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Zusammenfassung

Die schnelle synaptische Inhibition im Gehirn von Saugetieren wird
hauptsachlich von GABAx-Rezeptoren (GABAAR) vermittelt. Die Bindung des
Liganden GABA an den heteropentameren Rezeptor fiihrt zur Offnung dessen
lonenkanals und erhdht die Permeabilitat der Plasmamembran fur Chlorid-
lonen. Verschiedene Untereinheiten des GABAa-Rezeptors weisen im Gehirn
zeitlich und raumlich unterschiedliche Expressionsmuster auf. GABAAR,
welche Uber die a5-Untereinheit verfugen (GABAAR a5), werden vorwiegend
im Hippokampus exprimiert und sind hauptsachlich an extrasynaptischen
Bereichen der Plasmamembran lokalisiert. Hier vermitteln GABAAR a5 eine
tonische (langsame) Inhibition. Die Depletion der a5-Untereinheit in Mausen
fuhrte zu einem verbesserten Lernen bei Hippokampus-abhangigen
Verhaltensweisen.

Radixin gehort zur Familie der ERM-Proteine, deren Mitglieder Uber eine
FERM-Domane an die Plasmamembran sowie Uber eine F-Aktin-Bindestelle
an das F-Aktin-Zytoskelett binden konnen. Die Aktivierung der ERM-Proteine
erfolgt nach ihrer Bindung an die Plasmamembran Uber eine sich
anschliellende C-terminale Phosphorylierung, bei der kleine GTPasen eine
Rolle spielen kdnnten. Kurzlich wurde eine direkte Interaktion von Radixin mit
der ab5-Untereinheit des GABAa-Rezeptors beschrieben. Radixin scheint
dabei fur eine Verankerung von GABAAR a5 in extrasynaptischen Bereichen

der Plasmamembran verantwortlich zu sein.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte der molekulare Mechanismus sowie
die physiologische Relevanz der Radixin vermittelten extrasynaptischen
Verankerung von GABAAR a5 untersucht werden. Dafur sollte erstmalig das
Verhalten einer Radixin Knockout Mauslinie hinsichtlich der Prozesse des
Lernens und der Gedachtnisbildung charakterisiert werden.

Durch die Verwendung von dominant negativen und konstitutiv aktiven
RhoGTPasen sowie einem spezifischen Inhibitor gegen die Rho-abhangige

Kinase (ROCK) konnte gezeigt werden, dass ein Mechanismus zur gezielten
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Regulation der Bindung von Radixin an die a5-Untereinheit des GABAAR
existiert. Dabei fuhrte die Expression von dominant negativem RhoA zu einer
verringerten Phosphorylierung von Radixin sowie zu einem Anstieg der
synaptischen Lokalisation von GABAAR a5. Mutationsstudien von Radixin
zeigten, dass die Phosphorylierung eines C-terminalen Threoninrests fur die
Bindung von Radixin an GABAAR a5 essentiell ist. Abhangig vom
Phosphorylierungszustand Radixins wurde hierbei eine entweder vorwiegend
synaptische oder extrasynaptische Lokalisation von GABAAR a5 beobachtet.
Des Weiteren konnte die Bedeutung von Radixin fur die Lokalisation von
GABAAR a5 durch die Untersuchung einer Radixin Knockout Mauslinie
bestatigt werden. Dabei fuhrte die Depletion von Radixin zu einem Anstieg
der synaptischen Lokalisation von GABAAR ab5. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass eine chemische Induktion von Langzeitpotenzierung (LTP)
Einfluss auf die Phosphorylierung von Radixin nimmt und damit die
Lokalisation von GABAAR a5 beeinflussen kann.

Da LTP mit Lernen und der Gedachtnisbildung in Verbindung gebracht wird,
wurden Verhaltensanalysen mit der Radixin Knockout Mauslinie durchgefuhrt.
Hierbei konnte im Hippokampus-abhangigen trace fear conditioning sowie im
Morris water maze ein verandertes Lernen der Radixin Knockout Mause im

Vergleich zur wildtypischen Kontrollgruppe festgestellt werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Uuber ein extrasynaptisches
Ankerprotein neben dem Anteil von Neurotransmitter-Rezeptoren in
extrasynaptischen Bereichen, auch der Anteil in synaptischen Bereichen der
Plasmamembran gesteuert werden kann. Die Aktivierung von Radixin und die
Bindung zu GABAAR a5 scheint Uber RhoGTPasen und ROCK in
Abhangigkeit neuronaler Aktivitat reguliert zu sein. Dies konnte einen neuen
Mechanismus fur die Modulation der GABAergen synaptischen Plastizitat

darstellen und eine Rolle bei bestimmten Lernprozessen spielen.



1 Einleitung

1.1 Das Zentralnervensystem der Saugetiere

Das Nervensystem bezeichnet die Gesamtheit eines Organsystems,
bestehend aus unterschiedlichen Nerven- und Gliazellen in einem
Organismus, und dient der Erfassung, Weiterleitung, Auswertung und
Speicherung von Informationen aus der Umwelt oder dem Organismus selbst.
Anatomisch lasst sich das Nervensystem der Wirbeltiere in das periphere
Nervensystem (PNS) und das Zentralnervensystem (ZNS) unterteilen, wobei
sich diese Bereiche auf funktioneller Ebene durchaus uberschneiden konnen.
Das PNS wird durch alle peripheren Nerven aulerhalb des Rickmarks und
des Gehirns gebildet und lasst sich funktionell weiter in das somatische
Nervensystem und das autonome oder vegetative Nervensystem unterteilen.
Ersteres ist fur die bewusste Aufnahme von Reizen sowohl aus der Umwelt,
als auch aus dem Organismus selbst verantwortlich, wobei Letzteres fur die
unbewusste Steuerung und Regulation wie Herzschlag, Atmung, Blutdruck,
Verdauung und Stoffwechsel im Organismus zustandig ist. Das ZNS besteht
aus dem Ruckenmark und dem Gehirn, das bei Saugetieren in Medulla
oblongata (Nachhirn), Pons (Brucke), Cerebellum (Kleinhirn), Mesencephalon
(Mittelhirn), Diencephalon (Zwischenhirn) und Telencephalon (Grof3hirn)
gegliedert ist (Kandel et al., 2000).

Das Kleinhirn, welches unter anderem mit den Muskeln und den
Gleichgewichtsorganen in Verbindung steht, bildet das Zentrum fur Haltungs-
und Bewegungskoordinationen. Den grof3ten Abschnitt des Gehirns bildet das
GroRhirn, bestehend aus den zwei stark gefalteten und gewundenen
Hemispharen, die Uber das Corpus callosum (Brucke) miteinander verbunden
sind. Weitere Bestandteile der Hemispharen sind neben anderen die
Grol3hirnrinde, welche die Integration von sensorischen und motorischen
Informationen Ubernimmt und die Amygdala, welche an autonomen und
endokrinen Reaktionen in Verbindung mit emotionalen Zustanden beteiligt ist.
Jede Hemisphare besitzt des Weiteren einen Hippokampus. In diesem

Bereich flieBen Informationen verschiedener sensorischer Systeme
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zusammen, die hier verarbeitet und dann zurlck zur Grof3hirnrinde geleitet
werden (Kandel et al., 2000). Damit stellt der Hippokampus ein sehr wichtiges
Schaltzentrum dar, welches als essentiell fur die Konsolidierung von
Erinnerung angesehen wird und damit der Ubertragung von Informationen
des Kurzzeitgedachtnis in das Langzeitgedachtnis dient (Wang & Morris
2010). Menschen, bei denen der Hippokampus entfernt oder zerstort wurde,
sind nicht mehr in der Lage, neue Erinnerungen zu generieren, alte
Erinnerungen bleiben aber meistens erhalten. Diese Form des
Gedachtnisverlusts wird als anterograde Amnesie bezeichnet (Milner 1959).
Der Hippokampus wird somit als eine Struktur verstanden, die Erinnerungen
generiert, wahrend die Gedachtnisinhalte in anderen Bereichen der

GroRhirnrinde gespeichert werden (Wang & Morris 2010).

Im Nervensystem lassen sich zwei Zelltypen grundlegend voneinander
unterscheiden. Zum einen handelt es sich um Neurone, welche hauptsachlich
auf die elektrische Signalweiterleitung spezialisiert sind und detailliert im
nachsten Kapitel angesprochen werden, zum anderen um die Gliazellen. Das
Nervensystem enthalt, abhangig von der Region, 10 bis 50 mal mehr
Gliazellen als Neurone. In der Vergangenheit wurde den Gliazellen, die sich in
Mikroglia und Makroglia aufteilen, hauptsachlich eine unterstiutzende Funktion
zugesprochen, nicht aber eine direkte Beteiligung an der neuronalen
Signalweiterleitung. Makroglia lassen sich weiter in Oligodendrozyten und
Schwann-Zellen unterteilen, die zum Beispiel die isolierende Myelinschicht
der Axone von Neuronen produzieren, und in Astrozyten, die an der
Nahrstoffversorgung der Neurone und der Bildung der Blut-Hirn-Schranke
beteiligt sind (Kandel et al., 2000). Jungere Forschungen auf diesem Gebiet
deuten allerdings darauf hin, dass auch Gliazellen eine funktionelle Rolle bei
der eigentlichen Signaltransduktion spielen kénnen. So konnte speziell fur
Astrozyten gezeigt werden, dass sie zwar selbst keine Neurotransmitter wie
zum Beispiel GABA synthetisieren konnen, diese aber aus dem
extrazellularen Raum Uber spezifische Transporter aufnehmen und auch
wieder ausschutten kdnnen und so zur Modulation der Signalweiterleitung an

der Synapse beitragen (Heja et al., 2009).
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1.2 Neurone

Neurone stellen die funktionelle Grundeinheit des Nervensystems dar. Das
menschliche Gehirn besteht aus etwa 10'" Nervenzellen, die durch 10"
Synapsen miteinander verbunden werden und so ein sehr komplexes
Netzwerk bilden, durch welches wir in der Lage sind, bewusst und unbewusst
auf unterschiedlichste Reize aus unserer Umwelt zu reagieren (Squire et al.,
2008). Wie zum Beispiel im Fall der Motorneurone, welche die Verbindung
zwischen dem Ruckenmark und den Muskeln herstellen, mussen fur die
Signalubertragung oft sehr weite Strecken Uberbruckt werden. Daher weisen
Neurone Uberwiegend eine stark polarisierte Morphologie auf. Auch wenn
eine Vielzahl unterschiedlicher Neurone existieren, ist der Grundbauplan und
Aufbau sehr einheitlich. Neurone bestehen aus einem Zellkérper (Soma),
welcher den Zellkern und weitere Organellen fur den Grofdteil der
Proteinsynthese  beinhaltet und mehreren, unterschiedlich langen
Zellfortsatzen, den Neuriten. Diese unterteilen sich in der Regel in ein Axon,
welches fur die elektrische Signalweiterleitung verantwortlich ist, und mehrere
Dendriten auf, die wiederum Signale von den Axonen anderer Neurone
empfangen. Das Axon ist haufig lang und kann die Signale Uber weite
Strecken an unterschiedliche Zielorte weiterleiten. Die Dendriten sind oft
kirzer, aber starker verzweigt und bilden einen sogenannten Dendritenbaum
aus, der auf den Empfang von Signalen spezialisiert ist.

Ein Hauptcharakteristikum der Neurone ist ihre elektrische Erregbarkeit und
ihre Fahigkeit, elektrische Signale Uber weite Strecken zu leiten (Siegel und
Sapru, 2006). Diese Erregbarkeit beruht auf dem Vorhandensein eines
Membranpotentials, was auf die unterschiedliche lonenkonzentration an der
Innen- und AulRenseite der Plasmamembran zurdckzufihren ist.
Aufrechterhalten wird dieses Potential durch die Plasmamembran, die als
semipermeable Barriere fungiert, und dem aktiven Transport von lonen mittels
lonen-Pumpen  Uber diese. Unter Ruhebedingungen liegt das
Membranpotential bei ca. -65 mV und wird als Ruhepotential bezeichnet.
Durch ein eingehendes chemisch oder elektrisch erzeugtes Signal kommt es
zur Offnung von spannungsabhéngigen lonenkandlen und damit zu einer

lokalen Depolarisation des Membranpotentials. Falls ein bestimmter
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Schwellenwert des Potentials Uberschritten wird, 6ffnen sich in benachbarten
Bereichen ebenfalls spannungsabhangige lonenkanale, wodurch das Signal
nach dem ,Alles-oder-Nichts-Prinzip“® in Form eines Aktionspotentials
weitergeleitet wird. AnschlielRend wird das Ruhepotential durch den aktiven
Transport von lonen Uber die Plasmamembran wieder hergestellt (Kandel et
al., 2000).

Ein weiteres Hauptcharakteristikum der Neurone ist ihre Fahigkeit, die oben
angesprochenen Signale an andere Neurone Uber spezielle Zell-Zell-
Kontakte, die sogenannten Synapsen, weiterzuleiten, also miteinander zu
kommunizieren. Dies wird als synaptische Transmission bezeichnet. Hierbei
unterscheidet man zwischen der elektrischen und der chemischen
synaptischen Transmission (Purves et al., 2008).

Elektrische Synapsen bestehen aus einer direkten Verbindung zwischen dem
Zytosol der prasynaptischen und der postsynaptischen Zelle, die als Gap-
junction bezeichnet wird. Hierbei bilden sechs gleichformige Proteine,
genannt Connexine, auf beiden Seiten innerhalb der Plasmamembran einen
Kanal, genannt Connexon. Diese Form der Signaltransmission ist mit <0,1 ms
sehr schnell und erfolgt sowohl unidirektional, als auch bidirektional.

An der chemischen Synapse hingegen besteht keine direkte Verbindung
zwischen der pra- uns postsynaptischen Membran, vielmehr werden sie durch
einen kleinen Zwischenraum von 20-50 nm GrofRRe, den synaptischen Spalt,
voneinander getrennt (Purves et al., 2008). Die Struktur einer chemischen
Synapse ist in Abbildung 1.1 vereinfacht dargestellt. Die prasynaptische
Endigung enthalt mehrere tausend Vesikel, die einen oder mehrere
spezifische Neurotransmitter enthalten und charakteristisch fur die
unterschiedlichen  Synapsen im  Nervensystem sind. Bei der
Signaltubertragung fuhrt ein eingehender elektrischer Reiz (Aktionspotential)
an der prasynaptischen Endigung zur Depolarisation der Plasmamembran,
was zu der Offnung spannungsabhangiger Kalzium-Kanéle in der

prasynaptischen Plasmamembran fuhrt.

10
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Mitochondrion

| .
Neurotranmitter- Neurotransmitter- Dendrit

Rezeptor Vesikel
Synaptischer
Neurotransmitter Spalt

Abb. 1.1: Schematische Darstellung einer chemischen Synapse. Die prasynaptische
Endigung mit den Neurotransmitter-Vesikeln ist von der postsynaptischen Membran mit den
Neurotranmitter-Rezeptoren durch den synaptischen Spalt getrennt. Ein eingehendes
Aktionspotential Uber das Axon fihrt zur Fusion der Neurotransmitter-Vesikel mit der
prasynaptischen Membran und dadurch zur Freisetzung der Neurotransmitter in den
synaptischen Spalt. Uber Diffusion gelangen Neurotransmitter zur postsynaptischen
Membran, wo sie an Neurotransmitter-Rezeptoren binden kdnnen. Hierdurch kdnnen
lonenkanale gedffnet werden, wodurch es zu einer Verschiebeung des postsynaptischen
Membranpotentials kommt. (Verander nach ,universe review®, 2010).

Aufgrund eines Konzentrationsgradienten von ca* (extrazellular: 107 M;
intrazellular: 107 M) kommt es zu einem Einstrom von Ca* in die
prasynaptische Endigung und damit zu einer vorubergehenden Erhéhung der
intrazellularen Ca®*-Konzentration. Dies wiederum fiihrt in Abhangigkeit der
Ca?*-Konzentration zur Fusion von Neurotransmitter-Vesikeln mit der
prasynaptischen Plasmamembran und damit zu einer Ausschuttung der
Neurotransmitter in den synaptischen Spalt. Nach der Exozytose diffundieren
die Neurotransmitter in dem synaptischen Spalt und binden spezifisch an
Neurotransmitter-Rezeptoren in der Plasmamembran des postsynaptischen
Neurons. Die Bindung der Neurotransmitter an diese Rezeptoren fuhrt zur
Offnung bzw. SchlieRung von lonenkanalen, wodurch der lonenfluss Uber die
postsynaptische Plasmamembran moduliert wird. Diese lonenkanale werden
als ligandenabhangige Kanale bezeichnet, im  Gegensatz zu

spannungsabhangigen Kanalen, deren Offnungszustand durch eine

11
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unterschiedliche Spannung reguliert wird. Der veranderte lonenfluss moduliert
das Membranpotential des postsynaptischen Neurons, wobei die
Wahrscheinlichkeit eines postsynaptischen Aktionspotentials erniedrigt bzw.
erhdht wird. Das zuvor elektrische Signal wird bei der Ubertragung in ein
chemisches Signal umgewandelt, welches mit 0,3 ms im Vergleich zu der rein
elektrischen Transmission zwar langsamer ist, aber vielfaltigere Moglichkeiten
zur Modulation der SignalUbertragung, zum Beispiel der Signalstarke oder
Signalspezifitat bietet. Die synaptische Transmission im Nervensystem kann
entweder erregend (exzitatorisch) oder hemmend (inhibitorisch) wirken. Dies
hangt nicht vom Neurotransmitter des prasynaptischen Neurons ab, sondern
von der Spezialisierung der postsynaptischen Membran, das heil3t den dort
vorhandenen Neurotransmitter-Rezeptoren und lonenkanalen (Wehner und
Gehring, 1995). In den nachsten Kapiteln wird der Aufbau und die Funktion

der exzitatorischen bzw. inhibitorischen Synapse genauer erlautert.

1.2.1 Exzitatorische Synapsen

Exzitatorische Synapsen werden aufgrund ihrer charakteristischen
Morphologie oft auch als asymmetrische Synapsen bezeichnet. Die
Prasynapse wird dabei von axonalen Erweiterungen gebildet. Im
Elektronenmikroskop lassen sich innerhalb dieser einheitlich runde
Neurotransmitter-Vesikel mit einem Durchmesser von etwa 50 nm erkennen.
Die Postsynapse ist in der Regel auf dendtritischen Zellfortsatzen (Spines)
lokalisiert, die ebenfalls eine elektronendichte Struktur, die so genannte
postsynaptische Dichte (PSD), besitzten. Beide Seiten weisen eine hohe
Spezialisierung der Plasmamembran und des darunterliegenden Zytoskeletts
auf (Gundelfinger & Tom Dieck 2000).

Einer der am haufigsten vorkommenden erregenden Neurotransmitter im ZNS
neben Aspartat, Noradrenalin, Dopamin und Serotonin ist Glutamat (Siegel
und Sapru, 2006). Nach der Exozytose auf der Prasynapse bindet Glutamat
an spezifische Glutamatrezeptoren in der Postsynapse. Letztere lassen sich

in metabotrope und ionotrope Rezeptoren unterteilen. Die Transmitter-

12
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Rezeptor-Bindung von metabotropen (G-Protein-gekoppelten) Rezeptoren
fuhrt zunachst zur Aktivierung eines trimaren Guanosintriphosphat (GTP)-
bindenden Proteins (G-Protein). Das aktivierte G-Protein fuhrt dann entweder
direkt zur Offnung eines lonenkanals oder verandert Uber Enzymregulation
die Konzentration intrazellularer sekundarer Botenstoffe wie zum Beispiel des
zyklischen Adenosinmonophosphats (cAMP), die dann ihrerseits den
Offnungszustand von lonenkanalen beeinflussen (Wehner und Gehring,
1995). Die ionotropen Glutamatrezeptoren gliedern sich aufgrund ihrer
Agonisten in AMPA-, NMDA- und Kainat-Rezeptoren. Im Gegensatz zu den
metabotropen Glutamatrezeptoren sind die ionotropen Glutamatrezeptoren
selbst Teil des lonenkanals und vermitteln daher eine schnellere synaptische
Transmission (Newpher & Ehlers 2009).

AMPA-Rezeptoren bestehen aus jeweils vier Untereinheiten, die Homo- oder
Heterotetramere bilden und als GluR1 bis GluR4 bezeichnet werden. Unter
anderen sind sie fur die schnelle erregende Transmission im Gehirn
verantwortlich (Greger et al., 2007). Die Bindung von Glutamat fuhrt zu der
Offnung des lonenkanals und dem Einstrom von Na® sowie dem Ausstrom
von K*, was zu einer Depolarisation des Neurons flihrt. AMPA-Rezeptoren
reagieren oft als erstes auf prasynaptisch freigesetztes Glutamat, die Anzahl
der Rezeptoren steht hierbei in einem direkten Zusammenhang zu der Starke
des postsynaptisch erzeugten Signals, welches die Wahrscheinlichkeit eines
Aktionspotentials beeinflusst (Malinow & Malenka 2002).

NMDA-Rezeptoren sind ebenfalls Heterotetramere, bestehend aus zwei NR1-
Untereinheiten, sowie aus zwei der vier unterschiedlichen NR2-
Untereinheiten (Kohr 2006). Wie die AMPA-Rezeptoren sind sie fur erregende
postsynaptische Potentiale verantwortlich und besitzen drei individuelle
Merkmale: (i) Der Rezeptor steuert die Offnung eines lonenkanals, der sowohl
fir Ca®", als auch fiir Na* und K" durchlassig ist. (i) Fir die Offnung des
Kanals wird extrazellulares Glyzin als Co-Faktor bendétigt. (iii) Auflerdem
hangt die Offnung sowohl von der Bindung des Neurotransmitters, als auch
von dem Potential der Plasmamembran ab. Es handelt sich also um eine
Kombination aus einem ligandenabhangigen und spannungsabhangigen
Kanal, der sich erst nach der erfolgten Depolarisation durch AMPA-

Rezeptoren und der anschlieBenden Bindung von Glutamat offnet. Die
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Depolarisation fuhrt hierbei zur Verdrangung eines Magnesium-lons aus der
Kanalpore und gibt diese fur die oben genannten lonen frei (Kandel et al.,
2000). Zusatzlich zu der Depolarisierung fuhrt die Aktivierung der NMDA-
Rezeptoren durch den Einstrom von Ca®" zur Aktivierung von Ca?*-
abhangigen Enzymen, wie der Calcium/Calmodulin-abhangige Kinase-Il
(CaMKIl), was zu einer veranderten Genexpression und damit zu
langanhaltenden Veranderungen in der Synapse fuhren kann (Bayer et al.,
2001). Diese Prozesse werden genauer in Kapitel 1.5 angesprochen.
Kainat-Rezeptoren sind im Vergleich zu AMPA- und NMDA-Rezeptoren
insgesamt weniger gut charakterisiert. FUnf unterschiedliche Untereinheiten
(GluR5, GluR6, GluR7, KA1 und KAZ2) bilden sowohl Homo-, als auch
Heterotetramere (Pinheiro & Mulle 2006). Der daraus gebildete Kanal ist
durchlassig fir Na® und K" und 6ffnet sich wie bei den AMPA-Rezeptoren
nach der Bindung von Glutamat. Bislang wird vermutet, dass Kainat-
Rezeptoren einen geringeren Einfluss auf die erregende synaptische
Transmission sowie auf die Modulation der Synapse haben als AMPA- und
NMDA-Rezeptoren.

Glutamat-Rezeptoren sind auf Dendriten und hier vor allem auf dendritischen
Dornen (Spines) lokalisiert. Bei den dendritischen Spines handelt es sich um
kleine, etwa 0,5-2 ym lange, membrandse dendritische Ausstllpungen,
welche unter anderem die PSD beinhalten. Diese stellt ein komplexes
filamentdses Proteinnetzwerk direkt unterhalb der postsynaptischen
Plasmamembran dar, durch das unter anderem Neurotransmitter-Rezeptoren
an der Postsynapse konzentriert werden (Kim & Sheng 2004; Sheng &
Hoogenraad 2007; Tada & Sheng 2006). Eines der am besten untersuchten
Proteine innerhalb der PSD ist PSD-95 (postsynaptic density protein-95).
Durch dessen Fahigkeit, einerseits Homodimere zu bilden und andererseits
gleichzeitig an Zelladhasionsmolekule wie Neuroligin und den NMDA-
Rezeptor zu binden, fungiert es als ein wichtiges Gerustprotein innerhalb der
PSD (Kim et al., 1995; Kim & Sheng 2004; Niethammer et al., 1996). Uber
Interaktionen mit GKAP (Guanylatkinase-assoziiertes Protein), Shank und
Cortactin werden auRerdem Verbindungen mit dem Filamentdsen-(F)-Aktin-
Zytoskelett hergestellt (Naisbitt et al., 1999). Hinzu kommen Enzyme, wie die

oben angesprochene CamKIl, die fur intrazellulare Signalwege ein wichtige
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Rolle spielen (Suzuki et al., 1994). So entsteht auf der einen Seite ein stabiles
Proteinnetzwerk, das eine lang anhaltende synaptische Transmission
gewahrleisten kann, auf der anderen Seite jedoch hoch dynamisch ist und in

der Zusammensetzung moduliert werden kann.

1.2.2 Inhibitorische Synapsen

Die Struktur und der Aufbau der inhibitorischen Synapsen unterscheiden sich
grundlegend von den exzitatorischen Synapsen, sodass sie auf Ebene der
Elekronenmikroskopie meist anhand der Morphologie unterschieden werden
konnen. Dabei weist der synaptische Spalt eine geringere Breite von ca.
20 nm auf und die Anzahl der Neurotransmitter-Vesikel ist geringer. Auch die
elektronendichten Strukturen auf der Pra- und Postsynapse sind insgesamt
weniger ausgepragt und einander ahnlicher als bei den exzitatorischen
Synapsen, weshalb sie oft auch als symmetrische Synapsen bezeichnet
werden (Gray 1959). Innerhalb des Neurons sind inhibitorische Synapsen
Uberwiegend direkt am Soma oder am Schaft von Dendriten lokalisiert
(Nusser & Somogyi 1997).

