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2. Zusammenfassung (Summary)

Im Rahmen eines Experiments, das darauf abzielte Gene zu identifizieren, die die
hamatopoetische Proliferation und Differenzierung steuern, wurde festgestellt, dass
ein eigentlich als gehirnspezifisch eingestuftes Gen auch in hdmatopoetischen Zel-
len erhdht exprimiert wird. Es handelt sich dabei um den Glutamat-Rezeptor 5
(GIuRb5), der zur relativ groRen Genfamilie der ionotropen Glutamat-Rezeptoren
(IGIuRs) gehaort.

Die iGIuRs werden in drei Unterfamilien eingeteilt. Entsprechend ihrer exogenen
Agonisten werden sie AMPA-, Kainat- und NMDA-Rezeptoren genannt. GIuR5 ge-
hort zur Unterfamilie der Kainat-Rezeptoren, deren physiologische Funktion noch
weitgehend unklar ist. lonotrope Glutamat-Rezeptoren spielen in der Gehirnent-
wicklung und bei der Synaptogenese eine Rolle und werden deshalb in Zusammen-
hang mit einigen neurodegenerativen Erkrankungen gebracht. AuRerdem scheinen
sie eine wichtige pathologische Bedeutung bei ischamischen Prozessen und bei der

Multiplen Sklerose zu haben.

Der ionotrope Glutamat-Rezeptor ist ein Kationenkanal, der in vivo aus vier oder
fiinf Untereinheiten aufgebaut ist und nach Ligandenbindung vor allem fiir Ca®*-lo-
nen passierbar wird. Voraussetzung fur die Bildung eines funktionellen lonenkanals
ist, dass er aus mindestens zwei verschiedenen Untereinheiten einer iGluR-Unter-

familie besteht.

Ziel der Arbeit war es zu zeigen, dass auch in elektrisch nicht erregbaren hamato-
poetischen Zellen ionotrope Glutamat-Rezeptoren mit spezifischer biologischer
Funktion gebildet werden kdnnen. Des weiteren sollte auf RNA-Ebene geklart wer-
den, welche iGluR-Varianten in hamatopoetischen Zellen am funktionellen Rezep-
torkomplex beteiligt sind, denn fur iGIuRs sind vor allem zwei posttranskriptionelle
Modifikationen beschrieben worden: alternatives RNA-Spleilien und RNA-Editing.

Mit Hilfe eines auf der RT-PCR basierenden Expressionsassays gelang der Nach-
weis, dass auf RNA-Ebene die Untereinheiten der AMPA- und Kainat-Rezeptoren
sowohl in humanen primaren Blutzellen (CD34-positive und CD34-negative mono-
nukleare Blutzellen), als auch in humanen etablierten hamatopoetischen Zellinien
mit erythroiden (K-562, TF-1 und verschiedene TF-1 Zellkultur-Modellsysteme) so-
wie myeloiden (U-937, HL-60) Hintergrund exprimiert werden. Jede Zelle zeigte da-
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bei ein spezifisches AMPA/Kainat-Rezeptor Expressionsmuster. Im TF-1 Modell-
system konnte gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen Zellkulturbedin-
gungen bzw. Zellmutationen und dem jeweiligen AMPA/Kainat-Rezeptor Expres-

sionsmuster der Zelle besteht.

Eine fur GIuR5 und GIluR6 wichtige posttranskriptionelle Modifikation ist die Adeno-
sin/Inosin-Konversion durch RNA-Editing innerhalb der Transmembrandomane Il
Im Unterschied zum Mausgehirn wird diese fir die lonenpermeabilitat verantwortli-
che Doméane in keiner untersuchten humanen hamatopoetischen Zelle (K-562,
Stroma abhéangig wachsende TF-1 Zelle und TF-1 Mutante 29A) editiert. Die selbe

Beobachtung konnte fir die murine Stroma Zellinie MS-5 gemacht werden.

Fast jede iGluR-Untereinheit kann in verschiedenen Splei3formen exprimiert wer-
den. Aus einer hamatopoetischen Zellinie TF-1 Mutante 29A gelang die Klonierung
zweier offener Leseraster, die GIuR5 Variante GIuR5-2b und einer noch unverof-
fentlichten GIuR7 Variante, die in Anlehnung an zwei bekannte Varianten GIuR7c
genannt wurde. Die Analyse eines genomischen Cosmid Klons, der nach Durch-
musterung einer humanen Chromosom 1 angereicherten Cosmid-Bibliothek isoliert
werden konnte, ergab, dass die SpleiRvariante GIuR7c durch alternatives RNA
SpleiRen generiert wird. Beide humanen GluR7-Varianten konnten aus der neuro-
nalen Zellinie NT-2 kloniert werden. GluR7c wird auf3erdem in der hdmatopoeti-
schen Zellinie U-937 exprimiert. Eine Prosite-Analyse der in der Wachstumsfaktor
unabhangigen Zellinie TF-1 Mutante 29A verstarkt exprimierten Isoformen GluR5-2b
und GIuR7c ergab, dass die cytosolischen C-Termini beider Varianten im
Gegensatz zu den bekannten humanen Varianten statt Caseinkinase Il (CKII)-
Proteinkinase C (PKC)-Erkennungsmotive enthalten. Dadurch wird ein heteromerer
Kainat-Rezeptorkomplex, der die Varianten GIuR5-2b und GluR7c enthalt, verstarkt
mit dem PKC-Signalprozess interagieren. Mit Hilfe der Zwei-Elektroden Span-
nungsklemme sollte fur die neue Variante GIuR7c elektrophysiologische Daten ge-
wonnen werden. Leider konnten in Froschoozyten keine lonenstrome reproduzier-

bar detektiert werden.

Die gewonnenen Daten auf zellbiologischer bzw. auf molekularbiologischer Ebene
konnten dazu beitragen, Signaltransduktionsvorgange in erregbaren und nicht er-
regbaren Zellen besser zu verstehen und insbesondere bei der Entwicklung neuer

pharmakologischer Wirkstoffe von Nutzen sein.



2.1 Summary

In the course of an experiment designed to identify novel genes, that control
hematopoietic proliferation and differentiation, we found that a gene, previously
thought to be brain specific, was also expressed in hematopoietic cells. It encodes
the glutamate receptor 5 (GIuR5), which belongs to the relatively large gene family

of ionotropic glutamate receptors (iGIuR).

The iGluRs are divided into three subfamilies. Based on their exogenous agonists,
they are called AMPA, Kainate and NMDA receptors. GIuR5 belongs to the Kainate
subfamily, whose physiological function is to a large extent still unknown. lonotropic
glutamate receptors play an important role during brain development and
synaptogenesis and, for that reason, may be involved in the context of some
neurodegenerative diseases. Furthermore they seem to have an important
pathological significance in ischaemic processes, such as strokes and heart attacks

as well as in multiple sclerosis.

The ionotropic glutamate receptor is a cation channel, consisting of four or five
subunits in vivo, and which is made permeable primarily for Ca?* ions after ligand
binding. The condition for the formation of a functional ion channel is the interaction
of at least two different subunits from one subfamily.

The aim of the work was to show that electrical non-excitable hematopoietic cells
could also express ionotropic glutamate receptors with a distinct biological function.
Furthermore the investigations should clarify at the RNA level, which receptor
variants participate in the formation of the receptor complex in hematopoietic cells.
Two posttranscriptional modifications have been described for iGIuRs: alternative
RNA splicing and RNA editing.

By means of an RT-PCR based expression assay we found expression of
AMPA/Kainate transcripts in human primary blood cells (CD34 positive and CD34
negative mononuclear blood cells) and in human established hematopoietic cell
lines with erythroid (K-562, TF-1 and several TF-1 cell culture model systems) and
myeloid (U-937, HL-60) backgrounds, respectively. Hence each cell displayed an

specific AMPA/Kainate receptor expression patterns. Within the TF-1 model, it could



be shown that both cell culture conditions and cell mutations are coupled with

distinct AMPA/Kainate receptor expression patterns.

An important posttranscriptional modification for the Kainate receptors GIuR5 and
GluR6 is the adenosine/inosine conversion by RNA editing within the
transmembrane domain Il. In contrast to mouse brain, this domain, which is
responsible for ion permeability, was not edited in the examined human
hematopoietic cells (K-562, stroma dependent TF-1 cell and TF-1 mutant 29A). The

same observation could be made for the murine stroma cell line MS-5.

Almost all iGIuR subunits are expressed in different splice isoforms. Two open
reading frames were cloned from the growth-factor independent cell line TF-1
mutant 29A, the GIuR5 variant GIuR5-2b and an unpublished GIuR7 variant, which
was named GIuR7c, in accord with other variants. Analysis of a genomic cosmid
clone obtained after screening of a human chromosome 1-enriched library, showed,
that the splice variant GIuR7c is generated by alternative RNA splicing. Both human
GIuR7 variants could be cloned from the neuronal cell line NT-2. GluR7c is also
expressed in the hematopoietic cell line U-937. A Prosite analysis of the isoforms
GluR5-2b and GluR7c, expressed in TF-1 mutant 29A, predicteded protein kinase C
(PKC) recognition motives in the cytosolic carboxy-terminal ends, instead of the
casein kinase Il (CKIl) binding motif found in other known variants. Hence a
heteromeric Kainate receptor, which contains the variants GIuR5-2b and GluR7c,
should couple signaling to the PKC pathway. To determine electrophysiological data
for the new variant GIuR7c, two-electrode voltage clamp method was used.

Unfortunately, no reproducible ion current could be detected in frog oocytes.

These findings presented here should contribute to a better understanding of the
signal transduction events in excitable and non-excitable cells and may be helpful

for the development of new pharmaceutically active substances.



3. Einleitung

3.1 Stammzellen

Saugetieren haben im Gegensatz zu einigen Amphibien die Fahigkeit, auch im er-
wachsenen Stadium ganze Glieder bei Verlust nachwachsen zu lassen, im Laufe
der Evolution verloren. Trotzdem kdnnen sich einige Organe im Saugetier auch bei
Verletzung zeitlebens regenerieren. Dieser Prozess, der Homoostase genannt wird,
beruht darauf, dass Zellen, die auf natlrliche Weise bzw. durch Verletzung sterben,
wiederaufgeflllt werden. Verantwortlich hierflr sind sogenannte Stammzellen (SC),
die je nach Entwicklungsstadium totipotent (frihe Embryonenzelle; embryo-
nale/totipotente Stammzelle ES/TSC) oder pluripotent sind. Eine Vorlaufer- oder
Progenitorzelle ist eine frihe Gewebszelle, die bereits auf eine Differenzierungslinie
festgelegt ist, sich aber noch teilen kann. Diese Zellen missen den strengen Krite-

rien einer Stammzelle entsprechen und die Fahigkeit zur

a) Selbsterneuerung, d.h. Zellteilung, um weitere identische Stammzellen zu erhal-
ten,

b) Differenzierung, aus einer SC entwickeln sich genau determinierte, gewebs-
spezifische Zellen und

c) Migration, d.h. Einwanderung in z.B. verletzte Organstrukturen, besitzen (I.L.
Weissman 2000a).

Das hdmatopoetische System ist neben weiteren Organen wie Niere, Leber, Haut,
Knochen oder Darmschleimhaut ein Beispiel dieses dynamischen Prozesses (D.
Herzlinger 1994, S.P. Bruder, D.J. Fink, et al. 1994, S.H. Sigal, S. Brill, et al. 1992).
Auch ohne Verletzung bilden zur Regeneration fahige Organstrukturen immer neue
Zellen, die sich kurzfristig teilen, spontan differenzieren oder sterben kénnen. In ei-
ner sich auffachernden Differenzierungskaskade gehen aus einer blutbildenden
Stammzelle des Knochenmarks (HSC) beispielsweise Thrombozyten, Erythrozyten,
Monozyten, Granulozyten und die verschiedenen B- und T-Lymphozyten hervor wie
dies auf Seite 10 in Abbildung 1 (Abb.1) angedeutet ist.

Im Gegensatz dazu galt fir das erwachsene Gehirn in hoheren Lebewesen stets: no

new neurons. Dieses seit den frihen zwanziger Jahren geltende Dogma musste je-



doch in jlingerer Zeit zumindest teilweise revidiert werden, da gezeigt werden
konnte, dass auch das menschliche Gehirn im Erwachsenenalter zumindest in einer
bestimmten Region im Hippocampus, der subventrikularen Zone noch regelmalig
neue Nervenzellen erzeugt werden (P.S. Eriksson, E. Perfilieva, et al. 1998). Diese
zum GrofRhirn gehérende Region an der Innenseite beider Schlafenlappen spielt
eine wesentliche Rolle bei der Gedachtnisbildung und beim Lernen, ohne der ei-
gentliche Speicher zu sein. Auch im Primaten-Gehirn konnte daraufhin die Neubil-
dung von Neuronen beobachtet werden (E. Gould, A.J. Reeves, et al. 1999). Somit
ist die Annahme, dass es im menschlichen Gehirn keine Stammzellen mehr gabe
und Schadigungen lediglich durch Knupfung neuer Verbindungen bestehender Neu-
rone kompensiert werden konnten, heute nicht mehr haltbar (C.B. Johansson, S.
Momma, et al. 1999, B. Scheffler, M. Horn, et al. 1999, F. Doetsch, I. Caille, et al.
1999, S.A. Azizi, D. Stokes, et al. 1998, G. Kempermann & F.H. Gage 1999).

Aus einer neuronalen Stammzelle (NSC) entwickelt sich neben den Nervenzellen
(Neuronen) auch die als Glia (griech.: Klebstoff) bezeichneten Stitzzellen des Ge-
hirns. Man unterscheidet folgende Formen von Glia: Astrozyten, die an der Bildung
der Blut-Hirn-Schranke beteiligt sind. Oligodendrozyten, die fur die Bildung von
Markscheiden um Nervenzellfortsatze verantwortlich sind sowie Ependymzellen,
welche die Gehirnkammern auskleiden. Die ebenfalls im Gehirn vorhandenen
Mikrogliazellen entstammen hamatopoetischen SC und nehmen Aufgaben bei der

Immunabwehr im Nervensystem wahr.

Obwonhl die Spezifitat einer SC durch die Keimschicht (meso-, ento- oder ektoderm),
zu der die Zelle gehort, kontrolliert wird, wei? man heute, dass neuronale SC nicht
darauf beschrankt sind in Neurone oder Glia zu differenzieren. Neuronale SC (ekto-
derm) des Menschen und der Maus kénnen in vivo und in vitro in Skelettmuskeln
(mesoderm) differenzieren. Voraussetzung ist entweder Kokultur der NSC mit Myo-
blasten oder Injektion der NSC direkt in erwachsenes Muskelgewebe (R. Galli, U.
Borello, et al. 2000). Mausexperimente zeigen weiterhin, dass Transplantate von
NSC in zuvor letal bestrahlten Mausen ein funktionierendes, hamatopoetisches
System (mesoderm) neu zu generieren vermogen (C.R. Bjornson, R.L. Rietze, et al.
1999). Bei einem ahnlichen Experiment konnten nach Transplantation von NSC

differenzierte Abkbmmlinge dieser Zellen in verschiedenen Organe entodermalen



Ursprungs wie Niere, Leber und Lunge wiedergefunden werden (D.L. Clarke, C.B.
Johansson, et al. 2000).

Der umgekehrte Vorgang ist ebenfalls beobachtet worden. Dabei differenzieren
Blutzellen nach Transplantation in Neurone und Leberzellen (N.D. Theise, M.
Nimmakayalu, et al. 2000, M.A. Eglitis & E. Mezey 1997). Eine vorgepréagte
Gewebsstammzelle kann also entweder Uber De-Differenzierung oder Trans-Diffe-
renzierung bzw. durch eine veranderte Mikroumgebung den vorbestimmten Weg
verlassen und frische Zellen fir einen anderen Gewebetyp liefern. Dieser Weg der
Trans- bzw. De-Differenzierung ist in Abb.1 durch gestrichelte Pfeile veranschau-
licht.

Selbst- Embryonale/totipotente
erneuerung Stammzelle (ES/TSC)
SC der Genitalleiste

Trans-Differen-

zierung
e @)

. Ektodermale SC Mesodermale SC
SC der Neuralleiste Entodermale SC (NSC u.a.) (HSC u.a.)
Periphere Nerven, Entodermale Reihe:
Chromaffine Zellen Bauchspeicheldrise,
des Nebennie- (Neben)schilddrise,
renmarks, Glatte Leber, Thymus, & & -
Muskelzellen etc. Diinndarm, Lunge etc. _ ’ v oS
1 "'h ‘_‘ &_'
Gehirn: Blut:
Neurone, Glia Myeloide, erythroide
(Oligodentrozyten, und lymphoide Reihe.
Astrozyten und Knochen und Skelett-
Ependymzellen). muskeln.

Abb. 1: Die schrittweise Differenzierung von vorgepragten Vorlauferzellen mit abnehmendem
Selbsterneuerungspotential in terminal ausdifferenzierte Zellen ist in Form von Pyramiden
dargestellt. Die gestrichelten Pfeile deuten an, dass auch aus einer neuronalen SC durch

Trans- bzw. De-Differenzierung hamatopoetische Zellen entstehen kénnen.
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3.1.1 Faktorreiche Mikroumgebung der Stammzellen

Die Stammzellen befinden sich, im Kdorper verteilt, in sogenannten Nischen, die
durch ihr Faktorreichtum daflr sorgen, dass die Zellen ihre Pluripotenz behalten.
Von hamatopoetischen Stammzellen wei3 man, dass sie unter dem Einfluss von
Membran gebundenen bzw. l6slichen Zytokinen, Wachstumsfaktoren und anderen
weniger gut definierten Faktoren differenzieren oder proliferieren kénnen. Diese
Faktoren werden von Zellen des Mikroenvironments im Knochenmark bereitgestellt
(E. Fuchs & J.A. Segre 2000).

Dieses Mikroenvironment wird auch Knochenmark-Stroma genannt. Gemeint ist
eine heterogene Population verschiedener Zelltypen, darunter Fibroblasten, Kno-
chenzellen und Fettzellen, die zusammen mit den hamatopoetischen Zellen u.a.
Kollagene, Proteine und Proteoglykane sezernieren und dadurch eine sogenannte
Extrazellularmatrix schaffen. Viele extrazellular vorkommenden Proteine tragen
ausgepragte Zuckerstrukturen. Zusammen mit dem Stroma bildet die Extrazellular-
matrix im Knochenmark eine Art Schnittstelle zwischen peripherem Blut und
Stammzellen. Dadurch entsteht die fur die Selbsterneuerung bzw. Differenzierung
der hadmatopoetischen Stammzellen wichtige faktorreiche Umgebung. Diese Ni-
schenstruktur der HSC kann in vitro auch simuliert werden, indem man isolierte
Stammzellen auf einer Einfachschicht von etablierten Fibroblastenzellen kultiviert
(T.M. Dexter 1982, C. Heberlein, J. Friel, et al. 1999).

Analog zum Knochenmark spricht man bezlglich des Gehirns seit kurzem vom
.Gehirnmark®. Man meint damit die Nische, in der sich die neuronalen Stammzellen
aufhalten. Der Ursprung der proliferativen Eigenschaften im Gehirn scheint neben
dem Hippocampus die subependymale Zone zu sein, die die mit Flussigkeit gefll-
ten HohlrAume des Gehirns, die Seitenventrikel, auskleiden. Wie das Knochenmark
besteht auch die subependymale Zone aus Stammzellen, die in einer Extrazellular-
matrix eingebettet sind und Stromazellen, die ebenfalls unterstiitzende Funktionen
ausuben (I.L. Weissman 2000a, B. Scheffler, M. Horn, et al. 1999, F. Doetsch, I.
Caille, et al. 1999). Somit sind in SC, abhangig von der jeweiligen Nische bzw. von
der Faktorzusammensetzung eines Mikroenvironments, verschiedene Signaltrans-

duktionswege aktivierbar.
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3.2 Die Signaltransduktion

Innerhalb der Hamatopoese ist der Zusammenhang zwischen Differenzierungs-
oder Proliferationsverhalten einer friuhen Vorlauferzelle und bestimmten Li-
gand/Rezeptor-Wechselwirkungen gut untersucht, aber bei weitem nicht vollstandig
verstanden. Zytokine und Transkriptionsfaktoren spielen dabei eine wichtige Rolle.
Einige Zytokine, so der Stammzellfaktor (SCF), Interleukin-3 oder der Granulozyten-
Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) sind dabei eher fur den Er-
halt der frihen pluripotenten HSC verantwortlich. Wahrend Zytokine wie Thrombo-
poetin, Erythropoetin oder Granulozyten Kolonie-stimulierender Faktor ihre Wirkung
auf uni- oder bipotente Vorlauferzellen entfalten (l.L. Weissman 2000b, S.J.
Morrison, N.M. Shah, et al. 1997).

Die Signaltransmission beginnt, wenn ein Botenstoff oder First Messenger z.B. ein
Zytokin, ein Wachstumsfaktor oder ein Hormon an seinen jeweiligen Rezeptor an-
dockt. Der Ligand/Rezeptor-Komplex tbertragt die Nachricht Uber spezifische Sig-
nalwege durch das Cytosol der Zelle bis in den Kern hinein. Dort binden Transkripti-
onsfaktoren an die DNA und aktivieren bestimmte Gene. Es folgt die Produktion und
Freisetzung der Proteine, fur die sie kodieren. Die meisten Aktivitaten, die bei der
Signalubertragung Gewicht haben, werden kontrolliert durch Kinasen und Phos-
phatasen. Ein wichtiger Signalweg, der das Prinzip genauer illustriert, ist die
Ras/Raf-Signaltransduktionskaskade, die u.a. durch das Polypeptidhormon PDGF
aktiviert werden kann. PDGF wird freigesetzt, wenn BlutgefaRe verletzt werden.
Nach Bindung an seinen Rezeptor, der eine Tyrosinkinaseaktivitat (RTK) besitzt,
dimerisiert der Rezeptor und die Kinasedoméne jeder Untereinheit erkennen und
phosphorylieren die Tyrosin-Reste der jeweils anderen Untereinheit. Die phosphory-
lierten Rezeptoren werden von Adapterproteinen erkannt, die nun wiederum lber
verschiedene Zwischenschritte das Membran assoziierte Ras-Protein aktivieren.
Ras aktiviert seinerseits die Serin/Threonin spezifische Proteinkinase Raf, die das
Protein Mek1/2 phosphoryliert. Mek1/2 kann sowohl Tyrosin- als auch Ser/Thr-
Reste phosphorylieren und aktiviert im nachsten Schritt die Ser/Thr-Kinase Erk1/2.
Erk1/2 kann durch die Kernmembran diffundieren, dort mehrere Transkriptionsfakto-
ren (Elk-1 u.a.) phosphorylieren und dadurch die Expression bestimmter Gene aus-
l6sen. Letztendlich wird die Zelle durch PDGF und Aktivierung der entsprechenden
Gene veranlasst sich zu teilen, um so die Wundheilung an den verletzten Blutge-

falRen zu unterstitzen.
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Neben Phosphorylierungsreaktionen kénnen viele Signalwege auch durch freie Cal-
cium lonen beeinflusst werden. Der Ca?*-Spiegel (von 10'uM bis 10™*puM freie Ca**-
lonen in der Zelle) wird in der Zelle aul3erst effektiv reguliert. Er ist auf sehr gerin-
gem Niveau absolut konstant, kann sich jedoch pulsartig in Form von Wellen, Spit-
zen oder Oszillationen andern und wirkt auf diese Weise als aul3erst vielseitiger
Second Messenger fur zum Teil gegenséatzliche Prozesse wie Proliferation und den
programmierten Zelltod (Apoptose). Nach Bindung eines Wachstumsfaktors oder
Neurotransmitters kann Calcium Uber Kanéle aus dem Extrazellularraum oder von
innen aus dem Endoplasmatischen Retikulum in das Cytosol einstromen (M.J.
Berridge, M.D. Bootman, et al. 1998, F. Striggow & B.E. Ehrlich 1996).

Die mit den verschiedenen Ligand/Rezeptor-Bindungen verkniupften Signalkaska-
den wurden anfanglich meist linear untersucht. Heute ist jedoch klar, dass verschie-
dene Signalkaskaden miteinander quervernetzt sind und die biologische Antwort
letztendlich abhangig ist von der Art und Weise dieser Interaktionen.

