. Das retrograde Motorprotein Myosin VI transportiert
beispielsweise Vesikel mit endozytierten AMPAR zum frithen Endosom (Osterweil et al.,
2005, Soldati et al., 2006). Inwiefern NLG iiber Myosin VI zum frithen Endosom transportiert
wird, miissen weitere Analysen zeigen. Die Beteiligung von Dyneinen wihrend des zweiten
Transportschrittes zwischen frithen Endosom und spéten bzw. Recycling-Endosom ist bereits
beschrieben (Driskell et al., 2007, Traer et al., 2007, Soldati et al., 2006). Auf dem Weg vom
frithen Endosom zum Recycling-Endosom ist Dynein iiber die Bindung der Dynein leichten
Kette (DLC) an das WW-Doménen enthaltende Protein KIBRA und SNX4 (Sorting nexin 4)
assoziiert (Traer et al., 2007). Die Familie der SNX-Proteine ist mit dem Transport und der
Sortierung von Endosomen assoziiert (Griffin et al., 2005, Traer et al., 2007). Da der
retrograde Transportkomplex bestehend aus NLG1, PSD-95 und Dynein Intermedidre Kette
(DIC) mit SNX4 in gemeinsamen Fraktionen einer Saccharosedichtegradientenzentrifugation
angereichert vorlag (vgl. 3.1.1), konnte dies ein Hinweis auf eine Lokalisation dieses
Transportkomplexes in Recycling-Endosomen sein. Aulerdem konnte NLG1 Dynein- und
PSD-95-abhéngig internalisiert werden (vgl. 3.1.4). Dynein vermittelt nicht nur die gezeigte
Endozytose von NLG, sondern auch dessen retrograden Langstreckentransport, wobei sowohl
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die Internalisierung als auch die retrograde Mobilitdt unter LTD-induzierenden Stimuli
zunehmen (vgl. 3.3.1). Wohin NLG1 widhrend der synaptischen Depression genau
transportiert wird, zum Lysosom oder Recycling-Endosom, miissen zukiinftige Studien
zeigen. Die Degradation von Membran-assoziierten Proteinen wie PSD-95 hingegen findet
durch das Ubiquitin-Proteasom-System statt (Colledge et al., 2003, Ciechanover et al., 2006).
Beide Degradationsorganellen sind in geringem Malle in Dendriten lokalisiert, der GroBteil
befindet sich hingegen im Soma (Jadot et al., 1999, Adori et al., 2006). Der Dynein-Transport
von NLGI1/PSD-95-Komplexen konnte demnach ebenso zu Degradationsorganellen im
Zellsoma fiihren. Ferner konnte der retrograde NLG1-Transportkomplex, zusétzlich zu seiner
Funktion zur Entfernung von NLG aus der Synapse, dem Transport zu benachbarten
Synapsen dienen, um diese mit NLG zu versorgen (Transzytose).

Der ungestorte Transport von NLG1 ist demnach fiir die Funktion von NLG an der Synapse
unter basalen sowie unter Situationen der synaptischen Plastizitdt und Lernprozessen von
Bedeutung (vgl. 3.1.7-10, 3.2.6, 3.3, Kim et al., 2008).

4.6 Modell des Neuroligin-Transports

Die im Rahmen dieser Arbeit erlangten Ergebnisse fiihren zu folgendem Modell (Abb. 4.1).
NLG1 wird mit dem anterograden Mikrotubuli-Motorprotein KIF21B in Dendriten zur
Synapse transportiert. An der Synapse konnte NLG1 exozytiert werden und lateral in die
Synapse hineindiffundieren. Die Endozytose von NLG1 erfolgt perisynaptisch und ist sowohl
von Dynein als auch von PSD-95 abhéngig. Im Gegensatz zum anterograden NLG1-Transport
wird NLG1 in retrograde Richtung mit Hilfe des Dynein-Motorproteins in einem Komplex
gemeinsam mit PSD-95 als Adaptor aus Spines und entlang der Dendriten transportiert.
Dieser retrograde Transport konnte sowohl in Recycling-Endosomen als auch in
Degradationsorganellen miinden und fiihrt so zu einer Entfernung von NLG1 aus der Synapse.
Das Vorhandensein anderer Proteine sowohl im anterograden als auch retrograden Komplex
ist nicht ausgeschlossen.

Der retrograde Transport ist unter dem Einfluss einer synaptischen Depression (LTD, Abb.
4.1.a) erhoht. Eine synaptische Potenzierung (LTP) fiihrt zu einer erhdhten Insertion von NLG
in die synaptische Plasmamembran (Abb. 4.1.c). Bei einer inhibierten KIF21B-Expression ist
der beobachtete Anstieg von NLG unter LTP-Bedingungen in der synaptischen Plasma-
membran inhibiert. Ein funktionaler NLG1-Transport zu und von der Synapse konnte
demnach bei der Ausbildung des exzitatorischen/inhibitorischen Synapsenverhéltnisses (E/I-
Verhiltnis), sowie der Ausbildung der strukturellen Plastizitidt und bei Lernprozessen von
Bedeutung sein (Prange et al., 2004, Levinson et al., 2005, Kim et al., 2008).
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Abb. 4.1: Modell des NLG1-Transports in Dendriten.