Die schnelle synaptische Transmission von inhibitorischen Synapsen im ZNS
wird hauptsachlich durch y-Aminobuttersaure (GABA) und Glyzin vermittelt.
Beide Neurotransmitter binden an und aktivieren darauf unterschiedliche
Neurotransmitter-Rezeptoren in der postsynaptischen Membran, die
permeabel fur Cl-lonen sind (Moss & Smart 2001). Die Synthese von Glyzin
erfolgt aus Serin durch eine Mitochondrien-spezifische Isoform der Serin-
Transhydroxylmethylase (Hyland 1999). Der Transport von Glyzin in
prasynaptische Neurotransmitter-Vesikel erfolgt anschlieBend Uber einen
vesikularen inhibitorischen Aminosaurentransporter (VIAAT) (Gasnier 2000).
Nach der Endozytose wird es wieder Uuber einen spezifischen
Glyzintransporter aus dem synaptischen Spalt entfernt und kann recycelt
werden. Bei den Glyzin-Rezeptoren handelt es sich um eine Klasse von
heteropentameren ligandengesteuerten lonenkanalen. Jede Untereinheit

besitzt einen langen extrazellularen Amino-(N)-terminalen Abschnitt, vier
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Transmembran-(TM)-Domanen mit einer groReren intrazellularen Schleife
zwischen der Tranmembrandomane(TM)3 und TM4 und einem kurzen
extrazellularen Carboxy-(C)-terminalen Abschnitt (Unwin 1998). Jeweils drei
von vier bekannten a-Untereinheiten zusammen mit zwei p-Untereinheiten
(bisher eine bekannte Isoform) bilden einen Rezeptor, wobei auch funktionelle
Homomere aus funf a-Untereinheiten beschrieben wurden (Betz et al., 1999).
Die Bindung von Glyzin an den Rezeptor fiihrt zu der Offnung des Kanals und
im adulten Organismus zum Einstrom von Cl-lonen, wodurch es zu einer
Hyperpolarisierung des postsynaptischen Membranpotentials kommt. Damit
wirkt der Glyzin-Rezeptor inhibierend und die Wahrscheinlichkeit eines

Aktionspotentials wird herabgesetzt.

— N | m | <
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung des Aufbaus der GABAj\-Rezeptoren.
(A) Rezeptoruntereinheiten bestehen aus vier hydrophoben Transmembrandomanen (TM1-
TM4) Am extrazellularen N-Terminus binden sowohl der Agonist GABA, als auch
allosterische Modulatoren wie Benzodiazepame (BZ). Zwischen der TM3 und TM4 befindet
sich eine lange intrazellulare Schleife, an welcher die Proteininteraktionen, aber auch
posttranslationale Modifikationen des Rezeptors stattfinden. (B) FiUnf Untereinheiten aus
sieben Untereinheiten-Klassen (a, B, v, 9, ¢, 0, «) bilden einen heteropentameren Kanal, der
durchlassig fir Cl'-lonen ist. Die Bindstelle fiir Neurotransmitter befindet sich zwischen den a-
und p-Untereinheiten und steuert die Offnung des Kanals und den Einstrom der lonen. Die
BZ-Bindestelle liegt zwischen einer a(1,2,3 oder 5)- und der y-Untereinheit. Die Bindung von
BZ fuhrt zur Potenzierung des GABAR-vermittelten loneneinstroms. (Verandert nach Jacob
et al., 2008).
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Die Synthese von GABA erfolgt aus Glutamat, das als ein
Stoffwechselprodukt der Glukose im Zitratzyklus entsteht. Das Enzym
Glutaminsaure-Decarboxylase (GAD), welches spezifisch in GABAergen
Neuronen exprimiert wird, katalysiert die Umwandlung von Glutamat zu GABA
(Watanabe et al., 2002). Nach der Synthese wird GABA wie Glyzin uber
VIAAT in Neurotransmitter-Vesikel transportiert und nach der Exozytose Uber
spezifische GABA-Transporter (GAT) aus dem synaptischen Spalt entfernt.
Daraufhin wird es entweder recycelt und steht fur die erneute synaptische
Transmission zur Verfugung oder wird uber die Umwandlung zu Succinat dem
Zitratzyklus zugefuhrt, wo es fur die Bildung von Adenosintriphosphat (ATP)
verwendet werden kann (Hyland 1999).

GABA-Rezeptoren (GABAR) konnen in zwei Klassen ionotroper GABA-
Rezeptoren (GABAAR und GABACR) und einer Klasse metabotroper GABA-
Rezeptoren (GABAgR) unterteilt werden (Jacob et al., 2008).

Generell kann in Abhangigkeit der Lokalisation der GABA-Rezeptoren
zwischen einer schnellen sogenannten phasischen Inhibition und einer
langsamen sogenannten tonischen Inhibition unterschieden werden. Erstere
wird durch synaptisch lokalisierte Rezeptoren vermittelt, die aufgrund eines
transienten (Millisekunden) Anstiegs der GABA-Konzentration durch die
Exozytose des Neurotransmitters an der Synapse aktiviert werden. Letztere
wird durch extrasynaptische Rezeptoren vermittelt, die aufgrund der
extrazellularen GABA-Konzentration standig aktiviert werden und so eine
dauerhafte GABAergen Inhibition vermitteln (Cope et al.,, 2005; Staley &
Huguenard 2006).

GABAR sind fur die erste (fruhe) Phase der synaptischen Inhibition in ZNS
verantwortlich. Der Aufbau ist schematisch in Abbildung 1.2 dargestellt und
weist eine hohe Homologie zu den Glyzin-Rezeptoren auf. Bis heute sind
insgesamt achtzehn GABAAR Untereinheiten bekannt, die sich in sieben
Klassen mit mehreren Isoformen unterteilen: a(1-6), p(1-3), y(1-3), 9, ¢(1-3), 6
und m. Damit ergibt sich theoretisch eine sehr grof3e Diversitat in der
Zusammensetzung der GABAa-Rezeptoren, die meisten Rezeptoren setzen
sich jedoch aus zwei a-Untereinheiten, zwei p-Untereinheiten und einer y-

Untereinheit zusammen (Jacob et al, 2008). Die Bindestellen fur den
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endogenen Agonisten GABA werden durch die a- und eine p-Untereinheiten
gebildet. Hinsichtlich der Zusammensetzung der Rezeptoren aus
unterschiedlichen Untereinheiten zeigen GABAAR groRe Unterschiede in
ihren physiologischen und pharmakologischen Eigenschaften sowie in der
raumlichen und zeitlichen Expression innerhalb des Gehirns. Zum Beispiel
sind Rezeptoren die aus al-, a2-, a3- oder ab5- zusammen mit - und y-
Untereinheiten aufgebaut sind, sensitiv gegenuber Benzodiazepanen
(Rudolph & Mohler 2004). Hierbei handelt es sich um pharmakologisch aktive
Molekule, die zwischen der a und y Untereinheit an die Rezeptoren binden
und physiologisch eine sedative und angstlosende Wirkung ausuben
(Hagenbuch et al., 2006). Bis auf a5-Untereinheit-enthaltende Rezeptoren
(siehe nachfolgendes Kapitel) sind GABAAR aus den oben angesprochenen
Untereinheiten hauptsachlich an Synapsen lokalisiert, wo sie fur die
phasische (schnelle) Inhibition im ZNS verantwortlich sind. Im Gegensatz
hierzu sind Rezeptoren bestehend aus o4, oder a6 zusammen mit § und y
insensitiv. gegenuber Benzodiazepanen und vermehrt extrasynaptisch
lokalisiert, wo sie an der tonischen (langsamen) Inhibition beteiligt sind. Diese
Form der tonischen inhibitorischen Transmission wird wahrscheinlich durch
GABAAR vermittelt, die auferhalb der Synapse in der Plasmamembran
lokalisiert sind und nach Diffusion von GABA in extrasynaptische Bereiche
aktiviert werden (Brunig et al., 2002). AuRerdem konnen Astrozyten hierbei
eine Rolle spielen, da sie in der Lage sind, GABA uber GAT aufzunehmen
und unter Umstanden auch wieder zu sezernieren, wodurch sie zur
Modulation der Inhibition beitragen konnten (Hughes et al., 2010; Lalo et al.,
2009). Zusatzlich zu den GABAAR auf der Postsynapse exzistieren auch
Arbeiten, die ihre Lokalisation auf der Prasynapse beschreiben. Diese
GABAAR scheinen an einer prasynaptischen Inhibition bzw. an der
Endozytose von GABA-enthaltenden Neurotranmittervesikeln beteiligt zu sein
(Draguhn et al., 2008).

Zu beachten ist, dass GABAAR in frihen Phasen der Entwicklung aufgrund
einer hohen intrazellularen ClI-Konzentration zuerst eine erregende
synaptische Transmission vermitteln. Die Offnung des Kanals fiihrt hier zum

Ausstrom von CI" und einer Depolarisierung der Plasmamembran,
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wohingegen wahrend spaterer Entwicklungsphasen die intrazellulare CI-
Konzentration sinkt und die Offnung des Kanals zu einem Einstrom und damit
zu einer Hyperpolarisierung der postsynaptischen Membran beitragt. Die
unterschiedliche CI-Konzentration lasst sich hierbei mit einer veranderten
Expression von lonen-Transportern erklaren (Rivera et al., 2005).

Die Zusammensetzung der Untereinheiten des GABAAR wird nach der
Translation am endoplasmatischen Retikulum festgelegt (Bollan ef al., 2003).
Falsch gefaltete Rezeptoren werden ubiquitinyliert und Uber das Proteasom
wieder degradiert (Arancibia-Carcamo et al., 2009; Saliba et al., 2007).
Funktionelle hetropentamere Rezeptoren werden innerhalb von Vesikeln Gber
einen Kinesin-vermittelten Transport entlang von Mikrotubuli  zur
Plasmamembran befordert (Smith et al., 2006; Twelvetrees et al., 2010). An
der Plasmamembran erfolgt die Fusion der Vesikel und damit die Insertion
des Rezeptors in extrasynaptischen Bereichen der Plasmamembran
(Bogdanov et al., 2006). Wie schon fur die exzitatorische Synapse
beschrieben, besitzt auch die inhibitorische Synapse ein der PSD
vergleichbares Proteinnetzwerk unterhalb der Plasmamembran, das fur die
Bundelung und Konzentration von Proteinen an der Postsynapse zustandig ist
(Arancibia-Carcamo & Moss 2006; Moss & Smart 2001). Jedoch ist diese
Struktur im Vergleich zur PSD bisher weniger genau untersucht und sie zeigt
uberdies einen einfacheren Aufbau. Als essentielles Protein der
inhibitorischen postsynaptischen Spezialisierung wird Gephyrin angesehen
(Tyagarajan & Fritschy 2010). Dabei handelt es sich um ein Protein, welches
zuerst als direkter Bindepartner von Glyzin-Rezeptoren identifiziert wurde
(Meyer et al., 1995; Pfeiffer et al., 1982). RNA-Interferenz (RNAi) und Gen-
Knockout Experimente von Gphn (codierendes Gen fur Gephyrin) zeigten
eine diffuse Verteilung von GABAAR in der Plasmamembran, wobei der
Gesamtanteil der Rezeptoren und dessen inhibitorische postsynaptische
Potentiale nicht verandert zu sein schienen (Kneussel et al., 1999; Levi et al.,
2004). Ferner fuhrte die Depletion der y2-Untereinheit zu einem Verlust der
Gephyrin Aggregate in der postsynaptischen Plasmamembran (Essrich et al.,
1998). Obwohl Gephyrin eine Funktion in der Buandelung von GABAAR hat,
zeigen bisher nur wenige Arbeiten eine direkte Interaktion zwischen Gephyrin
und spezifischen GABAAR Untereinheiten (Kirsch et al., 1995; Tretter et al.,
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2008). Ein mogliches Protein, welches sowohl an Gephyrin, als auch an die
v2-Untereinheit des GABAAR binden kann, ist das GABA-Rezeptor-assoziierte
Protein (GABARAP) (Wang et al., 1999). Indem es die y-Untereinheit mit
Gephyrin verbindet, konnte es als Adaptorprotein fungieren. Jedoch hatte die
Depletion von GABARAP keine Auswirkung auf die Formation von GABAAR
Clustern (Kneussel et al., 2000) und konnte vielmehr an dem Transport des
Rezeptors vom Soma zur Plasmamembran beteiligt sein (Wang & Olsen
2000). Auerdem bindet Collybistin, ein Guanosindiphosphat (GDP)/GTP
Austauschfaktor, der Uber die Aktivierung von Rho-GTPasen (siehe Kapitel
1.4) an der Regulation des F-Aktin-Zytoskeletts beteiligt ist, an Gephyrin (Kins
et al., 2000). Eine Verbindung von Gephyrin zu F-Aktin konnte tUber Mena und
VASP (mammalian enabled; vasodilator-stimulated phosphoprotein) und
Profilin vermittelt werden, die sowohl an Gephyrin als auch F-Aktin binden
konnen (Giesemann et al., 2003; Mammoto et al, 1998). Wie oben
angesprochen, fuhrt die Depletion von Gephyrin zu einer Auflosung der
GABAAR Cluster. Interessanterweise sind hierbei aber nicht alle GABAAR
betroffen, vielmehr zeigten speziell a1 und a5 enthaltende GABAAR keine
Veranderung der Clustergrof3en (Kneussel et al., 2001), was die Moglichkeit
von weiteren Proteinen fur die Bundelung der Rezeptoren offen Iasst. Auf die
spezielle Rolle der ab5-Untereinheit wird detailliert in Kapitel 1.2.3
eingegangen.

GABAg-R sind Heterodimere aus je einer BR1- und BR2-Untereinheit, die
hauptsachlich fur die zweite (spate) Phase der inhibitorischen Transmission
im ZNS verantwortlich sind. Die Bindung des Agonisten GABA fuhrt zu der
Hyperpolarisierung der postsynaptischen Membran durch Offnung von K'-
Kanale. Parallel dazu wird die Wahrscheinlichkeit fur die
Neurotranmitterausschiittung auf der Présynapse durch Inhibition von Ca?*-
Kanalen herabgesetzt, was eine langer andauernde Inhibition im Vergleich mit
GABAAR vermittelt (Couve et al., 2000).

GABAcR werden hauptsachlich in der Retina exprimiert und bestehen aus
funf p-Untereinheiten, die einen homomeren Kanal ausbilden, welcher
permeabel fur CI" ist. Dies fuhrt wie bei den GABAAR zu einer schnellen

(frihen) Hyperpolarisierung der postsynaptischen Plasmamembran, wodurch
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die Wahrscheinlichkeit eines Aktionspotentials herabgesetzt wird. Hierbei ist
die vermittelte Inhibition der GABACR aufgrund der langeren Offnungszeit des
Kanals und der hoheren Sensitivitat zu GABA aber lang anhaltender als im
Vergleich mit GABAa-Rezeptoren (Bormann & Feigenspan 1995).

Das diffizile Gleichgewicht zwischen Erregung und Inhibition wird anhand
vieler neurologischer und psychologischer Krankheiten, die auf eine
veranderte GABAerge Inhibition zurtckgefuhrt werden (Krystal et al., 2006;
Lewis & Gonzalez-Burgos 2006; Rudolph & Mohler 2004), deutlich. Ein
Beispiel ist Epilepsie, ein Krankheitsbild, bei dem es durch spontane und
synchrone Erregungsbildung im Gehirn zu Krampfanfallen kommt. Sowohl
Mausmodelle fur Epilepsie, als auch Patienten zeigten einen reduzierten
Anteil von GABAAR an der Synapse, woraus eine geringere Inhibition
resultierte (Benarroch 2007; Coulter 2001). Hinzu kommen genetische
Untersuchungen, die mehrere Mutationen fur a1, y2 und § in Patienten mit
Epilepsie identifizierten (Baulac et al., 2001; Feng et al., 2006; Maljevic et al.,
2006). Weitere Krankheiten, die mit GABAa-R in Verbindung gebracht
werden, sind Drogenabhangigkeit, Angstzustdnde und Schizophrenie, eine
psychische Storung, bei der das Denken, die Wahrnehmung und
Gemutsregung gestort ist (Krystal et al., 2006; Lewis & Gonzalez-Burgos
2006; Rudolph & Mohler 2004).

1.2.3 Alpha 5 enthaltende GABAa-Rezeptoren

Im vorangegangenen Kapitel wurden vor allem synaptische GABAAR
angesprochen, die fur die schnelle phasische Inhibition verantwortlich sind.
Rezeptoren, welche die &-, a4-, ab5- und ab6-Untereinheit enthalten, sind
hauptsachlich extrasynaptisch lokalisiert und wie es scheint, vor allem an der
tonischen Inhibition beteiligt (Belelli et al., 2009). Die Expression von GABAAR
a5 im Gehirn ist verhaltnismalig gering und auf bestimmte Hirnregionen
beschrankt. Insgesamt verfugen nur ca. 5% aller GABAAR im Gehirn Uber die
a5-Untereinheit. Im Gegensatz hierzu beinhalten 25% der GABAAR im
Hippokampus die a5-Untereinheit. Diese sind vornehmlich in der CA1 und

CA3 Region lokalisiert. Auch im olfaktorischen Bulbus ist die Expression mit
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35% bezogen auf alle GABAAR vergleichsweise hoch (Pirker et al., 2000; Sur
et al., 1999).

Untersuchungen haben gezeigt, dass ab5-enthaltende GABAAR tonische
inhibitorische Strome in der CA1 Region des Hippokampus erzeugen, die in
einer GABAAR a5 Knockout Maus signifikant reduziert sind (Caraiscos et al.,
2004). Alpha 5 enthaltende GABAAR haben eine vergleichsweise hohe
Sensitivitat fur GABA und zeigen eine langsamere Desensibilisierungskinetik
gegenuber anderen GABAA-R (Brickley et al., 2001; Caraiscos et al., 2004). In
Ubereinstimmung damit scheinen schon geringe Konzentrationen an GABA
im extrazellularen Raum auszureichen, um den Rezeptor zu aktivieren und
ein inhibitorischen Strom zu erzeugen (Glykys & Mody 2007). Die
Untersuchung der pharmakologischen Eigenschaften von rekombinant
exprimierten Rezeptoren aus a5-, $3- und y2-Untereinheiten waren ahnliche
verglichen mit den Rezeptoren, die fur die tonische Inhibition in der CA1
Region im Hippokampus verantwortlich sind. Massenspektroskopische
Untersuchungen ergaben aullerdem eine Assoziation von a5 mit weiteren o-,
B- und y- Untereinheiten, wobei 3 am haufigsten zu finden war. Dies lasst
darauf schliel3en, dass der Uberwiegende Teil der a5-enthaltenden GABAAR
eine y2- und B3-Untereinheit beinhalten (Burgard et al., 1996; Ju et al., 2009).
Wie immunzytochemische Analysen zeigten, scheint a5 vorrangig, aber nicht
ausschlieBlich an extrasynaptischen Bereichen lokalisiert zu sein. Etwa 10-
15% der synaptischen GABAAR sind auch positiv fur a5 (Brunig et al., 2002;
Christie & de Blas 2002; Crestani et al., 2002; Loebrich et al., 2006). Dies
konnte auf eine mdogliche Beteiligung von o5 an der synaptischen
(phasischen) Inhibition hinweisen. Die Verwendung eines spezifischen
inversen (entgegengesetzt wirkenden) Agonisten gegen a5 (a5lA) fuhrte zu
einer Verringerung von synaptischen GABAergen Stromen (Ali & Thomson
2008). Auch an langsamen GABAergen synaptischen Stromen scheint a5
beteiligt zu sein (Zarnowska et al., 2009). Des Weiteren war die Amplitude
von inhibitorischen  postsynaptischen  Stromen in  hippokampalen
Schnittkuturen von GABAAR a5 Knockout Mausen reduziert (Collinson et al.,
2002). Allerdings zeigte die Applikation eines anderen inversen Agonisten

gegen a5 (L-655,708) keine Veranderungen der inhibitorischen
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postsynaptischen Potentiale in der CA1 und CA3 Region des Hippokampus
(Caraiscos et al., 2004; Glykys et al., 2008).

Insgesamt scheint GABAAR o5 in der Lage zu sein, die neuronale
Erregbarkeit Uber die Modulation des Plasmamembranpotentials
herabzusetzen. Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat von a5 im
Hippokampus zu einer verringerten Erregbarkeit von sowohl einzelnen
pyramidalen Neuronen als auch der gesamten Starke der Netzwerkoszillation
fuhrt (Bonin et al., 2007; Glykys & Mody 2006; Towers et al., 2004). Diese
Regulation der Erregbarkeit des gesamten Netzwerkes konnte eine Ursache
fur bekannte a5- abhangige Hippokampus spezifischen Verhaltensweisen von
Tiermodellen bezuglich Lernen und Gedachtnis sein. Fur die GABAAR a5
Knockout Maus konnte eine verbessertes Lernen in der working memory
Version des Hippokampus-abhangigen Morris water maze Test gezeigt
werden. Ebenso in trace fear conditioning Experimenten zeigten diese Mause
eine bessere Leistung. Dies konnte ebenfalls flr transgene Mause beobachtet
werden, die eine Punktmutation im Genlokus fur a5 (H105R) tragen, die zu
einer verringerten Expression von a5 fuhrt (Collinson et al., 2002; Crestani et
al., 2002). AuRerdem sind unterschiedliche pharmakologisch wirkende Stoffe
entwickelt worden, die zu einer spezifischen Inhibition von GABAAR a5
fuhren. Nach Applikation von L-655,708 konnte eine Verbesserung im
Probe Test der reference memory Version sowie nach Applikation von a5IA
eine Verbesserung in der working memory Version des Morris water maze
Tests beobachtet werden (Dawson et al., 2006; Maubach 2003; McKay et al.,
2004; Quirk et al., 1996). Die a5-Untereinheit stellt damit ein Protein dar, das
an Prozessen des Lernens und des Gedachtnises beteiligt sein konnte.

Die Idee, dass eine verringerte GABAA-R Aktivitat Lernen und Gedachtnis
beeinflussen konnte, ist nicht neu. Sowohl Bicucullin, ein nicht selektiver
Antagonist von GABAR, als auch ein nicht selektiver inverser Agonist der
Benzodiazepam-Bindestelle fuhrten zu einer Verbesserung von kognitiven
Leistungen im Tiermodell (Brioni & McGaugh 1988). Jedoch zeigten beide
Substanzen groRe Nebenwirkungen, die ihren klinischen Einsatz stark
limitieren (Berntson et al., 1996). Daher ware ein genaues Verstandnis der

spezifischen Funktionen und Regulation der GABAAR a5 Untereinheit
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insbesondere bezlglich der Funktion von GABAAR a5 beim Lernen und dem
Gedachtnis hilfreich.

1.3 Radixin und die ERM-Proteinfamilie

Wie in Kapitel 1.2.2 erwahnt, stellt Gephyrin ein HauptgerUstprotein der
inhibitorischen Synapse dar. Die Analyse einer Gephyrin Knockout Maus
zeigte jedoch keine Veranderung der ClustergroRen bezogen auf die a1- und
a5-Untereinheit (Kneussel et al., 2001). Da dies die Existenz weiterer
Proteine fur die Bindelung von a1- und a5-enthaltenden GABAAR vermuten
lasst, wurde 2006 von Loebrich et al. ein Screening mit der zytosolischen
Schleife der GABAAR ab5-Untereinheit durchgefuhrt und eine direkte
Interaktion mit Radixin publiziert (Loebrich et al., 2006). Radixin gehort zur
Familie der ERM-Proteine, die sich aus den homologen Proteinen Ezrin,
Radixin und Moesin zusammensetzt. Alle Mitglieder dieser Proteinfamilie

weisen einen ahnlichen Aufbau auf (vergleiche Abb. 1.3).
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Abb. 1.3: Schematischer Darstellung des Aufbaus sowie der Aktivierung von ERM-
Proteinen. (A) Die Aminosauresequenz der ERM-Proteine (Ezrin, Radixin und Moesin) zeigt
eine sehr hohe Homologie (Angabe der Aminosaurenibereinstimmungen in Prozent). Am N-
Terminus befindet sich eine FERM-Domane Uber welche eine Bindung an PIP,, ein Lipid der
Plasmamembran vermittelt werden kann. Die letzten 30 C-terminalen Aminosauren
beinhalten eine F-Aktin-Bindestelle und einen konservierten Threoninrest (T), der
posttranslational phosphoryliert werden kann. Zwischen den N- und C-terminalen Bereichen
befindet sich eine flexible o-helikale Struktur. Ezrin und Radixin weisen weiterhin eine
Polyprolin Domane (PP) auf, deren Funktion bisher unbekannt ist. (Die erste Aminosaure am
N-Terminus ist mit 1 gekennzeichnet, wobei der C-Terminus am ende durch die Anzahl der
Aminosauren der jeweiligen Proteine gekennzeichnet ist.) (B) ERM-Proteine liegen in einer
geschlossenen inaktiven oder einer offenen aktiven Konformationen vor. eine intra- oder
intermolekulare Interaktion des N- und C-Terminus fihrt zur Inaktivierung der Proteine. Die
Bindung an PIP, und Phosphorylierung des konservierten Threonins fuhrt hingegen zur
Stabilisierung der offenen Konformation und Aktivierung der ERM-Proteine. (verandert nach
Bretscher et al., 2002).
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Am N-Terminus befindet sich eine 4.1(F)ERM-Doméane, die neben den ERM-
Proteinen auch in weiteren Proteinen, wie dem 4.1-Protein, vorkommt. Diese
Domane ist in der Lage, uber eine direkte Interaktion mit Phosphatidylinositol-
(4,5)-bisphosphat (PIP2), einem Phospholipid der inneren Seite der
Plasmamembran wechselzuwirken. Am C-terminus besitzen alle Mitglieder
eine F-Aktin-Bindestelle, Uber die eine direkte Interaktion mit dem F-Aktin-
Zytoskelett vermittelt wird. Eine a-helikale coiled-coiled Region verbindet die
N- und C-terminalen Bereiche miteinander. Durch den molekularen Aufbau
und die speziellen Eigenschaften sind die ERM-Proteine in der Lage, die
Plasmamembran mit dem F-Aktin-Zytoskelett zu verknupfen und so die
Bildung von komplexen Membranstrukturen, wie den apikalen Mikrovilli von
Epithelzellen zu ermodglichen (Bretscher et al., 2002). Obwohl die
Aminosauresequenz der ERM-Proteine eine groRe Homologie aufweist
(bezogen auf Ezrin 100%; Radixin 88%; Moesin: 85%), lasst vor allem die
sehr unterschiedliche, gewebs- und entwicklungsspezifische Expression eine
spezifische Funktion der jeweiligen Mitglieder vermuten. Ezrin wird
hauptsachlich in Epithelzellen, Moesin in Endothelzellen und Radixin in
Hepatozyten und Neuronen exprimiert (Fehon et al., 2010; Loebrich et al.,
2006). Neben PIP, und F-Aktin wurden insbesondere fur die FERM-Domane
weitere Interaktionpartner beschrieben. So kdnnen viele Membranproteine,
wie CD44, ein Rezeptor fur die extrazellulare Matrixkomponente Hyaluronan
und das intrazellulare Adhasionsmolekul 2 (ICAM2) direkt an die FERM-
Domane binden (Hamada et al., 2003; Yonemura et al., 1998). Daneben ist
ein spezifischer Bereich der FERM-Domane in der Lage, an die PDZ-Domane
von Gerustproteinen, wie EBP50 und E3KARP zu binden, wobei letzteres
eine Rolle bei der Regulation von zytosolischen Proteinkinasen spielt (Itoh et
al., 2002; Nguyen et al., 2001). Durch diese Eigenschaften wird den ERM-
Proteinen eine zentrale Rolle bei der Bildung von spezialisierten
Mikromembrandomanen zugesprochen. ERM-Proteine scheinen damit an der
Vermittelung von extrazellularen Signalen Uber die Plasmamembran ins
Zellinnere verantwortlich zu sein.