Zwei weitere wichtige Signalwege werden durch den Neurotransmitter L-Glutamat
angeschaltet. Neben metabotropen Glutamat-Rezeptoren (mGIuRs, ein an das
GTP-bindende Protein gekoppelter Rezeptor) werden in neurale und gliale Vorlau-
ferzellen vornehmlich ionotrope Glutamat-Rezeptoren (iGIuRs) aktiviert (X. Yuan,
A.M. Eisen, et al. 1998, K. Cauley, V. Kukekov, et al. 1997, V. Gallo, D.K. Patneau,
et al. 1994). lonotrope GluRs steuern die Differenzierung und Proliferation direkt
iiber den Einstrom von Ca**-lonen. Calcium aktiviert in Verbindung mit Calmodulin
(CaM) die Calcium/Calmodulin abhéngige Kinase Il (CaMK II) und IV (CaMK V), die
wiederum lonenkanale und Signalmolekile anderer Kaskaden phosphorylieren oder
in den Kern eindringen und bestimmte Transkriptionsfaktoren wie SRF und CREB
aktivieren kénnen (T.R. Soderling 2000).

Die ebenfalls durch L-Glutamat aktivierbaren mGIluRs gehéren zur Superfamilie der
G-Protein gekoppelten Rezeptoren. In der Regel wird tber das heterotrimere Gua-
ninnukleotid-bindende Protein (Gofy) entweder die Ras-Kaskade oder lber ver-
schiedene Zwischenschritte eine membrangebundene Phospholipase C (PLC) akti-
viert, die wiederum ein Plasmamembranlipid zu den Second Messenger 1,2-Di-
acylglycerin (DAG) und Inosit-1,4,5-trisphosphat (IP3) spaltet. IP3 diffundiert nach

seiner Freisetzung durch das Cytosol und wird am Endoplasmatischen Retikulum
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von einem spezifischen Rezeptor gebunden, der Ca**-lonen ins Cytosol freigesetzt.
Ca?" wirkt nun als weiterer Second Messenger, der zur Aktivierung verschiedener
Proteinkinasen benotigt wird. DAG verbleibt an der Plasmamembran und aktiviert
Calcium abhangig die Serin/Threonin Proteinkinase der Familie C (PKC). PKC kann
einerseits verschiedene Zwischenstufen der Ras-Kaskade aktivieren, andererseits
aber auch direkt durch Phosphorylierung die Offnungswahrscheinlichkeit von lonen-
kanalen erhdhen. In Abbildung 2 sind verschiedene Vernetzungspunkte wie die

Ca®*-lonen, das Ras-Protein oder die PKC dargestellt.

Wachstums-
faktor z.B. @ Nel:f:(i?[irearns -
PDGF ¢/ 2

RTK

Membran

Cytosol

Yy
MEK1/2
Cytosol v

ERK1/2 CaMK IV
Nukleus
Elk-1 <4 CREB DNA

Transkriptionsfaktoren

Abb. 2: Quervernetzungen einiger Signalkaskaden im Blockdiagramm. Die Rechtecke stellen

Enzyme dar. Ovale Formen entsprechen Second Messenger Molekiile.

Ein weiterer wichtiger, jedoch in Abbildung 2 nicht skizzierter Signaltransduktions-
weg, ist der Weg Uber Janus-Kinasen und STAT-Proteine. Sie werden durch
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Zytokine wie die Interferone a, (3, y und Interleukine 2-7, 9-12 und 15 oder GM-CSF
ausgelost und sind ebenfalls Uber verschiedene Substanzen mit den in Abb.2
vereinfacht dargestellten Kaskaden quervernetzt. So kbnnen durch ein konzertiertes
Ineinandergreifen verschiedener Signalketten viele Gene sehr schnell exprimiert
werden. Fehlfunktionen innerhalb der Kaskaden kénnen daher leicht zu fehlgeleite-
tem Wachstum und in letzter Konsequenz zur Zelltransformationen fuhren (U.S.
Bhalla & R. lyengar 1999, K. Hinterding, D. Alonso-Diaz, et al. 1998, J.D. Jordan,
E.M. Landau, et al. 2000).

3.3 Vorkommen ionotroper Glutamat-Rezeptoren

L-Glutamat ist einer der wichtigsten erregenden Neurotransmitter im Wirbeltierge-
hirn. Er bindet an Rezeptoren, die sowohl ionotrop (direkt als lonenkanal) als auch
metabotrop (G-Protein gekoppelt) funktionieren kénnen. lonotrope Glutamat-Re-
zeptoren (iGluRs) nehmen neben spannungsgesteuerten Kanalen hauptsachlich an
der elektrischen Signalverarbeitung teil, werden aber auch mit gleicher Dichte in
elektrisch nicht erregbaren Gliazellen exprimiert (V. Gallo & C.A. Ghiani 2000, T.
Mdiller, T. Moller, et al. 1992).

In Saugetieren findet man Expression der iGIuRs auch aul3erhalb des ZNS unter
anderem im Dunndarm (H.E. Shannon & B.D. Sawyer 1989), in der
Nebennierenrinde (Y. Yoneda & K. Ogita 1987), in den Inselzellen der
Bauchspeicheldrise (N. Inagaki, H. Kuromi, et al. 1995, C.D. Weaver, T.L. Yao, et
al. 1996, C.D. Weaver, V. Gundersen, et al. 1998) und in Knochenzellen (A.J.
Patton, P.G. Genever, et al. 1998, C. Chenu, C.M. Serre, et al. 1998). Aul3erdem
werden sie in der Haut in fur die Schmerzwahrnehmung wichtigen unmyelierten
sensorischen Nervenendigungen (S.M. Carlton, G.L. Hargett, et al. 1995, B. Ault &
L.M. Hildebrand 1993) und in einigen hamatopoetischen Zellen wie den peripheren
Monozyten (J.D. Malone, M. Richards, et al. 1986), den Gewebemastzellen (W.M.
Purcell, K.M. Doyle, et al. 1996) und den Megakaryozyten (P.G. Genever, D.J.
Wilkinson, et al. 1999) exprimiert. Die biologische Funktion der ionotropen
Glutamat-Rezeptoren aul3erhalb des neuronalen Systems ist aber noch weitgehend
ungeklart. Maoglicherweise kann die Proliferation und Differenzierung ha-
matopoetischer oder anderer Gewebsstammzellen {ber ionotrope Glutamat-

Rezeptoren vermittelt werden.
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Die cDNAs der meisten ionotropen Glutamat-Rezeptoren wurden in den Jahren
1989 bis 1992 kloniert (M. Hollmann & S. Heinemann 1994). Mit Hilfe
molekularbiologischer Untersuchungen konnten seit Anfang der 90er Jahre viele

Einsichten in die Pharmakologie, die Physiologie und die

Pathophysiologie der iGluRs gewonnen werden. In =
Abb.3 sind die spezifischen exogenen Agonisten dem o)
Neurotransmitter L-Glutamat gegenubergestellt. | o™ &
lonotrope GIluRs werden nach ihren spezifischen

exogenen Agonisten in drei Gruppen eingeteilt:

a) AMPA (a-Amino-3-hydroxy-5-methylisoxzol-4-propio-
nat)-Rezeptoren: GluR1, GluR2, GluR3 und GluR4, g

b) Kainat (2-Carboxy-4-(1-isopropenyl)-3-pyrrolidinace-
tat)-Rezeptoren: GIuR5, GIuR6, GIuR7 (low affinity) so-
wie Kainat-Rezeptor 1 und 2 (Kal und Ka2; high affinity)

und

c) NMDA (N-Methyl-D-aspartat)-Rezeptoren: NR1,
NR2A-D und NR3A, die im Gegensatz zu den meisten

anderen lonenkanélen sowohl Liganden als auch span-

NMDA

nungsgesteuert funktionieren. Der NMDA-Rezeptorkom-

Abb. 3: Strukturformel des

plex wird in vivo durch die physiologische Mg?*-Konzen-
Neurotransmitters L-Glu-

trationen geblockt. Erst nach Ligandenbindung und .

tamat und verschiedener
gleichzeitiger Anderung des Membranpotentials wird der Agonisten. Das chirale
Kanal passierbar fir Ca*-lonen (R. Dingledine, K. Zentrum ist mit einem

Borges, et al. 1999). Stern markiert (S-Konfigu-
ration im Cahn-Ingold-

) o ) _ Prelog System).
Kainat-Rezeptoren konstituieren unter den iGluRs eine

eigene Proteingruppe mit noch sehr unklaren biologischen Funktionen, denn im
Gegensatz zu den AMPA- und NMDA-Rezeptoren sind selektive Agonisten und
Antagonisten erst in den letzten drei Jahren entwickelt worden (D. Bleakman & D.
Lodge 1998, R. Chittajallu, S.P. Braithwaite, et al. 1999, E.K. Michaelis 1998). Das
Prolin-Derivat Kainat (Salz der Kainsaure, kainic acid) wirkt noch starker

neurotoxisch als L-Glutamat. Die Neurone sterben bei hohen Dosen an
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Ubererregung. Der Ursprung des Wortes Kainat ist das Japanische ,Kaininso*, das
frei Ubersetzt ,Meeresungeheuer bedeuten kann. Isoliert wurde Kainat erstmalig
1953 aus der Rotalge Dignea simplex, die fur ihre Wirkung gegen Wurmbefall im
Darm bekannt war. Medizinisch wirkt Kainat dabei auf die iGIluRs des Wurms (I.
Mody 1998).

Neben den 15 iGluR-Untereinheiten existieren noch 12 metabotrope Glutamat-Re-
zeptoren (MGIuRs). Die Aktivierung der mGIluRs wirkt sich im Bereich von Sekun-
den auf intrazellulare Enzymkaskaden aus (E.K. Michaelis 1998). Ihre Wirkung ist
nicht so unmittelbar wie die direkte Offnung eines lonenkanals und daher eher lan-
gerfristiger, modulierender Natur. Die ionotropen Glutamat-Rezeptoren 6ffnen sich
dagegen bereits innerhalb von Millisekunden nach Transmitterbindung fir Kationen.
Durch Na*-lonen werden Spannungsanderungen an der postsynaptischen Membran
erreicht, wahrend durch Ca?*-Einstrom in erster Linie intrazellulare Signalwege an-
gesprochen werden (B. Bettler & C. Mulle 1995).

Da iGluRs wichtige Funktionen bei der Gehirnentwicklung und der Gedachtnisleis-
tung wahrnehmen, werden sie mit verschiedenen neurodegenerativen Erkrankun-
gen in Zusammenhang gebracht. Im Menschen konnte bisher keine Mutation inner-
halb der iGluR-Genfamilien direkt mit einer neurologischen oder einer anderen ge-
netischen Erbkrankheit in Verbindung gebracht werden (R. Dingledine, K. Borges, et
al. 1999). Jedoch wirkt Glutamat unkontrolliert und im Uberschuss freigesetzt auf
benachbarte Zellen neurotoxisch. Ausgeltst durch den Mangel an Sauerstoff und
Glucose, setzen beim Schlaganfall Zellen in den betroffenen Arealen viel Glutamat
frei. Bei Nagern konnte durch die Gabe von iGluR-Antagonisten das folgende mas-
senhafte Absterben benachbarter Zellen gestoppt und damit neurologische Ausfalle
wesentlich vermindert werden (G.K. Kanellopoulos, X.M. Xu, et al. 2000). lonotrope
GluRs sind auch am pathologischen Geschehen der Multiplen Sklerose beteiligt.
Hier werden infolge der Krankheit groRe Mengen Glutamat von verschiedenen
Abwehrzellen abgegeben. An einem MS-Mausmodell konnte gezeigt werden, dass
AMPA/KainatR-spezifische Antagonisten den Untergang von mehr als 60% der
Oligodentrozyten im Gehirn der Maus verhindern kénnen (D. Pitt, P. Werner, et al.
2000, T. Smith, A. Groom, et al. 2000).
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Aufgrund definierter Sequenzhomologien konnten die relativ zahlreichen Unterein-
heiten der ionotropen Glutamat-Rezeptoren in mindestens sechs Gruppen eingeteilt
werden: eine AMPA-, zwei Kainat- (high und low affinity) und drei NMDA-Rezeptor-
familien. Die Gene der iGluRs sind mittlerweile fast alle kartiert worden und verteilen

sich auf einer Vielzahl von Chromosomen.

Tabelle 1: iGIuR-Untereinheiten und die dazugehérenden Gene

- : : Chromosom GenEMBL AcNo.
Familie Gruppe Untereinheit Gen

(human) (human)
GIuR1 grial 5033 157354
AMPA 1 GIluR2 gria2 4932-33 A46056
GluR3 gria3 Xq25-26 X82068
GluR4 griad 11922-23 u16129
GIuR5 grikl 21921.1-22.1 U16125
2 GluR6 grik2 6916.3-21 U16126
Kainat GluR?7 grik3 1p33-34 ul16127
3 Kal grik4 11g22.3 S67803
Ka2 griks 19q13.2 S40369
4 NR1 grinl 9934.3 X58633
NR2A grin2a 16p13.2 u09002
NMDA 5 NR2B grin2b 12p12 u28861
NR2C grin2c 17q924-25 unbekannt
NR2D grin2dc 19q13.1qter u77783
6 NR3A grin3a unbekannt unbekannt

3.4 Struktur ionotroper Glutamat-Rezeptoren

Alle iGluR-Untereinheiten bestehen aus ca. 900 Aminosauren, enthalten drei
Transmembrandomanen (TM [, 1ll und IV) und eine zur cytosolischen Seite ge-
wandte Transmembranschleife (TM Il). Durch eine radiale Anordnung von vier oder
funf verschiedenen GluR-Untereinheiten wird eine Kanalpore gebildet, die je nach

Zusammensetzung Uber die lonenselektivitat entscheidet.

Der grol3e aminoterminale Bereich liegt extrazellular und enthalt mehrere Glykosy-
lierungsstellen. Er beinhaltet einen vor der TM | gelegenen 150 Aminosaure grof3en
Bereich (S1), der zusammen mit einem &ahnlich grof3en Bereich hinter der TM Il
(S2) fur die allosterische Transmitterbindung verantwortlich ist. Der C-Terminus ist
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intrazellular gelegen und verantwortlich fir die Rezeptorverankerung innerhalb der
synaptischen Dichte, spielt zusatzlich bei bestimmten Signaltransduktionskaskaden
eine Rolle und kann die Rezeptoraktivitat Uber verschiedene Phosphory-

lierungsstellen modulieren.

Funktionelle Studien in vivo werden vor allem durch die Tatsache erschwert, dass
im Gehirn in bestimmten Neuronen das Expressionsmuster der Kainat-Rezeptoren
mit denen der AMPA- und NMDA-Rezeptoren Uberlappt ohne mit ihnen heteromere
Rezeptorkomplexe zu bilden (A.S. Niedzielski & R.J. Wenthold 1995, M.Y. Min, D.A.
Rusakov, et al. 1998). Eine genaue Rontgenstrukturanalyse ist wegen Mangels an
Methoden zur Isolierung und Reinigung von Membran gebundenen Rezeptoren

noch nicht gelungen.

In Anlehnung an aufgeklarte Rezeptorstrukturen wurde fur die Quartarstruktur ein
pentamerer Proteinkomplex vorhergesagt, der allerdings in jingerer Zeit in Frage
gestellt worden ist. Die Arbeiten zweier Gruppen favorisieren unabhangig voneinan-
der eine tetramere Quartarstruktur, die immer aus mindestens zwei heteromeren
Untereinheiten einer Genfamilie besteht (I. Mano & V.. Teichberg 1998, C.
Rosenmund, Y. Stern-Bach, et al. 1998). Fiur die Gruppe der high affinity Kainat-
Rezeptoren Kal und Ka2 gilt, dass diese Untereinheiten zur Bildung eines
funktionellen lonenkanals mit mindestens einer Untereinheit aus der Gruppe der low
affinity Kainat-Rezeptoren GIuR5-7 interagieren mussen (C. Cui & M.L. Mayer
1999). Die Topologie entspricht in etwa der eines K*-Kanals, der ebenfalls eine zur
cytosolischen Seite gewandte Transmembranschleife aufweist und als tetramer
vorliegt (C. Miller 2000).

3.4.1 RNA-Prozessiervorgange

Die Diversitat des heteromeren Rezeptorkomplexes kann zusatzlich zu den ver-
schiedenen Untereinheiten-Kombinationen betrachtlich erhdht werden, indem die
pra-mRNA durch verschiedene posttranskriptionelle Prozesse modifiziert wird.
Samtliche RNA-Prozessiervorgange werden durch makromolekulare Enzymkom-
plexe katalysiert und erweitern die Zahl der moéglichen Proteinprodukte eines Gens.
Neben der Polyadenylierung sind besonders fur die iGIuRs zwei Vorgange von Be-
deutung, alternatives RNA-Spleilen und RNA-Editing. Zwei wichtige iGIuR-
Splei3positionen sind kurz vor und kurz hinter der Transmembrandoméane IV (Flip-
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/Flop-Exone und alternative C-Termini). Die wichtigste Editierposition liegt in der
Kanal bildenden Transmembranschleife Il. Im einzelnen ist wenig bekannt, welche
Untereinheiten-Zusammensetzung im lonenkanal mit entsprechenden biologischen
Funktionen korrelieren. In Abb.4 sind einige der wichtigsten Strukturmerkmale sowie

maogliche RNA-Modifikationen skizziert.

Ligandbindungs-
{ NH, doméane S1 und S2

AMPAR-spezifische alter-
) native Spleil3varianten

Flip und Flop.

extrazellular
XA O
00((ORN10'0'5'030000
AN§ nV AR R wﬁ

A 1\ ‘ : Nav @ /Ly gLl
009000060008 ANV

intrazellular iGluR-spezifische
alternative Spleil3-
position.
* ; Q/R-Editing Position in TM I COOH

Abb. 4: Topologie der iGluRs: Zwischen einem langem N-Terminus und einem kurzen C-Termi-
nus liegen drei Transmembrandoménen (I, Ill und IV) und eine Transmembranschleife (Il). Die

S1- und S2-Doméne sind fur die Ligandbindung verantwortlich.

3.4.1.1 RNA-Editing

RNA-Editing ist ein posttranskriptioneller Prozess, der wie die Polyadenylierung der
RNA und das alternative Spleif3en im Nukleus stattfindet. Dabei sind eine Vielzahl
von Modifikationen mdglich, die alle direkt zu Ribonukleotid-Veranderungen fuhren.
Diese Art der Editierung sind in tRNAs, in pra&-mRNAs und in RNA-Viren, die Sau-
gerzellen infizieren kdnnen, beobachtet worden. Mit Ausnahme der seltenen Uridin
zu Cytosin und Uridin zu Adenosin Konversion findet am einzelnen Ribonukleotid
eine Deaminierungsreaktion statt. Die beiden wichtigsten Deaminierungen sind die
Cytosin zu Uridin (C/U) und die Adenosin zu Inosin (A/l) Konversionen. Die RNA
des Apolipoprotein B ist das am besten untersuchte Beispiel fur eine C/U-
Konversion; dort wird gewebs- und entwicklungsabhéngig eine durch RNA-Editing
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generierte verkirzte Isoform des Proteins exprimiert. Die A/l-Konversion dargestellt
in Abb.5 findet u.a. im G-Protein gekoppelten Serotonin-(5-HT,.-)Rezeptor, im
Antigenom des Hepatitis Delta Virus (HDV) und in einigen iGluRs statt (C.M.
Niswender 1998). In iGluRs katalysieren die Enzyme ADAR1, 2 und 3 die
hydrolytische Deaminierung der pra&-mRNA von Adenosin in der C6-Position (B.L.

Bass 1997). Es entsteht Inosin, das als Guanosin translatiert wird.

: (@]
? N NH, H,0 ? _N o} ;? (N
— N—" — = N:<
O OH S ; e NH
; S e
Adenosin Inosin ' Guanosin

Abb. 5: Bei der enzymatischen Deaminierung dient das Wasser als Nukleophil und greift am
C6 des Adenosins an. Es entsteht unter Freisetzung von Ammoniak Inosin, das wie Guanosin
nur mit Cytosin Wasserstoffbrickenbindungen ausbilden kann. Die wellenférmigen Pfeile am

Ribose-Rest symbolisieren den fortlaufenden RNA-Strang.

Die doppelstrangige RNA-Adenosin-Deaminase besitzt zumindest in vitro eine na-
nomolekulare Affinitat fir die links helikale Z-DNA Konformation, die hinter der vor-
rickenden RNA-Polymerase wahrend der Transkription entsteht. Der Editiervorgang
ist positionsspezifisch und erhéht die Rezeptordiversitat zusatzlich (L. Simpson &
R.B. Emeson 1996). Wie bereits erwahnt, ist die in der Poren bildenden Domé&ne
(TM 1) liegende Q/R-Position sehr wichtig, da sie letztendlich dber die
lonendurchlassigkeit, die Einzelkanal-Leitfahigkeit und das Strom/Spannungs-
Verhéltnis entscheidet. RNA-Editing an dieser Position findet lediglich in den
Untereinheiten GIuR2, GIuR5 und GIuR6 statt. Dabei wird das Gen spezifische,
ungeladene Glutamin(Q)-Codon (CAG) in ein polares Arginin(R)-Codon (CIG)
umgewandelt. Als direkte Konsequenz dieses Editierprozesses besitzen AMPA-
Rezeptoren, die die GluR2-Untereinheit beinhalten, nur eine geringe Permeabilitat
fir zweiwertige lonen. Dadurch werden AMPA-Rezeptoren undurchlassig fir Ca?*-
lonen. AMPA-Rezeptoren ohne GIuR2 sind durchlassig fir Ca**-lonen. Die GluR2-
Untereinheit ist im ZNS weitverbreitet und liegt zu fast 100% in editerter Form vor.
Experimente an Gen verdnderten Mausen, die nicht in der Lage waren ein

verandertes GluR2-Allel zu editieren (Editierrate sinkt auf 70%), litten unter
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plotzlichen Anfallen und starben innerhalb der ersten drei Wochen nach der Geburt.
Drosselt man die Expression des GluR2-Gens (knockdown-Ratten), so entwickelten
sie spontan ab postnatalem Tag 13 (P13) anfallartige und neurodegenerative
Symptome im Hippocampus. Diese Symptome wurden weder bei postnatalen (P8)
noch bei erwachsenen Ratten beobachtet, was darauf schliel3en lasst, dass GluR2
spezifisch und abhangig vom Alter an der Gehirnentwicklung teilnimmt (M. Higuchi,
F.N. Single, et al. 1993).

Die Kainat-Untereinheiten GIuR5 und GIuR6 werden weniger effizient editiert.
GluR5 wird im Nager kurz nach der Geburt editiert (P4, Editierrate bei 40%), GIuR6
kurz vor der Geburt (E14-19; Editierrate bei 80%). Anders als bei GIuR2 hédngen die
elektrophysiologischen Eigenschaften im Falle der GluR6-Untereinheit noch von
anderen Editierstellen ab. In der Transmembrandomé&ne | kann Isoleucin zu Valin
(I/V-Editing) und Thyrosin in Cystein (Y/C-Editing) umgewandelt werden. Dadurch
erhoht sich gleichzeitig die Diversitat dieser Kainat-Untereinheit auf 8, die alle im
ZNS exprimiert werden. Dabei ist die vollstandig editierte Variante (V/C/R) die héu-
figste im Gehirn (F. Lai, C.X. Chen, et al. 1997).

Fur keine NMDA-Untereinheit konnte bis heute RNA-Editing gezeigt werden. In
NMDA-Rezeptoren wird anstelle des in AMPA-/Kainat-Rezeptoren an gleicher Posi-
tion kodierten Glutamin das ebenfalls ungeladene Asparagin kodiert. Ersetzt man
diese Aminosaure in vitro durch das polare Arginin, so wird der Kanal undurchlassig
fur Calcium (N. Burnashev 1996).

3.4.1.2 Alternatives RNA-Spleil3en

Durch alternatives SpleiRen der mRNA-Vorlaufermolekille kann einerseits die
Genexpression reguliert, andererseits die proteomische Komplexitat in héheren Eu-
karyonten erhoht werden. Das An- und Ausschalten der Genexpression gelingt
durch Induktion eines Stop-Codons in eine alternativ gespleil3te RNA. Die eigent-
liche SpleiRreaktion findet in den Spleil3osomen statt. Es handelt sich dabei um ei-
nen Komplex aus fiinf Ribonukleoprotein-Partikeln und 50-100 Polypeptiden. Die
ersten Schritte zur Formation eines Splei3osoms und damit Hauptziel fur die Gen-
regulation ist die Erkennung der Verzweigungs-, der 3-Spleil3- und der 5'Spleil3-
Konsensuselemente durch spezifische SpleiRproteine innerhalb eines Introns. Die
Sequenzkomplementaritat zwischen der 5’-Spleil3position und der Verzweigungspo-
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sition ist eine wichtige Voraussetzung fur die Bildung und Stabilitdt des SpleiRkom-
plexes. Chemisch gesehen finden zwei Umesterungen im Spleil3osom statt (R.A.
Padgett, P.J. Grabowski, et al. 1986, C.W.J. Smith & J. Valcarcel 2000).