NLG1 wird unter basalen Bedingungen Uber KIF21B zur Synapse und Uber den NLG1/PSD-95/Dynein-Komplex
von der Synapse entlang von Mikrotubuli transportiert (b). Als Antwort auf LTD-induzierende Stimuli ist eine
erhohte Internalisierung und retrograde Mobilisierung von NLG zu beobachten (a). Als Antwort auf LTP-
induzierende Stimuli ist eine erhéhte KIF21B-abhangige Insertion von NLG in die synaptische Membran zu
beobachten (c). Das Fragezeichen driickt die Mdglichkeit einer Interaktion mit zuséatzlichen Komponenten im
NLG1-Transportkomplex aus, welche aber nicht zwangslaufig existieren muss. DIC: Dynein intermediare Kette,
DLC: Dynein leichte Kette, DHC: Dynein schwere Kette, LTD: Long-term synaptic depression; LTP: Long-term
synaptic potentiation; NRX: Neurexin.
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4.7 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein retrograder und ein anterograder NLGI-
Transportkomplex identifiziert und funktionell ndher charakterisiert werden. Ferner wurden
die NLGI1-Transportkomplexe unter dem Einfluss der synaptischen Potenzierung oder
Depression analysiert.

Als néchster Schritt konnte die Bindung zwischen KIF21B und NLG1 genauer kartiert und
das Vorhandensein anderer, regulatorischer Proteine in diesem Komplex genauer bestimmt
werden. Letzteres konnte iiber eine Immunprézipitation und anschlielende massen-
spektrometische Analyse erfolgen. Weiterhin miisste der Kotransport von KIF21B und NLG1
mit Hilfe der Time-lapse Videomikroskopie unter basalen und unter LTP-Bedingungen als
weiterer Beweis flir einen gemeinsamen Transportkomplex analysiert werden.

Zur Klérung der Frage, ob NLGI1-Transportkomplexe nur entlang von Mikrotubuli in den
Spine transportiert werden oder ob ein Motorwechsel auf Myosin-Motorproteine und ein
Transport entlang von Aktinfilamenten stattfindet, konnte primér eine Immunprézipitation mit
Myosin V- oder Myosin VI-spezifischen Antikérpern durchgefiihrt und das Vorhandensein
von NLG1 in diesen Prézipitaten mittels Immundetektion oder Massenspekrometrie tiberpriift
werden.

Desweiteren sind die Start- und Zielpunkte des NLG1-Transports zu identifizieren. Wird das
internalisierte NLG1 unter basalen und LTD-Bedingungen sofort im Lysosom degradiert oder
im Recycling-Endosom aufbewahrt fiir eine schnelle Insertion unter LTP-Bedingungen?
Hierfiir konnten Endosomen aufgereinigt werden nach Kontroll-, LTD- oder LTP-
Bedingungen und auf das Vorhandensein von NLG1 {iberpriift werden. Zusétzlich konnten
immunzytochemische Fiarbungen mit Endosomen-Markerproteinen bei gleichzeitiger
Expression von fluoreszenzmarkiertem NLG1 durchgefiihrt werden. Au3erdem konnte photo-
aktivierbares EGFP als Markierung von NLG1 benutzt werden um nach der Aktivierung der
Autofluoreszenz den Start- oder Zielpunkt des Transports zu visualisieren.

Bei gleichzeitiger Uberexpression von PSD-95 und NLG1 kénnte weiterhin der Einfluss auf
die synaptische Transmission durch elektrophysiologische Messungen analysiert werden, um
die beobachteten biochemischen Anreicherungen dieser Proteine an der PSD von Dynamitin-
iiberexprimierenden Tieren und die beobachtete Reduktion der synaptischen Transmission in
Dynamitin-iiberexprimierenden kultivierten Neuronen zu erklidren. Desweiteren kdnnten
akute Schnittkulturen der Dynamitin-iiberexprimierenden Tiere elektrophysiologisch
vermessen werden, um so die erhaltenen in vitro Daten zu liberpriifen.

Auflerdem konnte in Kokulturversuchen mit HEK293-Zellen und priméren hippokampalen
Neuronen analysiert werden, ob eine Inhibition der Motorfunktion einen Einfluss auf die
durch NLG hervorgerufenen synaptogenetischen Effekte besitzt.
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Anhand der Dynamitin-liberexprimierenden Tiere wére weiterhin interessant zu analysieren,
ob und inwiefern die Ausbildung von LTP oder LTD beeintréichtig ist. Hierfiir wéren elektro-
physiologische Analysen sowie Verhaltensexperimente notwendig.

Weiterhin konnten ultrastrukturelle Analysen hinsichtlich der Synapsenmorphologie oder
Synapsenzahl in konditional KIF21B-defizienten oder KIF21B-iiberexprimierenden Tieren
mit Verhaltensexperimente und Lerntests kombiniert werden.
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