Wichtig zu bemerken ist, dass die ERM-Proteine in zwei Konformationen
vorliegen konnen (Gary & Bretscher 1993; 1995; Gautreau et al., 2000): Einer

geschlossenen, inaktiven Form, bei der N- und C-Termini durch

25



Einleitung

intramolekulare Krafte verbunden sind und einer offenen, aktiven Form, die
sich zu Homo- oder Heterooligomeren zusammenlagern und an PIP, sowie
Aktin und weitere Interaktionspartner binden kann. Die Aktivierung der ERM-
Proteine scheint Uber einen zweistufigen Prozess zu verlaufen (Fievet et al.,
2004). Zuerst erfolgt eine Rekrutierung an die Plasmamembran uber die
Bindung der ERM-Proteine an PIP,-reiche Bereiche, wodurch es zu einer
ersten Konformationsanderung kommt. AnschlieBend kommt es zur
Phosphorylierung an einem konservierten Threonin-Rest (Ezrin: T576;
Radixin: T564; Moesin T558) und damit zur eigentlichen Stabilisierung und
Aktivierung der ERM-Proteine (Huang et al., 1999; Ishikawa et al., 2001).
Reguliert wird diese Aktivierung moglicherweise durch intra- und
extrazellulare Signalkaskaden, Uber die bisher aber nur wenig bekannt ist
(Chambers & Bretscher 2005). Kontrovers wird die Rolle von Kinasen
diskutiert, die fur die Phosphorylierung von Radixin verantwortlich sein
konnten. Hier kommen die Rho-Kinasen, aber auch die Protein-Kinase C
(PKC) infrage (Matsui et al., 1998; Ng et al., 2001). Zielmolekule, die uber
ERM-Proteine aktiviert werden, kdonnen Rezeptoren wie CD44 sein. Als
Aktivatoren werden unter anderen kleine Rho-GTPasen diskutiert (Ivetic &
Ridley 2004), die genauer im Kapitel 1.4 angesprochen werden.

Die GABAAR a5-Untereinheit bindet innerhalb der Aminosaueren 342-357 die
FERM-Domane von Radixin (Loebrich et al., 2006). Zumindest in Bezug auf
al, a3, B2 und y2 ist diese Interaktion spezifisch fur a5. Die gleiche Arbeit
zeigte eine Lokalistion der a5-Untereinheit des GABAAR und Radixin zu mehr
als 90% an extrasynaptischen Bereichen. Sowohl die Depletion von Radixin in
einer Radixin Knockout Maus, als auch die Deletion der F-Aktin-Bindestelle
fuhrte zu einer diffusen Verteilung der GABAAR a5-Untereinheit Uber die
Plasmamembran. Hierbei schien der Gesamtanteil des Rezeptors in der
Plasmamembran und auch die Amplitude der inhibitorischen
postsynaptischen Potentiale nicht verandert (Loebrich et al., 2006). Radixin
konnte damit ein Protein fur eine spezifische Regulation der Bindelung der
GABAAR a5-Untereinheit darstellen.

26



Einleitung

1.4 Die Familie der RhoA-GTPasen

Da kleine Rho-GTPasen an wichtigen Funktionen im Nervensystem und
vermutlich auch an der Aktivierung der ERM-Proteine beteiligt sind (Ivetic &
Ridley 2004) wird ihre Funktion im Folgenden naher erlautert. Bei der Familie
der Rho-GTPasen handelt es sich um kleine GTP-bindende Proteine mit einer
GrofRe von ca. 21kDa. In Saugetieren sind bisher 22 Gene bekannt, die fur
Rho-GTPasen kodieren. Die prominentesten Mitglieder sind Rho und Rac mit
jeweils drei Isoformen sowie Cdc42 (Aspenstrom et al., 2004). lhre
Funktionen in der Zelle sind aullerordentlich vielfaltig und schlieRen die
Regulation der DNA-Transkription, der Endozytose und Exozytose sowie des
Zytoskeletts und damit der Zellmorphologie und Zellmigration mit ein. Mit
einigen Ausnahmen (Riento et al., 2005) besitzen alle Rho-GTPasen eine
intrinsische GTPasen-Aktivitat, welche die Umwandlung von GTP zu GDP
katalysiert. In dem GTP-gebundenen Zustand befinden sich die GTPasen in
einem aktiven Zustand und konnen mit ihren Zielproteinen interagieren und
diese aktivieren. Nach der Hydrolyse von GTP zu GDP kommt es zu einer
Konformationsanderung der GTPasen und damit zu einer Inaktivierung und
reduzierten Affinitat zu Zielproteinen (Etienne-Manneville & Hall 2002; Jaffe &
Hall 2005; Nobes & Hall 1995). Der Kreislauf zwischen der aktiven und
inaktiven Konformation wird tber Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEFs),
GTPase-Aktivierungsproteinen (GAPs) und GDP-Dissoziations-Inhibitoren
(GDls) reguliert. GEFs katalysieren den Austausch von GDP zu GTP und
unterstutzen so die Aktivierung der Rho-GTPasen (Schmidt & Hall 2002).
Hingegen stimulieren GAPs die intrinsische GTPase-Aktivitat, was zur
Inaktivierung der GTPasen fuhrt (Bernards 2003). Posttranslationale
Modifikationen der Rho-GTPasen durch Farnesyl- oder Geranylgeranylreste
fuhren aufgrund der hohen Affinitat dieser Fettsauren zur Plasmemembran zu
einer Membranassoziation, was einen lokal begrenzten, definierten
Wirkungsraum erzeugt (Lane & Beese 2006). Durch die Bindung von GDls an
die Fettsaurereste werden die Rho-GTPasen im Zytosol gehalten und kdnnen
so nicht inaktiviert werden (Olofsson 1999). Die Phosphorylierung von
RhoGDI durch PKC fuhrt zu dessen Dissoziation von den Fettsaureresten und

damit zu einer Membranrekrutierung und Aktivierung der Rho-GTPasen
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(Mehta et al., 2001). Eine schematische Ubersicht des Rho-GTPase-
Aktivierungskreislaufs ist in Abbildung 1.4 dargestellt.

Reiz

GTP @ GDP

Effektor

r, @D

Reaktion

Abb. 1.4: Aktivierungskreislauf der Rho-GTPasen. RhoGTPasen kénnen in einer GTP-
gebundenen aktiven Form und einer GDP-gebundenen inaktiven Form vorliegen. Ein
extrazelluldrer oder intrazellularer Reiz kann zur Aktivierung von Guaninnukleotid-
Austauschfaktoren (GEFs) fihren, die den Austausch von GDP zu GTP katalysieren. In
dieser Form koénnen die Rho-GTPasen mit Effektorproteinen interagieren und diese
aktivieren. GTPase-Aktivierungsproteine (GAPs) férdern die intrinsische GTPase-Aktivitat der
GTpasen, wodurch die Hydrolyse von GTP zu GDP beschleunigt wird. GDP-Dissoziations-
Inhibitoren (GDIs) binden die GDP-gebundene Form der GTPasen und verhindern die
Dissoziation von GDP. In dieser Form sind die GTPasen inaktiv und kdénnen nicht mit
Effektorproteinen interagieren. (verandert nach Jaffe und Hall, 2005).

Speziell in Neuronen sind einige Funktionen der Rho-GTPasen bei der
Entwicklung und Differenzierung bekannt, die vielfach auf eine durch die
GTPasen vermittelte  Veranderung der  F-Aktin-Zytoskelettdynamik
zurlckzufihren sind. Zum Beispiel aktiviert Cdc42 regulatorische Proteine
des F-Aktin-Zytoskeletts, wodurch es zur Polymerisierung von F-Aktin und der
Bildung von Filopodien kommt (Chen et al., 2006). Hierdurch kann der
Neuritenauswuchs und die Axonbildung reguliert werden (Dent et al., 2007).
Dominant negatives Rac1 vermindert den Axonauswuchs, steuert im
Vergleich zu Cdc42 aber scheinbar die Bildung von Lamellopodien (Tahirovic

et al., 2010). Des Weiteren fiihrt die Uberexpression von RhoA zu einer
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Bildung von sogenannten stress-fibres (Chrzanowska-Wodnicka & Burridge
1996). Diese spielen bei der Spine-Bildung und deren Differenzierung in
funktionelle erregende Synapsen eine wichtige Rolle (Luo 2002). Die
Uberexpression von konstitutiv aktivem RhoA fiihrte hingegen zu einer
reduzierten Spine-Dichte und Spine-Lange (Tashiro et al., 2000), wobei nach
Uberexpression von konstitutiv aktivem Rac1 eine geringere Spine-GroRe,
aber hohere Spine-Dichte beobachtet wurde (Nakayama & Luo 2000). Die
Morphologie der Spines hat wiederum einen direkten Einfluss auf die
synaptische Transmission (Harris & Kater 1994; Yuste & Tank 1996). Auch
bei der inhibitorischen Synapse sind Prozesse bekannt, wo Rho-GTPasen
eine Rolle spielen, diese sind aber weniger genau untersucht (Fallon 2000).
Collybistin, ein gehirnspezifischer GEF, scheint an der inhibitorischen
Synapse fur die Bundelung von Gephyrin und GABAAR mit einer bestimmten
Untereinheiten-Zusammensetzung verantwortlich zu sein (Kins et al., 2000).
AuRerdem lassen genetische Untersuchungen in C. elegans eine Beteiligung
von Rac1 an dem Transport der Neurotransmitter-Vesikel in der Prasynapse
vermuten (Locke et al., 2009).

Wie oben erwahnt, werden vermutlich auch die ERM-Proteine Uber Rho-
GTPasen reguliert (Ivetic & Ridley 2004). Die direkte Inhibition von RhoA
durch das Clostridium botulinum Toxin fuhrt zur Inaktivierung der ERM-
Proteine und einer verringerten Anzahl der Mikrovilli (Yonemura et al., 2002).
Ferner fuhrte die Aktivierung von Glutamat-Rezeptoren zu einer Aktivierung
von RhoA, was wiederum die Phosphorylierung und Aktivierung von Moesin
begulnstigte (Jeon et al., 2002). Inwieweit hierbei die RhoA-abhangige Kinase
ROCK oder andere Kinasen die Phosphorylierung katalysieren, ist weiterhin
unklar (Jeon et al., 2002; Matsui et al., 1998; Matsui et al., 1999). Rac1
hingegen scheint zu einer Dephosphorylierung der ERM-Proteinen zu fuhren,
wobei die beteiligten Proteinphosphatasen bisher nicht bekannt sind (Faure et
al., 2004). Offenbar konnen ERM-Proteine direkt mit RhoGDlIs interagieren
und diese so von RhoA I6sen, was zu einer Aktivierung der RhoA-GTPasen
fuhrt (Takahashi et al., 1998). Zumindest fur RhoA und die ERM-Proteine

wurde sich so eine mdgliche positive Ruckkoppelungsschleife ergeben.
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1.5 Synaptische Plastizitat, Lernen und Gedachtnis

Eine aktivitatsabhangige Veranderung der Starke der synaptischen
Transmission wird als synaptische Plastizitat bezeichnet. Unterschieden wird
hierbei zwischen kurzfristigen Anderungen der Transmission im
Millisekunden- bis Minuten-Bereich (Prozesse des Kurzeitgedachtnisses) und
lang anhaltenden Veranderungen, die Uber Stunden, Tage und auch Jahre
anhalten konnen (Prozesse des Langzeitgedachtnisses) (Di Filippo et al.,
2009; Kasai et al., 2010; Neves et al., 2008). Zwei lang anhaltende
Phanomene sind LTP (long-term-potentiation) und LTD (long-term-
depression), die als zellulare und molekulare Phanomene fur Lernen und
Gedachtnisbildung im Saugetiergehirn herangezogen werden (Bliss & Lomo
1973; Feldman 2009). LTP kann durch kurze, hochfrequente und LTD durch
lange, niederfrequente Stimulation in hippokampalen Schnittkulturen induziert
werden (Artola & Singer 1987; Mulkey & Malenka 1992). Hierbei fuhrt die
Aktivierung von NMDA-Rezeptoren zu einem Einstrom von Ca®* und dadurch
zu einer Ca**-abhangigen Aktivierung der CamKIll (Fukunaga et al., 1993).
CamKIl phosphoryliert darauf die GluR1-Untereinheit der AMPA-Rezeptoren,
wodurch dessen Leitfahigkeit erhoht wird (Barria et al., 1997; Benke et al.,
1998). Weitere Signalkaskaden fuhren zu einer erhdhten Insertion von AMPA-
Rezeptoren in die Plasmamembran der Postsynapse, wodurch es zu einer
lang anhaltenden erregenden Transmission kommt (Banke et al., 2000; Man
et al., 2007; Roche et al., 1996). Morphologisch fuhren LTP und LTD zu einer
Veranderung der Synapsenbildung und der Spines in Bezug auf ihre Form,
Anzahl und GroRe (Alvarez & Sabatini 2007; Feldman 2009). Ubergeordnet
existieren in Neuronen drei unterschiedliche Mechanismen, um die Anzahl der
Neurotransmitter-Rezeptoren in der Synapse und damit deren Transmission
zu regulieren (Choquet & Triller 2003; Kneussel & Loebrich 2007): (i)
Rezeptoren konnen neu synthetisiert werden und in Transportvesikeln uber
einen Motorprotein-vermittelten Transport zur Plasmamembran gelangen, um
dort in extrasynaptischen Bereichen der Plasmamembran zu inserieren. Dies
wird als langsame vertikale Rekrutierung beschrieben. (ii) Durch Endozytose
und Exozytose konnen Rezeptoren internalisiert und wieder recycelt werden.

Dies wird als schnelle vertikale Rekrutierung beschrieben. (iii) Rezeptoren
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konnen innerhalb der Plasmamembran an definierten Orten geblndelt, aber
auch wieder gelost werden und so zwischen extrasynaptischen und
synaptischen Bereichen diffundieren. Dies wird als schnelle horizontale
Rekrutierung beschrieben. Sehr gut dokumentiert ist die Rolle des
Hippokampus bei der Erfassung und Speicherung von raumlicher Erinnerung
und bei der Wahrnehmung von neuen Reizen aus der Umwelt (Kemp &
Manahan-Vaughan 2007). Es wird angenommen, dass die Phanomene LTP
und LTD an diesen Prozessen im Hippokampus beteiligt sind. Dieser
Zusammenhang wurde als erstes durch Morris et al. gezeigt (Morris et al.,
1986). Mause, denen ein Antagonist fur den NMDA-Rezeptor verabreicht
wurde, zeigten kein LTP wund ein vermindertes Lernen in der
reference memory Version des Morris water maze Tests. Hingegen fuhrte die
Uberexpression der NR2B-Untereinheit des NMDA-Rezeptors in Mausen zu
einem verstarkten LTP und verbesserten Lerneigenschaften (Manahan-
Vaughan & Braunewell 1999). Da das Gleichgewicht zwischen Erregung und
Inhibition die Auspragung von LTP bzw. LTD reguliert (Bear & Malenka 1994;
Freund & Buzsaki 1996; Kullmann et al., 1996), gibt es Hinweise, dass
inhibitorische Neurotranmitterrezeptoren wie GABAAR an LTP sowie Lernen
und Gedachtnisbildung beteiligt sind (Caillard et al., 1999; Gaiarsa et al.,
2002; Komatsu & lwakiri 1993; Morishita & Sastry 1996). Speziell GABAAR,
welche die a5-Untereinheit enthalten, scheinen hierbei eine wichtige Rolle zu
spielen. So zeigte eine a5 Knockout Maus eine bessere Leistung in der
working memory Version des Morris water maze Tests (Collinson et al., 2002)
und in Ubereinstimmung damit ergab die Analyse einer a5-Mutante eine
verbesserte Assoziation im trace fear conditioning (Crestani et al., 2002; Yee
et al., 2004).

Die prazise Regulation der a5-Untereinheiten enthaltenden GABAAR in der
inhibitorischen Synapse konnte somit einen wichtigen Faktor bei der
Regulierung von LTP und LTD und den damit verbundenen Einflissen auf
Lernen und Gedachtnis darstellen. Die physiologische Funktion und
Regulation von Radixin als ein neues Gerustprotein von GABAAR a5 kdnnte

zu dem Verstandnis dieser Prozesse beitragen.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Einer der wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter-Rezeptoren im ZNS
von Saugetieren ist der GABAa-Rezeptor. Die Expression der a5-Untereinheit
enthaltenden GABAAa-Rezeptoren ist vornehmlich auf den Hippokampus
beschrankt, wo ihnen eine wichtige Funktion hinsichtlich Lernen und
Gedachtnis zugesprochen wird. Die Bundelung von synaptischen GABAAR
wird maldgeblich Uber das Gerustprotein Gephyrin vermittelt. Die
hauptsachlich extrasynaptisch lokalisierte a5-Untereinheit scheint hingegen
durch Radixin an der Plasmamembran verankert zu werden, allerdings ist
hieriber bislang nur wenig bekannt.

Vor diesem Hintergrund sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die genaue
Regulation der Interaktion von Radixin und der ab-Untereinheit untersucht
werden. Unter Verwendung von zellbiologischen und biochemischen
Methoden sollten Erkenntnisse uber mogliche Signalkaskaden, die eine
Regulation der Interaktion erlauben und damit einen Einfluss auf die
synaptische und extrasynaptische Lokalisation der a5-Untereinheit nehmen
konnten, gewonnen werden. Hierbei standen die Verwendung eines primaren
hippokampalen Zellkultursystems sowie einer Radixin Knockout Mauslinie im
Vordergrund. Aullerdem sollte auf Ebene des Verhaltens, insbesondere
bezuglich Lernen und Gedachtnis, die Auswirkungen der Depletion von
Radixin in Mus musculus erstmals charakterisiert werden. Die gewonnenen
Resultate sollten zum besseren Verstandnis der physiologischen Rolle von
Radixin und der GABAAR a5-Untereinheit beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

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

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

21.2 Gerate

PCR-Maschine: T-1 Thermocycler (Biometra, Gottingen).

Gelkammern fur Agarosegele: B2, B1A (Owl Separation Systems,
Portsmouth, USA).

Photometer: Ultraspec 3000 (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK),
NanoDrop ND-1000 (PEQLAB, Erlangen).

UV-llluminator: UVT2035 (Herolab, Wiesloch).

Gelkammern fur PAGE: Mini-PROTEAN 3 Cell (Biorad, Minchen).

Western Blot-Apparatur: Mini Trans-Blot Cell (Biorad, Munchen).
Homogenisator: Potter S (B. Braun Melsungen AG, Melsungen).
Ultraschallgerat: Micro Ultrasonic Cell Disrupter KT 50 (Kontess, Vineland,
USA).
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Zentrifugen: TL-100 Ultracentrifuge; L7 Ultracentrifuge; J2-21 M/E (Beckman
Coulter, Fullerton, USA); Eppendorf Zentrifuge 5417 C (Eppendorf, Hamburg).
Rotoren: TLA 100.3, JA-10, JA-14, JA-20, SW-40Ti (Beckman Coulter,
Fullerton, USA).

Sterilbanke fur Zellkulturarbeiten: SteriilGARD Class Il TypA/B3 (Baker
Company, Sanford, USA).

Zellkulturinkubatoren: NUAIRE IR AUTOFLOW CO; (Zapf Instrumente,
Sarstedt); Heraeus-Inkubator (Heraeus, Hanau); Hera-Cell Inkubator
(Heraeus, Hanau).

Mikroskope: Inverses konfokales Laser-scanning Mikroskop Leica DM IRBE
mit Leica Confocal Software 2.61 Build 1537 (Leica, Wetzlar); konfokales
Laser-scanning Mikroskop Olympus Fluoview FV1000 mit Olympus Flouview
Software Ver. 2.1b (Olympus, Hamburg); inverses Lichtmikroskop Axiovert 40
CFL (Zeiss,).

Sequenzierer: ABI Prism, 377 DNA-Sequencer (Applied Biosystems,
Darmstadt).

Taumelrollenmischer: RM5-35S (Frobel Labortechnik, Lindau).

213 Medien und Lésungen

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

wurden nach Sambrook et al. (1989) bzw. nach Herstellerangaben angesetzt.
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ACSF(+)
1 mM MgCly; 125 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 2 mM CaCly; 33 mM (D)-
Glukose; 25 mM HEPES, pH 7,3 gelost in H,O

ACSF(-)
125 mM NacCl; 2,5 mM KCI; 2 mM CaClz; 33 mM (D)-Glukose; 25 mM
HEPES, pH 7,3 gel6st in H,O

Blockierungspuffer (Immundetektion)
5% (w/v) Magermilchpulver oder 5% (w/v) Bovines Serumalbumin
(BSA) in 1x TBST

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

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

6x DNA-Ladepuffer
7,5 g Ficoll; 0,125 g Bromophenolblau; ad 50 ml H,O (Aliquots wurden
bei —20 °C gelagert)

2x HBS
1,6 g NaCl; 0,074 g KCI; 0,027 g NapgHPO4*2 H,0; 0,2 g Dextrose; 1 g
HEPES; ad 100 ml HO; pH 7,05 (sterilfiltriert, aliquotiert und bei
—20 °C gelagert)

HEPES-Lysis-Puffer
130 mM HEPES; 0,2% Triton-X-100; 10 mM EGTA gel6st in H20, vor
Gebrauch wurden 1 mM PMSF und Complete Protease Inhibitor

(Roche, Mannheim) zugegeben

HEPES-Puffer
135 mM NaCl; 5 mM KCI; 2 mM CaCly; 2 mM MgClz; 10 mM HEPES;
pH 7,4; 15 mM (D)-Glukose; geldst in H,O
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HEK293TN-Medium
500 ml D-MEM (+ 4500 mg/l (D)-Glukose, + GlutaMAX I, - Pyruvat);
5ml Penizillin/Streptomyzin-Losung  (10.000 U/ml); 50 ml FBS;
50 yg/ml G418

HEK Zelllysis-Puffer
1% Triton-X-100 gel6st in 1x PBS, vor Gebrauch wurden 1 mM PMSF

und Complete Protease Inhibitor (Roche, Mannheim) zugegeben

IP-Waschpuffer
50 mM Tris (pH 7,5); 150 mM NacCl; 5 mM MgCl;

LB-Agar
LB-Medium mit 1,5% (w/v) Agar (autoklaviert); nach Abkuhlen der
Losung auf 50 °C wurde zur Selektion resistenter Bakterien Antibiotika

supplementiert: Ampizillin (100 pg/ml); Kanamyzin (50 pg/ml)

LB-Medium
10 g Trypton; 5g Hefeextrakt; 5g NaCl; ad 1000 ml H,O pH 7,5;

(autoklaviert)

Neurobasalmedium
500 ml  Neurobasalmedium (Invitrogen, Carlsbad, USA); 2 mM
L-Glutamin; 25 pg/ml Pyruvat; 5 ml Penizillin/Streptomyzin-L6sung
(10.000 U/ml); 2% (v/v) B27 (vor dem Gebrauch frisch hinzugefugt)

Paraformaldehyd-Losung
4 g PFA; 4 g Sucrose; ad 1000 ml 1x PBS; die Losung wurde auf 60 °C
erhitzt und tropfenweise 1 M NaOH zugegeben bis die Losung klar

erschien; pH 7,2

1x PBS
8 g NaCl; 0,2 g KClI; 1,44 g Na;HPOy4; 0,24 g KH2POy4; ad 1000 ml H20;
pH 7,5 (autoklaviert)
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PERM Zelllysis-Puffer
1% Triton-X-100; 50 mM NaF; 2 mM NazOVy; 2 mM EDTA; 10 mM R-
Glyzerinphosphat; 10 mM Natriumpyrophosphat; geldst in 1x PBS; vor
Gebrauch wurden 1 mM PMSF und Complete Protease Inhibitor

(Roche, Mannheim) zugegeben

SDS-Laufpuffer (10x)
250 mM Tris; 2,5 M Glyzin; 1% (w/v) SDS; geldst in H2O; pH 8,3

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

8 ul B-Mercaptoethanol versetzt

Sonifizierungs-Puffer
400 mM NaCl; 100 mM HEPES (pH 7,9); 10% (w/w) Glyzerin; gelost in
H.0

Stripping-Puffer
25 mM Glyzin; 1% SDS; pH 2,0; gelost in H20

Sucrose-Losungen
1,2 M, 1 M oder 0,85 M Sucrose; 0,4 mM NaHCOs3; geldst in H,O

Sucrose-Puffer A
320 mM Sucrose; 1 mM NaHCOs3; 1 mM MgCly; 500 uM CacCly; 5 mM
EDTA pH 8,0; gelost in H2O; vor Gebrauch wurden 1 yM PMSF und

Complete Protease Inhibitor (Roche, Mannheim) zugegeben

Sucrose-Puffer B
320 mM Sucrose; 1 mM NaHCOg; geldst in H,O

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

TBST (10x)
200 mM Tris (pH 7,5); 1,5 M NaCl; 2% (v/v) Tween-20; geldst in H,O

Western Blot-Puffer
20% (v/v) Methanol; 250 yM Tris; 192 yM Glyzin; ad 1000 ml Hz0,
pH 8,4
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214 Tiere

Es wurden Wildtyp-Ratten vom Stamm Wistar sowie Wildtyp-Mause der
Stamme FVB x C57BIl/6J oder CBA x C57BI/6J benutzt. AuRerdem wurden
homozygote (-/-) Radixin Knockout Mause benutzt, bei denen der rdx
Genlokus durch homologe Rekombination entfernt wurde (Kikuchi et al.,
2002). Fur die Kontrollen wurden Wildtyp-Wurfgeschwister verwendet. Die
Tiere wurden von Prof. S. Tsukita (Universitat von Kyoto, Kyoto, Japan) zur
Verfigung gestellt.