Ein bemerkenswertes Beispiel fur die Erhéhung der Diversitat durch alternatives
RNA-Splei3en ist die Expression eines K'-Kanals entlang der 10.000 Sensorrezep-
torzellen im Innenohr der Singvdgel. Dort wird ein Satz von 576 RNA-Isoformen
exprimiert. Dadurch sind Singvogel in der Lage verschiedene Klangfrequenzen
wahrzunehmen (D.L. Black 1998).

Fur fast alle iGIuRs sind alternative Spleil3varianten kloniert worden. Manche
SpleiRpositionen beschranken sich auf die jeweilige Unterfamilie, andere liegen in
allen Unterfamilien vor. Fur das im Cytosol gelegene carboxyterminale Ende kdnnen
je nach iGIluR-Untereinheit mehrere alternativ gespleil3te Enden vorliegen. Sie ent-
halten unter anderem Erkennungssequenzen fur Phosphatasen und Kinasen, die
durch Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung Verknipfungen zu verschiedenen
Signaltransduktionskaskaden herstellen kénnen. Diese intrazellulare Spleil3position
kann aul3erdem bei der Verankerung des Rezeptorkomplexes eine Rolle spielen
und zudem direkt die Rezeptoraktivitat modulieren.

Die AMPA-Rezeptoren besitzen neben der carboxyterminalen Spleil3position noch
eine weitere wichtige alternative Splei3position. Dort kann ein aus 38 Aminosauren
bestehendes Exon alternativ eingefligt werden. Diese Isoformen werden Flip- oder
Flop-Varianten genannt und wéahrend der Gehirnentwicklung unterschiedlich stark
exprimiert. Die Flip-Variante wird vor allem pra- und postnatal exprimiert, die Flop-
Form hingegen eher spater bei der Gehirnreifung. Elektrophysiologisch betrachtet,
desensitisiert die Flip-Isoform nach Transmitterbindung bei geringerer Leitfahigkeit
wesentlich langsamer, d.h. der lonenkanal schlief3t sich nach Transmitterbindung

langsamer als die Flop-Form.

3.4.2 Protein-Prozessiervorgange

In der Regel liegen in vivo alle iGluRs glykolysiert vor. Diese Glykolysierung bezieht
sich vor allem auf das lange aminoterminale Ende. Untersuchungen die die mdgli-
chen Glykosylierungsstellen identifizierten, halfen bei der Aufklarung der Tertiar-
struktur. AMPARs enthalten vier bis acht, KaRs zwischen acht und zehn und
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NMDARs sechs bis zwolf N-Glykosylierungsstellen. Glykosylierungen haben eher
bei der Rezeptormodulation, als direkt bei der Ligandenbindung eine Bedeutung (R.
Dingledine, K. Borges, et al. 1999).

Ein weiterer wichtiger regulatorischer Mechanismus ist die Phosphorylierung cyto-
solischer Bereiche von lonenkanélen. Die Serin/Threonin-Phosphorylierungsstellen
der NMDA-Rezeptoren sind unter den iGluRs am besten untersucht. NMDA-Re-
zeptoren kénnen durch Proteinkinase A (PKA), Proteinkinase C (PKC) und Cal-
cium/Calmodulin-abhangige Kinase Il (CaMK 1) phosphoryliert werden. In der Regel
wird dabei die Agonistenantwort potentiert; sie kann aber auch zur Unterbrechung
der Rezeptorkomplexbildung fuhren. Aktiviert man z.B. in verschiedenen neuronalen
Préaparationen die Proteinkinase C, so erhoht sich die Funktionalitat des NMDA-
Rezeptors, indem die Offnungswahrscheinlichkeit durch Abnahme der Affinitat zu
Mg®* erhéht wird. Man schatzt, dass im Gehirn 10%-70% der NR1- und NR2-Unter-
einheit an einer oder mehreren Stellen phosphoryliert vorliegen. Substanziell fuhrt
diese Variabilitéat erneut zu einer Erh6hung der Rezeptorvielfalt auf molekularer und
funktioneller Ebene der NMDA-Rezeptoren. Ahnliche Effekte konnten auch fur
AMPA-/Kainat-Rezeptoren beobachtet werden. Wie es zu einer Erh6hung der
Funktionalitat nach Aktivierung der Proteinkinasen kommt, ist mechanistisch ge-
nauso wenig verstanden wie die Kanalaktivierung nach Agonistenbindung (R.
Dingledine, K. Borges, et al. 1999).

Die reversible Modifikation von Proteinen durch Phosphorylierung bzw. Dephospho-
rylierung ist von gro3er Wichtigkeit bei der koordinierten Signalvermittiung und in
hoheren eukaryontischen Organismen fir ein effektives intrazellulares Kommunika-
tionssystem essentiell. Die Identifizierung und Charakterisierung von Signalkaska-
den, bei denen Kinasen und Phosphatasen beteiligt sind, war ein wichtiger Schritt
im Verstandnis verschiedener Signalprozesse. Beide Enzymsysteme sind Bausteine
komplexer Signalkaskaden, die unter Einbeziehung verschiedener Second
Messenger (Ca?*-lonen, cAMP, DAG u.a.) Signale von der Zelloberflache bis zum

Kern vermitteln und so fir eine gezielte Genexpression sorgen.
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3.5 Aufgabenstellung

Ziel der Arbeit war es, aus zuvor etablierten TF-1 Zellmutanten Mechanismen zu
identifizieren, die zur Faktorunabhangigkeit von hamatopoetischen Zellen beitragen.
Grundlage hierfir war die an der hamatopoetischen Vorlauferzellinie TF-1 vorge-
nommene retrovirale Insertionsmutagenese. Retroviren integrieren in die DNA und
wirken so potentiell mutagen. Selektioniert man nun die so mutagenisierte TF-1
Zelle, indem man ihr den Wachstumsfaktor entzieht, so sollten nur diejenigen Zellen
Uberleben, die das Merkmal einer Krebszelle tragen néamlich ungehemmtes
Wachstum. Die humane Zellinie TF-1 wurde ausgewahlt, weil sie den Stammzell-
marker CD34 tragt und Stammzellpotential besitzt. Thre Spontanmutationsfrequenz
liegt bei <10®. AuRerdem wachst sie streng Wachstumsfaktor abhangig und ist nach
Stimulus differenzierungsfahig. Es wurden zwei unabhéngige Experimente durchge-
fuhrt, wobei eine durchschnittliche Erhdhung der Mutationsfrequenz um den Faktor
13 bzw. 28 gegeniber Kontrollexperimenten erzielt wurde. Insgesamt konnten so
241 TF-1 Mutanten isoliert, zur ndheren Charakterisierung expandiert und mit mole-
kularbiologischen Techniken analysiert werden (C. Stocking, U. Bergholz, et al.
1993).

Es ist anzunehmen, dass in diesen Faktor unabhangigen Mutanten interne Signale
generiert werden, die die Funktion des GM-CSF ersetzen. Daftr muss in den TF-1
Mutanten das mitotische GM-CSF Signal durch andere interne Signalwege ersetzt
werden. Es konnte sich dabei sowohl um proliferationsstimulierende als auch um
Apoptose inhibierende Prozesse handeln. Die Charakterisierung internen Mecha-
nismen sollte somit wichtige Einblicke in die Natur der Onkogenese liefern. Die
retrovirale Insertionsmutagenese am Beispiel von TF-1 kann daher im weitesten
Sinne als ein Modell zur Untersuchung der Krebsentstehung verstanden werden,
denn fast alle Leukamien entwickeln sich aus einer in ihrem Proliferations- bzw.
Differenzierungsverhalten gestorten Stammzelle (D.S. Pereira, C. Dorrell, et al.
1998).

Die Analyse der TF-1 Mutante 29A beispielsweise zeigte genau eine retrovirale In-
tegration in ein Intron des GIUR5 Gens (grikl auf Chromosom 21). Interessanter-

weise fand sich erhohte RNA Expression dieses Gens nicht nur in der Mutante 29A,
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sondern auch in einer Reihe weiterer Mutanten, die keine retrovirale Integration in
diesem Genlokus aufwiesen (B. Fehse 1996).

Diese Befunde und das Vorhandensein der als ZNS-spezifisch eingestuften Genfa-
milie in u.a. Knochenzellen (A.J. Patton, P.G. Genever, et al. 1998) und
Mikrogliazellen (M. Noda, H. Nakanishi, et al. 2000) fuhrten zu folgenden

Annahmen:

» Wenn ionotrope Glutamat-Rezeptoren auch aul3erhalb des ZNS eine biologische
Funktion Ubernehmen, sollte die Expression nicht nur auf die bereits erwahnte
Zellinie TF-1 beschrankt, sondern auch in anderen Blutzellinien bzw. primaren

Blutzellen zu finden sein.

» Wenn iGluRs in vivo als heteromere Rezeptorkomplexe vorliegen, sollten neben
GIluR5 weitere Mitglieder der jeweiligen iGluR-Unterfamilie pro Zelltyp transkri-

biert werden.

Es lag daher nahe zu untersuchen, ob nicht noch weitere Mitglieder dieser Genfa-
milie auf &hnlichem Niveau exprimiert werden und welche Rolle diese eigentlich nur
im ZNS vorkommenden und bei der Lern- und Gedachtnisleistung beteiligten Re-

zeptoren in der Hamatopoese spielen kdnnten.
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4. Material und Methoden

Eine genaue Beschreibung der verwendeten Materialien und angewandten Metho-
den erfolgt nur dort, wo sie unmittelbar wichtig fur die experimentellen Ergebnisse
sind. Klonierung rekombinanter Plasmide, analytische und praparative Restriktions-
spaltungen oder auch die Transformation kompetenter Bakterien sind molekular-
biologische Standardtechniken, die entsprechend folgenden Protokoll-sammlungen

durchgefiihrt wurden:

MOLECULAR CLONING. A LABORATORIAL MANUAL. (2" Edition, Sambrook, J.,
Fritsch, E.F., Maniatis, T., 1989 Cold Spring Harbor Laboratory Press, USA).

CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BioLoGyY (Vol. 1-4 Edited by Ausubel, F.M.
et al., 1994-1998 by John Wiley & Sons, Inc., USA).

4.1 Material

Die im Labor verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders aufgefiihrt, von
den Firmen Biomol (Hamburg), Biorad (Minchen), Boehringer (Mannheim), Difco-
Laboratories (Hamburg), Merck (Darmstadt), Pharmacia (Uppsala, Schweden),
Serva (Heidelberg) und Sigma (Minchen) bezogen. In den Fallen, in denen eine
besondere Qualitat beztglich der Reinheit erforderlich war, ist dies gesondert ver-
merkt, ansonsten wurden die handelsiiblichen Standardqualitaten eingesetzt. *?P-
markierte Radionukleotide wurden von der Firma Hartmann Analytik (Braunschweig)

bezogen.

Die Restriktionsenzyme und DNA- bzw. RNA-modifizierenden Enzyme z.B. Ligasen,
Phosphatasen, Kinasen und Polymerasen wurden von den Firmen Boehringer
(Mannheim), Gibco/BRL Life Technologies (Eggenstein), MBI/Fermentas (St. Leon-
Rot), Qiagen (Hilden), Stratagene (Heidelberg) und New England Biolabs (Schwal-
bach) bezogen. Falls nicht anders angegeben, wurden die von den Herstellern

empfohlenen Enzymmengen sowie Puffer- und Reaktionsbedingungen gewabhit.
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4.1.1 Entsorgung und Sicherheit der verwendeten Materialien

Fur alle verwendeten Chemikalien wurden die angegebenen R- und S-Satze der
Hersteller beachtet. Die Entsorgung der einzelnen Reagenzien und Puffer erfolgte

ebenfalls den Vorschriften entsprechend.

Biologisches Material (Bakterienkulturen etc.) und die mit diesem kontaminierten
Gebrauchsartikel (Pipettenspitzen, Agarplatten etc.) wurden autoklaviert und an-

schlieRend entsorgt.

Bei dem Umgang mit Radioaktivitdt wurden die Sicherheitsauflagen (Strahlen-

schutzverordnung) eingehalten.

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Kulturbedingungen kompetenter Bakterien

Zur Transformation und Amplifikation der Plasmide wurden die Bakterienstamme
Escherichia coli Stable Il (elektrokompetent) und CMK 603 (Ca**-kompetent), ein
Abkémmling des Stammes C600 eingesetzt. Die Kulturbedingungen der Bakterien
sowie ihre Lagerung und die Herstellung kompetenter Bakterien erfolgten nach den

oben angegebenen Protokollsammlungen.

Zur Anzucht der Bakterien wurde LB(Luria-Bertani)-Medium verwendet. Feste
Nahrmedien fur Petrischalen wurden durch Zusatz von 1,5% Agar zum LB-Medium
hergestellt. Zur Selektion transformierter Bakterien wurde eine Konzentration von
100pg/ml Ampicillin bzw. 50ug/ml Kanamycin dem jeweiligem Na&hrmedium zuge-

setzt.

4.2.2 Plasmide

Nachfolgend sind die wichtigsten verwendeten DNA-Plasmide aufgefiihrt. Die in

Klammern dargestellte Ziffer bezieht sich auf die Labor interne Nomenklatur.

pBluescript® SK +/- (#202/203): Dieser Vektor (2958bp, pUC 19 modifiziert) ist
vielseitig verwendbar. Er enthélt u.a. den lacZ Promotor zur blau/weil3 Selektion so-

wie T3- und T7-Promotoren, die u.a. in dieser Arbeit verwendet wurden, um RNA-
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Transkripte zuvor klonierter, offener Leseraster (ORF) herzustellen. Zur Herstellung

stumpfer Enden wurde das Restriktionsenzym EcoR V verwendet.

pXcmKnl2 (#341): Tag-PCR-Klonierungsvektor (2686bp) auf pUC18/19 Basis.
Durch die Linearisierung des Vektors mit dem Restriktionsenzym Xcml entsteht ein

T-Uberhang, der zur Subklonierung von TagPCR-Fragmenten genutzt wurde.

pPpCR®-XL-TOPO (Invitrogen, Leek, NL): Effizienter PCR-Klonierungsvektor (3,5kb)
in linearisierter Form und mit einem T-Uberhang. Der T7-Promotor ermdglicht auch

hier die Transkription zuvor klonierter cDNA.

4.2.3 Oligonukleotide

Oligonukleotide fiur die Reverse Transcription, Sequenzierungen und PCR wurden
von den Firmen Eurogentec (Saraing, Belgien) und Gibco/BRL (Eggenstein) bezo-
gen. Die gefriergetrockneten Oligonukleotide wurden in entprechender Menge
MilliQH,O resuspendiert (Stocklésung 1ug/pl) und anschlieRend die Konzentration

photometrisch Gberpruft.

4.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien wurden zwei unterschiedliche Pro-
tokolle angewandt, abhéngig davon, ob eine sogenannte Mini-Praparation (Aus-
beute ca. 20 pg Plasmid-DNA) oder Maxi-Préparation (Ausbeute ca. 500 ug Plas-
mid-DNA) durchgefihrt wurde. Beide Praparationsarten beruhen auf der Methode
der alkalischen Lyse. Die schnelle Mini-Préaparation erfolgte nach dem Protokoll aus
dem Laborhandbuch CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY,1994-1998. Die
gewonnene Plasmid-DNA einer 2,5ml Ubernachtkultur wurde entsprechend ihrer
Menge in 20-50ul TE-Puffer mit 10pg/ml RNaseA aufgenommen. Diese DNA konnte
nach gelelektrophoretischer Konzentrationsabschatzung direkt einer Restriktions-

analyse bzw. einer Sequenzanalyse unterzogen werden.

Zur Lagerung und Gewinnung gréf3erer Mengen Plasmid-DNA aus Bakterien wurde
eine 200ml Ubernachtkultur nach der alkalischen Lyse (iber kommerziell erhéltliche
Fertigsaulen (Qiagen-Tip 500) der Firma Qiagen aufgereinigt. Die Aufarbeitung der

Bakteriensuspension sowie die Benutzung der Saulen erfolgte nach den Angaben
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des Hersteller. Die isolierte DNA wurde entsprechend ihrer Menge in 200-500pl ste-
rilem TE-Puffer aufgenommen. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photo-
metrisch bzw. gelelektrophoretisch.

4.2.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen z.B. nach einer praparativen
Restriktionsspaltung oder einer praparativen PCR wurden je nach Menge des zu
isolierenden Fragments Spinsdulen von zwei verschiedenen Herstellern verwandt.
Die Spinsaulen (QIAquick) der Firma Qiagen besitzen eine Bindungskapazitat von
10pg. Die Saule (Ultrafree-DA) der Firma Millipore reinigt maximal 100mg eines
Agarosegel Stucks auf. Nach Herausschneiden der gewiinschten Bande aus dem
Agarosegel wurde nach den Angaben des jeweiligen Herstellers verfahren. Die Be-
stimmung der Konzentration und Qualitdt der Fragmente erfolgte bei beiden Metho-
den gelelektrophoretisch. Die isolierten Fragmente wurden bis zur Verwendung bei
4°C gelagert. So aufgereinigte Fragmente konnten mit genspezifischen Primern di-
rekt sequenziert oder zur Hybridisierung der Southern Blots radioaktiv markiert wer-
den.

4.2.6 Praparation zellularer Gesamt-RNA

Die Isolierung zellularer RNA erfolgte mit Hilfe von Guanidiniumisothiocyanat (GIT-
Puffer) und Ultrazentrifugation Uber einen CsCl-Gradienten. Es wurden maximal
5x10° Zellen in einen Praparationsansatz gegeben, um eine Uberladung des CsCl-
Gradienten bei der Ultrazentrifugation zu vermeiden. Alle Arbeitsschritte wurden

weitgehend unter RNase-freien Bedingungen durchgefihrt.

Dabei wurde das Gehirn einer Maus nach Entnahme und Uberfiihrung in flussigem
N, sofort im Kuhlraum mit Hilfe eines Gewebehomogenisators (Polytron) in GIT-
Puffer (3-4ml) aufgearbeitet und auf ein CsCI-Kissen pipettiert. Suspensionszellen
wurden durch Zentrifugation (5min, 1000rpm, 4°C, Beckmann GPKR-Untertisch-
zentrifuge) geerntet und in kaltem PBS resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation
(1000rpm, 4°C, 5min) wurde das Zellpellet durch die Zugabe von 3ml GIT-Puffer ly-
siert. Die Proben wurden sofort weiterverarbeitet. Dazu wurden 1,4ml 5,7M CsCl in
ein SW-60 Zentrifugenréhrchen gegeben. Das Lysat wurde, wenn erforderlich,

mehrmals durch eine Kanulle gezogen und vorsichtig auf das CsCl-Kissen pipettiert.
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Die Ultrazentrifugation erfolgte im SW-60 Rotor (Beckmann) bei 34000rpm, 20°C,
20h. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und
verworfen. Das RNA-Pellet wurde in 200ul 0,3M Na-Acetat pH 6,0 resuspendiert
und mit 500ul abs. Ethanol geféllt. Nach der Zentrifugation (13000rpm, 4°C, 20min,
Tischzentrifuge) wurde das RNA-Pellet mit 70%igem DeEPcEthanol gewaschen und
nach erneuter Zentrifugation (13000 rpm, 4°C, 10min) je nach RNA Menge in
DEPCH,0 resuspendiert. Die RNA wurde anschlieRend bei -70°C gelagert. Die Kon-
zentrationsbestimmung erfolgte photometrisch. Qualitdt und Quantitat wurde in
einem 1%igem TBE-Gel iiberpriift. Bei geringer Zellzahl (< 10°) beispielsweise bei

CD34-positiven Zellen wurde der RNA Kit 1l der Firma Invitek (Berlin) verwendet.

4.2.7 Hybridisierung der Chromosom 1 spezifischen Cosmid Bibliothek

Die hier verwendete Chromosom 1 angereicherte Cosmid Bibliothek stammt aus
dem Bestand des Ressourcenzentrums/Primardatenbank (RZPD) im Deutschen
Humangenomprojekt; RZPD-Nr. 112 (D. Nizetic, S. Monard, et al. 1994).

Die Bibliothek bestand aus je zwei identischen Filterpaaren hoher Dichte. Jeder Fil-
ter enthielt 48 x 48 Blécke a 9 Klone, d.h. je 20 736 Klone. Alle notwendigen Hybri-
disierungs- und Waschschritte wurden nach Angaben des RZPD durchgefihrt.
Nach Hybridisierung wurden die Filter in noch feuchtem Zustand in Folie einge-
schweil3t und Uber Nacht exponiert (Autoradiographie in einer Filmkasette mit Ver-
starkerfolie bei -70°C; Rontgenfilm: NRX, Medical X-Ray Film, Fuji, Japan). Zur
Bestimmung der X/Y-Koordinaten positiver Klone am Durchlicht-Tisch wurde Milli-
meterpapier auf eine Klarsichtfolie kopiert und auf die entwickelten Filme gelegt.
Diese Vorgehensweise erleichterte die Bestimmung der X/Y-Koordinaten der radio-
aktiv markierten Klone. Vom RZPD wurden fiunf Klone zur naheren Analyse
angefordert. Um den Status dieser Klone zu verifizieren, wurden die Klone nach
Angaben des RZPDs auf LB-Platten ausgestrichen, Minikulturen gezogen und
Restriktonsverdaue vorgenommen. Die Restriktionsverdaue wurden nach den in
den oben angegebenen Protokollsammlungen beschriebenen Standardtechniken
auf Nylonmembran (Biodyne B Transfermembran; Firma Pall, Porthmouth, UK)
transferiert. Vorher wurde am UV-Durchlichttisch die Position jeder Bande des
Markers und der Cosmide auf einer Klarsichtfolie markiert. Mit Hilfe dieser 1:1 Kopie
lieBen sich dann nach einer Regressionsanalyse die Grolen der GluR7-Banden
bestimmen. Um falsch positive Klone von der Analyse auszuschlie3en, wurde die
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Membran mit der zuvor fir die Cosmid-Filter verwendeten GIuR7-Sonde hybridisiert.
Eine Rehybridisierung beispielsweise mit einer 3 -spezifischen Glur7-Probe
ermdoglichte die Identifizierung eines Cosmid-Klons, der die gewlnschten
genomischen 3°- Bereiche enthielt. Alle Cosmide lie3en sich mit GIluR7-spezifischen
Primern sequenzieren, so dass auf Subklonierungen genomisch relevanter Bereiche

verzichtet werden konnte.

4.2.8 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Zur Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden diente das kommerziell erhaltli-

che Prime-It”Il Random Primer Labeling Kit (Stratagene).

Die zu markierende DNA-Sequenz wurde mittels PCR gewonnen. Nach Einbau von
[y-3P]dCTP wurden die radioaktiv markierten Sonden durch Gelfiltration mittels
einer MicroSpinJ S-300 HR-S&ule (MoBiTec) aufgereinigt (100ul Endvolumen). Zur
Aktivitditsmessung der Sonden wurde die Cerenkov-Strahlung eines Aliqouts (1ul =

1x10° cpm) der Probe im Szintillationszahler (LS 1701, Beckman) bestimmt.

4.2.9 Reverse Transcriptase (RT-) Reaktion

Fur die Durchfihrung der cDNA-Erststrangsynthese wurde das entsprechende
Protokoll des Herstellers der AMV-RT (Promega) verwendet. Um Qualitat und
Quantitat der cDNA zu erhdhen, wurde das Herstellerprotokoll etwas abgewandelt.
Die Reaktion wurde in 0,5ml PCR-Tubes in einem Thermocycler mit Heizdeckel
(Biometra) durchgefuhrt. Je 20ul Gesamtansatz wurden 2-3ug RNA und Oligo(dT)-
Primer (p(dT)1s, Boehringer) im UberschuB (500ng Primer /1ug RNA) eingesetzt.

RT-Protokoll:
Schritt Temperatur Zeit Vorgang
1 70°C Pause Aquilibrieren des Heizblocks und —deckels.
2 70°C 5min RNA/Primer Gemisch denaturieren, danach RNA/Primer-An-
satz auf Eis.
3 37-42°C Pause Aquilibrieren des Heizblocks und —deckels, RT-Reaktionsmix
(37-42°C vorgewarmt) zum RNA/Primer Gemisch zugeben und
mischen.

37-42°C 60-90min Reverse Transcriptase Reaktion
75°C 10min  Hitzeinaktivierung der Reaktion

4°C Pause Danach Lagerung bei —20°C
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Um spatere Verunreinigungen detektieren zu kdénnen, wurde immer auch eine

Blindprobe (DEPCH,O statt RNA) angesetzt.

Zur Kontrolle der Reaktionen wurde eine PCR auf das housekeeping gene BAktin
durchgefiihrt. Es wurden nur cDNA-Ansatze weiterverwendet, die nach 30 PCR-

Zyklen eine starke Bande im Agarosegel aufwiesen.

4.2.10 Polymerase Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction)

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten aus cDNA-Ansatzen erfolgte mittels der
Polymerase Kettenreaktion. Zur Durchftihrung der PCR wurde das kommerziell er-
haltliche ,, Tag DNA-Polymerase Kit* (Qiagen) verwendet. Die PCR-Ansatze wurden
entsprechend dem Qiagen-Protokoll pipettiert und die PCR danach in einem PCR-
Thermocycler (Biometra, Gottingen) durchgefihrt. Die Primersequenz wurde in der
Regel so gewahlt, dal3 die Schmelztemperatur T, berechnet nach der Wallace-Re-

gel T, = [2+(A/T) + 4+(G/C)], 66°C ergab. Bei einer nested PCR lag die Annealing-

Temperatur bei 56+2°C fur die aul3ere (20 Zyklen) und bei 60+2°C fur die innere
PCR (30 Zyklen).

Allgemeines PCR-Protokoll:

Schritt Temperatur Zeit Vorgang
1 94°C 30sec Initiale Denaturierung, PCR-Block und —deckel vorgewarmt.
2 94°C 30sec  Denaturierungsschritt
3 54-64°C 30-45sec Primer-Hybridisierung (annealing)
4 72°C 1-5min  Extension und zurtick zu Schritt 2 fiir den 2.Zyklus.
5 72°C 8-10min Extension zur Homogenisierung der Produkte
6 4°C Pause Danach Lagerung bei 4°C oder Analyse im Agarosegel

Eine BAktin PCR wurde bei 60°C Annealing, 50sec Extensionszeit und 25-30 Zyklen
durchgefuhrt.

Es folgt eine Liste der in dieser Arbeit verwendeten Primer:

BAktin-Primer:
Vorwartsprimer  ¢s21 5-CGC TGC GCT GGT CGT CGA CA -3’
Ruckwartsprimer ¢s37 5-GTC ACG CTC GAT TTC CCG CT -3
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Nested-Primer:

GluR1

Vorwartsprimer, aul3en dp05 5-CTG CAC CGG TTT CCT AGG CGC -3’
Vorwartsprimer, innen dp06 5-CCAGCAGTC ACAGGAACATGC -3
Ruckwartsprimer, innen dp08 5-GGG TCT CTT CCA GTC CAC CCG -3

Ruckwartsprimer, auf3en dp07 5-CTT GAATTATCC CCC CCA GCT -3
GluR2

Vorwartsprimer, aufen dp09 5’- CAG CAT ACA GAT AGG GGG GC -3
Vorwartsprimer, innen dp10 5- CCA AGG GGC GCT GAT CAA GAA -3
Ruckwartsprimer, innen dpl2 5- GGG AGC TCAGTT AGG GTG AC -3

Ruckwartsprimer, aulen dpll 5-GCC CAG ACG TGT CAT TTC CTG -3’
GIuR3

Vorwartsprimer, aul3en dpl3 5-GCG TGC TCC GGG CGG TCT -3
Vorwartsprimer, innen dpl4 5-CCG CTT TGC CGT GCAGTT -3
Ruckwartsprimer, innen dpl6 5'- GAT CTG AGA AAG GCA CAA ACC -3

Ruckwartsprimer, auen dp15 5-GCCAGC TTT TCG AGA GCC ACT -3
GluR4

Vorwartsprimer, aul3en dpl7 5'- GAG GAT TAT TTC CAG ACA GAT -3
Vorwartsprimer, innen dpl8 5- ACT CGC CAT GGG AGC CTT TCC -3
Ruckwartsprimer, innen dp20 5- GAG TGT CCT CTC CAT GTC -3

Ruckwartsprimer, aulen dpl19 5-CCATGT ATAAACCTC TCA AGA -3’
GluR5

Vorwartsprimer, auflen dpl129 5'- GGA GTG GAA CGG GAT GGT TAAA -3
Vorwartsprimer, innen dp130 5-CAACCCCCT GTCTCC AGATATTT -3
Ruckwartsprimer, innen dpl132 5-CCAGTC CGG CAG CCAGAACA-3
Ruckwartsprimer, aufen dpl31 5'- CCA ATA GCT ACA AAT ACA GAA AGG -3
GluR6

Vorwartsprimer, aul3en dpl139 5'- GAC AAT GGA ATG GAATGG TTC GT -3
Vorwartsprimer, innen dpl40 5-GAATCCTCT CTC CCC TGATATCT -3
Ruckwartsprimer, innen dpl42 5'- CAA GCC GGC TGC CAG AAC AAT -3
Ruckwartsprimer, aulen dpl4l 5- CAC TGC CAC AAA AAC TGA AAG CA -3’
GluR7a (U16127), Vorwartsprimer sind universell fur GluR7a, b und c
Vorwartsprimer, aufen dpl15 5- ATC AGC GCG AAT CTC CATTTCC -3
Vorwartsprimer, innen dpll6 5-TCAGCTGTGTCCTCTTCG TCAT -3
Ruckwartsprimer, innen dpl19 5-GCT GTC CTT GCC GGG AAG CC -3
Ruckwartsprimer, auflen dp120 5-GGAGGC TGAGGC TTGTGCTTGA-3
GIuR7b

Ruckwartsprimer, innen dpl17 5-CTT CCT TCC CTG TCC AAC GCA -3’
Ruckwartsprimer, auen dpl18 5-GCC TCCTCCAGG GCCTCAC-3
GluR7c

Ruckwartsprimer, innen dp98 5- ATC AGC GCG AAT CTC CATTTCC -3
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Ruckwartsprimer, aufen dp97 5-TGT GCC TGG CAC ATA CAG GAG -3’
Kal

Vorwartsprimer, aul3en dpl135 5- ACC TGG ACG GGA ATG GTC GG -3
Vorwartsprimer, innen dpl136 5-TTT CTC CGG GCG TCT GGC TC -3’
Ruckwartsprimer, innen dpl138 5'- ACG ATT AAG CCA CAA ATAAGA ACC -3
Ruckwartsprimer, auen dpl137 5- CCAACATAG CCATAAAAATGG CC -3
Ka2

Vorwartsprimer, auf3en dpl21 5-TCTCCCCTGCTG TGT GGC TC -3
Vorwartsprimer, innen dpl22 5-TCT TGC CTA CCT GGC TGT CAG -3
Ruckwartsprimer, innen dpl24  5-ATG ATG AGG CCA CAG ATG AGCA -3
Ruckwartsprimer, aulen dpl123 5'- ATG ACC GCC ACG AAG ACA GCA -3’

4.2.11 3'-RACE PCR-Primer

Fur eine 3'-RAcCeE-PCR gelten allgemein die gleichen Bedingungen wie fir eine
nested PCR, allerdings mussen hier die PCR Bedingungen und Primerkombina-
tionen haufig variiert werden, um zu den gewinschten Banden zu kommen. In der

Tabelle sind lediglich die Primer-Kombinationen gezeigt, die zu einem Ergebnis

fuhrten.

GluR5

Vorwartsprimer, auf3en bp57 5- CGG AAG AAT AAT GAT ATT GAA CAG -3
Vorwartsprimer, innen bp56 5-CTG GGAATC TCACTG AAG A -3

GluR7

Vorwartsprimer, auf3en dp89 5'- CATATCATGAAGGAGAAGTGGTG -3
Vorwartsprimer, innen dp68 5-AGATCG GGG GCATCTTCATIGT -3
Ka2

Vorwartsprimer, aul3en dp92 5- GCCTTCCTGCTGGAGTCCAC -3
Vorwartsprimer, innen dp91l 5- CCTGCTGGAGTCCACCATGAA -3’
3’-RACE Primer, universelle Rickwartsprimer

Adapterprimer 1, AP 1 dpl34 5-CCACGCGTCGACTAGTACT -3
Adapterprimer 2, AP 2 dpl33 5- CCA CGC GTC GAC TAG TAC TTT TTT TTT TTT1

TTTTTT -3

4.2.12 Klonierung offene Leseraster

Hierfir wurde die Pfu DNA Polymerase (Promega) verwendet, weil sie eine 3'-5°
Exonuklease (proofreading) Aktivitat besitzt und so den Einbau falscher Nukleotide
verringert. Die erwartete Lange der Fragmente lag bei ca. 3,0 kb. Die Dauer des
Amplifizierungsschritts betrug 4,5min.

35



GluR5-2b

Vorwartsprimer, aul3en dpl125 5-GTT GGG TGC ATC TCT CGG GC -3
Vorwartsprimer, innen dpl126 5- AGC GGC TGT ATC TCG GCATGA -3
Ruckwartsprimer, innen dpl128 5-CCTTTT TCT TCC TAC AGG CGT TT -3
Ruckwartsprimer, aufen dpl27 5'- CCA AGT CAT ATC TAT GTG AGC TTT -3
GluR7aund c

Vorwartsprimer, auen dpl109 5-GCC CAACGATGACCG CTC CCT -3
Vorwartsprimer, innen dpl10 5- GAT GAC CGC TCC CTG GCG GC -3
GluR7a

Ruckwartsprimer, innen dpl150 5-GTT GTG CCT AGG GGA ACA CAG -3
Ruckwartsprimer, aulen dpl51 5-CCAGTT GTG CCT AGG GGA ACA -3’
GluR7c

Ruckwartsprimer, innen dp98 5- ATC AGC GCG AAT CTC CATTTCC -3
Ruckwartsprimer, auen dp97 5-TGT GCC TGG CAC ATA CAG GAG -3’

4.2.13 DNA Sequenzierung

Die Sequenzierung klonierter oder isolierter DNA-Fragmente und Plasmide erfolgte
mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen Kits (ABI Prism™ BigDye Terminatort Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit) der Firma Perkin Elmer (Weiterstadt). Der
Reaktionsansatz, die notwendige Amplifikationsreaktion (Personal Cycler, Biometra,
Gottingen), Aufreinigung und Fallung erfolgten gemall den Angaben im
Arbeitsprotokoll des Herstellers. Die anschlieRende gelelektrophoretische Analyse
der Sequenzierung erfolgte im Institut fur Zellbiochemie und Klinische Neurobiologie
der Universitdt Hamburg bzw. in der Abteilung Zellulare Immunologie des Heinrich

Pette Instituts.

Je nach Plasmid wurden Promotor spezifische T3 oder T7 Primer verwendet bzw.
die kommerziell erhaltlichen pUC-Primer (reverse: #1233, #1201; forward: #1211,
New England Biolabs, Schwalbach).

Die funf Cosmid-Klone konnten mit T7- und SP6-Promotor spezifischen bzw.
GluR7-spezifischen Primern sequenziert werden. PCR-Fragmente konnten in der
Regel nach Aufreinigung ebenfalls mit Gen spezifischen Primern direkt sequenziert

werden.
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Cosmid Lawrist 4

Primer (T7-Promotor) L4seqfor 5- TAATAC GAC TCACTATAG GG -3’
Primer (SP6-Promotor) L4seqrev 5- GAT TTA GGT GAC ACT ATA GAA -3
Genomisch grik3 und cDNA GluR7a-c; 5’ vor TM IV

Genspezifischer Sequenzierprimer  dpl44 5- GGG CAG CGG GTGTCCTGAG -3

Als Software zur Analyse der erhaltenen Sequenzen dienten die Programme DNASIS
(Hitachi Software Engineering Co., Ltd. 1984, 1991) und DNASTAR (Dnastar, Inc.,
Madison, USA, 1998-99).

4.2.14 T7 RNA -Synthese

Die als Templates verwendeten Plasmide besalRen 5 vom Start-Codon die T7 Pro-
motor Sequenz und 3° vom Stop-Codon eine unique Schnittstelle, Hindlll fir den
Leserahmen von GIUR5 in pCR"-XL-TOPO, Xbal fiir die beiden Leserahmen der
GluR7-Varianten in pBluescript. Beide Enzyme produzieren keine 3’-Uberhange
wie beispielsweise Kpnl oder Pstl. 3'-Uberhdnge fiihren zu geringeren capped
RNA(cRNA)-Ausbeuten. Nach ca. 12h Restriktionsverdau von ca. 10-15ug Plas-
mid-DNA wurde mit Phenol, Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol und Chloroform ex-
trahiert. Danach die linearisierte DNA mit abs. EtOH (300Vol% und Zusatz von
10Vol% 3M NaAc pH 5,0) gefallt, mit 70% EtOH gewaschen, einige Minuten gefrier-
getrocknet, in 10ul beEpcH,O aufgenommen und je ein Aliquot zur Kontrolle gel-
elektrophoretisch  aufgetrennt.  Zur  Synthese der cRNA wurde der
MMessageMMachine-Kit der Firma Ambion (Austin, USA) verwendet. Der 20ul An-
satz (in 0,5ml PCR-Tubes) fir die in vitro Transkription enthielt 1pg (max. 6pl) line-
arisierte DNA, 2ul 10x Enzym-Mix, 2ul 10x Transkriptionspuffer und 10ul 2x Ribo-
nukleotid-Mix. Die Reaktion wurde bei 37°C fur 2h in einem Thermocycler mit Heiz-
deckel durchgefuhrt. Es folgte ein DNase-Verdau 15min, 37°C. Die Reaktion wurde
mit DEPCH,O auf 150ul aufgefillt. Die folgende Phenol-Extraktion und Isopropanol-
Fallung der cRNA wurde nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Zentrifugiert
wurde bei 4°C in einer Tischzentrifuge mit Horizontaler Ausrichtung. Nach Waschen
mit 70% DeEPCEtOH wurde das cRNA-Pellet kurz gefriergetrocknet und Gber Nacht
bei 4°C mit 20ul bEpPcH,0O in Lésung gebracht. Ein Mikroliter cRNA wurde auf ein
0,8% TBE-Gel elektrophoretisch aufgetrennt (RNase-freies Arbeiten). Ein weiteres
Aliquot wurde fir eine genauere Konzentrationsbestimmung verwendet. Der dabei
eingesetzte sehr sensitive Fluoreszenzfarbstoff RiboGreend (Molecular Probes,

Leiden, NL) eignet sich besonders fur die Quantifizierung von RNA in Losung (La-
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ser-Anregungswellenlange Ax = 485£10nm; -Emissionswellenlange Ag = 530nm
+12,5nm). Anhand verschiedener ribosomaler RNA-Verdinnungen (20ng/ml bis
1pg/ml) konnte eine Eichkurve erstellt werden, mit Hilfe derer dann die RNA-
Konzentration der Proben bestimmt werden konnte. Diese Arbeiten wurden mit Hilfe
von Dr. D. Isbrandt und Mitarbeitern am Zentrum fur Molekulare Neurobiologie und
Hormonforschung in Hamburg durchgefihrt.

4.3 Zellbiologische Methoden

4.3.1 Hamatopoetische Zellen

CD34-positive  (CD34%-) bzw. CD34-negative (CD34-) Blutzellen: Diese
Primarzellen wurden ex vivo aus Nabelschnurblut isoliert. Das Nabelschnurblut
wurde mit PBS (2mM EDTA) 1:3 verdunnt auf 15ml Ficoll geschichtet und
zentrifugiert  (30min; 1700rpm). Die CD34-positiven Zellen konnten
angereichert und von den CD34-negativen Zellen getrennt werden, indem die
Ficoll-Interphase Uber eine magnetische Immunselektionstechnik aufgereinigt
wurde (CD34 Isolation Kit, Milteny Biotec, Bergisch Gladbach). Die so
aufkonzentrierten CD34-positiven Zellen (~10x10° je nach Qualitat des
Ausgangsmaterials) wurden zwei Tage in Gegenwart eines Wachstumsfaktor-
Cocktails (Medium: BIT 9500, CellSystems Biotechnologie, St. Katharinen;
Wachstumsfaktoren: SCF 100ng/ml; FIt-3 100ng/ml 1I-3: 20ng/ml, Boehringer
Mannheim bzw. Tebu GmbH, Frankfurt/M) stimuliert. Die CD34-negativen
Zellen (~2x10%) wurden abzentrifugiert und in RPMI/FCS (O 15cm
Zellkulturschale) aufgenommen. Die nach 12-24h adharent wachsenden
Zellen (mononukleare Zellen, meist Monozyten/Makrophagen-ahnlich) wurden
zur RNA-Praparation mit einem Nunc-Schaber geerntet. Unter diesen
Bedingungen teilten sich die Zellen héchstens ein weiteres Mal.

TF-1: Fruhe humane, erythromyeloide Vorlauferzelle (CD34-positiv; ATCC-No:
CRL-2003), die etabliert wurde aus einem Patienten mit Erythroleukamie (T.
Kitamura, T. Tange, et al. 1989). Streng Wachstumsfaktor abhéangig (IL3 oder
GM-CSF) wachsende Suspensionszellinie, die nach Tetraphorbolmyristacetat
(TPA)-Behandlung in Makrophagen-artige Zellen differenzieren. Bei
Wachstumsfaktorentzug (TF1-GMCSF) fur 30h stoppt die Proliferation und die
Zellen gehen in die Apoptose.
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Faktorunabhangige TF-1 Mutanten: Die verwendeten Faktor unabhangigen
Mutanten wurden aus zuvor retroviral infizierten TF-1 Zellen etabliert (C.
Stocking, U. Bergholz, et al. 1993). Die verwendete TF-1 Mutante 29A enthielt

beispielsweise nur eine retrovirale Integration im grik1l-Lokus (B. Fehse 1996).

Stroma abhangige TF-1 Klone: Auf einer zuvor letal bestrahlten MS-5 Einfachzell-
schicht konnten nach ca. drei Monaten Stroma abhangige TF-1 Klone etabliert
werden, die ohne Wachstumsfaktoren proliferierten (C. Heberlein, J. Friel, et
al. 1999).

MO-7e: Humane megakaryoblastische Vorlauferzellinie (G.C. Avanzi, M.F. Brizzi, et
al. 1990), die wie TF-1 CD34-positiv ist und GM-CSF bzw. IL-3 abhéangig

wachst.

U-937: Humane, CD34-negative Promonozyten/Makrophagen-artige Suspensions-
zellinie (ATCC-No: CRL-1593.2), die aus einem Patienten mit histiozytischem
Lymphom erhalten wurde. Differenzierung zu terminalen Monozyten induzier-
bar u.a. durch RA, Phorbolester und Vitamin D3 (C. Sundstrom & K. Nilsson
1976).

K-562: Humane, CD34-negative, chronisch-myelogene Leukamie-Zellinie (ATCC-
No: CCL-243), die spontan in Vorlaufer der erythroiden, granulozytischen oder
monozytischen Reihe differenzieren kann (E. Klein, H. Ben-Bassat, et al.
1976).

HL-60: Humane, CD34-negative myeloide Zellinie (ATCC-No: CCL-240) etabliert
aus Zellen des periphdren Blutes einem Patienten mit akuter
promyelozytischer Leukamie (O. Al-alami, J. Sammons, et al. 1998). Diese
Suspensionszellinie differenziert spontan und nach chemischem Stimulus (RA,
TPA u.a.).

Jurkat: Humane leukamische T-Zellinie (ATCC-No: TIB-152). T-Zellmodell, jedoch
mit unterschiedlichem Aktivierungsmuster gegentber T-Zellen in vivo. Jurkat-
Zellen sind in der Lage beispielsweise durch Phorbolester-Behandlung grof3e
Mengen an IL-2 auszuschutten (A. Weiss & J.D. Stobo 1984).
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4.3.2 Weitere Zellen

MS-5: Murine Stroma-Zellinie, die verwendet wurde, um alternativ Langzeit-
Wachstum von TF-1 Zellen ohne Wachstumsfaktor zu etablieren (K. Itoh, H.
Tezuka, et al. 1989).

NT-2: Neuronal determinierte pluripotente Zellinie (ATCC No: CRL-1973), die
induziert durch RA in neuroektoderme Linien ausdifferenziert. Ursprung der
adharend wachsenden NT-2 Zellen waren Lungenmetastasen eines 22-
jahrigen, mannlichen Kaukasiers, der an germinativem Hodenkrebs erkrankt
war (Tera-2). Transplantation dieser Zellen in Nacktmause entwickelten einen
Tumor, der embryonale Karzinomazellen enthielt. Aus diesem Tumor wurde
die Ntera-2 Linie entwickelt. Zur weiteren Erhéhung der Uniformitat wurden
verschiedene Klone etabliert. Die auch in dieser Arbeit verwendete Linie
NT-2/D1 ist der am haufigsten verwendete Zellklon (S.J. Pleasure, C. Page, et
al. 1992).

4.3.3 Allgemeine Zellkulturbedingungen

Alle Zellen wurden dreimal pro Woche in frisches Medium umgesetzt, in der Regel
1:5 verdunnt. Gehalten wurden die Zellen in unbehandelten Zellkultur-Schale
(O 9cm, 15cm) oder -Flaschen adaquater GroRRe. Die adhéarend wachsenden Zellen
MS-5 und NT-2 wurden bei ca. 80% Konfluenz mit einer 1x Trypsin/EDTA-LAsung
(10x Trypsin/EDTA in PBS, Biochrom KG, Berlin) von der Oberflache gelost und

umgesetzt.

Das moglicherweise noch aktive Komplementsystem der verwendeten Seren wurde
bei 56°C, 30min inaktiviert. Alle Medien enthielten 1% Penecillin/Streptomycin
(50001U/ml Penicillin,5000ug/ml Streptomycin, Gibco BRL, Paisley, UK) und 2%
Glutamin (200mM). Alle Zellinien wurden in Brutschrdnken (Heraeus, Hanau) bei
37°C und 5% (v/v) CO, gehalten.

IMDM-Medium (Iscove‘'s Modified Dulbecco's Medium, Gibco BRL, Paisley, UK)
unter Zusatz von 20% (v/v) FCS (fetal calf serum, Foétales Kéalberserum, PAN
Systems, Aidenbach) und 1% Natriumpyruvat fur U-937, HL-60 und MO-7e (human

IL-3, Konzentration konnte bis 2ng/ml gesenkt werden; Béhringer, Mannheim).
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RPMI-Medium (RPMI1640, 1x, Gibco BRL, Paisley, UK) zugesetzt wurden 1%
Natriumpyruvat, 10% FCS (Gibco BRL), und 1% humanes GM-CSF fur TF-1.

o-MEM-Medium (Minimum Essential Medium, 1x,) mit 20% Pferdeserum (v/v;
BioWhittaker UK Ltd., Berkshire, UK) flr die MS-5 Kultur.

OptiMEM-1 (1x, Gibco BRL, Paisley, UK) unter Zusatz von 5% FCS (v/v; Linaris,
Bettingen/Main): Kultur der NT2-Zellinie.

4.4 Elektrophysiologische Methoden

4.4.1 Praparation von Oozyten aus Xenopus laevis

Weibliche Krallenfrosche der Spezies Xenopus laevis wurden durch Einlegen
(15min) in 0,17%ige Tricain-L6ésung anasthesiert und Teile des Ovars operativ
entnommen. Nach Praparation der Oozyten wurden sie 5-10min bei RT in 1mg/ml
Kollagenase Typ Il (Sigma,) inkubiert und bis zur Injektion in modifizierter Barths

Losung bei 4°C aufbewahrt.

4.4.2 Injektion von cRNA in Xenopus Oozyten

Injektionspipetten  wurden aus Glaskapillaren (Drummond) mit einem
Horizontalpipettenzieher (Sutter) hergestellt. Diese wurden mit Silikonél DC200
(Sigma) gefullt und in eine Nanoliterpipette (Drummond) eingespannt. Von der
hergestellten cRNA-L6sung wurde 1pul aufgenommen und jeweils 50nl (20-25ng) pro
Oozyte injiziert. Nach der Injektion wurden die Oozyten 2-4 Tage bei 16°C in Barths

Losung gehalten.

4.4.3 2-Elektroden Spannungsklemme (voltage clamp)

Beim Verfahren der 2-Elektroden Spannungsklemme kann der Stromfluf3 durch
lonenkanale in der Oozytenmembran in Abhangigkeit vom Membranpotential
gemessen werden. Die elektrophysiologischen Arbeiten wurden mit Hilfe von Dr. M.
Schwarz und Dr. R. Bahring am Zentrum fur Molekulare Neurobiologie und
Hormonforschung in Hamburg durchgefuhrt. Da jedoch dieses Verfahren keine
brauchbaren Ergebnisse lieferte, soll an dieser Stelle auf die ndhere Beschreibung

verzichtet werden.
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5. Ergebnisse

5.1 Expression ionotroper Glutamat Rezeptoren

Um die im Kapitel 3.5 formulierten Fragestellungen beantworten zu kdnnen, wurde
ein auf der RT-PCR basierender Expressionsassay etabliert. Mit Hilfe bekannter
Sequenzdaten wurde pro AMPA/Kainat-Untereinheit ein inneres und ein aul3eres
Primerpaar synthetisiert. Diese Methode mit sogenannten nested Primerpaaren, die
in Abb.6 n&her skizziert ist, gilt als hochspezifisch und sehr selektiv. Sie erméglichte
auch die Analyse geringer Zellzahlen.