Fir die Verhaltensexperimente wurden diese Mause Uber sieben
Generationen mit C57BIl/6J gekreuzt, um einen definierten genetischen

Hintergrund zu erhalten.

215 Zelllinien

HEK293TN-Zelllinie humane embryonale Nierenzelllinie (ATCC CRL-
1537), ATCC (Manassas, USA)

2.1.6 Bakterienstamme

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

Bl21-Codon-

Plus®(DE3)-RIL E.coli B F ompT hsdS(rs mg’) dem™ Tet' gal

MDE3) endA Hte [argU ileY leuW Cam']
Stratagene (La Jolla, Kalifornien, USA)
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21.7 GroRenstandards
DNA-Standard Hyperladder | (Bioline, Luckenwalde)
Protein-Standard Page Ruler Prestained Protein Ladder (Fermentas,

St. Leon-Rot)

21.8 Reaktionskomplettausstattungen

ImmobilonWestern HRP Substrat (Millipore, Billerica, USA); QIlAprep,
Maxiprep Kit (Qiagen, Hilden); E.Z.N.A., Plasmid Miniprep Kit | (Peqglab,
Erlangen); E.Z.N.A., Cycle Pure Kit (Peglab, Erlangen); E.Z.N.A., Gel
Extraction Kit (Peqglab, Erlangen); Quick Ligation Kit (NewEngland Biolabs,
Ipswich, USA); BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Darmstadt); BCA Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology,
Rockford, USA); Dneasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden); QuickChange
XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, USA); Quick Ligation
Kit (NewEngland Biolabs, Ipswich, USA).
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21.9

Antikorper

Material und Methoden

Die folgenden Antikorper wurden in der angegebenen Verdinnung fur

Immunzytochemie (ICC) oder Western Blot (WB) verwendet:

Antikorper

a-p-Actin
a-ERM
a-GABAAR a1
a-GABAAR a5

a-Gephyrin

a-myc
o-PERM
a-PSD95
a-Radixin
a-SV2

o~o-Tubulin

Spezies

Monoklonal,
Maus
Polyklonal,
Kaninchen
Polyklonal,
Kaninchen
Polyklonal,
Kaninchen
Monoklonal,
Maus

Polyklonal,
Kaninchen
Polyklonal,
Kaninchen
Monoklonal,
Maus
Monoklonal,
Ratte
Monoklonal,
Maus
Monoklonal,
Maus

Verdiinnung

1:3.500 (WB)
1:1.000 (WB)
1:1.000 (WB)
1:1.000 (WB),
1:50 (ICC)
1:250 (WB)
1:4.000 (WB)
1:2.000 (WB)
1:2.000 (WB)
1:500 (WB),
1:50 (ICC)
1:100 (ICC)

1:10.000 (WB)

Tab. 2.1: Verwendete Priméarantikorper

Antikorper

o-Kaninchen-HRP

o-Maus-HRP

o-Ratte-HRP

a-Kaninchen-Cy3

a-Ratte-Cy3

a-Maus-Cy5

Spezies

Ziege
Ziege
Ziege
Esel
Esel

Esel

Verdiinnung

1:10.000 (WB)
1:10.000 (WB)
1:10.000 (WB)
1:500 (ICC)
1:500 (ICC)

1:500 (ICC)

Tab. 2.2: Verwendete Sekundarantikorper

Inkubationszeit
und
Temperatur
1hRT

UN 4 °C

UN 4 °C

UN 4 °C

UN4-°C

1hRT
UN4-°C
1hRT
UN4-°C
1hRT

1hRT

Inkubationszeit
und
Temperatur

1hRT
1hRT
1hRT
1hRT
1hRT

1hRT

Referenz

SIGMA
(Taufkirchen)
Cell Signaling
(Danvers, USA)
Serotec (Oxford,
UK)

Acris (Herford)

BD Bioscience
(Kalifornien,
USA)

SIGMA
(Taufkirchen)
Cell Signaling
(Danvers, USA)
ABR (Golden,
USA)

S. Tsukita
(Kyoto, Japan)
Harvard,
(Boston, USA)
SIGMA
(Taufkirchen)

Referenz

Dianova
(Hamburg)
Dianova
(Hamburg)
Dianova
(Hamburg)
Dianova
(Hamburg)
Dianova
(Hamburg)
Dianova
(Hamburg)
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2.1.10 Vektoren

Die folgenden Vektoren wurden verwendet:

Name
pEGFP-N3

pEGFP-N2-Rdx-WT

pEGFP-N2-Rdx-T564A

pEGFP-N2-Rdx-T564D

pBK-CMV-Rdx-myc

pBK-CMV-RdxT564A-myc

pBK-CMV-RdxT564D-myc

pcDNAS.1-myc
pEXV-RhoN19
pEXV-RhoV14

pEXV-RacV12

pGEX-5X-1

pGEX-5X-1-a5 loop

Tab. 2.3: Verwendete Vektoren

Herstellung/Herkunft
Clontech (Heidelberg)

Sven Loebrich (ZMNH,
Hamburg)

Sven Loebrich (ZMNH,
Hamburg)

Sven Loebrich (ZMNH,
Hamburg)

Sven Loebrich (ZMNH,
Hamburg)

Amplifikation von RAxT564A
nach Mutagenese als Kpnl-
Sacl Fragment. Zielvektor:
pBK-CMV-Rdx-myc

Sven Loebrich (ZMNH,
Hamburg)

Invitrogen (Karlsruhe)

Eva Evers (Frankfurt)

Eva Evers (Frankfurt)

Eva Evers (Frankfurt)

Promega (Madison, USA)

Sven Loebrich (ZMNH,
Hamburg)

Material und Methoden

Verwendung

Expression von eGFP in
eukaryotischen Zellen
Expression von eGFP-
markiertem Radixin in
eukaryotischen Zellen
Expression von eGFP-
markiertem Radixin-T564A in
eukaryotischen Zellen
Expression von eGFP-
markiertem Radixin-T564D in
eukaryotischen Zellen
Expression von myc-
markiertem Radixin in
eukaryotischen Zellen
Expression von myc-
markiertem Radixin-T564A in
eukaryotischen Zellen

Expression von myc-
markiertem Radixin-T564D in
eukaryotischen Zellen
Expression von myc in
eukaryotischen Zellen
Expression von RhoN19 in
eukaryotischen Zellen
Expression von RhoN19 in
eukaryotischen Zellen
Expression von RhoN19 in
eukaryotischen Zellen
Expression von GST in
bakteriellen Zellen
Expression der GST-
markierten intrazellularen
Schleife der GABAAR a5
Untereinheit in bakteriellen
Zellen
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2.1.11 Oligonukleotide

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

purity salt free) bezogen:

Name

TH-RADIXIN-K10 (Common)

TH-RADIXIN-K17 (Target)
TH-RADIXIN-K18 (Wild)

TH-RdxT564A-Mut-s

TH-RdxT564A-Mut-as

MK-Radixin-WT-1s
MK-Radixin-WT-2s

MK-Radixin-WT-3s

5°-3’-Sequenz
CAATTTAAGCCATGTAGAATA
TCC
GGTTCCTCTTCCCATGAATTC

GGAATTTTGGCAGTACATATT
CAG
CCGTGATAAGTACAAGGCCC
TTCGGCAGATTCG

CGAATCTGCCGAAGGGCCTT
GTACTTATCACGG

GCTAATGACAGACTCTTACCA
CAG
CGGGAGGTTTTGCATCAGAA
GCAG
CCTCCACCTCCCCCTCCTCCA
GTC

Tab. 2.4: Verwendete Oligonukleotide

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1

Transformation von E. coli

Verwendung
Genotypisierung von
Radixin Knockout Mausen
Genotypisierung von
Radixin Knockout Mausen
Genotypisierung von
Radixin Knockout Mausen
Mutagenese von pBK-
CMV-Rdx-myc zu
RdxT564A

Mutagenese von pBK-
CMV-Rdx-myc zu
RdxT564A
Sequenzierung von pBK-
CMV-RdxT564A-myc
Sequenzierung von pBK-
CMV-RdxT564A-myc
Sequenzierung von pBK-
CMV-RdxT564A-myc

Zur DNA-Gewinnung wurde der E. coli-Stamm XL1-Blue transformiert, fur die
ektopische Expression von GST-Fusionsproteinen der E. coli-Stamm BI21-
Codon-Plus®(DE3)-RIL. Die Transformation wurde nach einer Methode von
Inoue (Inoue et al., 1990) durchgefuhrt. Pro Ansatz wurden 100 pl chemisch
kompetente E. coli-Zellen mit 1,7 yl p-Mercaptoethanol (1:10) auf Eis unter
gelegentlichem, vorsichtigem Schutteln fur 10 min inkubiert. Nach der Zugabe
des Ligationsansatzes (2.2.9) oder 50 ng Plasmid-DNA und Inkubation fur
30 min auf Eis erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C fur 30 s. Die Zellen wurden

dann mit 800 pl LB-Medium fur eine Stunde bei 37 °C geschittelt.
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Anschlieend wurden die Zellen auf entsprechende Antibiotikum-enthaltende
LB-Agarplatten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C oder fur 72 h bei

Raumtemperatur inkubiert.

222 Isolierung von Plasmid-DNA

Praparationen von Plasmid-DNA aus Bakterien im 5 ml Ubernachtkultur-
Malstab wurden durch alkalische Lyse (Birnboim & Doly 1979) mit
anschlielender Aufreinigung mittels Anionenaustauschersaulen mit Hilfe des
E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kits | (Peqlab, Erlangen) nach den
Herstellerangaben durchgefiihrt. Aus Bakterien im 250 ml Ubernachtkultur-
Malstab wurde Plasmid-DNA nach alkalischer Lyse der Bakterien mit Hilfe
von Anionenaustauschersaulen nach dem Protokoll des QIAprep, Maxiprep
Kits (Qiagen, Hilden) isoliert.

223 Bestimmung von DNA-Konzentration und -Reinheit

Eine qualitative und quantitative Uberpriifung von DNA in wassriger Lésung
erfolgte zum einen photometrisch mit einem Ultraspec 3000 Photometer (GE
Healthcare, Buckinghamshire, England) und zum anderen durch
gelelektrophoretische Auftrennung (2.2.7) durch einen Intensitatsvergleich
zwischen den Ethidiumbromid-gefarbten DNA-Fragmenten und denen des
Grollenmarkers Hyperladder | (Bioline, Luckenwalde). Die Konzentration der

Markerfragmente wird vom Hersteller angegeben.

224 Fallung von DNA

Um DNA in einer wassrigen Losung zu konzentrieren, wurde diese mit 2,5-
fachem Volumen Ethanol und 10% (v/iv) 3M NaAc (pH 5,5) versetzt.

Hierdurch wird Nukleinsduren die Hydrathulle entzogen, woraufhin sie
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ausfallen. Danach wurde das DNA-Prazipitat fur 10 min bei 20.000 x g
abzentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgesaugt. Das DNA Pellet
wurde mit einfachem Volumen 70% Ethanol gewaschen, nach kurzer
Zentrifugation getrocknet und in einer adaquaten Menge TE-Puffer, frisch

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

225 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

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

(Roche, Mannheim) verwendet.

226 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Zur Verhinderung einer Religation der mit Restriktionsendonukleasen
geschnittenen Vektoren (2.2.5) wurden die 5°-Phosphatgruppen der DNA-
Fragmente mit alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm (CIP) (NewEngland
Biolabs, Ipswich, USA) entfernt. Dazu wurden abhangig vom Volumen des
Reaktionsansatzes jeweils 0,5 bis 1 yl CIP (10 U/ul) verwendet und fur eine
Stunde bei 37 °C inkubiert.

227 Agarose-Gelelektrophorese

Die Produkte der PCR-Genotypisierung von wildtypischen (+/+),
heterozygoten (+/-) und homozygoten (-/-) Radixin Knockout Mausen (2.2.13)
sowie von DNA-Fragmenten wurden in 0,8 bis 1,5%igen, Ethidiumbromid

enthaltenden Agarosegelen in horizontalen Elektrophoresekammern
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aufgetrennt. Zur Herstellung der Gele wurde die Agarose in 1x TAE durch
Aufkochen geldst und 0,5 ug/ml Ethidiumbromid hinzugefugt. Als Laufpuffer
wurde 1x TAE verwendet. Die DNA wurde entsprechend in DNA-Ladepuffer
aufgenommen, auf das Gel aufgetragen, bei etwa 7-10 V pro cm Gellange
elektrophoretisch aufgetrennt und unter UV-Licht sichtbar gemacht. Der
Hyperladder | (Bioline, Luckenwalde) wurde als GroRenmarker und zur

Bestimmung der DNA-Konzentration (2.2.3) verwendet.

2.2.8 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Durch entsprechende Restriktionsenzyme aus Plasmiden geschnittene DNA-
Fragmente (2.2.5) wurden durch Agarose-Gelelektrophorese (2.2.7)
aufgetrennt, mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit
dem E.Z.N.A. Gel Extraction Kit (Peglab, Erlangen) nach den Angaben des
Herstellers aus dem Gel extrahiert und mittels Anionenaustauschersaulen
aufgereinigt. Alternativ wurde zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten nach
Restriktionsverdau das Protokoll des E.Z.N.A., Cycle Pure Kits (Peglab,

Erlangen) verwendet.

229 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von Restriktionsfragmenten erfolgte unter Verwendung des Quick
Ligation Kits (NewEngland Biolabs, Ipswich, USA). Hierzu wurden 50 ng
Vektor und der dreifache stochiometrische Uberschuss an DNA-Fragmenten
verwendet (Crouse et al., 1983). Die Ligationsansatze wurden mit 10 pl 2x
Quick-Ligase-Puffer und 1 pl Quick-T4-DNA-Ligase oder alternativ T4-DNA-
Ligase (5 U/ul) in einem Volumen von 20 yl bei RT fur 30 min inkubiert oder
uber Nacht bei 4 °C.
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2.2.10 Mutagenese und Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fur die Klonierung verschiedener DNA-Fragmente wurden diese unter
Verwendung Sequenz-spezifischer Oligonukleotide und dem QuickChange
XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, USA) nach den
Angaben des Herstellers durch eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
amplifiziert. Dabei enthielten die Oligonukleotide je eine spezifische Sequenz
fur eine Restriktionsschnittstelle (siehe 2.1.11). Die PCR-Produkte wurden
anschlielend mit den entsprechenden Enzymen verdaut (2.2.5) und in den
jeweiligen Vektor kloniert (siehe 2.1.10). Die PCR wurde mit Hilfe einer
PfuTurbo-DNA-Polymerase (Stratagene, La Jolla, USA) nach den Angaben
des Herstellers durchgefihrt. Es wurde folgendes Protokoll fur die

Temperaturzyklen mit einer Starttemperatur von 95 °C verwendet:

1.) 95 °C 1 min Denaturierung
2.) 95°C 50s Denaturierung
3.) 60 °C 50 s Hybridisierung

4.) 68 °C 1 min/kb Elongation
30 Wiederholungen der Schritte 2 bis 4

5) 68°C 7 min Finale Elongation
6.) 4°C x Reaktionsstop
2.2.11 Klonierung von DNA-Fragmenten

Zunachst wurde das rekombinante Plasmid mit der DNA-Sequenz von
Interesse sowie der Zielvektor praparativ verdaut (2.2.5). Anschlielend
wurden die 5°-Enden des geodffneten Zielvektors dephosphoryliert (2.2.6). Der
dephosphorylierte Zielvektor und das DNA-Fragment von Interesse wurden
dann gelelektrophoretisch aufgereinigt und aus dem Gel extrahiert (2.2.7,
2.2.8). Nach erneuter gelelektrophoretischer Auftrennung der beiden
Fragmente zur DNA Konzentrationsbestimmung (2.2.3), wurden diese ligiert
(2.2.9). Mit dem Ligationsansatz wurden E. coli -Zellen transformiert (2.2.1)

und positive Klone, die das rekombinante Plasmid von Interesse trugen, nach
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Isolierung von Plasmid-DNA (2.2.2) uber eine geeignete Restriktions-Analyse
(2.2.5) identifiziert. Positive Klone wurden durch automatisierte Didesoxy-

Sequenzierung vollstandig uberpruft (2.2.12).

2212 DNA-Sequenzierung

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

Sequenzen.

2.213 Genotypisierung von Radixin Knockout Mausen mittels PCR

Zur Genotypisierung mittels PCR von wildtypischen (+/+), heterozygoten (+/-)
und homozygoten (-/-) Radixin Knockout Mausen wurden zwei Rdx-Gen-
spezifische Oligonukleotide (TH-RADIXIN-K17 und TH-RADIXIN-K18) sowie
ein  Rdx-Gen-unspezifisches Oligonukleotid (TH-RADIXIN-K10), das
komplementar zu einer Sequenz stromaufwarts des Rdx-Genlokus ist,
verwendet (2.1.11). Zur Detektion des wildtyp Allels wurden TH-RADIXIN-K10
und TH-RADIXIN-K18 verwendet, welche komplemetar zu Sequenzen des
Rdx-Genlokus sind, eingesetzt. Das daraus resultierende
Amplifikationsprodukt hat eine GroRe von 800 bp. Zur Detektion des
Knockout-Allels wurden ebenfalls TH-RADIXIN-K10 sowie TH-RADIXIN-K17,

welche komplementar zu Sequenzen innerhalb der Insertionskassette von
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Exon 3 des Rdx-Genlokus sind, verwendet. Das hieraus resultierende
Amplifikationsprodukt hat eine GrofRe von 210 bp. Die Oligonukleotide wurden
nun in einer Aaquimolaren Multiplex-Reaktion eingesetzt, um die
entsprechenden Rdx Allele auf dem Maus Chromosom 9 zu amplifizieren.
Hierzu wurde zunachst die genomische DNA aus Schwanzbiopsien von
wildtypischen (+/+), heterozygoten (+/-) und homozygoten (-/-) Radixin
Knockout Mausen mit Hilfe des Dneasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden)
extrahiert und nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. 4 ul der
aufgereinigten genomischen DNA wurden als Matrize fur die Genotypisierung

mittels PCR in einem Reaktionsvolumen von 40 pl wie folgt eingesetzt:

Reaktionskomponenten

Volumen (pl)

Genomische DNA 4
10x PCR Rxn Buffer ohne MgCl, 3
(Invitrogen, Carlsbad, USA)

2,5 mM dNTPs (Invitrogen, Carlsbad, USA) 3
Oligonukleotid TH-RADIXIN-K10 10 pmol/pl 1,5
Oligonukleotid TH-RADIXIN-K17 10 pmol/pl 0,75
Oligonukleotid TH-RADIXIN-K18 10 pmol/pl 0,75
5 U/ul Taq Polymerase 025
(Invitrogen, Carlsbad, USA) ’
50 mM MgCl; (Invitrogen, Carlsbad, USA) 1,2
H,O 25,55

Tab. 2.5: Reaktionskomponenten der Genotypisierung von Radixin Knockout Mausen
mittels PCR

Es wurde folgendes Protokoll flr die Temperaturzyklen der PCR mit einer
Starttemperatur von 94 °C verwendet:

1) 94 °C 3 min
2) 94°C 20s
3) 72°C 30s
4,) 72°C 2min
3 Wiederholungen der Schritte 2 bis 4

5) 94°C 20s
6.) 69°C 30s
7.) 72°C 2min
3 Wiederholungen der Schritte 5 bis 7
8) 94°C 20s
9) 66°C 30s
10.) 72°C 2min
3 Wiederholungen der Schritte 8 bis 10
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11.) 94°C 20s
12.) 63°C 30s
13.) 72°C 2 min
3 Wiederholungen der Schritte 11 bis 13

14.) 94°C 20s
15.) 60°C 30s
16.) 72°C 2 min
3 Wiederholungen der Schritte 14 bis 16

17.) 94°C 20's
18.) 57°C 30s
19.) 72°C 2min

30 Wiederholungen der Schritte 17 bis 19

20.) 72°C 7 min
21) 10°C =

Nach Abschluss der Reaktion wurden die PCR-Produkte mit Hilfe von

Agarose-Gelelektrophorese (2.2.7) aufgetrennt, analysiert und dokumentiert.

2.3 Proteinbiochemie

2.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE). Die Gelelektrophorese
wurde mit Hilfe des Mini-Protean Il Systems (Biorad, Munchen) durchgefuhrt.
Hierzu wurden 8%ige Trenngele und 5%ige Sammelgele aus einer 40% (w/v)
Acrylamid-/Bis-acrylamidlosung (Roth, Karlsruhe) hergestellt (Sambrook et
al., 1989). Die Proteinlosungen wurden vor dem Auftragen auf das SDS-
Polyacrylamidgel entsprechend mit 4x SDS-Probenpuffer versetzt und 6 min
bei 95 °C hitze-denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung
von 90 V wahrend der Fokussierung im Sammelgel und 110 V wahrend der
Auftrennung im Trenngel in 1x SDS-Laufpuffer. Anschlieend wurden die
Proteine durch Western Blot (2.3.2) auf eine PVDF-Membran transferiert. Als
GroRenmarker wurde der Precision Plus Protein Standards Dual Color

(Biorad, Minchen) verwendet.
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232 Western Blot

Zum Nachweis von Proteinen durch spezifische Antikdrper (Immundetektion,
2.3.3) wurden die Proteine nach der gelelektrophoretischen Auftrennung
(2.3.1) auf eine PVDF-Membran Hybond-P der PorengrolRe 0,45 pum
(Amersham, Freiburg) transferiert. Der Transfer erfolgte mit Hilfe von einem
Wet-Blot Mini Trans-Blot Cell Apparat (Biorad, Munchen) bei einer konstanten
Spannung von 100V fur 75 min. Der Blot wurde ausgehend von der
Anodenseite wie folgt aufgebaut: Ein Schaumstoffkissen (Biorad, Munchen),
zwei Lagen Whatman-Papier, PVDF-Membran, SDS-Gel, zwei Lagen
Whatman-Papier und ein Schaumstoffkissen, alles getrankt in Western Blot-
Puffer. Vor dem Blot wurde die Membran fur 15 s in Methanol aktiviert, in H,O

fur 2 min gewaschen und dann in Western Blot-Puffer aquilibriert.

2.3.3 Immundetektion

Fir den Nachweis immobilisierter Proteine auf der PVDF-Membran (2.3.2)
durch spezifische Antikorper wurde die Membran zunachst fur 60 min bei
37 °C oder Uber Nacht bei 4 °C in 5% (w/v) Magermilchpulver in 1x TBST
inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. Anschlie3end
erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikérper in entsprechender
Verdlinnung in 5% (w/v) Magermilchpulver oder BSA in 1x TBST unter
leichtem Schutteln bei 4 °C Uber Nacht oder alternativ fur 1 Stunden bei RT.
Die Membran wurde dann dreimal fur je 10 min in 1x TBST gewaschen und
anschlieBend mit dem HRP-konjugierten Sekundarantikorper in 5% (w/v)
Magermilchpulver in 1x TBST fur 45-60 min bei RT unter leichtem Schutteln
inkubiert. Nach der zweiten Inkubation wurde erneut dreimal fur jeweils
10 min mit 1x TBST gewaschen, bevor die Detektion mit der auf
Chemolumineszenz basierenden Reaktionskomplettausstattung
ImmobilonWestern (Millipore, Billerica, USA) nach Angaben des Herstellers
erfolgte. Zur Dokumentation wurden lichtsensitive Filme (Hyperfiim ECL,
Amersham, Freiburg) verwendet. Fur die Detektion eines weiteren Proteins

auf der PVDF-Membran wurde die Membran 30 min bei RT mit Stripping-
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Puffer inkubiert, um zuvor gebundene Antikorper zu entfernen. Nach 2
Waschschritten mit 1x TBST wurde die Membran erneut mit
Sekundarantikdrper inkubiert, gewaschen und detektiert, um das Verbleiben
von Signalen nach dem Stripping-Vorgang auszuschlieen. Nun wurde wie

oben beschrieben weiter verfahren.