AMPAR-spezifisches KaR-spezifisches
nested Primerpaar nested Primerpaar
———4&auleres Primerpaar — ———auleres Primerpaar ——
—inneres Primerpaar — —inneres Primerpaar —
= 3] =
: : Transmembran-Domane
Signalpeptid TR IV
- : I I
1 1000 T 2000 ~2800
ATG RNA-Editing TAG

Abb. 6: Strategie der RT-PCR mit nested Primern.

Die so erhaltene PCR-Banden des Expressionsassays sind lediglich von qualitativer
Natur. Eine quantitative Aussage kann aufgrund der auf der nested PCR
basierenden Methode nicht getroffen werden. Die erhaltenen PCR-Fragmente
entsprachen der zuvor errechneten Grol3e, wurden aber zur Sicherheit subkloniert
und ansequenziert bzw. direkt sequenziert. Die Banden der Kainat-Rezeptoren
wurden zur Uberprifung der Spezifitat und Selektivitat des Assays zusatzlich mit
Untereinheiten spezifischen Restriktionenzymen gespalten. Ein Abgleich mit
bekannten Sequenzdaten bestédtigte die hohe Spezifitdtt und Selektivitat der
gewahlten Methode. Es handelte sich bei den erhaltenen Fragmenten um die
jeweils untersuchte Untereinheit. Jede durchgefiuihrte PCR enthielt immer eine H,0

Blindprobe zur Kontrolle eventuell auftretende Kontaminationen der cDNAs.
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Da die retrovirale Insertion in den GluR5-Lokus erfolgte und diese Untereinheit zur
Familie der Kainat-Rezeptoren gehort, lag der Schwerpunkt der Analyse auf diese
Unterfamilie der ionotropen Glutamat-Rezeptoren. Ein funktionierender Rezeptor
wird in vivo stets von mindestens zwei Untereinheiten einer Unterfamilie gebildet.
Fur die Familie der Kainat-Rezeptoren gilt zusatzlich, dass ein funktionsfahiger
lonenkanal aus mindestens einer low affinity Untereinheit bestehen muf3, d.h. in der
TF-1 Mutante 29A sollte neben der hoch exprimierten low affinity GIuR5-
Untereinheit noch mindestens eine weitere Untereinheit aus der high affinity oder
low affinity Gruppe detektierbar sein. Ein Rezeptorkomplex, der nur aus den high
affinity Untereinheiten Kal und Ka2 besteht, bildet in vitro keinen funktionellen
Kanal (C. Cui & M.L. Mayer 1999).

Im TF-1 Modell wurde zuséatzlich Gberpruft, ob in hamatopoetischen Zellen neben
der KaR-Unterfamilie auch die Mitglieder der AMPA-Rezeptoren GluR1-4 exprimiert
werden. Auch diese Unterfamilie bildet ausschlie3lich heteromere Proteinkomplexe.

Die ebenfalls zur Gruppe der iGluRs gehérenden NMDA-Rezeptoren NR1, NR2a-d
und NR3 wurden aufgrund ihrer besonderen Physiologie nicht in die Analyse
miteinbezogen. Aul3erdem ist fir diese Unterfamilie bereits gezeigt, dass sie unter
gewissen Bedingungen in hamatopoetischen Zellen exprimiert werden kénnen (J.D.
Malone, M. Richards, et al. 1986). Die Tabelle 2 verdeutlicht zusatzlich die
amplifizierten cDNA-Abschnitte.

Tabelle 2: AMPA/Kainat-Rezeptoren

Rezeptor EMBL/Gen- Vorwartsprimer Ruckwartsprimer GroRe innere
Bank AcNo. aulen innen innen auRen PCR [bp]

GluR1 S40299 dp05 dp06 dp08 dp07 760

< | GluR2 L20841 dp09 dp10 dp12 dp1l 1090
Z | GluR3 U10301 dp13 dpl14 dp16 dp15 1020
GluR4 U16129 dp17 dp18 dp20 dp19 690
GIuR5 U16125 dp129 dp130 dp132 dp131 900

_ | GIure U16126 dp139 dp140 dp142 dp141 820
.‘E: GluR7 u16127 dp115 dp116 dp120 dp119 910
Kal S67803 dp135 dp136 dp138 dp137 820

Ka2 S40369 dp121 dp122 dp124 dp123 790
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5.1.1 Das TF-1 Modell

Neben der Vorlaufer-Zellinie TF-1 und den Wachstumsfaktor unabhangigen TF-1
Mutanten 29A, 3/1, 10/1 und 33/3 wurde zudem zwei Stroma abhangige Klone ver-
wendet TF-1s und TF-1s MB#8. Diese Klone zeigten Faktor unabhangiges Lang-
zeitwachstum durch Zell/Zell-Kontakt, wenn sie in Kokultur mit der Mausstroma
Zellinie MS-5 gehalten
werden. Die TF-1s Zellinie

kann daher als Stroma
abhangig betrachtet wer-
den (C. Heberlein, J. Friel,
et al. 1999). Ebenfalls in
die Analyse miteinbe-
zogen wurden Wachs-
tumsfaktor-abhangige TF-
1 Zellen, denen man fir
30h den Wachstumsfaktor
GM-CSF entzogen hatte AMPA-Rezeptor: GIuR1
(TF-1-GMCSF). Sie proli-
ferieren nicht mehr, son-

dern sollten den program-
mierten Zelltod einleiten.

Die RT-PCR Analyse fir

die AMPA-Rezeptoren ist | AMPA-Rezeptor: GluR4
in Abb.7 exemplarisch an Abb. 7: Expressionsassay AMPA-Rezeptor GIuR1 und GluR4
im 1%igen TAE-Agarosegel; Marker| (MI): 500ng ADNA
Standard (EcoRI/HindllI-Spaltung)

den Untereinheiten GluR1
und GluR4 gezeigt.

Die Analyse zusammengefasst in Tabelle 3 zeigt, dass in der Stroma abhangig

wachsenden TF-1 Mutante ein heteromerer AMPA-Rezeptorkomplex vornehmlich

aus den Untereinheiten GIuR1 und GIuR3 bestehen sollte. Alle verwendeten TF-1

Mutanten exprimieren ausschlie3lich die GluR4-Untereinheit erhoht. Hier sollte ein

funktionierender lonenkanal vom GluR4 Rezeptor dominiert werden. In der Wildtyp

TF-1 Zelle und in der TF-1 Zelle, der man zuvor den Wachstumsfaktor fur 30h
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entzog, lag eine mogliche AMPAR-Expression unter der Nachweisgrenze des
Assays. Die AMPA-Untereinheit GIuR2 konnte in keiner TF-1 Zelle detektiert
werden, d.h. wenn in einer der TF-1 Zellen ein AMPA-Rezeptorkomplex exprimiert
wird, so findet dies ohne bzw. mit aul3erst geringer Beteiligung der GluR2-

Untereinheit statt.

Tabelle 3: AMPA-Rezeptoren im TF-1 Modell

Zelle GluR1 GluR2 GluR3 GluR4
TF-1 - - -
T TF-1-GMCSF - - _
©
3 TF-1s + - +
N TF-1 Mutante 29A - - - +
- TF-1 Mutante 3/1 - - - +
TF-1 Mutante 10/1 - - - +
TF-1 Mutante 33/3 - - - +

Unter bestimmten Bedingungen findet im TF-1 Modell AMPA-Rezeptor Expression
statt. In der TF-1 Mutante 29A, in der nach Integration eines Retrovirus im GIuR5-
Lokus dieses Gen erhéht exprimiert wurde, wirde also ein ebenfalls exprimierter
heteromerer AMPA-Rezeptorkomplex vornehmlich von der Untereinheit GluR4
dominiert werden. Da keine weitere AMPA-Untereinheit Giber der Nachweisgrenze
des Assays lag, kann Uber die Zusammensetzung des heteromeren Komplexes

keine Aussage getroffen werden.

Die Expression der Kainat-Rezeptoren im TF-1 Modell wurde auf &hnliche Weise
wie fur die AMPARSs getestet. Hierbei sollte auch die Frage beantwortet werden,
welche high affinity Untereinheit zusammen mit der hoch exprimierten low affinity
Untereinheit GIUR5 in der Mutante 29A an der Bildung eines funktionalen
heteromeren Kainat-Rezeptorkomplexes beteiligt ist. Alle funf Mitglieder der Kainat-
Rezeptorfamilie wurden mit Hilfe der nested RT-PCR untersucht. Zusatzlich zu den
zuvor erwdhnten TF-1 Zellen wurde in den Assay die murine MS-5 Stroma-Zellinie
aufgenommen. Sie sollte im Assay als Negativkontrolle fungieren, da von ihr nicht
bekannt ist, dass sie neuronale Kanale exprimiert. Die synthetisierten Primer waren
derart gestaltet, dass sie sowohl humane als auch murine Untereinheiten
detektieren sollten. Allerdings lagen fir Kal und GluR7 keine Maussequenzen in

den Datenbanken vor, so dass auf Rattensequenzen zuriick gegriffen wurde.
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In Abbildung 8 sind exemplarisch fur die KaRs zwei Gele gezeigt. Der GIuR5-
Untereinheit, die zur low affinity Gruppe gehdrt, wurde die high affinity Untereinheit

Ka2 gegentbergestellt.

Aus Abb.8 und der fol-
genden Tabelle wird
ersichtlich, dass im
TF-1 Modell pro unter-
suchter KaR-Unterein-
heit wie bei den
AMPA-Rezeptoren

deutliche Unterschiede
feststellbar sind. Die
autonom wachsende
Mutante 29A expri-
miert drei Unterein-

heiten, neben den low

affinity Untereinheiten
GIuUR5 und GIUR7 ist Low affinity Kainat-Rezeptor: GIuR5
dies die high affinity
Untereinheit Ka2. Am
oligomeren Kainat-Re-
zeptorkomplex kdnnen
also mindestens drei
Untereinheiten beteiligt

sein.

Die Wildtyp TF-1 Zelle,
die keine AMPA-Un-

High affinity Kainat-Rezeptor: Ka2
Abb. 8: Expressionsassay Kainat-Rezeptoren TF-1 Modell im
tereinheit  exprimiert, 1gigen TBE-Agarosegel: Marker | (M1): 500ng ADNA Standard
zeigt erhohte Expres- (EcoRI/Hindlll-Spaltung)

sion der high affinity

Kainat-Rezeptoren Kal und Ka2. Die high affinity Ka2-Untereinheit kann aul3er in
der Stroma abhangig wachsenden Zelle TF-1s in allen untersuchten Zellen des TF-
1 Modells an der Bildung eines heteromeren Kainat-Rezeptorkomplexes beteiligt
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sein. In der Zelle TF-1s sollte ein KaR-Komplex vornehmlich aus den low affinity
Untereinheiten GIuR5 und GIuR6 gebildet werden. Die TF-1 Zelle, der man den
Wachstumsfaktor GM-CSF entzog, zeigte gegenuber der Wildtyp-Form erhdhte Ex-
pression der GIuR5- statt der Kal- Untereinheit. Uberraschenderweise konnten in
der als Negativkontrolle eingesetzten MS-5 Zellinie erhdhte Transkriptmengen von
GluR6 und Ka2 detektiert werden, d.h. auch nicht neuronale, nicht hamatopoetische
Zellen besitzen die Mdglichkeit, einen ionotropen Glutamat-Rezeptorkomplex zu

exprimieren.

Tabelle 4: Kainat-Rezeptoren im TF-1 Modell

Low affinity Ka-Rezeptor High affinity Ka-Rezeptor
Zelle
_ GIluR5 GluR6 GIluR7 Kal Ka2
g TF-1 - - - + +
o)
> TF-1-GMCSF + - - - +
—
n MS-5 - + - - +
|_
TF-1 Mutante 29A + - + - +
TF-1s (#MBS8) + + - - -

5.1.2 Weitere hamatopoetische und neuropoetische Zellen

Neben den verschiedenen TF-1 Zellen wurden zusatzlich andere Zellen getestet.
Darunter befanden sich zwei mit Hilfe magnetischer Trenntechniken gewonnene
Fraktionen primérer hamatopoetischer Zellen. In der ersten Fraktion wurden Zellen
aufkonzentriert, die wie TF-1 den Stammzellmarker CD34" trugen, also Blutzellen
mit Vorlauferpotential. Bei der zweiten Fraktion handelte es sich um CD34-

depletierte, mononukleare Blutzellen (CD34).

Um zumindest ndherungsweise die Vielfalt der unterschiedlichen Zellen des Blutes
zu berucksichtigen, wurden auf3erdem verschiedene hamatopoetische Zellinien auf
Kainat-Rezeptorexpression getestet. Darunter befanden sich sowohl Zellen, die wie
TF-1 einen erythroiden Hintergrund besalRen (K-562 und MO-7e) als auch Zellen,
die der lymphoiden (Jurkat) bzw. der myeloiden (HL-60, U-937) Reihe zuzurechnen
sind. Die Zellinie MO-7e tragt wie TF-1 den Stammzellmarker CD34.
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Als Positivkontrollen wurden im Assay zuséatzlich neuronale Zellen untersucht.
Hierfur wurde die RNA aus dem Gesamtgehirn einer Maus verwendet sowie die
neuronal determinierte humane Zellinie NT-2 in die Analyse mit einbezogen. NT-2
differenziert nach Retinsdure-Behandlung in Neurone, exprimiert aber auch ohne
Stimulus mindestens die AMPA/Kainat-Rezeptoren GluR2, GluR6, GluR7 und Kal
in einem detektierbaren Rahmen (M. Hardy, D. Younkin, et al. 1994). Abbildung 9
zeigt das Expressionsmuster der Kainat-Rezeptoren GIuR5 und Ka2 fir diese

Zellen.

Low affinity Kainat-Rezeptor: GIuR5

High affinity Kainat-Rezeptor: Ka2
Abb. 9: Expressionsassay Kainat-Rezeptoren hamatopoetische/neuropoetische Zellen im
1%igen TBE-Agarosegel; Marker | (M I): 500ng A DNA Standard (EcoRI/HindlIlI-Spaltung)

Auffallig ist, dass die CD34-positiven, Wachstumsfaktor abhéangigen Vorlaufer-
Zellinien (MO-7e, TF-1) bzw. CD34-positiven Primarzellen nur die high affinity

Kainat-Rezeptoren verstarkt exprimieren. In diesen Zellen lag keine low affinity
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Untereinheit Gber der Nachweisgrenze des Assays. Ein heteromerer lonenkanal

wird hier vornehmlich aus den high affinity Untereinheiten bestehen.

Fur die Ubrigen CD34-negativen Zellen lag mindestens eine Untereinheit tGber der
Nachweisgrenze. Dies war GIuR5 fir die erythro-monozytische Zellinie K-562,
GluR7 fur die Promonozyten/Makrophagen-artige Zelle U-937 und Ka2 fiur HL-60,
die einen pramyelozytischen Hintergrund besitzt. Nur in der Jurkat Zelle konnte

Uberhaupt keine Untereinheit detektiert werden.

Tabelle 5 fal3t die Expressionsdaten dieser Zellen zusammen und stellt sie der TF-1
Zelle gegenuber:

Tabelle 5: Expressionsmuster der Kainat-Rezeptoren in verschiedenen Zellen

Low affinity Ka-Rezeptor High affinity Ka-Rezeptor
Zellt
yp GIuRs | GluRe | GIuR? Kal Ka2
TF-1 - - - + +
< 3
83 Primare Zellen - - - - +
O a
MO-7e - - - + n
Primére Zellen - - - + +
=
© K-562 + - - - .
g
< U-937 - - + - -
3
) Jurkat - - - - -
@)
HL-60 - - - - +
L3 NT-2 + + + + +
¢S5
Z = | Gesamtgehirn (Maus) + + + + +

Die hier durchgefuhrten Expressionsstudien verdeutlichen, dass ionotrope
Glutamat-Rezeptoren insbesondere die Mitglieder der hier naher untersuchten
Unterfamilie der Kainat-Rezeptoren nicht auf neuronale Zellen beschrankt sind,

sondern in vielen zum Teil sehr unterschiedlichen Zellen exprimiert werden kdnnen.

5.2 Klonierung offener Leseraster

In Kapitel 5.1 ist die Expression der iGIuRs untersucht worden, indem mittels PCR
die jeweiligen cDNA-Fragmente amplifiziert wurden. Unklar blieb, ob tats&chlich das
komplette Leseraster transkribiert wurde oder ob in den untersuchten Zellen

lediglich Transkripte vorliegen, die nicht zu funktionellen Rezeptoren fihren. Aus
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diesem Grunde wurde am Beispiel der hamatopoetischen TE-1

TF-1 Mutante 29A versucht, die offenen Leseraster der dort Marl'ker Ml;ga;\\te

erhoht exprimierten Kainat-Untereinheiten Ka2, GluR7 und

GIuR5 zu klonieren.

Da jede IiGluR-Untereinheit zuséatzlich noch in
verschiedenen RNA-Varianten vorliegen kann, wiirde eine
Klonierung der Leseraster zusatzlich Aufschluld dartber
geben, in welchen posttranskriptionell modifizierten Formen
die jeweiligen Rezeptoren in der Zelle vorliegen. Denn fur
fast alle AMPA-/Kainat-Rezeptoren sind vor allem zwei
posttranskriptionelle Modifikationen bekannt: Alternatives
RNA-SpleiRen und RNA-Editing.

Abb. 10: GluR5 Mehr-
fachbanden in der
TF-1 Mutante 29A

Auf mogliche alternative Spleil3varianten deuten die in
Kapitel 5.1 gezeigten Gele hin, denn sowohl im GIuR5- als
auch im Ka2-Gel sind Mehrfachbanden in einigen Spuren zu
sehen. Abbildung 10 zeigt diese Mehrfachbanden fiir die GluR5-Untereinheit in der
TF-1 Mutante 29A.

5.2.1 GluR5-Klonierung

Die Klonierung der GluR5-Untereinheit wurde mit Hilfe der nested PCR-Technik
durchgefuhrt. Hierfir wurde ein inneres und ein aul3eres Primerpaar am 5’- und am
3'-Ende derart gestaltet, dass das innere Fragment das komplette GIuR5 Leseraster
enthalten sollte. Dieses Fragment kdonnte dann in geeignete Plasmide kloniert
werden. Am 3'-Ende muliten zwei Primerpaare synthetisiert werden, da im
Menschen zwei verschiedene 3'-Enden durch alternatives Spleil3en generiert
werden konnen. Die humane Variante mit der AcNo. U16125 ist homolog zu einer
Rattensequenz (B. Korczak, S.L. Nutt, et al. 1995). Die andere humane Variante mit
der AcNo. L19058 besitzt hingegen keine Nagerhomologie (P. Gregor, B.F. O'Hara,
et al. 1993). Insgesamt sind im Nager fur GIuR5 drei verschiedene C-Termini
kloniert worden (B. Bettler, J. Boulter, et al. 1990, P. Gregor, B.F. O'Hara, et al.
1993, B. Sommer, N. Burnashev, et al. 1992).
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Aus der TF-1 Mutante 29A konnte lediglich ein carboxyterminales Ende von zwei
maoglichen detektiert werden. Die daraufhin klonierte GluR5-Untereinheit aus der
TF-1 Mutante 29A war Sequenz identisch zur bereits verdffentlichten Variante
U16125 (B. Korczak, S.L. Nutt, et al. 1995) und lag an der TM II in ihrer nicht

editierten Form vor.

5.2.2 Ka2-Klonierung

Die oben beschriebene PCR-Strategie wurde auch fir die Ka2-Untereinheit
angewandt. Jedoch konnte mit Primern, die in der Nahe des Stop-Codons
synthetisiert wurden, keine Amplifikate erhalten werden. Es konnte lediglich ein
Fragment kloniert werden, welches vom Start-Codon angefangen bis zur TM IV
homolog zu der in der Datenbank vertffentlichten humanen Sequenz war (R.K.
Kamboj, D.D. Schoepp, et al. 1992).

Um zu uUberprufen, ob in der TF-1 Mutante 29A ein noch nicht in der Datenbank
verotffentlichtes 3‘-Ende generiert wird, wurde die Technik der 3'-PCR angewandt.
Diese spezielle PCR-Methode wird in der Regel mit zwei Gen spezifischen und zwei
sogenannten Adapter-Primern wie eine nested PCR durchgefuhrt. Sie ermdglicht
die Identifizierung unbekannter Sequenzbereiche am 3’ Ende. Dabei wird sich die
Eigenschaft vieler mRNAs zu Nutze gemacht, dass sie mit einem poly(A)-Schwanz
enden. Die Skizze in Abb.11 verdeutlicht die angewandte PCR-Methode.

Genspezif. Adapter
Primer 1 u. 2 Primer 1 u. 2
Signal- Transmembrandomane B> +<
peptid L1 \Y%
I I_H_I_I_II | AAA...AAA
1ATG 1000 2000 Unbekanntes 3'-Ende
mit Poly(A)-Schwanz

Abb. 11: Strategie der 3'-RACE PCR. Inneres und aulRReres Primerpaar wie bei einer nested PCR.

Die Gr6Re der amplifizierbaren PCR-Fragmente lag zwischen 400 - <1300bp.

Es konnten mit den Ka2-spezifischen Vorwartsprimern dp91/dp92 verschiedene
PCR-Banden unterschiedlicher GroRe auch aus anderen Ka2 positiv getesteten

Zellen amplifiziert werden. Eine Sequenzanalyse dieser Banden ergab neben vielen
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unspezifischen Banden anstatt eines Ka2-spezifischen Fragmentes das 3‘-Ende des
AMPA-Rezeptors GIUR3, der in der TF-1 Mutante 29A in der Flip-Form vorlag. Fur
Ka2 fand sich kein alternatives 3‘-Ende. Trotzdem kann nicht ausgeschlossen
werden, dass neben der bekannten Ka2-Variante eine oder mehrere noch

unbekannte alternative Spleil3varianten transkribiert werden.

5.2.3 GIuR7-Klonierung

GluR7 ist die dritte Untereinheit, die in der Mutante 29A erhdht exprimiert wird. Im
Menschen ist bisher nur eine Sequenz publiziert, die zu etwa 90% Sequenz
identisch zu der Rattensequenz GluR7a ist (S.L. Nutt, K.H. Hoo, et al. 1994). In der
Ratte ist fur GIuR7 eine weitere 3’-Variante, die GIuR7b genannt wird, publiziert
(H.H. Schiffer, G.T. Swanson, et al. 1997). Es wurde erneut versucht mit GluR7a-
spezifischen Primern in der Mutante 29A ein Fragment entsprechender Gr6Re zu
amplifizieren. Wie bei Ka2 fuhrte diese Methode zu keinem Ergebnis, deshalb
wurde wiederum versucht mit Hilfe einer 3'-RACE PCR das in der TF-1 Mutante 29A

exprimierte 3'-Ende der GIuR7-Untereinheit zu detektieren.

Tatsachlich zeigte die Sequenzanalyse eines 3-RACE PCR Fragmentes ein
maogliches GIuR7 3’-Ende, welches keine Sequenzidentitdt zu bisher in den
Datenbanken verdffentlichten Rezeptoren besal3. Mit dieser Sequenzinformation
gelang die Klonierung des offenen Leserasters fur GIuR7 aus der TF-1 Mutante
29A. Zur Unterscheidung von den bereits vertffentlichten Varianten wird diese
Variante im Verlauf der Arbeit GIuR7c genannt. GIuR7b bezeichnet die von Schiffer
und Mitarbeiter klonierte Rattenvariante und GluR7a meint die homologen GIuR7
Sequenzen der Ratte bzw. des Menschen. Um auszuschliel3en, dass es sich bei der
klonierten Variante um ein PCR-Artefakt handelt, wurde mit Hilfe einer genomischen

Bibliothek das mdgliche Spleil3ereignis naher untersucht.

5.3 Genomische Cosmid-Bibliothek

Das fur GIuR7 beobachtete SpleiRereignis soll auf genomischer Ebene bestatigt
und wenn mdglich, erklart werden. Eine Analyse des GIuR7-Genlokus sollte zeigen,
wie die humanen GluR7-Varianten GluR7a und GIuR7c aus einer gemeinsamen
pra-mRNA generiert werden kénnen. Allgemein ist die Wahl von SpleiRerkennungs-

sequenzen in vivo eng verbunden mit dem Problem der normalen Erkennung kon-
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stitutiver Spleil3positionen. Dabei wird alternatives Spleil3en abhangig vom Zelltyp
bzw. vom Entwicklungsstadium einer Zelle sehr strikt reguliert. Es ist integraler Be-
standteil komplexer Genexpressionsprogramme wie der neuronalen Differenzierung
oder des programmierten Zelltodes der Apoptose (C.W.J. Smith & J. Valcarcel
2000).

Zur Aufklarung des GluR7-Spleil3ereignisses wurde eine Chromosom 1 angerei-
cherte Cosmid-Bibliothek (D. Nizetic, S. Monard, et al. 1994) uber das Ressoursen-
zentrum Primare Datenbank (RZPD) im Deutschen Humangenomprojekt (DHGP)
aus Berlin angefordert und mit einer GluR7-Sonde durchgemustert. Abbildung 12
zeigt die Cosmid-Bibliothek nach Hybridisierung mit einer GIuR7 cDNA Sonde.

Chromosom 1 GluR7-Sonde
- ) ) Transmembran-Doméne
- Signalpeptid I 1} |V

HEs ] 1 p33_34 jATG 1000 2000 _262(()3

LRI

i A

s Y

Wi IWINE K

Hi X
s
Abb. 12: Genomische Cosmid-Bibliothek: Neben dem Chromosom 1 Ideogramm mit Markern

ist eine Cosmid-Membran dargestellt, die mit der oben skizzierten radioaktiv markierten
GluR7-Sonde hybridisiert wurde. Die schwarzen Punkte auf der Membran reprasentieren posi-
tive Cosmid-Klone, die anhand ihrer X/Y-Koordinaten vom RZPD angefordert werden konnten.

Das GIuR7(grik3)-Gen (grik3, glutamate receptor ionotropic kainate 3) ist auf dem
kurzen Arm des Chromosoms 1 lokalisiert 1p33-34 (R.S. Puranam, J.H. Eubanks, et
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al. 1993) und wird zwischen den Markern D1S2843 (proximal) und D1S417 (distal)
kartiert. Chromosom 1 ist das grof3ste Chromosom des Menschen und umfal3t etwa
300 Mb DNA, das entspricht ca. 10% des menschlichen Genoms.

Aus den positiven Signalen wurden fiinf Klone ausgewahlt, die X/Y-Koordinaten be-
stimmt und vom RZPD zur ndheren Analyse angefordert. Eine Southern Blot Ana-
lyse der erhaltenen Cosmid-Klone, die in dieser Arbeit zur Vereinfachung nach ihren
X/Y-Koordinaten bezeichnet werden, ergab nach Hybridisierung mit einer GIUR7-
Sonde die Identifizierung Gen spezifischer Spaltprodukte. Die jeweilige GroRe der
Spaltprodukte konnte nach Bestimmung der Laufstrecke der Marker | (A-DNA,
EcoRI/Hindlll) Banden mit Hilfe einer potentiellen Restriktionsanalyse ermittelt wer-
den. BamHI und EcoRI erwiesen sich als geeignete Enzyme, die erhaltenen funf
Cosmide zu spalten und erneut mit einer 3’-spezifischen Gensonde nach 3'-Se-

guenzen durchzumustern. Dies ist in Abb.13 gezeigt.

GluR7-Sonde Cosmid-Verdau mit ...

. X Transmembran-Doméane BamHI EcoRI/BamHI EcoRI
Signalpeptid | \Y - = wr ™ bl
— .

||
I Y000 5000 Y760 B D o B S Do @@ SR @ P P
A N @ S @ gl @ ) N

1

ATG TAG Ve

Eichkurve aus Marker | 10,2kb
8,8kb
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§& W
> EAR

1

30000
25000 * 5,7kb

\

20000 \ y =182227x>%"

15000 .
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10000 N,
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o Rl TSP
1,3kb -
0 2 4 6 8 10 = E
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Abb. 13: Mit Hilfe einer potentiellen Restriktionsanalyse ermittelt aus Marker | konnten die

FragmentgréBen fur Cosmid 18/58 bestimmt werden. Der systematische Fehler wurde mit

+ 100bp grob abgeschéatzt.

Nur der Cosmid-Klon mit den X/Y-Koordinaten 18/58 enthielt die gewtinschten 3'-
GIluR7 Sequenzen wund konnte einer intensiven Sequenzanalyse mit
entsprechenden Primern unterzogen werden. Die Klone 60/55 und 69/69 enthielten
zwar genomische GluR7-Bereiche, jedoch nicht den gewlnschten 3’-Bereich. Sie
wurden bei der Sequenzanalyse nicht bertcksichtigt. Die Cosmide 82/122 und

91/136 enthielten keine GIuR7-spezifischen Sequenzen und lieferten nach
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Hybridisierung nur falsch positive Banden.

Tabelle 6 fal3t die Ergebnisse der Cosmid-Bibliothek nochmals zusammen. Sie

enthélt auch die RZPD eigene Bezeichnung der Cosmid-Klone.
Tabelle 6: Status der erhaltenen Cosmid-Klone (RZPD-Bibliothek Nr. 112)

Ermittelte X/Y- RZPD eigener Name Status des Klons nach
Koordinaten 9 Southern-Blot
18/58 ICRFC112M1949Q1 Positiv, enthalt genom. GluR7-
Sequenzen
60/55 ICRFC112N0541Q1 Positiv, enthalt genom. GluR7-
Sequenzen
69/69 ICRFc112J0213Q1 Positiv, enthalt genom. GluR7-
Sequenzen
Falsch positiv; enthalt keine
82/122 ICRFc112H2121Q1 GIUR7-Sequenzen
Falsch positiv; enthalt keine
91/136 ICRFc112C1839Q1 GIUR7-Sequenzen

Mit dem Primer dpl144 erhalt man eine genomische Sequenz, die die neue Variante
GluR7c kodieren kann. Es wird beim SpleiRvorgang offensichtlich eine 5’
Splei3stelle 42nt hinter der Transmembrandoméne IV Uberlesen, so dass
intronische Sequenzen in der prozessierten mMRNA erhalten bleiben und nach
weiteren 54nt ein neues Stop-Codon generieren. Der 5’-Spleilfkonsensus weicht in
der letzten Position von der hier sequenzierten (T statt C) ab. Wird diese 5'-
Splei3stelle benutzt, fihrt dies zur bereits veroffentlichten Sequenz GluR7a. Dies
zeigt die Sequenzanalyse mit Primer dp119, der in Abbildung 14 den kodierenden

Bereich bis zur 3’-Spleil3stelle liefert.

Die hier nicht gezeigte Analyse mit Primer dp98 liefert die in den Datenbanken noch
nicht vorhandenen Intron/Exon-Grenzen des vorletzten GluR7-Exons. Es besteht
insgesamt aus 83 Aminosauren und enthalt die Transmembrandomaéne IV, die aus
21 Aminoséauren gebildet wird. Im humanen GIuR5- bzw. grikl-Gen konnte das
vorletzte Exon als das sechzehnte von achtzehn Exone identifiziert werden (A.
Barbon & S. Barlati 2000).
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Die Analyse der Chromosom 1 angereicherten Cosmid-Bibliothek bestétigt das auf

RNA-Ebene beobachtete mdgliche Spleil3ereignis dargestellt in Abbildung 14.
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Abb. 14 Sequenzanalyse des grik3(GluR7)-Genlokus. Der Cosmid-Klon 18/58 konnte mit den

Primern dpl44 (untere Sequenz), dpl1l9 (obere Sequenz) und dp97 (nicht gezeigt) direkt
sequenziert werden.
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Die Frage, welche Splei3position genutzt wird, ist eng mit dem Problem der
normalen Erkennung von konstitutiven Splei3positionen in vivo verknipft. Sogar
sehr gute Computerprogramme sind in der Vorhersage von verwendeten und nicht
verwendeten Spleil3positionen unter vielen ahnlichen Kandidatensequenzen nur zu
50% genau. Dieses Problem der Erkennung wird noch durch die Tatsache
unterstrichen, dass 15% aller humanen genetischen Erkrankungen auf Mutationen
zurtick zu fuhren sind, die entweder funktionelle Splei3positionen zerstéren oder
neue erschaffen (C.W.J. Smith & J. Valcarcel 2000).

3'-SpleiR-  |Intron Exon
Konsensus™ \y v v v v v v v v Y N (L0 A0 5100100
EXOn 16 T46 T46 C27 T59 C42 C33 C40 T46 G5 C4l T C A G G
EXOI‘] 18 CSZ CSS A7 CSO C42 C33 T41 C46 C49 T46 G C A G G
Konsensus Verzweigungsstelle Y NC UR A C
Verzweigungsadenosin liegt 77 Nukleotide strom-

abwarts von der 3'-Spleil3position des Exons 16 ajc ¢c 1T 42C¢C
Verzweigungsadenosin liegt 25 Nukleotide strom-

abwarts von der 3'-Spleil3position des Exons 18 T T C G A C
5'-Spleil- Exon Intron

Konsensus!™ %! A62 G’ GO0 00 A60 ATA G84 Uso
Exon 16 A G G T A A G ct

Abb. 15: Abgleich der sequenzierten Intron/Exon-Grenzen und Verzweigungsstellen des grik3-
Gens mit bekannten Konsensus-Sequenzen. Ein Y steht fir ein Pyrimidin-Rest (C oder T), ein
R fiir ein Purin-Rest (A oder G) und ein N fir A, C, G oder T. Die hochgestellten Zahlen in Pro-
zent geben die Haufigkeit im Konsensus an. Die grau unterlegten Basen markieren Abwei-
chungen im grik3-Gen vom Konsensus. Das Verzweigungsadenosin im Konsensus ist unter-

strichen und kommt in allen pr&-mRNAs vor.

In Abb.15 zeigt ein Vergleich der Intron/Exon-Grenzen und der Verzweigungsstelle
des grik3-Gens eine hohe Ubereinstimmung mit entsprechenden Konsensus-
Sequenzen. Die in der Abbildung angegebenen Prozentzahlen beziehen sich auf
eine pra&-mRNA Analyse von 400 Wirbeltiergenen, die an der 5-Spleil3position mit
einem GU beginnen und an der 3'-Splei3position mit einem AG aufhdéren (R.A.
Padgett, P.J. Grabowski, et al. 1986).
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Die prozentuale Haufigkeit fir ein U in der letzten Position der 5‘-Spleil3position
betragt 50%, fur ein G 18%, fur ein A 15% und fur das hier sequenzierte C 17%.

Trotz der hohen Sequenzhomologie wird die 5'-Spleif3position bei der Expression
der Variante GIluR7c nicht erkannt und in die entsprechenden Aminosauren

translatiert. Dieser Bereich kodiert Exon 17 der Variante GluR7c.

Die nach Analyse des untersuchten Cosmids erhaltenen genomischen Sequenzen
des grik3-Gens, die auch in Abb.14 ausschnittweise dargestellt sind, erscheinen
unter der AcNo. AJ308525 sowie AJ308526 in der EMBL/Genbank und sind dem
Anhang beigefiigt. Erstere beinhaltet Exon 16 und 17, letztere Teile des Exons 18,
welches nur in der Variante GluR7a translatiert wird.

5.4 RNA-Prozessiervorgange

In diesem Kapitel soll auf die in Kainat-Rezeptoren des ZNS beobachteten
posttranskriptionellen Modifikationen eingegangen werden. Die auf GIuR5 und
GluR6 positiv getesteten Zellen sollen auf den in diesen Untereinheiten typischen
Q/R-Editierprozess innerhalb der fir die lonendurchlassigkeit verantwortlichen TM I
untersucht werden. Am Beispiel der drei moglichen GIuR7 Isoformen soll der

Vorgang des alternativen RNA-Spleil3ens nédher untersucht werden.

5.4.1 Alternatives RNA-Spleil3en

Da die GIuR7 Klonierung aus dem hamatopoetischen Zellklon TF-1 Mutante 29A
vorgenommen wurde, sollte in einer Wiederholung des Expressionsassays uberpruft
werden, welche 3‘-SpleiRvariante in den GIuR7 positiv getesteten Zelle jeweils
exprimiert wird. Die Tabellen 4 und 5 des Kapitels 5.1 zeigen GluR7-Expression in
der TF-1 Mutante 29A, in den Zellen des Mausgehirns, in der neuronalen Zellinie
NT-2 und in der hamatopoetischen Zelle U-937. Um die drei verschiedenen 3'-
SpleiBvarianten voneinander unterscheiden zu kénnen, wurde auf allen drei GIuR7-
Enden Varianten spezifische Ruckwartsprimer am 3’-Ende synthetisiert und
wiederum eine nested PCR durchgefiihrt. Die Vorwartsprimer dpll5 und dpl16

waren universell fur alle drei Spleil3varianten verwendbar.

Die Primer fur GluR7a wurden so gewdhlt, dass sie 100% mit der Nagersequenz
bzw. humanen Sequenz Ubereinstimmten. Um diese Banden trotzdem voneinander

unterscheiden zu konnen, wurden sie mit dem Restriktionsenzym Sfil gespalten.
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Diese Schnittstelle kommt nur sehr selten und ausschlie3lich in der humanen
GluR7a-Sequenz (U16127) vor. Die Varianten GluR7b und GIuR7c wurden zur
Sicherheit mit den Enzymen Bglll bzw. Bgll gespalten. Die amplifizierten Fragmente
wurden aus dem Gel isoliert, mit variantenspezifischen Restriktionsenzymen
gespalten und elektrophoretisch  analysiert. Verwendete Primer und
Restriktionsenzyme sind in Tabelle 7 zusammengefalidt. Das Gel in Abb.16 zeigt die

gewonnenen PCR-Produkte vor und nach zum Teil unvollstandiger Spaltung.

Tabelle 7: GIuR7 Splei3varianten

GluR7 Variante GluR7a hum; rat GIuR7b GluR7c
Embl/GenBank AcNr. Ul6127; 211718 AF027331 AJ299451
Vorwartsprimer auRen dp115 dpl15 dpl15
innen dp116 dp116 dp116
Rickwaértsprimer  innen dp118 dp120 dp98
aulRen dp117 dp119 dp97
Spezif. Restriktionsenzym Sfil Bgll Bglll
PCR-Fragmente [bp] gultig fir hum. Zellen
[850] — [620] + [240] |[888] - [518] + [370]
[vor] - [nach] Spaltung [910] - [457] + [453]
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GluR7c GluR7a GIuR7b
Abb. 16: Restriktionsanalyse der 3 Glur7-Varianten GluR7a, GIuR7b und GluR7c. EtBr-geféarb-

tes 1%iges TBE-Agarosegel. Marker Il (M Il);: 250ng pUC19 DNA/Mspl gemischt mit pUC57
DNA/Dral und HindlIl.

Wie die TF-1 Mutante 29A exprimiert auch die andere hamatopoetische Zelle U-937
nur die neu klonierte Variante GluR7c in einem detektierbaren Rahmen. Die
humane Variante GluR7a und die aus der Ratte klonierte Variante GluR7b konnten
in beiden Zellen nicht detektiert werden. Die GluR7c-Variante wird aber auch in der
neuronalen Zelle NT-2 exprimiert. NT-2 exprimiert zusatzlich noch die Variante
GluR7a, die mit entsprechenden Primern aus NT-2 kloniert werden konnte. Das

offene Leseraster stimmte zu 100% mit der bereits publizierten Sequenz Uberein.

Beide Rattenvarianten GluR7a und GluR7b fanden sich auch im Mausgehirn
wieder, wobei die GluR7b Sequenz in keiner humanen Zellen detektiert werden
konnte und damit Nager spezifisch zu sein scheint. Umgekehrt konnte die hier neu
klonierte Variante GIuR7c nicht im Mausgehirn detektiert werden. Dieses
SpleiRereignis scheint human spezifisch zu sein. Die neue Variante GIuR7c
erscheint unter der AcNo. AJ299451 in der EMBL/GenBank und ist dem Anhang
beigefugt.
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Die Abbildung 17 verdeutlicht das alternative RNA-Spleil3ereignis im Menschen.

dp150 > dp120 ==
3T _I_.:'l;"l".i_‘\.-'p S ARG TR AT --q}' I T A TN TG T oD | TR RAGE OO G r_;.r_'.||_
A 154 160 180 150 aoon =
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Abb. 17: Sequenzvergleich der carboxyterminalen Enden von GluR7a und GIuR7c.

In allen drei Varianten GluR7a, b und ¢ wird 42 Nukleotide hinter der TM IV ein

alternativer C-Terminus kodiert. Das letzte Exon der GluR7c-Variante besteht aus

54 weiteren Nukleotiden. Die Variante GluR7a hingegen generiert erst nach 195nt

ein Stop-Codon. GIuR7b enthalt 42 Nukleotide hinter der TM IV eine Insertion von
40 Nukleotiden, die zu einer Verschiebung des Leserasters fuhrt (H.H. Schiffer, G.T.
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Swanson, et al. 1997). Die Analyse des fir GluR7c sequenzierten 3’-RACE PCR-
Fragments endete hinter dem Stop-Codon Strom aufwarts nach ca. 300 weiteren
Nukleotiden. Eine zur Anheftung von poly(A)-Enden und zur Spaltung ndétige
Hexanukleotid-Folge AATAAA konnte im sequenzierten Abschnitt nicht gefunden
werden. Die bereits in der Datenbank publizierte Sequenz GluR7a enthalt 836
weitere Nukleotide hinter dem Stop-Codon ebenfalls ohne die Hexanukleotid-Folge
AATAAA.

5.4.2 RNA-Editing

Der hier untersuchte Editiervorgang an der fur die Kanalbildung wichtigen Trans-
membrandomaéne Il beschrankt sich auf die nicht neuronal determinierten Zellen, die
die Kainat-Untereinheiten GIuR5 und GIuR6 erhoht exprimieren. Dies sind fur GIuR6

die murine MS-5 und die humane TF-1s

Zellinie. GIuRS5 wird in K-562, TF-1 Mutante A ONA
29A, TF-1 ohne GM-CSF und TF-1s T
Transkription
exprimiert. Dieser in Abb.18 skizzierte '
Editierprozess an der Transmembrando- A Pra-mRNA
RNA-Edition

mane |l tritt innerhalb der iGluRs nur noch v

in der AMPA-Untereinheit GIuR2 auf; dort I MRNA
cDNA Synthese

wird im Menschen ein CAG-Triplett (Glu-

tamin) in ein CGG-Triplett (Arginin) umge- ((3: _Z\évfs'::g:;'g

wandelt, wodurch sich die elektrophysiolo- Abb. 18: Das Diagramm zeigt wie in der
gischen Eigenschaften der Rezeptoren CcDNA aus einem urspringlich kodierten A

zum Teil drastisch dandern kénnen an dieser Position nach RNA-Editing ein G

resultiert.

Fur die neuronale Zellinie NT-2 ist dieser Editiervorgang bereits ndher untersucht
worden. Es zeigte sich, dass in der undifferenzierten NT-2 Zelle nur geringe mRNA-
Fraktionen von GIuR5 (8%) und GIuR6 (10%) in editierter Form vorlagen. Behandelt
man NT-2 Zellen mit Retinsdure (RA), so differenzieren sie in neuronale,
postmitotische Zellen. Die Q/R-Editierrate innerhalb der TM Il in GIuR5 und GIuR6
stieg dabei nach drei Wochen auf 27 bzw. 30% an. Nach weiteren zwei Wochen
waren fast alle Zellen ausdifferenziert. Die Editierrate lag nun bei 70% fir GIuR5
bzw. 92% fur GIuR6 (F. Lai, C.X. Chen, et al. 1997).
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Der in Abbildung 19 dargestellte Ausschnitt einer Sequenzanalyse zeigt am Beispiel
der murinen Zelle MS-5 und des Mausgehirns das Ende der
Transmembrandomane Il der GIuR6-Untereinheit.

Nicht editiert (CAG): 3'-Ende Editiert (CGG): 3-Ende
GIn-(Q-)Codon T™M I Arg-(R-)Codon ™ I
!

: : AR L ATGC GECAAGQTTC ]: ARGt

'1| |r' |I| |I'I | 5 AR
Y |||| A .”_ (b III'I ”|!"! M
'”_1 L VAN Y g Y '-.'!-ls.._':'l.-'al

Mausgehirn

Abb. 19: Sequenzvergleich MS5 | Mausgehirn. Markiert ist jeweils das editierte bzw. das unedi-

tierte Q/R-Triplett der GluR6-Untereinheit vier Codons vor Ende der Transmembrandomane Il

Im erwachsenen Mausgehirn liegt GIuR6 zu etwa 80% in seiner editierten Form vor.
Dies ist in der Sequenzanalyse des Mausgehirns in Abbildung 19 am wenig
ausgepragtem Adenin-Peak unter dem Guanin zu erkennen. In der Zellinie MS-5
wird im Gegensatz zum Mausgehirn das Transmembransegment Il nur geringfugig

oder gar nicht editiert, da kein Guanin- unter dem Adenin-Peak erkennbar ist.

Fur GIuR5 zeigen die sequenzierten Bereiche &hnliches Aussehen. Die cDNA-
Fragmente, die direkt nach der PCR sequenziert wurden, zeigen nahezu vollstandi-
ges RNA-Editing fir eine Préparation, die direkt aus dem Gesamtgehirn der Maus
isoliert wurde. Das genomische Triplett CAG wird in CGG umgewandelt. Im Gegen-
satz dazu konnte in den untersuchten menschlichen Zellen kein RNA-Editing detek-
tiert werden. Das genomische Triplett lasst sich in den sequenzierten humanen ha-
matopoetischen Zellinien K-562, TF-1s und TF-1 Mutante 29A wiederfinden.

5.5 Protein-Prozessiervorgange

Mit Hilfe des Computerprogramms Prosite wurden in diesem Kapitel die in den hu-
manen hamatopoetischen und neuropoetischen Zellen exprimierten Varianten der
low affinity Untereinheiten GIuR5 und GIuR7 auf mogliche Unterschiede in ihrem

Phosphorylierungsmuster untersucht. Die verschiedenen GluR5 und GIuR7 Nager

63



Varianten wurden in den folgenden Analysen nicht bertcksichtigt. Prosite ist ein
Programm, das innerhalb einer gegebenen Proteinsequenz Konsensus-Motive ver-
schiedener Enzyme erkennt. Es wird vom sogenannten HUsAR-Server (HUSAR, Hei-
delberg Unix Sequence Analysis Resources) des Deutschen Krebsforschungszen-
trums in Heidelberg zur Verfigung gestellt und basiert auf einer Convex-GCG-Unix

Version (GCG, Genetics Computer Group Inc., Madison, Wisconsin, USA).

5.5.1 Vergleich des C-Terminus der humanen GIuR5 Varianten

Fir GIuR5 sind im Menschen zwei offene Leseraster kloniert worden. Sie
unterscheiden sich am N-Terminus durch die Gegenwart oder Abwesenheit eines
zusatzlichen Exons GIuR5-1 oder GluR5-2. Dieses Exon kodiert fur 15 weitere
Aminosauren, die 177 Reste vor der Transmembrandomane | eingefligt werden. Die
beiden humanen Varianten GIuR5-1d (AcNo.: L19058) und GIuR5-2b (AcNo.:
U16125) unterscheiden sich  zusatzlich zum N-Terminus noch am
carboxyterminalen Ende. Dort kénnen in Nagern und im Menschen 14 Aminosauren
hinter der Transmembrandoméne IV durch alternatives Spleil3en verschiedene
Exone eingefligt werden, die alphabetisch gekennzeichnet werden (GluR5a-d).

Ein Prosite-Vergleich der aus der TF-1 Mutante 29A klonierten Variante GluR5-2b
mit der alternativen Variante GIluR5-1d zeigt, dass nach Expression eines der
beiden Varianten in nicht erregbare Zellen verschiedene Verknipfungen zu
Transduktionskaskaden Uber bestimmte Phosphorylierungsstellen moglich werden.
Beide Varianten kdnnen durch eine Proteinkinase C (PKC) bzw. einer cAMP/cGMP-
abhangigen Proteinkinase phosphoryliert werden. Die nicht in der TF-1 Mutante 29A
exprimierte Variante GluR5-1d kann zusatzlich noch von einer Caseinkinase Il
phosphoryliert werden. Im Gegensatz zu den zuvor erwahnten Kinasen, hangt ihre

Aktivitat weder von der Calciumkonzentration noch von zyklischen Nukleotiden ab.
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Abbildung 20 zeigt eine Prosite-Analyse fir die beiden bekannten Varianten GIuR5-
2b und GluR5-1d.

HumGIuR5-2b (AcNo. U16125):

[Tr ansnmenbr andonéne 1V PKC PHOSPHO SITE] PKC PHOSPHO SITE]

T GG FT VLAAGLVLSVFVAT GEFI YKSRKNNDI EQCLSFNAI VEELG

MP_PHOGPHO ST TE MP_PHOGPHO ST TE
KC_PHOGPHO ST TE
NQKKI [KKKSRTKGKSSFTSI L TCHQRRTQRKETIVA

871 ~------- S S S 905

HumGIluR5-1d (AcNo. L19058):

[Tr ansmenbr andoméne 1V PKC_PHOSPHO SI TE|
I GG FI VLAAGLVLSVFVAI GEFI Y@NNDI EQAFCFFYG.QCKQTHP
835 |---- oo +----- R e e oo - 885
[CK2 “PHGSPHO SI TE]
CAVP_PHOSPHO_STTE|
TNSTSGTTLSTDLECGKLI REERG RKQSSVHTV
886 ----+--------- R R 918
Mot i ve:
[CAMP PHOSPHO SI TE] 1 [RK](2)-x-[ST] cAVP/ cGVP- abh. Pr ot ei nki nase
PKC PHOSPHO SI TE] 1 [ST]-x-[RK] Pr ot ei nki nase C
~ PHOSPHO SI TE 1 [ST]-x(2)-[DE] Casei nki nase 11

Abb. 20: Prosite-Analyse der C-Termini GluR5-2b und GIuR5-1d: Grau eingefarbt ist das
alternative carboxyterminale Ende. Die mdgliche Phosphorylierung findet an den fett ge-

druckten Tyrosin- bzw. Serin-Resten der eingerahmten Kinase-Erkennungsmotive statt.