234 Proteinextrakte aus transfizierten HEK293TN-Zellen

HEK293TN-Zellen wurden in 100 mm bzw. 35 mm-Schalen kultiviert (2.4.1)
und nach 24 h transfiziert (2.4.4). 12-48 h nach der Transfektion wurden die
Zellen bei 4 °C geerntet. Hierzu wurde das Medium abgenommen, einmal mit
10 ml 1x PBS gewaschen und die Zellen mittels eines Zellschabers (Sarstedt,
Numbrecht) in 1 ml HEK-Zelllysis-Puffer geerntet. Sollte spater die
Phosphorylierung der ERM-Proteine mittels Western Blot (2.3.2) analysiert
werden, erfolgte die Ernte in 1 ml PERM Zelllysis-Puffer. Fur die Lyse wurden
die Zellen fur 30 min auf Eis inkubiert und anschliel3end fur 10 min bei 1000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, sofort weiterverwendet oder

in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

2.3.5 Protein-Expression und -Extraktion aus Bakterien

Fusionsproteine bestehend aus Glutathion-S-Transferase (GST) und den zu
untersuchenden  Zielproteinen  wurden durch  Transformation der
entsprechenden pGEX-Vektoren (2.1.10) in Bakterien exprimiert. Die
verwendeten Vektoren erlauben die Induktion der Proteinexpression durch
Isopropyl-3-D-Thiogalaktopyranosid (IPTG) gezielt in der exponentiellen
Wachstumsphase der Bakterien. Hierzu wurden BI21-Codon-Plus®(DE3)-RIL
mit den entsprechenden Vektoren transformiert (2.2.1) und nach 24h eine 5ml
Vorkultur in Ampicillin-haltigem (100 pg/ml) LB-Medium angeimpft und bei
37 °C kultiviert. Weitere 12 h spater wurde damit eine Hauptkultur von 200 ml

zu einer OD von 0,1 angeimpft, bis zu einer OD von 0,6 kultiviert und durch
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Zugabe von IPTG die Proteinexpression induziert. Nach einer
Expressionsdauer von 8 h bei 37 °C wurden die Bakterien pelletiert (JA10
Rotor, 10 min, 3500 rpm, 4 °C), in 7,5 ml Sonifizierungspuffer resuspendiert
und dreimal fur jeweils 30 s mit Ultraschall behandelt (Micro Ultrasonic Cell
Disrupter, Outputcontrol: 60) um Zellen aufzuschlieBen, wobei nach dem
ersten Ultraschallschritt 75 yl 100 mM PMSF in Isopropanol zugegeben
wurden. Das Lysat wurde fur 30 min bei 4 °C (in 14 ml Zentrifugenréhrchen
(Greiner Bio one, Frickenhausen)) zentrifugiert (JA20 Rotor, 9500 U/min), der
Uberstand abgenommen, aliquotiert, in flissigem Stickstoff eingefroren und
bei -80 °C gelagert.

2.3.6 GST-Pulldown

Fur den Nachweis von in vitro Protein-Protein-Interaktionen wurde ein GST-
Pulldown Experiment verwendet. Hierbei wird zum Beispiel einer der zu
untersuchenden Bindepartner, fusioniert mit Glutathion-S-Transferase (GST),
in Bakterienzellen exprimiert. Der potentielle Bindepartner wird ektopisch in
heterologen Zellen exprimiert. Die hohe Affinitat von GST zu Glutathion
gestattet es, das Fusionsprotein an Glutathion-Sepharose-Kugelchen zu
immobilisieren, bevor diese zusammen mit dem, potentielle Bindepartner
enthaltenden Zelllysat inkubiert werden. Kommt es zu einer Bindung dieser
Proteine, kann der potentielle Bindepartner nach mehrmaligem Waschen aus
dem Zelllysat prazipitiert, eluiert und mittels SDS-PAGE und Western Blot
analysiert werden.

Pro Ansatz wurden hierfur 50 ul Glutathion-Sepharose-Suspension
(Amersham, Freiburg) dreimal mit 900 yl IP-Waschpuffer gewaschen. Die
Pelletierung der Sepharose erfolgte hier und im Folgenden durch
Zentrifugation fur 1min bei 30xg. AnschlieRend wurden 350 pl
Bakterienlysat (2.3.5) zusammen mit der Glutathion-Sepharose-Suspension
fir 4h bei 4°C in einem Uber-Kopf-Schiittler bei 6 U/min inkubiert.
AnschlieRend wurde erneut dreimal fur 5 min mit IP-Waschpuffer gewaschen,
500 yl HEK293TN-Zelllysat (2.3.4) zugegeben und Uber Nacht wie oben
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beschrieben inkubiert. Fur den /nput wurden 37,5 yl HEK293TN-Zelllysat
abgenommen, mit 12,5 pl 4x-SDS-Probenpuffer versetzt, 6 min bei 95 °C
hitzedenaturiert und bei -80 °C gelagert. Am nachsten Tag wurde die
Suspension dreimal fur 10 min mit 900 yl IP-Waschpuffer und einmal fur
1 min mit 900 pl 1x PBS gewaschen und pelletiert. Das Pellet wurde darauf in
50 yl 1x-SDS-Probenpuffer in 1x PBS aufgenommen, fir 6 min bei 95 °C
hitzedenaturiert und bei -80 °C gelagert. Die Analyse erfolgte anschlie3end
mittels SDS-PAGE (2.3.1) und Western Blot (2.3.2).

2.3.7 Synaptosomenpraparation

Als Synaptosomen werden Vesikel aus pre- und postsynaptischen
Membranen von Nervenzellen bezeichnet, die in vitro nach Homogenisierung
und bestimmten Zentrifugationsschritten aus neuronalem Gewebe entstehen.
Durch diese Praparation ist es mdoglich, speziell synaptische Proteine
anzureichern und zu analysieren (Whittaker et al., 1964). Hierzu wurden
jeweils eine Radixin Knockout Maus (Rdx KO (-/-)) bzw. wildtypische Maus
(WT (+/+)) dekapiert, das gesamte Gehirn entnommen und in 4 ml Sucrose-
Puffer A Uberfuhrt. AnschlieBend erfolgte die Homogenisierung in einem
15 ml Potter S (B Braun, Melsungen AG, Melsungen) mit 12 StoRen bei
900 U/min. Nach vier StoRen wurden 4 ml Sucrose-Puffer A zugegeben.
Anschlieliend wurde das homogenisierte Gehirn bei 4 °C fur 10 min und
1400 x g ((14 ml Zentrifugenrohrchen (Greiner Bio one, Frickenhausen);
JA20 Rotor) zentrifugiert. Das Pellet wurde in 4 ml Sucrose-Puffer A
resuspendiert und erneut mit 8 Stolen bei 900 U/min homogenisiert. Darauf
wurden 4 ml Sucrose-Puffer A zugegeben und wie oben beschrieben bei 4 °C
fur 10 min bei 700 x g zentrifugiert. Die Uberstande wurden vereinigt und bei
4 °C fur 10 min bei 13.800 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 2 ml Sucrose-
Puffer B resuspendiert und auf einen Sucrose-Gradienten (1,2 M, 1,0 M und
0,85 M Sucrose, jeweils 3 ml von unten nach oben aufsteigend) gegeben und
bei 4 °C fur zwei Stunden bei 82.500 x g zentrifugiert (SW40Ti Rotor).

Synaptosomen wurden hierbei an der Grenzschicht zwischen 1,2 M und 1 M
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Sucrose angereichert. Diese Bande wurde vorsichtig abgenommen, in 4x-
SDS-Probenpuffer verdunnt, fir 6 min bei 95 °C hitzedenaturiert, in flussigem
Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. Die Analyse erfolgte
anschliel3end mittels SDS-PAGE (2.3.1) und Western Blot (2.3.2).

2.4 Zellbiologie und Immunzytochemie

241 Kultur von HEK293TN-Zellen

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer sterilen Werkbank und unter
Verwendung steriler GefalRe und Reagenzien vollzogen. HEK293TN-Zellen
(2.1.5) wurden bei 37 °C und 5% (v/v) CO; in einer wasserdampfgesattigten
Atmosphare auf 100 mm Zellkulturschalen (Sarstedt, Newton, USA) kultiviert.
Vor Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen alle 2 bzw. 3 Tage im
Verhaltnis 1:4 bis 1:8, abhangig von der Konfluenz, passagiert. Zunachst
wurden die Zellen mit 10ml 1x PBS gewaschen und durch Inkubation mit
1x Trypsin-EDTA (Invitrogen, Carlsbad, USA) fur 2 min bei RT aus dem
Zellverband und von der Kulturschale geldst. Die proteolytische Aktivitat von
Trypsin wurde durch Zugabe von HEK293TN-Medium inaktiviert, bevor die
Zellen durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt und anschlieBend auf
vorgelegtes Medium enthaltende Kulturschalen in  entsprechender

Verdunnung verteilt wurden.

24.2 Praparation und Kultur primarer hippokampaler Neurone

Zur Kultivierung von hippokampalen Neuronen wurden neugeborene
wildtypische (+/+) und homozygote (-/-) Radixin Knockout Mause (P0O) durch
Dekapitation getotet. Die Hippokampi wurden in eiskaltem 1x PBS, versetzt
mit 10 mM Glukose, prapariert und zur Vereinzelung der Zellen wurden die
Gewebe mit 10 ug/ml DNase | und 0,5 mg/ml Papain (alle SIGMA,
Taufkirchen) in 10 mM Glukose in 1x PBS fur 25min bei 37 °C inkubiert. Nach
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Waschen mit 20 ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium DMEM/F12-complete
(Invitrogen, Carlsbad, USA) wurden die Zellen zum Vereinzeln vorsichtig in
2ml desselben Mediums mit abgerundeten Pasteurpipetten trituriert. Die
Zellen wurden dann in DMEM/F12-complete auf 12 mm Glasplattchen in einer
Dichte von 140.000 Zellen pro Glasplattchen ausgesat. Die Glasplattchen
wurden zuvor mit 1,5 pg/ml Poly-L-Lysin in 1x PBS und mit 20 pg/ml Laminin
in H,O (beide SIGMA, Taufkirchen) jeweils Uber Nacht bei 4 °C beschichtet.
Nach jedem Beschichtungsschritt erfolgten zwei Waschschritte mit H,O. Die
Kulturen wurden in wasserdampfgesattigter Atmosphare bei 37 °C und
5% (v/v) CO; in einem Brutschrank inkubiert. Nach 4 bis 5 Stunden wurde das
Medium durch Neurobasalmedium ersetzt. Nach 3 Tagen in Kultur (DIV 3)
wurde 3 uM 1-[3-DArabinofuranosyl]-Cytosin (SIGMA, Taufkirchen) zu den
Kulturen gegeben, um die Proliferation von Astrozyten zu stoppen. Alle
7 Tage in Kultur wurde ein Drittel des Kulturmediums durch frisches

Neurobasalmedium ersetzt.

243 Immunzytochemie

Auf 12 mm-Glasplattchen kultivierte hippokampale Neurone wurden mit
500pl 1x PBS gewaschen und fur 12 min in 500 pl 4% (w/v) Paraformaldehyd
und 4% (w/v) Sucrose in 1x PBS fixiert. Die Zellen wurden dann dreimal mit
500 pl 1x PBS gewaschen und zur Permeabilisierung der Zellmembran 4 min
mit 500 pyl  0,25% (v/v) Triton-X-100 in 1x PBS inkubiert. Nach der
Permeabilisierung wurden die Zellen zur Minimierung unspezifischer
Bindungen 30 min in 500 pl 1% (w/v) bovinem Serumalbumin (BSA) inkubiert,
gefolgt von der Inkubation in entsprechend verdinntem Primarantikdrper in
1% (w/v) BSA fur 1 Stunde bei RT. Die Zellen wurden dreimal fir 5 min in
500 yIl 1x PBS gewaschen und fur 45 min mit fluoreszenz-markiertem
Sekundarantikorper in 1% (w/v) BSA im Dunkeln bei RT inkubiert, um ein
Ausbleichen zu verhindern. Nach drei weiteren Waschschritten in 1x PBS fur
jeweils 5 min wurden die Glasplattchen mit AquaPoly-Mount (Polysciences,
Warrington, USA) auf Objekttragern fixiert, bei RT luftgetrocknet und bei 4 °C
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unter Lichtausschluss gelagert. Die Analyse der Immunfluoreszenzfarbungen
erfolgte mit Hilfe eines konfokalen Mikroskop und der entsprechenden
Software (siehe 2.1.2).

244 Transfektion kultivierter Zellen

HEK293TN-Zellen (2.1.5) wurden mit Hilfe von Kalziumphosphat nach der
Standardmethode (Chen und Okayama, 1987) transfiziert. Zunachst wurden
die Zellen vereinzelt und auf 100 mm Zellkulturschalen (Sarstedt, Newton,
USA) ausgesat. Die Kulturen wurden dann bei ca. 40-50% Konfluenz
transfiziert. Fur eine 100 mm Zellkulturschale wurden 12 ug Plasmid-DNA in
225 pl sterilem H,O aufgenommen, mit 75 pl 1M CacCl, versetzt und gemischt.
Diese Losung wurde nun langsam und unter Vortexen schrittweise in 300 pl
2x HBS pipettiert. Nach 15 min Inkubationszeit bei RT wurde der
Transfektionsmix in das HEK293TN-Medium (ohne Zusatz von G418) uber
den Zellen unter leichtem Schwenken hinzugetropft und fir 24 h bei 37 °C
und 5% (v/v) CO; inkubiert.

Neuronale Primarkulturen (2.4.2) auf 12 mm Glasplattchen wurden nach
einem leicht modifizierten Protokoll mit Hilfe von Kalziumphosphat zwischen
neun und zwolf Tagen in Kultur (DIV 9-12) transfiziert. 2 ug Plasmid-DNA
wurden in 18,75 pl sterilem H,O aufgenommen und mit 6,25 ul 1 M CaCl;
versetzt. Bei Doppeltransfektionen wurde 1 ug Plasmid-DNA pro Konstrukt
eingesetzt. Diese Losung wurde nun langsam und unter Vortexen schrittweise
in 25 ul 2x HBS pipettiert und dann far 15 min bei RT inkubiert. Vom
prakonditionierten Medium der zu transfizierenden Zellen wurden 700 pl
abgenommen und separat aufbewahrt. Zu dem auf den Zellen verbliebenen
Medium wurde der Transfektionsmix hinzupipettiert. Nach Inkubation der
Zellen bei 5% (v/v) CO; fur eine Stunde bei 37 °C wurde das komplette
Medium abgenommen und verworfen. AnschlieBend wurden die Zellen kurz
mit 500 pl vorgewarmtem HEPES-Puffer gewaschen und das zuvor separierte

Medium sowie zusatzlich 300 pl frisches Neurobasalmedium zurtck auf die
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Zellen gegeben. Die Expressionsdauer betrug je nach Konstrukt 12 bis 72
Stunden.

2.4.5 Pharmakologische Behandlung von primaren hippokampalen
Neuronen

Primare hippokampale Neurone wurden nach DIV 14-21 auf 12 mm
Glasplattchen mit pharmakologischen Substanzen in der angegebenen
Konzentration und Zeit bei 37 °C und 5% (v/v) CO; inkubiert. Als Kontrollen
wurden Neurone derselben Praparation nur mit dem Losungsmittel inkubiert.
AnschlieRend wurde das Medium abgenommen, die Zellen einmal mit 500 pl
1x PBS gewaschen und entweder mittels eines Zellschabers (Sarstedt,
Numbrecht) in 250 pl P-ERM Zelllysis-Puffer geerntet oder fixiert und fur die
Immunzytochmie verwendet (2.4.3). Fur die Lyse wurden die Zellen 30 min
auf Eis inkubiert und anschlieend fur 10 min bei 1000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, mit 4x-SDS-Probenpuffer verdiinnt, fiir 6 min
bei 95 °C hitzedenaturiert, in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C
gelagert. Parallel wurden 10 pl des Uberstandes abgenommen und mit Hilfe
der Reaktionskomplettausstattung BCA Protein Assay Kit (Pierce
Biotechnology, Rockford, USA) die Proteinkonzentrationen bestimmit.
Hiernach erfolgte die Analyse mittels SDS-PAGE (2.3.1) und Western Blot
(2.3.2).
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Folgende pharmakologische Substanzen wurden in der angegebenen

Konzentration verwendet:

Lager-
Name Elngesetztg Konzentration Wirkungsweise Herkunft
Konzentration und
Losungsmittel
Agonist des SIGMA-
AMPA 4 uM 5 mM in H,O Aldrich,
AMPA-Rezeptors Taufkirchen
Antagonist des SIGMA-
Bicucullin 50 uM 10 mM in H,O 9 Aldrich,
GABA-Rezeptors .
Taufkirchen
Agonist des SIGMA-
GABA 50 uM 50 mM in H,O 9 Aldrich,
GABA-Rezeptors .
Taufkirchen
Inhibitor der .

; Calbiochem,
Rho-Kinase- 5 5 mg/mlin DMSO  RNOA- Merck,
Inhibitor-II abhangigen Darmstadt

Kinase (ROCK)

Allgemeiner Tocris
Staurosporin 10 nM 50 mM in DMSO  Proteinkinase . -

Inhibitor Missouri, USA

Tab. 2.6: Verwendete Pharmaka fiir die Untersuchung der Phosphorylierung von ERM-
Proteinen

246 Induktion chemischer LTP und LTD

Fir die aktivitatsabhangige Untersuchung der Phosphorylierung der ERM-
Proteine wurden Protokolle zur Induktion von long term potentiation (LTP) und
long term depression (LTD) basierend auf der Applikation von Forskolin und
Rolipram bzw. DHPG eingesetzt (Huber et al., 2001; Otmakhov et al., 2004,
Palmer et al., 1997).

FUr die Induktion von LTP wurden primare hippokampale Neurone nach
DIV 14-21 zunachst fur 20 min in 1 ml ACSF(+) inkubiert, einmal kurz mit
ACSF(-) gewaschen und danach fir 10 min in ACSF(-) supplementiert mit
50 uM Forskolin und 0,1 yM Rolipram (beide Tocris, Missoouri, USA) bei
37 °C und 5% (v/v) CO2 inkubiert. Als Kontrolle wurden Neurone derselben
Praparation eingesetzt, die parallel mit ACSF(+) supplementiert mit DMSO
(SIGMA-Aldrich, Taufkirchen) inkubiert wurden. Hiernach wurde der

Uberstand abgenommen, 700 ul konditioniertes Neurobasal-Medium auf die
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Neurone gegeben und fur weitere 20 min bei 37 °C und 5% (v/v) COg
inkubiert.

FUr die Induktion von LTD wurden primare hippokampale Neurone nach
DIV 14 far 5 min mit 50 yM DHPG (Tocris, Missoouri, USA) oder H,O als
Kontrolle in 300 yl Neurobasal-Medium behandelt, einmal mit 1x PBS
gewaschen und fur weitere 60 min in 500 yl konditioniertem Neurobasal-
Medium bei 37 °C und 5% (v/v) COz inkubiert.

AnschlieRend wurden die Zellen einmal mit 500 pl eiskaltem 130 mM HEPES
in 1x PBS gewaschen und entweder mit 250 yl HEPES-Lysis-Puffer geerntet;
analog wie unter 2.4.5 beschrieben, oder fixiert und fur die Immunzytochemie
verwendet (2.4.3).

2.5 Verhaltensexperimente

2.5.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Alle Experimente wurden mit adulten weiblichen und mannlichen Radixin
Knockout (-/-) Mausen durchgefuhrt (2.1.4), die als Nachkommen von
heterozygoten  Elterntieren in  einer spezifizierten  pathogenfreien
Versuchstierhaltung des Labors fur Verhaltensneurobiologie der
Eidgendssischen Technischen Hochschule (ETH, Zarich, Schweiz) geboren
wurden. Nach 21 Tagen wurden die Nachkommen von den Elterntieren
abgesetzt und nach Geschlecht getrennt. Im Alter von ca. drei Monaten, eine
Woche vor Beginn der Experimente, wurden die Tiere in Einzelkafige der
Etagenhaltung Uberfuhrt. Hier wurden die Mause bei einem umgekehrten
12 Stunden Tagesrhythmus mit einer Lichtphase von 20:00-08:00 Uhr bei
22 °C und 55% Luftfeuchtigkeit gehalten. Alle Tiere hatten direkten Zugang zu
Wasser und Futter. Alle Experimente wurden in der Dunkelphase
durchgefuhrt. Als Kontrollgruppe wurden wildtypische (+/+) Wurfgeschwister
verwendet. Die Durchfuhrung erfolgte unter Genehmigung des Schweizer
Veterindramts in Ubereinstimmung mit den Richtlinien fiir die Behandlung von
Labortieren (Olfert et al., 1993).
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252 Experimentelles Design

Fur alle Experimente wurde zwischen Genotyp und Geschlecht unterschieden
(Zwischensubjektfaktoren). Fur das trace fear conditioning Experiment wurde
zusatzlich  zwischen notrace und 20strace unterschieden. Die
Genotypisierung erfolgte mittels PCR (2.2.13), die Geschlechtsbestimmung
nach Begutachtung. Alle Experimente erfolgten in einer balancierten,
zufalligen Abfolge von Genotyp und Geschlecht. In der folgenden Tabelle ist

die Anzahl aller Tiere und der Ablauf fur die jeweiligen Experimente

dargestellt:

Anzahl Rdx KO (-/-) Anzahl WT (+/+)
Ablauf der Experimente Tage

Weiblich Mannlich Weiblich  Mannlich
Gruppe 1:
Elevated plus maze 1 5 5 3 7
Gruppe 2:
2.1 Open Field 2 4 4 4 4
2.2 Trace fear conditioning 7 4 4 4 4
Gruppe 3:
3.1 Rotarod 2 4* 4* 4 4
3.2 Horizontales Gitter 1 4 4 4 4
3.3 Trace fear conditioning 7 4 4 4 4
Gruppe 4:
Water maze (working memory) 12 6 9 5 5
Gruppe 5:
Water maze (reference memory) 12 6 7 6 4

Tabelle: 2.7: Zusammenfassung des Experimentellen Ablaufs und der Anzahl der
eingesetzten Mause. *Nach der statistischen Analyse wurden jeweils ein weibliches und ein
mannliches Tier der Rdx KO (-/-) Mause ausgeschlossen
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253 Aufbau und Ablauf der Verhaltensexperimente
2.5.31 Elevated plus maze

Das Elevated plus maze wird eingesetzt, um spontanes Angstverhalten von
Nagetieren zu testen und basiert auf dem naturlichen Verhalten dieser Tiere,
hohe, offene Raume zu meiden (Crawley, 2007). Das Elevated plus maze
wurde aus schwarzgestrichenem Plexiglas hergestellt und mittels eines
Stativs 50 cm Uber dem Erdboden platziert. Das plus maze besteht aus vier
gleich groflen Armen ausgehend von einem quadratischen Zentrum mit der
Kantenlange von 5 x 5 cm. Jeder Arm ist 5 cm breit und 30 cm lang. Jeweils
ein Paar der sich gegenuberliegenden Seiten war durch 15cm hohe,
nichtdurchsichtige Wande an drei Seiten geschlossen und konnten nur Uber
das Zentrum erreicht werden. Die beiden anderen Arme waren, bis auf eine
3 mm hohe Kante, nicht begrenzt. Das maze befand sich in einem Raum mit
diffusem Licht und einer konstanten Temperatur von 231 °C. Flr den Test
wurde eine Maus in das Zentrum gesetzt, der Kopf in Richtung eines offenen
Arms weisend. Hiernach konnte sich diese fur 5 min frei auf dem maze
bewegen, bevor sie wieder zurick in den Kafig gesetzt wurde. Vor dem
nachsten Test wurde das maze mit 70%igem Ethanol in H,O gesaubert. Uber
dem maze war eine Digitalkamera befestigt, welche mit der Rate von 5 Hz
Bilder an einen Computer Ubermittelte. FUr die Analyse der Bilder wurde das
Ethovision (Noldus Technology, Wageningen, Niederlande) Tracking-System
benutzt. Hierbei wurden zwei Parameter bestimmt: (i) der prozentuale
zeitliche Aufenthalt in den offenen Armen in Bezug auf die Gesamtzeit im
maze [offen/(offen+geschlossen)*100%]; (ii) die Anzahl der Eintritte in die

offenen Arme.

253.2 Open Field

Der Open Field Test wird zur quantitativen Analyse der Bewegungsaktivitat
und dem Erkundungsverhalten von Mausen in einer neuen unbekannten
Umgebung eingesetzt (Crawley, 2007). Das Open Field bestand aus vier

holzernen, weifen Behaltern mit einer Grundflache von 40 x 40 cm und einer
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Wandhohe von 40 cm, welche sich in einem Raum mit diffusem Licht und
einer konstanten Temperatur von 23+1 °C befanden. Jede Maus wurde
vorsichtig in der Mitte des Behalters platziert und ihr Verhalten tber 60 min
mittels einer Digitalkamera (wie unter 2.5.3.1) dokumentiert. Vor dem
nachsten Versuch wurden die Behalter mit 70% Ethanol in H,O gesaubert.
Nach 24 h wurde jede Maus wieder in denselben Behalter gesetzt und der
Versuch wiederholt. Fur die Analyse wurde innerhalb von 5min-Intervallen die
zurlckgelegte Distanz in cm wahrend der 60 Minuten langen Testphase an

dem jeweiligen Tag bestimmt.

2533 Rotarod

Um die Motorkoordination der Mause zu untersuchen, wurde das Rotarod
Ugo-Basile Model 7650 (Comerio, VA, ltalien) verwendet, welches sich in
einem Raum mit diffusem Licht und einer konstanten Temperatur von 23+1 °C
befand. Pro Experiment wurde eine Maus getestet. Hierfur wurde diese auf
das sich mit 4 U/min drehende Rotarod gesetzt. Wahrend der funfminutigen
Testphase erhodhte sich die Drehzahl linear auf 40 U/min. Hierbei wurde die
Latenzzeit mit einem Maximum von 300s bis zum Herunterfallen
dokumentiert. Nach 24 h wurde der Test mit denselben Mausen einmal

wiederholt.

2534 Horizontales Gitter

Um speziell die Motor-Starke der Vorder- und Hinterpfoten zu untersuchen,
wurde ein horizontales Gitter eingesetzt. Hiefur wurde ein gewohnlicher
Kafigdeckel verwendet, deren Rander 4 cm breit mit Gewebeklebeband
beklebt waren. Dadurch wurde verhindert, dass die Maus Uber die Kanten
klettern konnte. Das Gitter wurde mittels eines Stativs 40 cm horizontal Uber
dem Boden in einem Raum mit diffusem Licht und einer konstanten
Temperatur von 23+1 °C befestigt. Fur den Test wurde die Maus in der Mitte

des Gitters platziert und dieses vorsichtig umgedreht, wodurch die Maus
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Kopfuber an dem Gitter hing. Direkt anschlieBend wurde die Latenzzeit mit

einem Maximum von 300 s bis zum Herunterfallen dokumentiert.

2535 Morris water maze

Der Morris water maze Test ist ein weit verbreitetes Experiment, um
raumliches Lernen und Gedachtnis zu untersuchen (Lathe & Morris 1994).
Hierbei werden Mause oder Ratten in ein wassergefulltes Becken gesetzt und
mussen eine nicht sichtbare Plattform durch die Orientierung anhand von
Landmarken innerhalb des Versuchsraums wiederfinden.

Das Becken bestand aus einem weil3en Tank mit einem Durchmesser von
einem Meter und einer Hohe von 36 cm, welcher auf eine Hohe von 20 cm mit
Wasser (21+1 °C) befullt war. Imaginar wurden zwei orthogonale Linien
gebildet, die durch das Zentrum des Beckens verliefen, so dass vier
gleichgroBe  Quadranten  (NE, SE, SWund NW)  entstanden; ihre
Schnittpunkte mit dem Rand des Beckens wurden als N, E,Sund W
bezeichnet. Der Tank stand auf einem Plateau in einer Hohe von 30 cm in
einem Raum mit diffusen Lichtverhaltnissen und einer konstanten Temperatur
von 2111 °C. Um das Becken waren unterschiedliche sichtbare Landmarken
verteilt, die Uber die gesamte Testphase nicht verandert wurden. Nach jedem
Testdurchgang mit mannlichen bzw. weiblichen Mausen und am Ende jedes
Tages wurde das Becken gereinigt und mit frischem Wasser beflllt. Als
versteckte Plattform wurde ein Plexiglaszylinder mit einer Hohe von 19 cm
und einem Durchmesser von 7 cm verwendet, der auf dem Grund des
Beckens fest verankert werden konnte. Wurde die Plattform gefunden, war es
den Mausen aufgrund der rauen Oberflache moglich auf diese zu klettern und
dort zu verweilen. Vor dem eigentlichen Test hinsichtlich working memory
(2.5.3.5.1) bzw. reference memory (2.5.3.5.2) erfolgte die Untersuchung mit
einer sichtbaren Plattform. Hierbei wurde die Plattform in der Mitte des
Beckens platziert und mit einem roten Schirm (Durchmesser: 12 cm) sichtbar
gemacht. Die Mause hatte viermal (nach 6, 14 und weiteren 6 h) zwei
Versuche, mit einer Pause von 15 s, die Plattform innerhalb von 60 s zu

erreichen. Die Startpositionen befanden sich in N, E, S oder W an denen die
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Mause mit dem Kopf zum Rand weisend in das Becken gesetzt wurden.
Erreichte die Maus die Plattform nicht innerhalb von 60 s wurde sie vorsichtig
zu der Plattform geleitet. Nach erreichen der Plattform durften die Mause fur
15 s auf dieser verweilen. Innerhalb der kurzen Pausen wurden die Mause
vorsichtig mit einem Tuch getrocknet und anschlieliend wieder in das Becken
gesetzt. Wahrend der langeren Pausen wurden die Mause wieder zurtck in
ihre Kafige gesetzt. Uber dem Becken war eine Digitalkamera befestigt,
welche mit der Rate von 5 Hz Bilder an einen Computer Ubermittelte. Fur die
Analyse der Bilder wurde das Ethovision (Noldus Technology, Wageningen,
Niederlande) Tracking-System benutzt. Hierbei wurden die Zeit bis zum
Erreichen der Plattform (Latenzzeit) und die zurlckgelegte Strecke

dokumentiert.

2.5.3.5.1 Water maze (working memory)

FUr das working memory Protokoll im water maze, welches speziell fur die
Untersuchung der Kkurzfristigen Speicherung und Verarbeitung von
Informationen aus der Umgebung verwendet wird (Becker & Morris 1999),
wurde die versteckte Plattform (siehe 2.5.3.5) jeden Tag an einer neuen
Position innerhalb des Beckens positioniert. Der Test erfolgte in demselben
Becken wie unter 2.5.3.5 beschrieben. Die Mause hatten nach dem Test mit
der sichtbaren Plattform an Tag 1 bis 6 zwei Versuche mit einer Pause von
15 s die Plattform zu erreichen und an Tag 7 bis 9 zwei Versuche mit einer
Pause von 10 min. Falls die Maus die Pattform innerhalb von 60 s nicht
erreichte, wurde sie vorsichtig zu der Plattform geleitet. Nach Erreichen der
Plattform durften die Mause fur 15 s auf dieser verweilen. Zwischen den
Testphasen wurden die Mause vorsichtig mit einem Tuch getrocknet,
wahrend der langen Pause in einer lichtundurchlassigen Box gehalten und
anschlielfend wieder in das Becken gesetzt. Nach den Tests wurden sie
zuruck zu ihren Kafigen gebracht. Zwolf Plattformpositionen wurden definiert
(siehe 2.5.3.5): sechs im Abstand von 35cm
(in Richtung N, S, NE, SE, SW, und NW) und weitere sechs im Abstand von
15 cm (in Richtung N, E, S, W, NW und SE) zum Zentrum des Beckens. Die
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Startpositionen waren fur die direkt aufeinander folgenden Versuche immer
unterschiedlich und wurden zufallig aus N, E, S, W, NE, NW, SE und SW
gewahlt. Fur die Analyse wurde die durchschnittliche Zeit bis zum Erreichen
der Plattform (Latenzzeit) innerhalb eines Versuchs bzw. die Differenz
zwischen dem ersten und zweiten Versuch Uber die neun Testtage

dokumentiert.

25352 Water maze (reference memory)

Das reference memory Protokoll im water maze wird speziell fur die
Untersuchung der langfristigen Speicherung von Informationen aus der
Umgebung fur die Orientierung verwendet (Morris & Frey 1997). Die
versteckte Plattform befand sich nach dem Test mit der sichtbaren Plattform
(vergleiche 2.5.3.5) fur die folgenden sechs Tage immer an derselben
Position innerhalb des Beckens (Acquisition Phase). Der Test erfolgte in
demselben Becken wie unter 2.5.3.5. Die Mause wurden trainiert, die
Plattform zu finden. Hierfur hatten sie pro Tag zwei Versuche mit einer Pause
von 15s. Falls die Maus die Pattform innerhalb von 60 s nicht erreichte,
wurde sie vorsichtig zu der Plattform geleitet. Nach Erreichen der Plattform
durften die Mause fur 15 s auf dieser verweilen. Zwischen den Testphasen
wurden die Mause vorsichtig mit einem Tuch getrocknet und anschlielend
wieder in das Becken gesetzt. Hiernach wurden sie zurtck zu ihren Kafigen
gebracht. Die Position der Plattform wurde fur jede Maus zufallig aus den
folgenden vier Positionen gewahlt: NE, NW, SE und SW, welche sich in der
Mitte des jeweiligen Quadranten mit einem Abstand von 35cm zum Zentrum
des Beckens befanden.

Nach der Aquistion Phase folge an Tag 7 der Probe Test. HierfUr wurde die
Plattform aus dem Becken entfernt, die Maus an der gegenuberliegenden
Position der ehemaligen Plattform in das Becken gesetzt und fur 45 s frei
schwimmen gelassen. AnschlieBend wurde die Maus aus dem Becken
genommen, mit einem Tuch getrocknet und wieder zurtck in ihren Kafig

gesetzt. Fur die Analyse wurde das Suchmuster sowie die zurickgelegte
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Distanz und der prozentuale Aufenthalt innerhalb der vier Quadranten Uber
die Zeit dokumentiert.

An Tag 8 bis 10 erfolgte die Reversal Phase. Hierfir wurde die Plattform in
der Mitte des Quadranten gegenuber ihrer vorherigen Position verankert. Der

Test der Mause erfolgte wie zuvor fur die Acquisition Phase beschrieben.

25.3.6 Trace fear conditioning

Eine spezielle Hippokampus-abhangige Form des assoziativen Lernens stellt
das Trace fear conditioning dar (Crestani et al., 2002; Paulsen & Moser 1998;
Wasserman & Miller 1997), bei dem der unbedingte Reiz (US) und der
bedingte Reiz (CS) zeitlich voneinander getrennt sind.

Hierfur wurden zwei unterschiedliche Konditionierungskafige in verschiedenen
Umgebungen eingesetzt. Der erste Aufbau (Umgebung A) bestand aus vier
~Skinner-Boxen“ (Coulborn Instruments, Model E10-10; Allentown, PA, USA),
deren Innenraum schallisoliert und beluftet war. Jede Kammer enthielt ein
Bodengitter aus Edelstahlrohren (Durchmesser: 4 mm), in einem Abstand von
6 mm zueinander, Uber die ein Elektroschock appliziert werden konnte
(Generator: Coulborn Instruments, Model E13-14; Allentown, PA, USA). Die
Hauptkammer hatte eine Grofke von 30 x 25 x 29 cm, wobei diese durch eine
weitere rechteckige Kammer aus Plexiglas auf eine Flache von 17,5 x 13 cm
innerhalb der Hauptkammer beschrankt wurde. Die Kammer wurde mit einer
Gluhbirne (2,8 W) beleuchtet, die sich an der Wand 21 cm Uber dem
Bodengitter befand. An dem Bodengitter befand sich ein kleiner Elektromotor,
an dessen Rad einseitig eine Mutter verschraubt war, wodurch eine Unwucht
und damit eine Vibration des Gitters erzeugt wurde. Das dadurch entstandene
Gerausch wurde fur eine Minute mit einem Mikrophon aufgenommen und
permanent Uber einen Lautsprecher, der unterhalb der Gluhbirne befestigt
war, mit 65 dB wiedergegeben.

Der zweite Aufbau (Umgebung B) bestand aus vier lichtundurchlassigen,
holzernen Kabinen, deren Innenraum ebenfalls schallisoliert und beluftet war.
Im Innenraum befand sich eine zylinderformige Kammer aus Plexiglas

(Durchmesser: 19 cm) mit einem glatten Boden aus weil’em Plastik. Anstelle
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der Gluhbirne wurde ein Infrarotlicht verwendet. Wie in Umgebung A wurde
Uber einen Lautsprecher permanent das Gerausch des Elektromotors mit
65 dB wiedergegeben. Als zusatzlicher dominanter Geruch wurde eine nicht
entzindete Duftkerze mit Zimtgeruch (COOP, Zirich, Schweiz) in die linke
Ecke der Kammern gestellt. Jede der acht Kammern enthielt zusatzlich eine
Digitalkamera, die 30 cm uUber dem Zentrum des Bodens der Kammern
positioniert war. Diese war uber einen Multiplexer (YSQ-430, Sony Japan) an
einen Computer angeschlossen, auf dem die NIH Image Software (Version
1.61; National institute of health, West Chester, USA) fur Echtzeit-Analysen
installiert war. Der Algorithmus fur die Detektion der freezing-Reaktion wurde
schon zuvor sehr detailliert durch Richmond et al. 1998 beschrieben:
Sukzessive Digitale Bilder (192 x 144 = 27.648 Pixel, 8-bit Graustufen) mit
einer Rate von 1Hz werden hierbei miteinander verglichen und der
Unterschied in der Anzahl der Pixel von einem Bild zum Nachsten berechnet.
Wenn dieser geringer als 0,05% im Vergleich zu der gesamten Anzahl der
Pixel pro Bild ist, wird der Zustand des Tieres in diesem Sekundenintervall als
freezing bezeichnet.

FUr den Trace fear conditioning Versuch wurden die vier Gruppen der Mause
(Genotyp (2) x Geschlecht(2)) in zwei weitere Gruppen eingeteilt: No trace
und 20s trace.

An Tag 1 wurden allen Tieren drei aufeinander folgende Paare von CS und
US in der Umgebung A prasentiert. Der CS war durch die erzeugte Vibration
des Elektromotors gegeben, der US durch einen Elektroschock (0,25 mA,
1s). In der no trace Gruppe folgte der US dem 30 Sekunden langen CS
sofort, in der 20s trace Gruppe mit einer Verzogerung von 20 Sekunden.
Nach dem Test wurden die Tiere zurtck in ihre Kafige gesetzt. Fur die
Analyse wurde der prozentuale Anteil an freezing Uber die Zeit des CS
wahrend der drei Paare aus CS und US dokumentiert und als Mald der
erworbenen Konditionierung interpretiert. In Abbildung 2.1 ist der

schematische Ablauf der Konditionierung in der Umgebung A dargestellt.
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Abb. 2.1: Schematischer Ablauf der Konditionierung in Umgebung A. (A) no trace
Gruppe. (B) 20strace Gruppe. Bedingter Reiz: Vibration (CS), unbedingter Reiz:
Elektroschock (US). Wiederholung (Wdh).

An Tag 2 wurden die Mause fur acht Minuten ohne Prasentation von CS und
US zurick in die Umgebung A gesetzt, um die freezing-Reaktion auf die
Umgebung A zu untersuchen. Hierfur wurde der prozentuale Anteil an
freezing in Minuten-Intervallen Uber die gesamte Zeit dokumentiert.
Anschlielliend wurden die Tiere wieder zuruck in ihre Kafige gesetzt.

An Tag 3 bis 7 wurde die freezing-Reaktion auf den CS in einer neuen
Umgebung getestet. Hierfur wurden die Mause in Umgebung B gesetzt und
der CS Uber acht Minuten prasentiert. AnschlieRend wurden die Tiere wieder
in ihre Kafige zurtuckgesetzt. Fur die Analyse wurde der durchschnittliche
Unterschied der freezing-Reaktion der letzten 15 s vor dem CS und der ersten
15 s wahrend des CS in Prozent Uber die funf Tage dokumentiert und als ein
Mal} der Konditionierung interpretiert. In Abbildung 2.2 ist der schematische

Ablauf des CS-Tests in Umgebung B dargestellt.

Vibration
| CS |
' 120s 480s 120s '

Abb. 2.2: Schematischer Ablauf des CS-Tests in Umgebung B.
Bedingter Reiz: Vibration (CS).

68



Material und Methoden

2.6 Quantitative Analyse und Statistik

2.6.1 Western Blot Signalintensitaten

Fir die Bestimmung der Signalintensitaten von Immundetektionen (2.3.3)
nach Western Blot (2.3.2) wurden die Filme mit Hilfe eines Scanners mit
Durchlichtaufsatz (Scanner: Epson perfection 3200 PHOTO) in Graustufen
mit 300 dpi digitalisiert und unter Verwendung der ImageJ Software Version
1.38 (National institute of health, West Chester, USA) analysiert. Alle relativen
Signalintensitaten wurden anhand der Signalintensitaten der entsprechenden
Kontrolldetektionen normalisiert. Die daraus resultierenden Werte fur die
Kontrollbedingungen wurden gleich 100% gesetzt und die Werte der Ubrigen
Bedingungen im Verhaltnis zu diesen betrachtet. Die Verarbeitung der
Rohdaten und die statistische Analyse durch Berechnung des Mittelwertes,
der Standardabweichung, des Standardfehlers des Mittelwertes und der p-
Werte nach dem student’s test erfolgte unter Verwendung des Programms
Excel (Microsoft, Minchen). Hierbei wurde ein zweiseitiger, gepaarter t-test
mit folgenden Irrtumswahrscheinlickeiten gewahlt: p < 0,05 (*); p < 0,01 (**);
p < 0,001 (***). Alle angegebenen Werte sind MittelwertexStandardfehler des
Mittelwertes (£tSEM) von der Anzahl n unabhangiger Experimente. Die

Fehlerbalken reprasentieren dementsprechend den SEM.

26.2 IHC Kolokalisation und Clustergrof3en

Fur die Analyse der Lokalisation der GABAAR a5 Untereinheit oder Radixin
wurde die Kolokalistaion dieser mit dem synaptischen Marker SV2 als eine
synaptische Lokalisation definiert. Hierfur wurden morphologisch intakte
Neurone nach Transfektion (2.4.4) der entsprechenden Vektoren (2.1.10)
oder einer pharmakologischen Behandlung (2.4.5) mit einer sich
anschlieBenden Immunzytochemie (2.4.3) =zufallig ausgewahlt. Die
Digitalisierung erfolgte durch konfokale Lasermikroskopie mit dem inversen

konfokalen Laser-scanning Mikroskop Leica DM IRBE (Leica, Wetzlar) oder

69



Material und Methoden

dem konfokalen Laser-scanning Mikroskop Olympus Fluoview FV1000
(Olympus, Hamburg) und der entsprechenden Software jeweils in einem
sequenziellen Mehrkanal-Aufnahme-Modus. Fur konfokale Aufnahmen
verschiedener Zellen wurden die gleichen Bildverstarker-Einstellungen
innerhalb eines Experiments verwendet. Die Bilder wurden im TIF-Format
gespeichert und mit Hilfe der Software MetaMorph 7.1 (Universal Imaging,
Downingtown, USA) analysiert.

Fur die Untersuchung der synaptischen Lokalisation von GABAAR a5 bzw.
Radixin wurden die entsprechenden punktférmigen Signale (Cluster), die
durch die Uberlagerung mit dem Signal fir SV2 gelb erschienen, und die
Anzahl der ubrigen GABAAR a5 oder Radixin Signale, die rot erschienen, mit
der Funktion ,count cells” nach einem Bildabgleich uber ,threshold image®, mit
unveranderten Einstellungen innerhalb eines Experiments, bestimmt.
Anschlielend wurde der prozentuale Anteil synaptischer Signale unter
Verwendung folgender Formel berechnet:
(Gelbe Signale / (gelbe Signale + rote Signale)) * 100%.

Fur die Messung von Fluoreszenzintensitaten wurden die Mehrkanal-TiF-
Bilder mit Hilfe der Funktion ,,coulor separate” in den roten, grinen und blauen
Kanal unterteilt. Anschliefend wurde ein Bildabgleich mit der Funktion
.<threshold image“ ausgefuhrt. Mit Hilfe der Funktion ,/ntegrated Morphometry
Analysis® wurde die durchschnittliche Fluoreszenzintensitat (totaler
Grauwert/Flache) fur jeden Kanal mit gleichen threshold-Einstellungen
innerhalb eines Experiments bestimmt.

Die extrasynaptischen und synaptischen Cluster wurden mit Hilfe der
Funktion ,count cells” bestimmt, wobei jedes einzelne begrenzte Signal als
ein Objekt gezahlt wurde. AnschlieRend wurde unter Verwendung der
Funktion ,Integrated Morphometry Analysis® die Pixelanzahl der einzelnen

Objekte bestimmt (Area; single object).
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Die Verarbeitung der Rohdaten und die statistische Analyse erfolgte wie unter
2.6.1 beschrieben. Fur die Untersuchung der extrasynaptischen und
synaptischen ClustergroRen wurde zusatzlich eine Analyse der Variaten
(ANOVA) mit Genotyp (Rdx KO (-/-) / WT (+/+)) x Lokalisation (synaptisch /
extrasynaptisch) unter Verwendung des Programms SPSS; Version 15
(Chicago IL, USA) eingesetzt.

2.6.3 Verhaltensanalysen

Die Analyse der Daten aus den Verhaltenexperimenten (siehe 2.5) erfolgte
unter Verwendung der parametrischen Analyse von Variaten (ANOVA) und
der Analyse von Kovariaten (ANCOVA). Alle Analysen wurden mit Hilfe von
SPSS fur Window; Version 13 (Chicago IL, USA), mit einer zweiseitigen
Type | Fehlerrate von p <0,05 als Grenze fur die statistische Signifikanz,
durchgefuhrt. Hierbei beinhalteten die Zwischensubjektfaktoren: Genotyp
(WT (+/+) vs. Rdx KO (-/-)) und Geschlecht (weiblich vs. mannlich). Die
Innersubjektvariablen setzten sich je nach Aufbau des Experiments zum
Beispiel aus Tag, Intervall oder Versuch zusammen. Zur Ubersicht sind die
Innersubjektvariablen im jeweiligen Abschnitt der Ergebnisse separat
angegeben. Fur die ANCOVA aus den Experimenten des Rotarods und
horizontalen Gitters wurde zusatzlich das Gewicht der Tiere, welches
allgemein zwischen den Geschlechtern stark variiert, als Kovariate mit
einbezogen. Alle angegebenen Werte sind MittelwertextStandardabweichung
(xSD) oder +Standardabweichung des Mittelwerts (+SEM) von der Anzahl n
unabhangiger Experimente. Die Fehlerbalken reprasentieren die SD oder die
SEM.
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Radixin (Rdx) wurde als ein neuer Interaktionspartner der GABAA Rezeptor
alphab Untereinheit (GABAAR a5) identifiziert (Loebrich et al., 2006) und
scheint GABAA Rezeptoren, welche speziell diese Untereinheit beinhalten, an
extrasynaptischen Bereichen der Plasmamembran zu bundeln (siehe
Einleitung 1.3). Mechanismen zur Regulation dieser Interaktion sowie deren
Funktion im Hinblick auf eine extrasynaptische Bundelung wurden bislang
nicht hinreichend untersucht. Ziel dieser Arbeit war es daher, den
Mechanismus sowie die physiologische Funktion der Interaktion von Radixin

und der GABAAR a5 Untereinheit genauer zu untersuchen.