65


http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/menu/cgi-bin/srs6/wgetz?-e+[PROSITE-ID:PKC_PHOSPHO_SITE]
http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/menu/cgi-bin/srs6/wgetz?-e+[PROSITE-ID:PKC_PHOSPHO_SITE]
http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/menu/cgi-bin/srs6/wgetz?-e+[PROSITE-ID:CAMP_PHOSPHO_SITE]
http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/menu/cgi-bin/srs6/wgetz?-e+[PROSITE-ID:CAMP_PHOSPHO_SITE]
http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/menu/cgi-bin/srs6/wgetz?-e+[PROSITE-ID:PKC_PHOSPHO_SITE]
http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/menu/cgi-bin/srs6/wgetz?-e+[PROSITE-ID:PKC_PHOSPHO_SITE]
http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/menu/cgi-bin/srs6/wgetz?-e+[PROSITE-ID:CK2_PHOSPHO_SITE]
http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/menu/cgi-bin/srs6/wgetz?-e+[PROSITE-ID:CAMP_PHOSPHO_SITE]
http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/menu/cgi-bin/srs6/wgetz?-e+[PROSITE-ID:CAMP_PHOSPHO_SITE]
http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/menu/cgi-bin/srs6/wgetz?-e+[PROSITE-ID:PKC_PHOSPHO_SITE]
http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/menu/cgi-bin/srs6/wgetz?-e+[PROSITE-ID:CK2_PHOSPHO_SITE]

5.5.2 Vergleich des C-Terminus der humanen GIuR7 Varianten

Das Ergebnis einer Prosite-Analyse fiur die beiden humanen GIuR7-Enden ist in
Abb.21 dargestellt.

HumGluR7a (AcNo. U16127):

3'-Ende hinter TM IV in NT-2 und Primé&rzellen des humanen bzw. Nagergehirns

[Tr ansnmenbr andoniéine 1V CK2_PHOSPHO SI TE
' GA FI VLAAGLVLSVLVAVGEFVYKL RKTAEREQRSECSTVADEI RESL TCQRRVKHKPQP
821 [-------- Fow e T R e e R +-- 882

................. CK2_PHOSPHO SI TE

PMWKTDAVI NVHTENDRRL PGKDSMACSTSLAPVFP

HumGIluR7c (AcNo. AJ299451):

3-Ende hinter TM IV in NT-2, U-937 und TF1-Mutante 29A

[Tr ansnmenbr andoniéine 1V PKC PHOSPHO SI TE

| GE FI VLAAGLVLSVLVAVGEFWKLRKTAEREQ@AV\SLHRI\/GNGDSR
821 |-------- oo Tl e e e +-- 871
Mot i ve:
PKC PHOSPHO SI TE] 1 [ST]-x-[RK] Pr ot ei nki nase C.
[CK2 "PHOSPHO SI TE] 1 [ST]-x(2)-[DE] Casei nki nase |1

Abb. 21: Prosite-Analyse der C-Termini GluR7a und GluR7c: Grau eingefarbt ist das
alternative carboxyterminale Ende. Die mdgliche Phosphorylierung findet an den fett ge-

druckten Tyrosin- bzw. Serin-Resten der eingerahmten Kinase-Erkennungsmotiven statt.

Ein Vergleich mit dem humanen GIuR5 Spleil3ereignis lasst Gemeinsamkeiten
erkennen. Wie bei GIuR5 kann 14  Aminosduren  hinter  der
Transmembrandomane IV durch alternatives SpleiRen ein alternatives Exon
eingefigt werden. Im Nager ist zur Variante GluR7a (AcNo. Z11716) eine
alternative Variante GIuR7b (AcNo. AF027331) kloniert worden, die statt zweier

Caseinkinase Il (CKIl) zwei PKC-Erkennungssequenzen im alternativen C-Terminus
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enthélt. Die neu klonierte humane Variante GIuR7c (AcNo.: AJ299451) enthalt
ebenfalls eine PKC-Erkennungssequenz, ist aber wesentlich kirzer als GluR7a
(AcNo.: U16127). Moglicherweise ersetzt die humane Variante GluR7c mit ihrem
PKC-Erkennungsmotiv die im Menschen nicht detektierte alternative Nagervariante
GluR7b, die ebenfalls PKC Erkennungsmotive enthalt. Ob jedoch diese
Erkennungssequenzen in vivo tatsachlich benutzt werden, ist noch nicht untersucht

worden.

Da sowohl im Nager als auch im Menschen bei GIuR5 und GIuR7 an der gleichen
Stelle hinter der Transmembrandomane IV alternative Exone eingefligt werden,
handelt es sich sehr wahrscheinlich um einen evolutionar hoch konservierten

SpleiBmechanismus innerhalb der low affinity Kainat-Rezeptoren.

5.6 Elektrophysiologische Untersuchung an Froschoozyten

Mit der Expression eines Membrankanalproteins in einer Zelle, die normalerweise
das Protein nicht besitzt, bietet sich die Moéglichkeit, die Eigenschaften eines be-
kannten lonenkanals mit den Eigenschaften eines unbekannten, aber zur selben
Familie gehdrenden lonenkanals, vergleichen zu kénnen. Fir solche Untersuchun-
gen haben sich Oozyten (Eizellen vor Abschluss der Meiose) des sudafrikanischen

Krallenfrosches Xenopus laevis bewéhrt.

Aus den drei klonierten Kainat-Untereinheiten Glur5-2b, GluR7a und GIuR7c wurde
zunachst in ausreichender Menge cRNA (cappedRNA) hergestellt. Nach Mikroinjek-
tion und anschlieBender Inkubation sollten die elektrophysiologischen Eigenschaf-
ten der entstandenen lonenkanéle analysiert werden konnen. Die GluR5-2b Vari-
ante der Ratte wurde bereits 1990 von B. Bettler (B. Bettler, J. Boulter, et al. 1990),
die des Menschen erst funf Jahre spater von B. Korczak (B. Korczak, S.L. Nutt, et
al. 1995) kloniert und elektrophysiologisch untersucht. Es sollten mittels der Zwei-
Elektroden Spannungsklemme neben GIuR5-2b (Positivkontrolle) folgende
homomere bzw. heteromere Rezeptorkomplexe analysiert werden: GluR7a und
GluR7c sowie GluR5-2b/GluR7a und Glur5-2b/GIluR7c. Der Versuch wurde analog
der Arbeit von B. Bettler durchgefiihrt. Hierbei wurden mindestens zehn Oozyten mit
je 2ng cRNA injiziert und nach drei bis vier Tagen Inkubation vermessen. Das

Membranpotential lag bei —-30V und das K'-Gleichgewichtspotential (kein
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Nettostromflul3) bei —60mV. Kainat-Rezeptoren werden nach ihrer Aktivierung sehr

schnell desensitisiert, d.h. der Rezeptor geht trotz
Agonistenbindung in einen nicht leitenden Zustand
Uber. Diese schnelle Desensitisierung kann
verhindert werden, indem die Oozyten 5-10min vor
Zugabe der Agonisten mit dem Pflanzenlektin
Concanavalin A (ConA) inkubiert werden. Danach
wurde der in Abb22 dargestellte starke L-Glutamat
Agonist Domoat (Salz der Domoinséaure, IUPAC-
Name: [2S-[2a,3[3,4B (1Z,3E,5R)]]-2-Carboxy-4-(5-
carboxy-1-methyl-1,3-hexadienyl)-3-pyrrolidinessig-
saure) hinzugegeben. Domoat ist ein starkerer
Agonist als Kainat und bietet den Vorteil, dass die
Rezeptoren wesentlich langsamer als bei Kainat
desensitisieren. Dies erleichtert die Detektion auf-
tretender Membrandepolarisationen, da die Kanéale

langer geoffnet bleiben.

Die in Abb.23 gezeigten Kurven sind aus der Ar-
beit von B. Bettler und Mitarbeitern. Beide GIuR5-
Varianten zeigen schwache
Membrandepolarisation (3,5mV fir GIuR5-1b
bzw. 4.5mV fur GluR5-2b) nach Glutamat-Bin-

dung. Die in dieser Arbeit angewandte Mel3-

nur eine sehr

methode zielte darauf ab, lonenstrome in Abhan-
gigkeit von der Zeit zu detektieren. Nach Ago-
nistenbindung 6ffnen sich die lonenkanale und
Kationen stromen in die Zelle. Das Membranpo-
tential wird mit einer Messelektrode gemessen
und mittels eines zweiten riickgekoppelten Strom-
kreises durch den ebenfalls gemessenen kom-
pensatorischen Strom auf einen gewlnschten und
konstant gehaltenen Wert gebracht. Jedoch wa-
ren die in unserem Experiment detektierten Peaks
nicht oder im

reproduzierbar lagen
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Mitarbeitern aufgenommene Span-
nungskurven der homomeren Re-
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Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der
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Grundrauschen, so dass letztendlich fir keine homomere bzw. heteromere
Rezeptorzusammensetzung verlassliche elektrophysiologische Daten gewonnen

werden konnten.
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6. Diskussion

6.1 Expression ionotroper Glutamat-Rezeptoren

Die Beobachtung, dass nach einer retroviralen Insertionsmutagenese in der huma-
nen hamatopoetischen Zellinie TF-1 der verwendete Retrovirus im GIuR5 (grikl)
Genlokus integrierte und daraufhin erhohte GIuUR5 mMRNA Transkriptmengen nicht
nur in dieser Zelle, sondern auch in anderen TF-1 Mutanten detektiert wurden,

fuhrte zu folgenden in der Aufgabenstellung formulierten Fragen:

» Kann erhohte GIuUR5 mMRNA Expression auch in anderen Zellen mit

hamatopoetischen Hintergrund beobachtet werden ? Und:

» Werden neben GIuR5 noch weitere Mitglieder der Familie der ionotropen
Glutamat-Rezeptoren koexprimiert, denn funktionelle Rezeptorkomplexe lie-
gen immer als Heteromere vor und bestehen aus mindestens zwei verschie-

denen Untereinheiten.

Die Antworten auf beide Fragen lieferte ein in den Kapiteln 5.1 und 5.2 angewandter
RT-PCR Expressionsassay. Dort wurde in priméaren Zellen und etablierten Zellinien
mit hamatopoetischem Hintergrund das jeweilige mMRNA Expressionsmuster der vier
AMPA- und der funf Kainat-Rezeptoren ermittelt. Ahnlich wie in den verschiedenen
Zelltypen des Zentralnervensystems unterschieden sich die ermittelten Expres-
sionsmuster der AMPA/Kainat-Rezeptoren in den untersuchten Zellen zum Tell er-
heblich und fihren zu der Frage: Kann aus den detektierten Expressionsmuster ein
funktionierender Rezeptorkomplex entstehen ? Und welche Funktion kann der mdg-

liche Rezeptorkomplex in dem jeweiligen Zelltyp tbernehmen ?

Nach dem heutigen Stand der Forschung kénnen funktionierende AMPA/Kainat-Re-
zeptoren in vivo nur gebildet werden, wenn der Rezeptorkomplex aus mindestens
zwei Untereinheiten einer Unterfamilie besteht. Fir die Unterfamilie der Kainat-Re-
zeptoren gilt zusatzlich, dass die Gruppe der high affinity Rezeptoren untereinander
keinen funktionellen Kanal bilden und deshalb mindestens mit einer low affinity Un-

tereinheit interagieren mussen.
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Die Doméanen, die die Komplexbildung regulieren und die Zusammensetzung zu ei-
nem funktionellen Glutamat-Rezeptor gewahrleisten, sind noch nicht identifiziert
worden. Jedoch mussen Kontrollmechanismen existieren, die einerseits die Kom-
plexbildung innerhalb einer Genfamilie erlauben und andererseits die Komplexbil-
dung mit Einheiten anderer Unterfamilien verhindern. Funktionelle AMPA-Rezepto-
ren, die untereinander eine Sequenzidentitat von 68-73% besitzen, bestehen aus-
schlie3lich aus den Untereinheiten GIuR1, GIuR2, GIuR3 und GluR4. Die low affinity
Kainat-Rezeptoren GIuR5-7 bilden funktionelle Kanale, indem sie untereinander
oder mit den high affinity Untereinheiten Kal und Kaz2 interagieren. Sie bilden keine
Komplexe mit den AMPA-Rezeptoren (39-41%), obwohl die Sequenzhomologie mit
43-44% ahnlich gering ist wie zu den high affinity Kainat-Rezeptoren (R. Dingledine,
K. Borges, et al. 1999).

Der angewandte Expressionsassay gibt Aufschluss dartber, in welcher Zusammen-
setzung der AMPA- bzw. Kainat-Rezeptor in der jeweiligen Zelle vorliegen kann. Er
erlaubte keine direkte quantitative Aussage Uber das Expressionsniveau der einzel-
nen Untereinheiten in den untersuchten, hamatopoetischen Zellen. Ein Vergleich je-
doch mit neuronalen Zellen (NT-2 und Mausgehirn) zeigt, dass die mMRNA-Expres-
sion in den hier untersuchten Zellen auf ahnlichem Niveau liegen sollte, denn das

PCR-Sattigungsplateau wird nach etwa gleichen Zyklenzahlen erreicht.

Die als interne Kontrolle eingesetzte neuronale Zelle NT-2 besitzt Vorlauferpotential
und exprimiert die mRNA aller finf Ka-Rezeptoren. Dies steht im Widerspruch zu
Ergebnissen einer Forschergruppe, die 1993 weder GIuR5 noch Ka2 detektieren
konnten (M. Hardy, D. Younkin, et al. 1994). GIuR5 konnte jedoch ein Jahr spéater
von einer anderen Forschergruppe in NT-2 Zellen nachgewiesen werden (F. Lai,
C.X. Chen, et al. 1997). Die Differenzen der Expressionsmuster sind auf
unterschiedliche RT-PCR Bedingungen zuriickzufiuihren. Offensichtlich waren die
hier verwendeten RT-PCR Bedingungen empfindlicher als die in den Arbeiten von

Hardy und Lai.

In undifferenzierten NT-2 Zellen konnten im Gegensatz zu NMDA-Rezeptoren mit
elektrophysiologischen Messmethoden bisher keine funktionellen AMPA/Kainat-Re-
zeptoren nachgewiesen werden. Nach Differenzierung in postmitotische NT-2 Zellen
zeigen AMPA/Kainat-Rezeptoren Funktionalitéat. Ein ahnliches Verhalten kann auch
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fur einige der hier untersuchten hamatopoetischen Zellen, die wie NT-2 differen-
zierungsfahig sind, postuliert werden. Zellen, die den Stammzellmarker CD34 tra-
gen und Vorlauferpotential besitzen wie die isolierten CD34-positiven Zellen des
Nabelschurblutes und die etablierten hamatopoetischen Zellinien MO-7e und TF-1,
exprimieren keine low affinity Untereinheiten. Infolgedessen kénnen keine funk-

tionellen Rezeptorkomplexe ausgebildet werden.

Dieses Expressionsmuster der AMPA/Ka-Rezeptoren in frihen hamatopoetischen
Zellen wurde stellvertretend fur diese Zellen am TF-1 Modell naher untersucht. Die
TF-1 Wildtyp (wt) Zelle, die ebenfalls den Stammzellmarker CD34 tragt, exprimiert
keine AMPARSs, sondern nur die high affinity Untereinheiten Kal und Ka2. Entzieht
man ihr transient den Wachstumsfaktor GM-CSF, so gehen die Zellen in die Apop-
tose (TF1-GMCSF). Dabei &ndert sich das KaR-Expressionsmuster. Die Beteiligung
der low affinity Untereinheit GIUR5 statt Kal am Proteinkomplex kann nun zur Ex-

pression eines funktionellen Rezeptors fihren.

Kultiviert man hingegen wt TF-1 Zellen ohne Wachstumsfaktor tber einen langeren
Zeitraum hinweg auf einer Einfachschicht Stromazellen, so lassen sich Stroma ab-
hangig wachsende, GM-CSF unabhangige TF-1 Klone etablieren (TF-1s). Diese TF-
1s Klone exprimieren die AMPA-Rezeptoren GluR1 und GIuR3 sowie die Kainat-
Rezeptoren GIuR5 und GluR6. Beide Kombinationen kénnen zu funktionellen lo-

nenkanalproteinen fuhren.

Ahnliches gilt fur retroviral infizierte TF-1 Zellen, die man auf Wachstumsfaktorun-
abhangigkeit selektionierte. Die etablierte, GM-CSF unabhangige TF-1 Mutante 29A
exprimiert einen moglichen Kainat-Rezeptorkomplex, der die Untereinheiten GIuR5,
GluR7 und Ka2 enthalten kann.

In Abb.24 ist der mégliche Zusammenhang zwischen Wachstumsfaktorangebot und

der AMPA/KaR-Expressionsmuster im TF-1 Modell dargestellt.
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TF1-GMCSF

AMPAR: nicht detektiert

KaR: GIuR5, Ka2 - GM-CSF

Kurzzeitkultur

wt TF-1

AMPAR: nicht detektiert
KaR: Kal, Ka2

TF-1s
Langzeitkultur

AMPAR:
KaR:

GluR1 und GIuR3
GluR5 und GIluR6

TF-1 Mutante (29A u.a.

AMPAR: GluR4
KaR: GluR5, GIuR7, Ka2

GM-CSF
Entzug fuhrt
zur Apoptose.
Funktioneller
Ka-Rezeptor.

GM-CSF
abhangige
Proliferation.
Kein
funktioneller
AMPA/Ka-
Rezeptor

GM-CSF
unabhéngige,
Proliferation in
Stroma
abhéangigen
TF-1 Klone
bzw. in
retroviral
infizierten TF-1
Mutanten.
Funktionelle
AMPA/Ka-
Rezeptoren

Abb. 24: Zusammenhang zwischen Wachstumsfaktorangebot, Proliferationsverhalten und

dem Expressionsmuster der AMPA/Ka-Rezeptoren im TF-1 Modell.

Wegen der Vielseitigkeit des durch einen funktionellen Kainat-Rezeptor vermittelba-
ren Calciumsignals kann Uber die Funktion in den TF-1 Zellen nur spekuliert wer-
den. Gut untersucht ist das durch hamatopoetische Wachstumsfaktoren vermittelte
Proliferationssignal. Die Stimulation des Rezeptors nach GM-CSF Bindung fuhrt zur
Aktivierung von Kinase/Phosphatase Kaskaden der Jak/Stat-Familie und Freiset-
zung von Second Messenger Molekulen, die die Expression proliferationsférdernder
Gene regulieren. Bekannt ist weiterhin, dass der GM-CSF Entzug in TF-1 Zellen zur
Senkung des Bcl-2 Spiegels und somit zur Einleitung der Apoptose fuhrt. Bcl-2 ist

ein Protein, das im auf3eren Mitochondrienmembran, im Endoplasmatischen Reti-

kulum und im Kernmembran lokalisiert ist und im Verlauf der

vielen Geweben, im erwachsenen Organismus hingegen nur in
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Vorlauferzellen exprimiert wird. Die Herabregulation in terminal differenzierten Zel-
len, die nur eine begrenzte Lebensspanne haben, scheint umgekehrt die Eliminie-
rung dieser Zellen zu fordern. Die genaue Funktionsweise des Bcl-2 Proteins bei
der Blockierung der Apoptose ist unbekannt. Eine Annahme ist, dass es die Freiset-
zung von Calcium aus dem Endoplasmatischen Retikulum ins Cytosol verhindert,
denn der programmierte Zelltod kann nur bei gleichzeitiger Erh6hung des cytosoli-
schen Calciumspiegels eingeleitet werden (R.C. Duke, D.M. Ojcius, et al. 1996, J.M.
Garland & A. Halestrap 1997, A.J. Hale, C.A. Smith, et al. 1996).

Fur die TF1-GMCSF Zelle, die in die Apoptose geht, kdnnen die parallel exprimier-
ten funktionellen Calciumkanéle folgende Aufgaben tibernehmen:

Das aus dem Extrazellularraum einstromende Calcium kdnnte das apoptotische
Signal noch verstarken, indem die durch den abgesengten Bcl-2 Spiegel erhéhte
Calciumkonzentration im Cytosol aufrecht erhalten bleibt. Diese Apoptose unterstut-
zende Funktion der Kainat-Rezeptoren wird auch nach einem Schlaganfall be-
obachtet; dort filhrt der unkontrollierte Ca®*-Einstrom ins Cytosol zum massenhaften
Absterben von Gehirnzellen, wenn die betroffene Region durch Blutgerinnsel mit

Nahrstoffen unterversorgt ist (G.K. Kanellopoulos, X.M. Xu, et al. 2000).

Jedoch konnte die nach Faktorentzug beobachtete Expression funktioneller Kainat-
Rezeptoren auch einen proliferationsférdernden Effekt haben. Ein kontrollierter Ein-
strom des Second Messengers Calcium kdnnte Uber Calcium/Calmodulin-induzier-
bare Signaltransduktionskaskaden zur Expression proliferationsfordernder Gene
fuhren, die die eingeleiteten apoptotischen Prozesse zumindest transient kompen-
sieren sollten. Fir ein langfristiges Uberleben der Zelle mussen allerdings noch
weitere exogene bzw. endogene Ereignisse eintreffen. Solche Ereignisse kdnnen
sowohl fur die Stroma abhangig wachsenden TF-1 Klone als auch fir die TF-1 Mu-
tanten postuliert werden. In einer Langzeitkultur wird eine ohne GM-CSF prolife-
rierende TF-1s Kultur exogen durch Zell/Zell-Kontakte mit zuvor letal bestrahlten
MS-5 Mausfibroblasten stimuliert. Die Stimulation durch Zell/Zell-Kontakte ist auch
ein Grund warum Stammzellen im Mikroenvironment nahezu unbegrenzt lebensfa-
hig sind. Ob hierflr die Expression ionotroper GIluRs nétig ist, ist bisher nicht unter-
sucht worden. Jedoch konnte von einer Forschergruppe, die die elektrophysiologi-
schen Aspekte der Differenzierung von Mikrogliazellen untersuchte, beobachtet

werden, dass auch Milz-Makrophagen und Blut-Monozyten elektrophysiologische
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Eigenschaften von Mikrogliazellen entwickeln, wenn sie auf einer Schicht Astrozyten

in Kultur gehalten werden (J. Schmidtmayer, C. Jacobsen, et al. 1994).

Fur die ebenfalls in einer Langzeitkultur ohnne GM-CSF wachsenden TF-1 Mutanten
sind endogene Prozesse vorstellbar. Altere Studien im Labor von Prof. Wolfram
Ostertag haben bereits gezeigt, dass erhdhte ektope bzw. endogene Expression
bestimmter Gene, die wie die ionotropen Glutamat-Rezeptoren die Proliferation be-
stimmter Zellen beeinflussen, zur Etablierung einer Langzeitkultur fihren kann (J.
Hannemann, T. Hara, et al. 1995). Sehr wahrscheinlich finden in solchen Modellsys-
temen auf dem Weg zur Wachstumsfaktorunabhangigkeit noch weitere genetische
bzw. epigenetische Modifikationen statt.

6.2 Prozessiervorgange innerhalb der Kainat-Rezeptoren

In dieser Arbeit wurden die fur IiGluRs typischen posttranskriptionellen
Modifikationen RNA-Editing und alternatives RNA-Spleil3en untersucht. Am Beispiel
der Transmembrandomane Il der Kainat-Rezeptoren GIluR5 und GIluR6 wurde
festgestellt, dass die auf GIUR5 und GIuR6 positiv getesteten Zellen fast
ausschlief3lich in ihrer nicht editierten Form vorlagen. Rezeptoren, die die nicht
editierte Q-Form enthielten, blieben permeabel fiir Ca?*-lonen. Insgesamt ist der
Editiervorgang in vivo und in vitro von verschiedenen Forscherteams intensiv
untersucht worden. RNA-Editing spielt eine wichtige Rolle wahrend der
Gehirnentwicklung und erhoht die Diversitat des Rezeptorkomplexes (B.L. Bass
1997, A. Bernard, L. Ferhat, et al. 1999, C.M. Niswender 1998, L. Simpson & R.B.
Emeson 1996).