3.1 Lokalisation der GABAAR a5 Untereinheit nach der Expression
von Radixin Mutanten

Die spezifische Phosphorylierung von Radixin an Threonin 564 ist fur die
Aktivierung des Proteins notwendig (Chen et al.,, 1995; Matsui et al., 1998).
Um zu untersuchen, inwieweit diese Phosphorylierung einen Einfluss auf die
Lokalisation der GABAAR a5 Untereinheit haben konnte, wurden GFP-
Fusionsproteine zweier spezifischer Phosphorylierungsmutanten von Radixin
generiert und in primaren hippokampalen Neuronen exprimiert. Zum einen
wurde Threonin durch Asparaginsaure ersetzt (RdxT564D-GFP), welche
durch ihre negative Ladung eine standige Phosphorylierung nachahmt
(Phosphorylierungs-Mimik-Mutante), zum anderen wurde Threonin durch
Alanin ersetzt (RdxT564A-GFP) welches nicht phosphoryliert werden kann
(Phosphorylierungs-Minus-Mutante). Als Kontrolle wurde GFP exprimiert.
Nach einer Expressiondauer von 24 h wurde eine Immunfarbung mit
spezifischen Antikdrpern gegen GABAAR a5 und den prasynaptischen Marker
SV2 durchgefuhrt. Anhand der Kolokalisation immunreaktiver Punkte von
GABAAR a5 (rot) mit SV2 (grin) war es moglich, eine Aussage uber die
synaptische Lokalisation von GABAAR a5 zu treffen, welche in der

Uberlagerung der Punkte gelb erschien (Abb. 3.1 A). Der Prozentsatz der
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synaptischen Lokalisation wurde durch das Verhaltnis der gelben Punkte zu
der Gesamtzahl der GABAAR a5 positiven Punkte (rote plus gelbe Punkte per
Neuron) ermittelt. Nach der Expression von GFP (Kontrolle) wurde eine
synaptische Lokalisation von 14,89 + 2,30% fur GABAAR a5 festgestellt.
Vergleichbare Werte finden sich in der Literatur von unabhangigen
Arbeitsgruppen (Brunig et al., 2002). Die Analyse der synaptischen
Lokalisation von GABAAR a5 nach RdxT564D-GFP Expression ergab keine
signifikante Veranderung (13,79 £1,63%) im Vergleich zur Kontrolle.
Hingegen fuhrte die Expression von RdxT564A-GFP zu einem Anstieg der
synaptischen Lokalisation von GABAAR a5 auf 34,20 + 2,98% (Abb. 3.1 B).
Diese Ergebnisse lassen auf eine synaptische Lokalisation von GABAAR a5
in Abhangigkeit von einer spezifischen Phosphorylierung von Radixin an
Threonin 564 schliel3en.
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Abb. 3.1: Synaptische Verteilung von GABAAR a5 nach Expression von Radixin-
Phosphorylierungsmutanten. (A) Immunfarbung von GABAAR a5 (rot) und SV2 (griin) nach
der Expression von GFP (Kontrolle), RdxT564A-GFP (Phosphorylierungs-Minus-Mutante)
und RdxT564D-GFP (Phosphorylierungs-Mimik-Mutante) in hippokampalen Neuronen. Die
jeweils vergroRerten Bildausschnitte sind in der entsprechenden Ubersicht (GFP Signal in
Graustufen) mit einem Kasten markiert. Die Pfeile zeigen synaptische Lokalisationen (gelb)
von GABAAR a5 an SV2 positiven Synapsen in der Uberlagerung. Die GroRenbalken
entsprechen 22 ym bzw. 1 uym (Bildausschnitte). (B) Quantifizierung der synaptischen
Lokalisation von GABAAR a5 in Prozent. Insgesamt wurden 8611 Synapsen aus drei
unabhangigen Experimenten mit jeweils 10 bis 16 Neuronen analysiert, **p < 0,01. Alle Daten
sind Mittelwerte, die Fehlerbalken reprasentieren den SEM.
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3.2 Einfluss von RhoGTPasen auf die Phosphorylierung der ERM-
Proteine und die Lokalisation von GABAAR a5

Kleine RhoGTPasen spielen eine grof3e Rolle bei Regulation des Aktin-
Zytoskeletts, aber auch bei der Signaltransduktion (Hall & Nobes 2000;
Narumiya 1996). Es ist bekannt, dass GTPasen der Rho-Familie einen
Einfluss auf die Aktivierung der ERM- Proteine haben (lvetic & Ridley 2004;
Jeon et al., 2002). Im Folgenden wurde untersucht, inwieweit eine Expression
von RhoGTPasen die Phosphorylierung der ERM-Proteine verandert und ob
dies einen Einfluss auf die synaptische Lokalisation von GABAAR a5 hat.
Hierzu wurden zunachst unterschiedliche dominant negative und konstitutiv
aktive RhoGTPasen fur 24 h in HEK293TN-Zellen exprimiert. Anschlieend
wurde die Phosphorylierung des konservierten C-terminalen Threonins der
ERM-Proteine (vergleiche Einleitung 1.3) mit Hilfe eines Antikorpers, der

spezifisch jeweils das phosphorylierte Protein erkennt (PERM), analysiert.
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Abb. 3.2: Einfluss von RhoGTPasen auf die Phosphorylierung der ERM-Proteine. (A)
Western Blot Analyse von Zellextrakten aus HEK293TN-Zellen nach der Expression von
dominant negativen und konstitutiv aktiven RhoGTPasen. Immundetektion der an
konserviertem Threonin phosphorylierten ERM Proteine (PERM), der Gesamtheit aller ERM-
Proteine sowie Tubulin (Ladekontrolle) mit Hilfe spezifischer Antikdrper. kDa:
Molekulargewicht des Proteinstandards in Kilodalton. (B) Quantitative Analyse der in A
dargestellten Daten aus n = 6 Experimenten mit **p < 0,01. Alle Daten sind Mittelwerte, die
Fehlerbalken reprasentieren den SEM.

Wie in Abbildung 3.2 A und B zu sehen, fiihrte die Uberexpression von
dominant negativem RhoA (RhoN19) zu einer verringerten Phosphorylierung
(68,41 £ 3,14%) im Vergleich zur Kontrolle (Transfektion des Leervektors;
gleich 100% gesetzt). Die Uberexpression von konstitutiv aktivem RhoA

(RhoV14) hingegen zeigte einen Anstieg in der Phosphorylierung der ERM-
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Proteine (137,54 + 4,76%). Eine Uberexpression von konstitutiv aktivem Rac1
(RacV12), das antagonistisch zu RhoA wirkt (siehe Einleitung 1.4), fuhrte
wiederum zu einem Anstieg der Phosphorylierung der ERM-Proteine (83,94 +
4,25%).

Diese Ergebnisse deuten auf eine von RhoGTPasen abhangige
Phosphorylierung der ERM-Proteine hin. In Abschnitt 3.1 konnte gezeigt
werden, dass die spezifische Phosphorylierung von Radixin an Threonin 564
einen Einfluss auf die synaptische Lokalisation von GABAAR a5 hat. Es stellte
sich nun die Frage, inwieweit die von RhoGTPasen vermittelte
Phosphorylierung des konservierten Threoninrestes ebenso die synaptische
Lokalisation von GABAaAR 05 beeinflussen konnte. Hierzu wurden die
konstitutiv aktiven und dominant negativen RhoGTPasen zusammen mit GFP
Uber einen Zeitraum von 24 h in primaren hippokampalen Neuronen
exprimiert (Abb. 3.3). Anschlielend wurde, wie unter 3.1 beschrieben, die

synaptische Lokalisation von GABAAR ab analysiert.
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Abb. 3.3: Synaptische Verteilung von GABA,R a5 nach Expression von RhoGTPasen.
Immunfarbung von GABAAR a5 (rot) und SV2 (griin) nach der Expression von GFP allein
(Kontrolle) oder zusammen mit RhoN19, RhoV14 oder RacV12 in primaren hippokampalen
Neuronen. Die jeweils vergroRerten Bildausschnitte sind in der entsprechenden Ubersicht
(GFP Signal in Graustufen) mit einem Kasten markiert. Die Pfeile zeigen synaptische
Lokalisationen (gelb) von GABAAR a5 an SV2 positiven Synapsen in der Uberlagerung. Die
Grolenbalken entsprechen 22 uym bzw. 1 ym (Bildausschnitte).

Nach Expression von GFP allein (Kontrolle) konnte bei 14,89 + 2,25% der
GABAAR a5 Untereinheiten eine synaptische Lokalisation beobachtet werden.

Dies entspricht in etwa der Kontrollsituation in Abb. 3.1 B. Hingegen fuhrte die
Expression von RhoN19 (38,67 + 2,41%) als auch RacV12 (41,43 £ 0,93%)
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zu einem signifikanten Anstieg in der synaptischen Lokalisation von
GABAAR a5. Dieser Anstieg konnte nach der Expression von RhoV14
hingegen (11,21 £ 0,49%) nicht beobachtet werden (Abb. 3.4).

Abb. 3.4: Quantifizierung der synaptischen Verteilung von GABAAR a5 nach
Expression von RhoGTPasen. Angaben in Prozent. Insgesamt wurden 20.628 Synapsen
aus drei unabhangigen Experimenten mit jeweils 10 bis 16 Neuronen analysiert, **p < 0,01,
***p < 0,001. Alle Daten sind Mittelwerte, die Fehlerbalken reprasentieren den SEM.

Die Expression von Cdc42, einer weiteren GTPase der Rho-Familie ergab
keine Veranderung der synaptischen Lokalisation von GABAaAR a5 (Daten
nicht gezeigt). Die Ergebnisse deuten auf eine von RhoGTPase vermittelte
Dephosphorylierung der ERM-Proteine durch inaktives RhoA oder aktives
Rac1 hin, was die synaptische Lokalisation von GABAAR a5 zu beeinflussen

scheint.

3.3 Einfluss der Phosphorylierung von Radixin auf dessen
Lokalisation

Bisher wurde die synaptische Lokalisation von GABAAR a5 in Abhangigkeit
der Phosphorylierung der ERM-Proteine und im speziellen von Radixin
untersucht. Es stellte sich daher die Frage, inwieweit die spezifische
Phosphorylierung des Threoninrestes 564 von Radixin (siehe Einleitung 1.3),
seine eigene Lokalisation innerhalb eines Neurons beeinflusst. Um diese

Fragestellung naher zu untersuchen, wurde die zytosolische und
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Plasmamembran-standige Verteilung von GFP-Fusionsproteinen der Radixin-
Phosphorylierungsmutanten nach Expression in primaren hippokampalen
Neuronen analysiert. Wie in Abbildung 3.5 anhand der Querschnittsanalysen
zu erkennen, war RdAXWT-GFP (Kontrolle) sowohl im Zytosol als auch an der
Plasmamembran lokalisiert. Die Lokalisation der Phosphorylierungs-Mimik-
Mutante von Radixin (RdxTD-GFP) konzentrierte sich hingegen vermehrt an
der Plasmamembran und weniger im Zytosol. Interessanterweise konnte eine
ahnliche Verteilung auch bei der Phosphorylierungs-Minus-Mutante von
Radixin (RdxTA-GFP) beobachtet werden. Auch hier war das Fusionsprotein

starker an der Plasmamembran lokalisiert als im Zytosol.
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Abb. 3.5: Lokalisation der Radixin Phosphorylierungsmutanten in Neuronen. In
primaren hippokampalen Neuronen wurden RdxWT-GFP, RdxT564D-GFP und RdxT564A-
GFP exprimiert und die GFP Signalintensititen im Bereich des Somas von der
Plasmamembran Uber das Zytosol analysiert. Die rote Linie markiert jeweils den Bereich der
Querschnittsanalyse Uber das Soma. Der entsprechende Graph zeigt die GFP
Signalintensitaten entlang der Linie von links nach rechts in willkirlichen Einheiten. Die
Grolenbalken entsprechen 100 uym.

Die Ergebnisse deuten auf eine Phosphorylierungs-unabhangige Lokalisation
von Radixin an der Plasmamembran hin. Als nachstes wurde untersucht,
inwieweit die Interaktion von Radixin und GABAAR a5 durch die spezifische
Phosphorylierung von Threonin 564 beeinflusst wird. Pulldown-Experimente
mit einem GST-Fusionsprotein der grolen intrazellularen Schleife von
GABAAR a5 (GST a5 loop) und den Radixin-Phosphorylierungsmutanten
zeigten, dass RdxT564D-myc mit GST ab loop prazipitiert werden konnte
(Abb 3.6 A), wie bereits durch Loebrich et al. 2006 publiziert. RdxT564D-myc
dagegen konnte nicht mit GST a5 loop prazipitiert werden (Abb. 3.6 B). Dies
deutet darauf hin, dass die Phosphorylierung des Threoninrestes 564 von

Radixin fur eine Interaktion mit GABAAR a5 erforderlich ist.

77



Ergebnisse

Abb. 3.6: Interaktion von GABA,R a5 und Radixin Phosphorylierungsmutanten.
Reprasentative Western Blot Analyse von drei unabhangigen Pulldown-Experimenten mit der
grolRen intrazellularen Schieife der GABAAR a5 Untereinheit (GST a5 loop) und (A) der myc-
markierten Radixin-Phosphorylierungs-Mimik-Mutante (RdxT564D-myc) sowie (B) der myc
markierten Phosphorylierungs-Minus-Mutante (RdxT564A-myc) nach der Expression in
HEK293TN-Zellen. Als Kontrolle fiir die Prazipitation wurde jeweils GST allein eingesetzt. Die
Detektion erfolgte durch spezifische Antikdrper gegen myc. kDa: Molekulargewicht des
Proteinstandards in Kilodalton.

Sowohl Radixin, als auch GABAAR a5 lokalisieren offenbar zu ca. 15% an
synaptischen Bereichen (Brunig et al., 2002; Christie & de Blas 2002;
Loebrich et al., 2006). Die Expression von RhoGTPasen fuhrte zu einer
veranderten synaptischen Lokalisation der GABAAR a5 Untereinheit
(vergleiche Abb. 3.4). Wie in Abb. 3.2 gezeigt, scheinen diese auch einen
Einfluss auf die Phosphorylierung von Radixin zu haben und hierdurch die
Interaktion mit GABAAR a5 zu beeinflussen (vergleiche Abb. 3.6).

.

Abb. 3.7: Synaptische Verteilung von Radixin nach der Expression von RhoGTPasen.
Immunfarbung von Radixin (rot) und SV2 (grin) nach der Expression von GFP allein
(Kontrolle) oder zusammen mit RhoN19, RhoV14 oder RacV12 in primaren hippokampalen
Neuronen. Die jeweils vergroRerten Bildausschnitte sind in der entsprechenden Ubersicht
(GFP Signal in Graustufen) mit einem Kasten markiert. Die Pfeile zeigen synaptische
Lokalisationen (gelb) von Radixin an SV2 positiven Synapsen in der Uberlagerung. Die
Grolenbalken entsprechen 22 uym bzw. 1 ym (Bildausschnitte).
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Es stellte sich nun die Frage, inwieweit die Lokalisation von Radixin nach
Expression von dominant negativen und konstitutiv aktiven RhoGTPasen
beeinflusst sein konnte. Hierzu wurde das Experiment aus Abschnitt 3.2 (Abb.
3.3) wiederholt, allerdings anstelle von GABAAR o5 Radixin detektiert und
dessen synaptische Lokalisation analysiert (Abb. 3.7 und 3.8).

Sowohl die Expression von RhoN19 (11,59 +3,07%) und RacV12
(12,29 £ 2,45%) welche zuvor zu einem Anstieg der synaptischen Lokalisation
von GABAAR a5 fuhrten (vergleiche Abb. 3.4), als auch GFP allein (Kontrolle;
8,55 + 1,40%) und RhoV14 (10,20 + 4,60%) beeinflussten die synaptische
Lokalisation von Radixin nicht signifikant (Abb. 3.8).

Abb. 3.8: Quantifizierung der synaptischen Verteilung von Radixin nach Expression
von RhoGTPasen. Angaben in Prozent. Insgesamt wurden 11.035 Synapsen aus drei
unabhangigen Experimenten mit jeweils 9 bis 11 Neuronen analysierten, p > 0,1. Alle Daten
sind Mittelwerte, die Fehlerbalken reprasentieren den SEM.

Die gezeigten Ergebnisse lassen auf eine synaptische Lokalisation von
GABAAR a5 in Abhangigkeit von der Phospohorylierung Radixins schlief3en,
wobei die Lokalisation von Radixin selbst nicht verandert wird. Die
Phosphorylierung von Radixin scheint durch die Aktivitat unterschiedlicher
GTPasen der Rho-Familie reguliert zu werden (vergleiche Abb. 3.2). Im
folgenden Abschnitt wurde untersucht, welche Kinasen bei dieser

Signaltransduktion eine mogliche Rolle spielen konnten.
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3.4 Einfluss von Rho-Kinasen auf die synaptische Lokalisation von
GABAAR a5

Es gibt Hinweise, dass unterschiedliche Kinasen wie die Protein Kinase C
(PKC), die Myotonie Distrophie Cdc42 bindende Kinase (MRCK) aber auch
die RhoA abhangige Kinase (ROCK) bei der Phosphorylierung der ERM-
Proteine eine Rolle spielen (Matsui et al., 1998; Nakamura et al., 2000; Ng et
al., 2001). Um genauer zu untersuchen welche dieser Kinasen an der
Phosphorylierung von Radixin und der unter Umstadnden damit verbundenen
synaptischen Lokalisation von GABAAR a5 beteiligt sein kdnnten, wurden
primare hippokampale Neurone mit unterschiedlichen Kinaseinhibitoren
behandelt und anschlieBend die Phosphorylierung der ERM-Proteine
analysiert. Hierfur wurde zunachst ein allgemeiner Protein-Kinaseinhibitor
(Staurosporin) eingesetzt. Staurosporin  konkurriert mit ATP um die
entsprechende Bindestelle an Kinasen und weist hierbei eine hore Affinitat als
ATP auf. Da die enzymatische Aktivitat der Kinasen von der ATP-Bindung
abhangig ist, wirkt Staurosporin als ein allgemeiner Proteinkinaseinhibitor
(Tamaoki et al., 1986).
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Abb. 3.9: Phosphorylierung der ERM-Proteine nach Staurosporinbehandlung. (A)
Western Blot Analyse von Zellextrakten aus primaren hippokampalen Neuronen nach
einstiindiger Behandlung mit 10 nM Staurosporin. Immundetektion von den am konservierten
Threonin phosphorylierten ERM-Proteinen (PERM) sowie Tubulin als Ladekontrolle mit Hilfe
spezifischer Antikdrper. kDa: Molekulargewicht des Proteinstandards in Kilodalton. (B)
Quantitative Analyse der in A dargestellten Daten aus n = 3 unabhangigen Experimenten mit
**p < 0,01. Alle Daten sind Mittelwerte, die Fehlerbalken reprasentieren den SEM.
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Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde in Gegenwart von 10 nM
Staurosporin wurden die Neurone lysiert, die Proteine mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine PVDF Membran Ubertragen. Diese wurden mit
spezifischen Antikorpern gegen den konservierten
Threoninrest der ERM-Proteine (PERM) und Tubulin als Ladekontrolle

detektiert (Abb. 3.9 A). Die Analyse der Staurosporin-behandelten Neurone

phosphorylierten

ergab eine auf 30,55 + 3,65% verringerte Phosphorylierung der ERM-Proteine
im Vergleich zu den unbehandelten Neuronen (Kontrolle) (Abb. 3.9 B).

Im nachsten Experiment wurde ein spezifischer Kinaseinhibitor (Rho-K-I)
gegen die RhoA-abhangige Kinase (ROCK) eingesetzt. Wie Staurosporin
konkurriert auch Rho-K-I mit ATP um die Bindung an die Kinase, zeigt aber
eine hohe Selektivitat fur ROCK (Takami et al., 2004). In Abhangigkeit der
Zeit fuhrte die Behandlung von primaren hippokampalen Neuronen mit 50 yM
Rho-K-I zu einer verringerten Phosphorylierung der ERM-Proteine. Nach
einer 60-mindtigen Inhibition von ROCK mit 50uM Rho-K-I wurde eine
Reduktion der Phosphorylierung der ERM-Proteine auf 40,30 + 7,80% im
Vergleich zu der Kontrolle festgestellt (Abb. 3.10 A-C).
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Abb. 3.10: Phosphporylierung der ERM-Proteine nach Inhibition der Rho-abhédngigen
Kinase. (A) Western Blot Analyse von Zellextrakten aus primaren hippokampalen Neuronen
nach der Behandlung mit einem spezifischen Kinase Inhibitor (Rho-K-l) gegen die RhoA-
abhangige Kinase (ROCK). Immundetektion am konservierten Threonin phosphorylierter
ERM-Proteine (PERM) sowie Tubulin als Ladekontrolle mit Hilfe spezifischer Antikérper. kDa:
Molekulargewicht des Proteinstandards in Kilodalton. (B) Signalintensitdten von PERM an
den angegebenen Zeitpunkten aus A in Prozent. (C) Quantitative Analyse der in A
dargestellten Daten aus n =4 unabhangigen Experimenten zum Zeitpunkt 60 min mit
**p < 0,01. Alle Daten sind Mittelwerte, die Fehlerbalken reprasentieren den SEM.

81



Ergebnisse

Die Expression von dominant negativem RhoA fuhrte zu einer verringerten
Phosphorylierung der ERM-Proteine und einem Anstieg der synaptischen
Lokalisation von GABAAR a5 (siehe Ergebnisse Abschnitt 3.2). Eine
Dephosphorylierung der ERM-Proteine durch Inhibition der RhoA-abhangigen
Kinase sollte daher ebenfalls zu einer vermehrten synaptischen Lokalisation
von GABAAR a5 fuhren. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurden primare
hippokampale Neurone fur 60 min mit 50 yM Rho-K-I behandelt und
anschliefend die synaptische Lokalisation von GABAAR a5, wie in Abschnitt
3.1 beschrieben, analysiert. Unter Kontrollbedingungen kolokalisierten
7,81 £ 2,86% der GABAAR a5 Signale mit dem synaptischen Marker SV2.
Nach Inhibition der RhoA-abhangigen Kinase ROCK hingegen wurde eine
synaptische Lokalisation der GABAAR a5 Untereinheit von 29,92 £ 2,02%

ermittelt.
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Abb. 3.11: Synaptische Verteilung von GABAAR a5 nach Inhibition der RhoA-
abhangigen Kinase. (A) Immunfarbung von GABAAR a5 (rot) und SV2 (grin) nach der
einstiindigen Behandlung von primaren hippokampalen Neuronen mit dem spezifischen
RhoA-Kinaseinhibitor (Rho-K-I; 50 uM) gegen die RhoA-abhangige Kinase (ROCK).
Exemplarisch gezeigt sind distale dendritische Bereiche der Neurone. Die Pfeile zeigen
synaptische Lokalisationen (gelb) von GABAAR a5 an SV2 positiven Synapsen in der
Uberlagerung. Die GréRenbalken entsprechen 22 um bzw. 1 um (Bildausschnitte). (B)
Quantifizierung der synaptischen Lokalisation von GABAAR a5 in Prozent. Insgesamt wurden
13.471 Synapsen aus drei unabhangigen Experimenten mit jeweils 9 bis 10 Neuronen
analysiert, ***p < 0,001. Alle Daten sind Mittelwerte, der Fehlerbalken reprasentiert den SEM.
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Die in Abschnitt 3.1 bis 3.4 gezeigten in vitro-Daten lassen auf eine
synaptische Lokalisation der GABAAR a5 Untereinheit in Abhangigkeit der
Radixin-Phosphorylierung von Threonin 564 schlieRen. Um die neuronale
Funktion von Radixin in vivo naher zu untersuchen, wurde im Folgenden eine

Radixin Knockout Mauslinie (Rdx KO) analysiert.

3.5 Analyse einer Radixin Knockout Mauslinie hinsichtlich der
synaptischen Lokalisation von GABAAR a5

Im Jahre 2002 veroffentlichte das Labor von Sachiko Tsukita die Herstellung
einer Radixin Knockout Mauslinie (Rdx KO (-/-)) durch homologe Re-
kombination in embryonalen Stammzellen (Kikuchi et al., 2002). Loebrich et
al. konnte 2006 zeigen, dass die Bundelung der GABAAR a5 Untereinheit in
diesen Mausen gestort ist (Loebrich et al., 2006). Im Folgenden wurde die
synaptische und extrasynaptische Verteilung von GABAAR a5 in
homozygoten Rdx KO (-/-) Mausen und wildtypischen Wurfgeschwistern (WT
(+/+)) analysiert. Hierzu wurden mit Hilfe differentieller Zentrifugation pra- und
postsynaptische Proteine in Synaptosomen aus Gehirnextrakten adulter
Rdx KO (-/-) Mause angereichert. Die Zusammensetzung dieser
synaptosomalen Fraktionen wurde mit der von WT (+/+) Mausen hinsichtlich
des GABAAR a5 Gehalts verglichen. Wie in Abbildung 3.12 A und B
dargestellt, stieg der Anteil von GABAAR a5 in Synaptosomen aus Rdx KO
(-/-) Mausen auf 173,88 £ 14,10% im Vergleich zu WT (+/+) Mausen (gleich
100% gesetzt).
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Abb. 3.12: Anreicherung von GABA,R a5 in Synaptosomen nach Depletion von
Radixin. (A) Western Blot Analyse von Synaptosomen aus Gehirnextrakten adulter
Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mause. Die Immundetektion der gezeigten Proteine erfolgte mit
Hilfe spezifischer Antikérper. Die Detektion von Aktin wurde als Ladekontrolle eingesetzt.
kDa: Molekulargewicht des Proteinstandards in Kilodalton. (B) Quantitative Analyse der in A
dargestellten Signalintensitaten von GABAAR a5, Gephyrin und GABAAR a1 in Prozent aus
n =3 unabhangigen Experimenten mit *p < 0,05. Die Signalintensitaten der detektierten
Proteine aus WT (+/+) Mause wurde jeweils gleich 100% gesetzt (gestrichelte rote Linie). Alle
Daten sind Mittelwerte, die Fehlerbalken reprasentieren den SEM.

Weder Gephyrin (Rdx KO (-/-): 112,60 £ 6,86%), ein wichtiges Ankerprotein
der inhibitorischen Synapse (siehe Einleitung 1.1.2), noch GABAAR a1
(Rdx KO (-/-): 99,39+2,63%), eine weitere Untereinheit der GABAa-
Rezeptoren, wiesen signifikant unterschiedliche Anreicherungen zwischen
den Synaptosomen aus Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mausen auf. Die Detektion
von Aktin erfolgte als Ladekontrolle zur Normalisierung der ubrigen Signale.
Die Depletion von Radixin fuhrte zu einem erhdhten Anstieg von GABAAR a5
in synaptosomalen Fraktionen. Es stellte sich nun die Frage, inwieweit sich
dieses Ergebnis mit Hilfe von Immunfarbungen bestatigen lassen wurde.
Hierzu wurden primare hippokampale Neurone aus Rdx KO (-/-) und WT (+/+)
Mausen prapariert und die synaptische Lokalisation von GABAAR a5; wie
unter Abschnitt 3.1 beschrieben, analysiert. Die Quantifizierung der
synaptischen Lokalisation von GABAAR a5 ergab einen Anstieg auf
33,60 + 3,44% in den Neuronen von Rdx KO (-/-) im Vergleich zu Neuronen
von WT (+/+) Mausen (14,29 £ 0,38%) (Abb. 3.13 A und B).
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Abb. 3.13: Synaptische Verteilung von GABAAR a5 nach Depletion von Radixin.

(A) Immunfarbung von GABAAR o5 (rot) und SV2 (griin) in primaren hippokampalen
Neuronen aus Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mausen. Die jeweils vergroRerten Bildausschnitte
sind in der entsprechenden Ubersicht (GFP Signal in Graustufen) mit einem Kasten markiert.
Die Pfeile zeigen synaptische Lokalisationen (gelb) von GABAAR a5 an SV2 positiven
Synapsen in der Uberlagerung. Die GroRenbalken entsprechen 22 um bzw. 1pm
(Bildausschnitte). (B) Quantifizierung der synaptischen Lokalisation von GABAAR a5 in
Prozent. (C) Durchschnittliche Signalintensitat von SV2 pro Flache. Insgesamt wurden 18.420
Synapsen aus drei unabhangigen Experimenten mit jeweils 5 bis 14 Neuronen analysiert,
**p < 0,01, "p > 0,05. Alle Daten sind Mittelwerte, die Fehlerbalken reprasentieren den SEM.