Durch alternatives RNA-SpleiRen erhéht sich die Diversitat des Rezeptorkomplexes
noch einmal. Es gibt verschiedene Spleil3positionen innerhalb der KaR-Familie , die
in vitro die elektrophysiologischen Eigenschaften des Rezeptors beeinflussen
kénnen. Bisher sind nur wenige Untersuchungen durchgefihrt worden, die die
Lokalisation, Regulierung und biologische Funktion der verschiedenen Isoformen
zum Inhalt haben. Die mRNAs der verschiedenen KaR-Untereinheiten sind Uber das
gesamte ZNS verteilt und werden je nach Gehirnregion verschieden stark
exprimiert. Erhohte Expression der iGluRs findet man wahrend der

Embryonalentwicklung des Gehirns. Studien, die in vivo und in vitro die Beteiligung
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und Funktion der exprimierten Untereinheiten am Rezeptorkomplex in einer Zelle
untersuchten, werden erschwert, weil nicht fur alle Untereinheiten spezifische
Antagonisten und Agonisten vorliegen. Es sind bisher auch nur Antikorper erhéltlich,
die unspezifisch mehrere low affinity Kainat-Rezeptoren erkennen und auch nicht

zwischen einzelnen Spleil3varianten unterscheiden kénnen.

In dieser Arbeit wurde anhand der TF-1 Mutante 29A ermittelt, dass von den funf
Kainat-Rezeptoren nur drei in ganz bestimmte Isoformen exprimiert werden. Von
den bisher klonierten humanen Varianten GIuR5-2b und GIuR5-1d wird nur die
Variante GIuR5-2b exprimiert. Ein Unterschied zwischen beiden Sequenzen sind
Erkennungsmotive im C-Terminus. Die hier exprimierte 2b-Variante enthélt im
Gegensatz zur 1d-Isoform PKC- statt Caseinkinase Il Erkennungsmotive. Ka2 und
GluR7 lagen mit einem noch unbekannten alternativen C-Terminus vor. Fur GIuR7
konnte diese alternative C-terminale Splei3variante kloniert werden. Sie wurde in
Anlehnung an zuvor klonierte GluR7-Spleil3varianten GluR7c genannt und wird nicht
nur in TF-1, sondern auch in der hamatopoetischen Zellinie U-937 sowie in der
neuronalen Zellinie NT-2 exprimiert. Sehr wahrscheinlich wird GIuR7c auch im
menschlichem Zentralnervensystem exprimiert. Es scheint sich bei GIuR7c um eine
human spezifische Isoform zu handeln, die einen Kainat-Rezeptorkomplex in die

Lage versetzt mit dem PKC-Signalprozess zu interagieren.

Die Variante GluR7a kann im Menschen und in der Ratte tGiber seinen cytosolischen
C-Terminus mit der Caseinkinase Il interagieren. Eine andere 1997 von Schiffer
publizierte Rattenvariante GIuR7b konnte in den hier untersuchten Zellen nur in
murinen nicht jedoch in humanen Zellen detektiert werden. GIuR7b enthéalt ebenfalls
PKC statt Caseinkinase Il Erkennungsmotive (H.H. Schiffer, G.T. Swanson, et al.
1997). Bei GIuR7c konnte es sich also um das humane Gegenstick zur

Nagersequenz handeln.

Der Kainat-Rezeptorkomplex in der TF-1 Mutante 29A besitzt Gber die exprimierten
Isoformen Glur5-2b und GluR7c eine Praferenz fir den PKC-Signalprozess. Die
elektrophysiologischen Eigenschaften dieser Untereinheiten-Kombination sind
weder in vivo noch in vitro naher charakterisiert worden, da es sich bei der Variante
GluR7c um eine noch unverdffentlichte Variante handelt. Von den bekannten

Isoformen GluR7a und GIuR7b weil3 man aus Expressionsstudien, dass sie in vitro
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sowohl als Homomer als auch als Heteromer nur geringe Kanalaktivitéat zeigen,
obwohl die Kanal bildende Transmembrandomane Il, wenn sie in GIuR1 bzw. GIuR6
transplantiert wird, funktional ist (C. Villmann, N. Strutz, et al. 1999). Die biologische
Funktion der GIuR7-Isoformen im heteromeren Rezeptorkomplex ist wenig
erforscht. GIuR7 wird vor allem in der frontalen Grol3hirnrinde exprimiert und steht
deshalb in Zusammenhang mit Gedachtnis assoziierten Stérungen wie sie bei der
Schizophrenie beobachtet werden. Untersuchungen an Schizophrenie Patienten
ergaben, dass GIuR7 in dieser Hirnregion gegeniber einer gesunden
Kontrollgruppe bzw. einer Gruppe, die bis zum Tod antipsychotische Medikamente

erhielt, nur aul3erst gering exprimiert wird (B.P. Sokolov 1998).

Funktionelle Kainat-Rezeptoren, die vor allem GIuR7 und nicht GIuR5 und GIuR6
enthielten, wurden auch in Tanyzyten und in Astrozyten des Hypothallamus
gefunden. Tanyzyten sind lange, zum Teil tief ins Hirninnere ragende, den
Ependymzellen verwandte, spezielle Gliazellen, die unter Umgehung der Blut/Hirn-
Schranke Kontakt mit dem Blut haben. Glutamat kénnte nach Bindung an GIuR7 die
Segregation der freisetzungsfordernden bzw. freisetzungshemmenden Hormone
dieses Organs regulieren, denn Versuche mit dem starken Agonisten Kainat
ergaben, dass der Transkriptionsfaktor c-Fos in Tanyzyten und Astrozyten des
Hypothallamus erhoht exprimiert wird. Die beobachtete c-Fos Expression ist ein
Zeichen, dass Kainat auf Gliazellen stimulierend wirkt. Die biologische Funktion
besteht vielleicht darin den Anteil von freisetzungsférdernden bzw. -hemmenden
Hormonen im Hypothallamus zu beeinflussen (O. Eyigor & L. Jennes 1998).

6.3 GIuR7 assoziierte Erkrankungen

Mit Hilfe einer Chromosom 1 angereicherten Cosmid Bibliothek konnte bestatigt
werden, dass die neu klonierte Variante GluR7c durch alternatives RNA Splei3en
entstehen kann. GIuR7 bzw. grik3 wird auf Chromosom 1p33-34 kartiert und da es
sich bei GIuR7 um einen lonenkanal handelt, ist es interessant zu prifen, ob in der
gleichen Region Krankheiten kartiert worden sind und ob diese Erkrankungen mit
einem mutierten lonenkanal assoziiert sein kbnnen. Mutationen in verschiedenen

lonenkanalen fuhren in der Regel zu neurologischen Krankheitsbildern.
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Eine Suche in den Datenbanken ergab, dass in unmittelbarer Nahe des grik3-Lokus

zwei neurologische Erkrankungen kartiert worden sind. Dies ist in Abb.25 skizziert.

Bei der ersten handelt es sich um eine

vererbbare, nicht syndromische Form der 36.3

Taubheit, die DFNA2 (deafness autosomal 36.2

dominant) genannt wird und auf Position 36.1

1p34 kartiert wird. Sie konnte mit einem 35

zuvor klonierten Kaliumkanal KCNQ4 in 34'2';’[ IKCNQ4

Verbindun ebracht werden. In der MEB grik3
94 ' 32.1-3

mutierten Form fuhrt der Austausch von 31.3

nur einer Aminosaure in der Kanal 31.2

bildenden Doméne dazu, dass keine 31.1

Kaliumstrome in den aulReren

sensorischen Haarzellen der Abb. 25: Ausschnitt des kurzen Arms von

Gehorschnecke flieRen (C. Kubisch, B.C.
Schroeder, et al. 1999).

Chromosom 1.

Die zweite Erkrankung wird auf Position 1p32-34 kartiert und MEB-Krankheit
(muscle-eye-brain disease) genannt. Sie wird mit einer Wahrscheinlichkeit von
1:>50.000 autosomal-rezessiv vererbt. Es handelt sich bei dieser Erkrankung um
eine seltene Form der Lissenzephalie (griech.: ,glattes Gehirn®“), die zu schweren
und komplexen Storungen wahrend der Gehirnentwicklung fuhrt und wie das bei
lonenkanalerkrankungen haufig beobachtet wird, auch Organe aufRerhalb des
neuronalen Systems betreffen kann. Bei einer MEB Erkrankung kommt es im Auge
zu einer schweren fortschreitenden Kurzsichtigkeit bis hin zur Entwicklung eines
Grauen Stars. Parallel leiden die Betroffenen an einer kongenitalen
Muskelhypotonie und Uberschreiten selten das junge Erwachsenenalter. In Finnland
sind etwa 20 Falle bekannt, auRerhalb Finnlands sind weltweit nur 10 sporadische
Félle beschrieben. Dies liegt an der Besonderheit der finnischen Gesellschaft, die
sich aus nur wenigen Grundern vor etwa 3000 Jahren, lange Zeit in Isolation
entwickelte (B. Cormand, K. Avela, et al. 1999).

Ein weiterer Beleg dafur, dass GIuR7 mit MEB in Zusammenhang stehen kann, sind

unveroffentlichte in situ Hybridisierungen mit Antisense GIuR7 cRNA-Oligomere, die
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von Irm Hermans-Borgmeyer, Zentrum fir Molekulare Neurobiologie in Hamburg
freundlicherweise zur Verfluigung gestellt wurden. Sie sind in Abb.26 dargestellt und
zeigen in der Maus, dass die mMRNA Expression des GluR7-Rezeptors nicht auf das
ZNS beschréankt ist, sondern auch in nicht erregbaren Organen wie der Zunge oder
den Zahnen exprimiert werden kann.

In der adulten Maus findet man GluR7-Expression auch im Auge (D.E. Hamassaki-
Britto, I. Hermans-Borgmeyer, et al. 1993). Die chromosomale N&ahe, die Expression
von GIuR7 im Auge und im Muskel (Zunge) der Maus deuten darauf hin, dass MEB
mit krankhaften Veranderungen des GIluR7-Gens in Zusammenhang stehen kann.
Wegen des breiten Symptomenkomplexes ist es wahrscheinlich, dass es sich nicht
um eine monogenetische Erkrankung handelt, sondern dass an der Auspragung
dieser Krankheit noch weitere krankhaft veranderte Gene beteiligt sind.

Zahn
Zunge

Knochen-
randung

Ruckenmark

#i

Pranatal Tag 12 Postnatal Tag 3
Abb. 26: Unverotffentlichte Maus in situ Hybridisierungen mit Antisense GIuR7 cRNA-Oligo-

mere durchgefihrt in der Gruppe von Stephen Heinemann wie in folgender Veroffentlichung
beschrieben (D.E. Hamassaki-Britto, I. Hermans-Borgmeyer, et al. 1993). Nummerierung: 1.
Grof3hirn; 2. Zwischenhirn; 3. Mittelhirn; 4. Nachhirn und 5. Riechepithel.
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7. Ausblick

Die Tatsache, dass iGluRs auch in hamatopoetischen Zellen und in der murinen
Stromazellinie MS-5 exprimiert werden, er6ffnet die Mdglichkeit in genau definierten
Zellkultursystemen die jeweilige Rezeptoruntereinheit und ihrer verschiedenen
Isoformen innerhalb ihres biologischen Kontextes untersuchen zu kdnnen. Das
Expressionsmuster ist durch Wechsel der Zellkulturbedingungen oder durch
Mutationen veranderbar. Untersuchungen an heteromeren Kainat-
Rezeptorkomplexen in den etablierten Zellinien kénnten Erklarungen liefern, warum
sich die funktionellen Eigenschaften der nativen von denen der rekombinanten
Rezeptoren unterscheiden. Kennt man die genauen physiologischen
Zusammenhange und die Eigenschaften der verschiedenen
Rezeptorkompositionen, so kénnten sich daraus auch neue therapeutische
Konzepte ergeben, denn die funktionelle Analyse auf biophysikalischer Ebene der
naturlich vorkommender Rezeptorvarianten sollte es einerseits ermdglichen,
vererbbare neurologische Krankheitsbilder auf molekularer Ebene besser zu
verstehen, andererseits sollten sie tiefere Einblicke in die funktionelle Architektur
ligandengesteuerter lonenkanalproteine und den mit ihnen verkniupften

Signaltransduktionskaskaden liefern.

Wegen der Vielfalt der Aufgaben von L-Glutamat im ZNS und dessen
therapeutischer Bedeutung in Krankheitszustanden, in denen Glutamat eine
Hauptrolle zu spielen scheint, ist es interessant die Wirkung sowohl des natirlichen
Neurotransmitters als auch neuer Substanzen (Agonisten und Antagonisten), die
selektiv. mit verschiedenen iGluR-Untereinheiten und ihren Isoformen in
Wechselwirkung treten kdnnen, nach Rezeptorbindung zu untersuchen. Solche
Substanzen sind nicht nur wichtig fir das Studium der Rezeptoren selbst, sondern
sollten zukunftig auch bei der Therapie der Multiplen Sklerose oder von Anomalien
im ZNS wie Epilepsien, neurodegenerative (ALS, Alzheimer, Parkinson und Chorea
Huntington) und ischamische Erkrankungen (Herzinfarkt und Schlaganfall)

Anwendung finden.

Vielleicht wird es in Zukunft sogar moglich sein diese Substanzen gezielt bei
Storungen des Dblutbildenen Systems oder zur Behandlung bestimmter

Leukamieformen einzusetzen.

80



8. Abklrzungsverzeichnis

AcNo EMBL/GenBank Accession Number

ADAR Adenosine Deaminase that Acts on dsRNA

AMPA a-Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-propionat
AP Adapter-Primer

ATCC American Type Culture Collection (Rockville, USA)

bp Basenpaare

CaM Calmodulin

CD Cluster of Differentiation
CKIlI Caseinkinase Il

cM centiMorgen

CREB cAMP-Response Element Binding protein

DAG 1,2-Diacylglycerin

DHGP Deutsches Humangenomprojekt

Erk1/2  Extracellular Signal Regulated Kinase oder Map-Kinase)
GaBy heterotrimeres Guaninnukleotid-bindendes Protein
GM-CSF Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor

gria Glutamate Receptor, ionotropic, AMPA

grik Glutamate Receptor, ionotropic, Kainate

grin Glutamate Receptor, ionotropic, NMDA

GSP Gen-specifischer Primer

HSC Hematopoietic Stem Cell

iIGIuR ionotroper Glutamat-Rezeptor

IL Interleukin

IP3 Inosit-1,4,5-trisphosphat

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
KaR Kainat-Rezeptor

Kb Kilobasenpaare

M I Markermix I; A-DNA EcoRI/Hindlll Verdau (MBI)

M Il Markermix II; pUC-DNA Verdau mit verschiedenen Enzymen (MBI)
Mbp Megabasenpaare

Mek1/2 Map and Erk oder Map-Kinase-Kinase

MGIUR  metabotroper Glutamat-Rezeptor

MiLLIQH20 reinst Wasser (Reinigungsanlage der Firma Millipore)
nt Nukleotide

NMDA  N-Methy-D-aspartat

ORF Open Reading Frame

PDGF Platelet Derived Growth Factor

PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

RA Vitamin A-Saure, all-trans-Retinsaure (Retinoic Acid)
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RACE Rapid Amplification of cDNA Ends

Raf auch Map-Kinase-Kinase-Kinase genannt; Map, Mitogen Activated
Protein

Ras Rat Sarcoma

RT Reverse Transkription/Transkriptase

RTK Rezeptor-Tyrosinkinase

RT-PCR Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion
RZPD Ressoursenzentrum Primare Datenbank in Heidelberg/Berlin
SCF Stem Cell Factor

Sp Signalpeptid

SRF Serum Response Factor

™ Transmembrandomane oder -schleife
wt Wildtyp

ZNS Zentralnervensystem
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10.1 EMBL/GeneBank AcNo. AJ299451

H5A299451

AJ299451;

confidential; RNA; HUM;

2619 BP.

Homo sapiens mRNA for glutamate receptor 7

glutamate receptor 7} GRIK3 gerie.
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Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;

Mammalia;
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1-2818

Schwartz D,

Futheria;

¥

Primates; Catarrhini; Hominidae;

{GRTK3 gene}

Hamo .

! o
Submitted {(30-0CT-2000) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases.
Schwartz D., Cell- and Virusgenetics, Heinrich Pette Institut,

Martinistrasse 52,

(2]

Schwartz D.

r

20251 Hamburg,

GERMANY .

Thesis (2000), Department of Chemistry, University of Hamburg,

Hamburg,
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Sequence 2619 BP;

atgacceogete
gtgtgegeet
atcttcgagt
cgatbttttetg
tatgacatac
cagctggcac
gtccagteca
ccgotggaca
catgccatce
gacagtacag
cgcctgaaga
atgaagcgag
atoctcaage
actcoctggate
ggattocgga
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Location/Qualifiers
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/organism="Homo zapiens"
1..2619

/gene="GRIK3"
/product="glutamate receptor 7"
/function="ion channel"
/evidence=EXPERIMENTAL
/translation="MTAPWRRLRSLVWEYWAGLLVCAFWIPDSRGMPHVIRIGGIFEYA
DEPNAQVMNAEEHAFRFSANI INRNRTLLPNTTLTYDIQRIHFEDSFEATKKACDOLAL
GVVAIFGRSQGSCTNAVQSICNALEVPHIQLRWKHHPLDNKD TFYVNLYPDYASLSHAT
LDLVQYLEKWRSATVVYDDSTGLIRLQELIMAPSRYNIRLKIRQLPIDSDDSRPLLEEMK
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FFRKKSKISTFEKMWAFMSRKPSALVKNNEEGIQRAL TADYALLMESTTIEYVTQRNCNL
T IGCLIDSKEGYGTIGTPMGSPYRDKTTTATLOQLOERDKLH TMEEKWWRGSGC PREEENKE
ASALGIQKIGGIFIVLAAGLVLSVLVAVGEFVYKLRKTAEREQVSLRAWSLHRMGNGDS

RrR"
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tctggatcce
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coaacatcat
agaggattca
tgggcgtggt
tctygcaatge
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tcgacctggt
ggctcateog
tcegteaget
gococgggaatt
aggccatggo
tctacgeottt
ttctcaatgt
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cccecaacgoce
caacaggaac
cttecatgac
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cctggaggty
cttctacgtg
ccagtacctc
actgeaggag
ccceatogac
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catgggcatg
agacctggag
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gqggatgooco
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aggactetge
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ggccecateac
coccacatco
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tctgacgact
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cacgtctcgg
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gaacctgaca
gaagtyggteo
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atgacctgge
cetbcttocaa
agccataegge
acgcgetget
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agcaggtaag

agtgatgatg
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ctttggeggc
aattgkttttc
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tgaggttgee
tgtcaccaca
tgggaatgac
tggtttcter
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ccocctgace
acttggtgty
cotcaatacoc
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caaccctggce
aatgggatcc
cattggtgge
ggctgeettt
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gggccteakt
caagatcacc
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1620
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2040
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Homo sapiens partial GRIK3 gene for glutamate receptor 7, exon 16
alternative splicing; glutamate receptor 7; GRIK3 gene.
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Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.
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Schwartg D.;
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;
Thesis (2001}, Department of Chemistry, University of Hamburg,
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/clone="TICRF¢112M194901"
/chromosome="1"
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/number=16

227..477
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/number=16

/note="conserved exon”

CDS <227, .2477

/codon_start=3

/gene="GRIK3"
/product="glutamate receptor 7"
/function="ion channel"
/note="GluR7a"

source

intron

exon

/translation="SPYRDKITIAILOLOEEXKLHIMKEKWWRGSGCPEEENKEASALG

IORKIGGIFIVLAAGLVLSVLVAVGEFVYKLEKTAEREQ"

227..>531

/gene="GRIK3"

/number=186

/note="variant exon"

CDSs <227..531
/codon_start=3
/gene="GRIK3"
/product="glutamate receptor 7"
/function="ion channel”
/note="GluR7c variant"

exorn

/translation="SPYRDKITIAILQLOEEXKLHIMKEKWWRGSGCPEEENKEASALG

IOKIGGIFIVLAAGLYLSVLVAVGEFVYKLRKTAEREQVSLRAWSLERMGNGDSR "

Seguence 1365 BP; 358 A; 353 C; 338 G; 310 T; & other;

ccacagggne
cccagatace
ctgatccaga
tgggocacac
gacaagatca

tgatacncaa
atgcgtegat
gggctagtgg
geeactgatyg
ccatcgecat

tgggcgcacc
ttaaagggga
tggtgaccty
gctagggate
cctgeagett

ctecnckgetc
ctcacaggga
accagggtgt
cettetecet

caggaggagg

aaacaggnea
tagggacccc
tggcagagec
gchoaggote
ncaagctgea

tttccacten
ctttcatgag
aaacacagaa
cccatacecgg
tatcatgaag

60
120 -
180
240
300
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/Y

gagaagtggt
gggatccaga
ctggtggeeg
agccttagag
tgtatgtgcc
cagtcggeca
cecgttgeece
aaactggecc
taccttgttt

attgttgaag-

atatatttgg
aagcatatag
gtagttctgg
ccctggacte
gettttacaa
gggggaagcea
gcocecattata
agcaageocett

ggcggggcag
agategggyg
tgggecgagtt
cttggagecet
aggcacacag
gcaagccctg
accccaggec
tccagectec
aaaacttaat
gtgggtgaty
aaatttcecat
acagtagaac
gtceccagtag
acteccagag
aaccctacayg
caactcacag
aacaagcaac
agtcaacaaa

cgggtgtcect
catctteatt
tgtgtacaag
gcacaggatyg
tggtgteotea
ccactctace
aagcaccate
atgctteceo
tcaaaccata
gttgcatagg
aatcaaaagt
taggetcagy
caaattagaa
actctetgtt
ggtgatttaa
agaagttcas
ttacatatcc
gaggagygygyg

gaggaggaaa
gtectggeog
ctecgeaaaa
ggaaatggag
tctecageocte
tetgtectga
acctectgec
aacaccatcc
teatttteet
gtttcattat
ttaaaaagga
cettotgatt
tcacagggag
ttaattggte
atgtgtgecc
ggatattgea
gtaaaaaacg
aaagataata

acaaagaggc
cecgggetggt
cagcagagag
attcgegetg
acaacagctc
cctggecactt
tggattatge
acaattcaca
gcataaaacc
actgttctct
aaagttaaca
aattcaagca
aaagttttca
tatggtggag
gagatgaggyg
gttaaattat
aaatggaate
ctcoga

cagtgeccctyg
cctoteotgtg
agagcaggta
atttcactee
accctgeate
tttteecateg
cgcagectte
cagcaactgyg
ctccagggta
ctacctttge
gggttggece
tggttgggea
agtgctaatg
ceageattat
cegetggget
atatagaagg
ctetataacce

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1365
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10.3 EMBL/GeneBank AcNo. AJ308526

ID HSA308526 confidential; DNA; HUM; 197 BP.

AC AJ308526;

DE Homo sapilens partial GRIK3 gene for glutamate receptor 7, exon 18
KW glutamate receptor 7; GRIK3 gene,

Qs Home sapiens (humarn)

oC Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Buteleostomi;
oC Mammalia; Butheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.

RN [1}

RP 1-197

RA Schwartz D.;
RT ;

!
RL Submitted (l6-FEBE-2001) to the FEMBL/GenBank/DDBJ databases.
RL Schwartz D., Cell- and Virusgenetics, Heinrich Pette Institut,
RL Martinistrasse 52, 20251 Hamburg, GERMANY.

).9:4

RN - [2]

RA Schwartz D.;
RT ;

¥’
RL Thesis (2001), Department of Chemistry, University of Hamburg,
RL Hamburg, Germany.

XX

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1..197

T /organism="Homo sapiens"

FT /clone_lib="Cosmid Library No: 112"
FT /clone="ICRFcll12M19459Q1"

FT /chromosome="1"

T /map="1p32-33"

FT CDs <87..>197

FT /ecodon_start=1

FT /gene="GRIK3"

FT /product="glutamate receptor 7"
FT /note="GluR7a"

FT /function="ion channel"

FT /translation="RSFCSTVADEIRFSLTCQRRVKHKPQPPMMVETDAVI"
FT intron <1..86

FT /gene="GRIK3"

FT /number=17

BT exon 87..=1%7

FT /gene="GRIK3"

FT /number=18

XE

S0 Sequence 197 BP; 37 A; 70 C; 47 G; 43 T; 0 other:
agasagggga ggaactgget ggagttgcaa gcacgggcat catctctgtg coocctttteco
gacecoctecte ctecaccecte ctgcagegtt cctteotgeag caccgtggee gatgagatce
gtttecteocet tacctgecag cgtogaghtca agcacaagec tcagectcce atgatggtcea
agactgacge cgtcatce

7/

60
120
180 -
197
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