Nachdem mit der Umverteilung von GABAAR a5 eine postsynaptische
Veranderung in den Rdx KO (-/-) Mausen beobachtet werden konnte, erfolgte
durch Untersuchung von SV2 nun eine Analyse der Prasynapse. Die
Quantifizierung der durchschnittlichen Signalintensitat von SV2 ergab jedoch
keinen signifikanten Unterschied zwischen Rdx KO (-/-) (28,51 £ 2,07 a.u.)
und WT (+/+) Mausen (25,53 + 2,79 a.u.) (Abb. 3.13 C). Falls Radixin fur die
extrasynaptische Verankerung der GABAAR a5 Untereinheit wichtig ist und
wie in Abb. 3.13 B gezeigt, die Depletion von Radixin zu einem Anstieg der
synapischen GABAAR a5 Lokalisation fuhrt, sollte eine Abnahme der
extrasynaptischen bzw. eine Zunahme der synaptischen GABAAR a5
Clustergrof3en erwartet werden. Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden
synaptische und extrasynaptische ClustergroRen der GABAAR a5
Untereinheit in hippokampalen Neuronen von Rdx KO (-/-) und WT (+/+)

M&ausen miteinander verglichen.
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Abb. 3.14 Extrasynaptische und synaptische GABAAR a5 ClustergroBen nach
Depletion von Radixin. (A) Quantifizierung der durchschnittlichen extrasynaptischen und
synaptischen GABAAR o5 ClustergréRBen in primaren hippokampalen Neuronen aus
Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mausen. (B) Quantifizierung der durchschnittlichen GroéRe aller
GABAAR a5 Cluster in primaren hippokampalen Neuronen aus Rdx KO (-/-) und WT (+/+)
Mausen. Insgesamt wurden 13.258 Cluster aus jeweils n = 9-13 Neuronen pro Genotyp mit
"p > 0,05, *p < 0,05 und **p < 0,01 analysiert. Alle Daten sind Mittelwerte, die Fehlerbalken
reprasentieren den SEM.

Die Analyse der extrasynaptischen GABAAR a5 ClustergroRen ergab eine
signifikante Verringerung in Rdx KO (-/-) (8,98 £ 0,25 Pixel) im Vergleich zu
WT (+/+) (13,07 £ 0,32 Pixel) Neuronen. Im Gegensatz dazu zeigte die
Analyse der synaptischen Clustergro3en einen signifikanten Anstieg in
Rdx KO (-/-) (7,40 £ 0,23 Pixel) im Vergleich zu WT (+/+) (4,57 £ 0,36 Pixel)
Neuronen (Abb. 3.14 A). Eine gepaarte Auswertung fur extrasynaptische und
synaptische Clustergrolen ergab interessanterweise keinen signifikanten
Unterschied zwischen Rdx KO (-/-) (8,16 £0,16 Pixel) und WT (+/+)
(9,05 £ 0,22 Pixel) Neuronen.

3.6  Einfluss neuronaler Aktivitat auf die Phosphorylierung der ERM-
Proteine

Bisher wurde die Funktion von Radixin in Bezug auf dessen
Phosphorylierungs-abhangige Aktivierung hinsichtlich der Lokalisation der
GABAAR a5 Untereinheit untersucht. Unterschiedliche Arbeitsgruppen
konnten zeigen, dass neuronale Aktivitat zur Modulation von RhoGTPase
abhangigen Signalkaskaden fuhren kann (Schubert et al., 2006; Schubert &
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Dotti 2007). Es stellte sich daher die Frage, ob eine veranderte neuronale
Aktivitat Einfluss auf die Phosphorylierung und somit Aktivierung von Radixin

haben konnte.
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Abb. 3.15 Phosphorylierung der ERM-Proteine nach Behandlung mit GABA, Bicucullin
oder AMPA. (A) Western Blot Analyse von Zellextrakten aus primaren hippokampalen
Neuronen nach einstiindiger Behandlung mit 50 uM GABA, 50 uM Bicucullin oder 4 yM
AMPA. Immundetektion der an dem konservierten Threonin phosphorylierten ERM-Proteine
(PERM) sowie Tubulin als Ladekontrolle mit Hilfe spezifischer Antikérper. Die
Signalintensitaten der Kontrollen wurden jeweils gleich 100% gesetzt (gestrichelte rote Linie).
kDa: Molekulargewicht des Proteinstandards in Kilodalton. (B) Quantitative Analyse der in A
dargestellten Daten aus n = 3-5 unabhangigen Experimenten mit **p < 0,01. Alle Daten sind
Mittelwerte, die Fehlerbalken reprasentieren den SEM.

Um diese Frage naher zu untersuchen, wurde der GABA Rezeptor zunachst
mit seinem Agonisten GABA in primaren hippokampalen Neuronen stimuliert
oder mit dem kompetetiven Antagonisten Bicucullin blockiert (Khawaled et al.,
1999). AnschlieBend wurde die Phosphorylierung der ERM-Proteine
analysiert.

Nach Aktivierung der GABA Rezeptoren mit 50 uM GABA konnte ein Anstieg
der Phosphorylierung der ERM-Proteine auf 121,21 £ 2,92% im Vergleich zu
den unbehandelten Kontrollen (gleich 100% gesetzt) beobachtet werden. Im
Gegensatz hierzu fuhrte die Blockade der GABAa Rezeptoren mit 50 yM
Bicucullin zu einer Verringerung der Phosphorylierung der ERM-Proteine auf
70,82 + 4,44%. Interessanterweise konnte auch nach der Aktivierung von
AMPA Rezeptoren mit dem spezifischen Agonisten AMPA eine signifikante
Verringerung der Phosphorylierung der ERM-Proteine auf 86,46 + 1,32%
beobachtet werden (Abb. 3.15 A und B).

Es ist bekannt, dass GABAAR vermittelte Strome einen gro3en Einfluss auf

die Erregbarkeit von Neuronen ausuben (Freund & Buzsaki 1996; Stelzer
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1992; Wigstrom & Gustafsson 1983; Yang et al, 2010). Zum einen
unterstutzte die Inhibition von GABAa Rezeptoren die Induktion von lang
anhaltenden erregenden Potentialen (LTP) (Grover & Yan 1999; Steele &
Mauk 1999). Zum anderen konnte LTP in Mausen, in denen GABAaAR
vermittelte inhibitorische Strome erhoht waren, nur durch Inhibition der
GABAa Rezeptoren induziert werden (Hess et al., 1996). Es stellte sich daher
die Frage, inwieweit LTP bzw. lang anhaltende hemmende Potentiale (LTD)
einen Einfluss auf die Phosphorylierung und Aktivierung der ERM-Proteine
haben konnten. Hierflr wurde ein Protokoll zur Induktion von chemischen LTP
mit Forskolin und Rolipram bzw. chemischen LTD mit DHPG (siehe Material
und Methoden 2.4.6) angewandt und anschliel3end die Phosphorylierung der
ERM-Proteine analysiert. Wie in Abbildung 3.16 dargestellt, ergab eine
Western Blot Analyse nach Induktion von LTP in primaren hippokampalen
Neuronen eine Reduzierung der Phosphorylierung der ERM-Proteine auf
61,52 + 12,10% im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen (gleich 100%

gesetzt).

>
%
%
o

\{\o R ,,C_UASO'
S KL S 0 =
kDa & & kDa ¥ & cEc @120
o
LL] -
75 — 75— £ 801
== - -(PERM (PERM @3 ]
X & 401
50 —| - Tubulin 50_———Tubu|in @ 0:
@
Forskolin/ DHPG \g'o\\ \',\Q \,}Q
Rolipram \{_0(\

Abb. 3.16: Phosphorylierung der ERM-Proteine nach Induktion von LTP und LTD.
(A) Western Blot Analyse von Zellextrakten aus primaren hippokampalen Neuronen nach der
Induktion von LTP mit Forskolin und Rolipram bzw. LTD mit DHPG. Immundetektion der am
konservierten Threonin phosphorylierten ERM-Proteine (PERM) sowie Tubulin als
Ladekontrolle mit Hilfe spezifischer Antikérper. Die Signalintensitaten der Kontrollen wurden
jeweils gleich 100% gesetzt (gestrichelte rote Linie). kDa: Molekulargewicht des
Proteinstandards in Kilodalton. (B) Quantitative Analyse der in A dargestellten Daten aus
n=7-10 unabhangigen Experimenten mit *p <0,05. Alle Daten sind Mittelwerte, die
Fehlerbalken reprasentieren den SEM.
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Im Gegensatz hierzu fuhrte die Induktion von LTD zu einem Anstieg der
Phosphorylierung auf 127,20 £ 10,53% (Abb. 3.16 A und B) im Vergleich zur
Kontrolle.

Die Ergebnisse lassen auf eine Phosphorylierung und damit eine Aktivierung

der ERM-Proteine in Abhangigkeit neuronaler Aktivitat schlief3en.

3.7 Verhaltensanalyse einer Radixin Knockout Mauslinie

Synaptische Plastizitat beschreibt die Veranderung der Starke der
synaptischen Ubertragung. Diese kann unter anderem sowohl an der
Prasynapse durch die Menge der freigesetzten Neurotransmitter, als auch an
der Postsynapse durch die Menge der Neurotransmitter-Rezeptoren moduliert
werden. Des Weiteren spielt hierbei die Morphologie und Verbindung der Pra-
und Postsynapse eine wichtige Rolle. Aktivitatsabhangige synaptische
Plastizitat wird als ein wichtiger neuropyhsiologischer Mechanismus
betrachtet, der Lernprozessen und der Gedachtnisbildung zugrunde liegt.
Zwei klassische Phanomene, die fur die Untersuchung der
aktivitatsabhangigen synaptischen Plastizitat eingesetzt werden, sind die
Induktion von LTP und LTD, die zu einer Verstarkung bzw. Verringerung der
synaptischen Ubertragung fiihren (Alvarez & Sabatini 2007; Bliss & Lomo
1973; Feldman 2009; Martin et al., 2000).

Wie in Abschnitt 3.7 gezeigt, scheint die Induktion von LTP bzw. LTD zu einer
Veranderung der Phosphorylierung bzw. Aktivierung der ERM-Proteine zu
fuhren. Aktives Radixin scheint wiederum fur die synaptische bzw.
extrasynaptische Lokalisation der GABAAR a5 Untereinheit eine wichtige
Rolle zu spielen (vgl. Abb. 3.1). Interessanterweise konnten unabhangige
Arbeitsgruppen verbesserte Lernleistungen von
GABAAR a5 Knockout Mausen und a5-Mutanten beobachten (Collinson et al.,
2002; Crestani et al, 2002). Es ware daher moglich, dass auch
Radixin Knockout Mause eine Veranderung hinsichtlich des Lernens und
Gedachtnisses aufweisen. Um dies genauer zu untersuchen, wurde das

Verhalten von Rdx KO (-/-) Mausen charakterisiert.
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3.7.1 Verhalten im Open Field und Elevated plus maze

Der Open Field Test wird zur quantitativen Analyse der Bewegungsaktivitat
und dem Erkundungsverhalten von Mausen in einer neuen, unbekannten
Umgebung eingesetzt (Crawley, 2007). In der Regel werden die Mause hierzu
in einen weilden, oben offenen Behalter gesetzt und ihr Verhalten Uber eine
definierte Zeit unter kontrollierter Raumtemperatur, Umgebungsgerauschen
und Lichtverhaltnissen dokumentiert. Da Mause normalerweise hell
erleuchtete, unbekannte und offene Flachen meiden, erlaubt der
Open Field Test  auch die Analyse von Angst auslésender
Bewegungsaktivitat. Durch die Wiederholung des Tests mit demselben Tier ist
es des Weiteren moglich, Rickschlisse auf das Erinnerungsvermogen zu
ziehen, da sich die Tiere nach wiederholter Exposition an eine neue
Umgebung gewdhnen (Crawley 1985).

Fur die Analyse wurden die Mause jeweils in eine Ecke des Behalters gesetzt
und die zurtckgelegte Distanz mit Hilfe eines Videosystems Uber eine Stunde
aufgezeichnet und in 12 Intervalle von 5 Minuten unterteilt. Nach 24 Stunden
wurde der Test unter denselben Bedingungen wiederholt. An Tag Eins im
ersten Intervall verringerte sich die zuruckgelegte Distanz von ca. 1800 cm
kontinuierlich auf ca. 1000 cm im letzten Intervall (Haupteffekt fur Intervall:
F(11,132) = 18,88; p <0,001). Wie eine 3-Weg ANOVA Analyse
(Genotyp x Geschlecht x Intervall) ergab, zeigte sich ein Unterschied
zwischen den Geschlechtern, wobei die Weibchen insgesamt eine grollere
Strecke zurlUcklegten als die Mannchen (Haupteffekt flr Geschlecht:
F(1,12) = 9,23; p < 0,05). Ein signifikanter Unterschied zwischen Rdx KO (-/-)
und WT (+/+) Mausen konnte hierbei jedoch nicht beobachtet werden
(Haupteffekt fur Genotyp: F(1,12) = 0,21; p = 0,66). Nach 24 Stunden war die
zurlckgelegte Distanz im ersten Intervall (ca. 1400 cm) sowie im letzten
Intervall (ca. 800 cm) geringer als an Tag Eins (3-Weg ANOVA,; Intervall x
Geschlecht x Tag: F(11,132) =2,18; p <0,05). Es zeigte sich aber kein
Unterschied zwischen den Genotypen, weder innerhalb des zweiten Tages,
noch im Vergleich von Tag 1 mit Tag 2 (3-Weg ANOVA,; Intervall x Genotyp x
Tag F(11,132)=0,77; p=0,67). Dies deutet auf eine normale

90



Ergebnisse

Bewegungsaktivitat und Habituation der Rdx KO (-/-) Mause im Vergleich zu
der wildtypischen Kontrollgruppe hin.

Abb. 3.17: Verhalten von Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mausen im Open Field. Die
Bewegungsaktivitat von Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mausen innerhalb einer Stunde ist als
zuruckgelegte Distanz in cm Uber 12 aufeinander folgende Intervalle von 5 min dargestellt
(Tag 1). 24 Stunden spater erfolgte die erneute Exposition derselben Mause in derselben
Umgebung (Tag 2). Graue geschlossene Kreise symbolisieren WT (+/+) Mause, schwarze
geschlossene Quadrate Rdx KO (-/-) Mause. Insgesamt wurden jeweils acht Tiere pro
Genotyp mit der gleichen Anzahl an Weibchen und Mannchen untersucht. Alle Daten sind
Mittelwerte, die Fehlerbalken reprasentieren den SEM.

Es wird angenommen, dass GABAa Rezeptoren bei der Auspragung von
Angstverhalten eine wesentliche Rolle spielen. Zum Beispiel zeigten
heterozygote GABAAR y2 Knockout Mause eine hohere Aversion gegenuber
hohen offenen Raumen (Crestani et al., 1999). Hierbei scheinen auch die
alpha-Untereinheiten der GABAa Rezeptoren und dabei vornehmlich die a2-
Untereinheit involviert zu sein. Fur die a5-Untereinheit konnte bisher keine
Beteiligung am Angstverhalten beobachtet werden (Crestani et al., 2002; Low
et al., 2000; Mohler 2007). Dennoch sollten die Radixin Knockout Mause
hinsichtlich ihres Angstverhaltens untersucht werden. Hierzu wurde ein so
genanntes Elevated plus maze eingesetzt. Es handelt sich hierbei um ein
vierarmiges Kreuz mit jeweils zwei offenen und zwei geschlossenen Armen,
dass 50 cm Uber dem Boden aufgebaut wird. Da Mause hohe offene Raume
meiden, kann der Aufenthalt in den offenen bzw. geschlossenen Armen als
ein Indikator fir Angst interpretiert werden (Crawley, 2007). Fur die Analyse
wurden die Mause in die Mitte des Kreuzes gesetzt und sowohl ihr Aufenthalt,

als auch die Anzahl der Eintritte in die offenen Arme Uber einen Zeitraum von
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funf  Minuten dokumentiert. Hierbei konnte fir die Rdx KO (-/-)
(27,99 £ 3,88%) Mause zwar ein langerer Aufenthalt in den offenen Armen
beobachtet werden, die Differenz zu den WT (+/+) (19,71 £ 3,60%) Mausen
war aber nicht signifikant (Haupteffekt fur Genotyp: F(1,17) = 2,45; p = 0,14)
(Abb. 3.18 A). Auch die Analyse der Anzahl der Eintritte in die offenen Arme
ergab keinen Unterschied zwischen Rdx KO (-/-) (9,70 £ 0,84) und WT (+/+)
(9,17 £ 0,77) Mausen (Haupteffekt fur Genotyp: F(1,17) = 0,219; p = 0,645)
(Abb. 3.18 B). Die Ergebnisse deuten auf ein ahnliches Angstverhalten von

Radixin Knockout Mausen im Vergleich zu den wildtypischen Kontrollen hin.

Abb. 3.18: Verhalten von Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mausen im Elevated plus maze. (A)
Prozentuale Angabe des Aufenthalts von Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mausen in den offenen
Armen bezogen auf die Gesamtzeit (5 min). (B) Anzahl der Eintritte von Rdx KO (-/-) und
WT (+/+) Mausen in die offenen Arme Uber die gesamte Zeit (5 min). Insgesamt wurden
10 WT (+/+) Mause mit drei Weibchen und sieben Mannchen sowie 10 Rdx KO (-/-) Mause
mit jeweils funf Weibchen und Mannchen untersucht. Alle Daten sind Mittelwerte, die
Fehlerbalken reprasentieren den SEM.

3.7.2 Motor-Koordination, Balance und Motor-Starke

Fast jedes Verhalten erfordert Bewegungen. Falls diese zum Beispiel durch
veranderte neuromuskulare Verbindungen oder ein Dbeeintrachtigtes
Gleichgewicht gestort werden, kann dies einen direkten Einfluss auf das
Verhalten ausliben. Es konnte daher zu Fehlinterpretationen von
Verhaltenstests kommen, weil die Mause nicht in der Lage sind, sich normal
zu bewegen. GABAa Rezeptoren gehdren zu den vorrangigen inhibitorischen

Neurotransmitter-Rezeptoren im Gehirn, die auch fur die Regulation von
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Motorfunktionen wichtig sind (Barnard et al., 1998; Rudolph et al., 1999;
Sieghart 2000). Zum Beispiel zeigte eine Knockout Maus fur die al-
Untereinheit Motorkoordinationsstérungen und einen Tremor (Kralic et al.,
2005).

Um sowohl die Rolle von Radixin selbst, als auch einen moglichen Einfluss
auf nachfolgende Verhaltensexperimente zu untersuchen, wurden die
Radixin Knockout Mause hinsichtlich ihrer Motorfunktion analysiert. Hierzu
wurden die Tiere zunachst auf dem Rotarod getestet. Es handelt sich hierbei
um einen rotierenden Zylinder mit einem Durchmesser von drei Zentimetern.
Die Mause wurden auf den rotierenden Zylinder gesetzt, dessen Drehzahl
kontinuierlich gesteigert und die Zeit bis zum Herunterfallen der Mause
(Latenzzeit) gemessen wird (Jones und Roberts, 1968). Nach 24 h wurde der
Test unter denselben Bedingungen wiederholt. Interessanterweise zeigten
Rdx KO (-/-) (215,47 £ 36,03 s) Mause am ersten Tag eine etwas Langere
Latenzzeit im Vergleich zu WT (+/+) (147,40 + 30,94 s) Mausen, wobei eine
2-Weg ANOVA Analyse (Genotyp x Geschlecht) mit dem Gewicht als
Kovariate keinen signifikanten Unterschied ergab (Haupteffekt fur Genotyp
Tag 1: F(1,10) = 1,94; p = 0,20). Der Vergleich der Latenzzeit von Tag 1 zu
Tag 2 mit Hilfe einer 3-Weg ANOVA Analyse (Genotyp x Geschlecht x Tag)
zeigte hingegen eine Tendenz fur eine Interaktion von Genotyp und Tag
(F(1,10) = 3,60; p = 0,09).

Dies spiegelt moglicherweise den starkeren Anstieg der Latenzzeit fur die
WT (+/+) Mause von Tag eins zu Tag zwei im Vergleich zu den Rdx KO (-/-)
Mausen wieder. Dennoch ergab die getrennte Analyse des zweiten Tages
keine signifikanten Unterschiede zwischen Rdx KO (-/-) (240,20 + 26,30 s)
und WT (+/+) (268,23 £ 22,58 s) Mausen (Haupteffekt fur Genotyp Tag 2:
F(1,10) = 0,61; p = 0,45).
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Abb. 3.19: Verhalten von Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mausen auf einem Rotarod bzw.
einem horizontalen Gitter. (A) Latenzzeit in Sekunden bis zum Herunterfallen der Rdx KO
(-/-) und WT (+/+) Mausen von einem Rotarod. Insgesamt wurden 6 - 8 Mause pro Genotyp
mit dem gleichen Verhaltnis an Weibchen und Mannchen untersucht. (B) Latenzzeit in
Sekunden bis zum Herunterfallen der Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mausen von einem
horizontalen Gitter. Insgesamt wurden acht Mause pro Genotyp mit der gleichen Anzahl an
Weibchen und Mannchen untersucht. Alle Daten sind Mittelwerte, die Fehlerbalken
reprasentieren den SEM.

Ein weiterer motorischer Test, speziell fur die Motor-Starke der Vorder- und
Hinterlaufe stellt die Untersuchung der Latenzzeit bis zum Herunterfallen von
einem horizontalen Gitter dar (Sango et al.,, 1996). Hierzu wurden die Tiere
kopfuber an das horizontale Gitter gesetzt und die Latenzzeit bis zum
Herunterfallen dokumentiert. Eine 2-Weg ANOVA Analyse (Genotyp x
Geschlecht) mit dem Gewicht als Kovariate zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mausen (Haupteffekt fur
Genotyp: F(1,12)=1,79; p = 0,21) (Abb. 3.19 B). Wie es scheint, ist sowohl
die Motor-Koordination und Balance als auch die Motor-Starke in den
Rdx KO (-/-) Mausen nicht beeintrachtigt. Dies stellt eine wichtige
Voraussetzung fur die im Folgenden beschriebene Untersuchung und

Interpretation des Verhaltens der Tiere im Morris water maze dar.

3.7.3 Verhalten im Morris water maze

Der Morris water maze Test ist ein weit verbreiteter Test, um raumliches
Lernen zu untersuchen, bei dem Ratten oder Mause in einen mit weil}

eingefarbten Wasser geflllten runden Tank gesetzt werden. Innerhalb des
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Tanks befindet sich kurz unterhalb der Wasseroberflache eine nicht sichtbare
Plattform. Der Test basiert auf der Voraussetzung, dass Tiere wie Ratten und
Mause Wasser meiden und eine Strategie entwickeln, unter moglichst
geringem Einsatz aus dem Wasser zu entkommen. Dies spiegelt sich in der
Abnahme der zurlckgelegten Strecke und Zeit bis zum Erreichen der
Plattform wieder und kann als ein Messwert fur die Fahigkeit zur raumlichen
Erinnerung interpretiert werden (Wenk 2004). Markante Objekte, sogenannte
Landmarken, die um das maze angeordnet sind, ermdglichen hierbei die
Orientierung. Durch unterschiedliche Protokolle bei der Durchfuhrung des
Tests kdnnen zwei verschiedene Formen des Lernens und der Erinnerung
untersucht werden. Zum einen besteht die Mdglichkeit, einen sogenannte
reference memory test durchzufuhren. Hierbei befindet sich die Plattform fur
eine langere Testphase immer an derselben Stelle und die Latenzzeit bis zum
Erreichen der Plattform wird analysiert. Dies ermoglicht, raumliche
Erinnerungen zu untersuchen, die fur eine langere Zeit im Gedachtnis
gespeichert werden (Prusky et al., 2004). Zum anderen kann ein sogenannter
working memory test durchgefuhrt werden. Hierbei wird die Plattform nach
jedem Testtag, an dem die Tiere mehrere Versuche haben, die Plattform zu
finden, an eine neue Position gesetzt. AnschlieRend erfolgt die Analyse der
Differenzen der Latenzzeiten der einzelnen Versuche innerhalb eines
Testtages. Im Vergleich zu dem reference memory test konnen hiermit
vorwiegend die Verarbeitung, das Verwerfen oder der Wiederabruf von
Informationen aus einer sich andernden Umgebung innerhalb eines kurzen
Zeitraums untersucht werden (Steele & Morris 1999).

Wie bereits erwahnt, scheinen GABAAR eine wichtige Rolle bei Lernen und
Gedachtnis zu  spielen  (Mohler et al, 2008). Fur eine
GABAAR a5 Knockout Maus konnte eine Verbesserung gegenuber der
wildtypischen Kontrollgruppe im working memory test des Morris water maze
beobachtet werden (Collinson et al., 2002). Experimente mit einem
spezifischen inversen Agonisten gegen GABAAR a5 bestatigten diese
Untersuchungen (Dawson et al., 2006). Da Radixin an GABAAR a5 bindet
(Loebrich et al., 2006) und fur dessen synaptische bzw. extrasynaptische

Lokalisation verantwortlich zu sein scheint (vergleiche Abb. 3.1), kdnnte es
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auch in Prozesse, die Lernen und Gedachtnis betreffen, involviert sein. Im
Folgenden wurden Rdx KO (-/-) Mause in der working memory Version des
Morris water maze getestet. Hierzu wurden die Tiere zunachst fur 4 Tage mit
einer sichtbaren Plattform an die Testbedingungen gewohnt. Die Analyse der
Latenzzeit bis zum Auffinden der sichtbaren Plattform zeigte keine
Unterschiede zwischen Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mausen (Daten nicht
gezeigt). AnschlieRend wurden die Tiere Uber einen Zeitraum von 10 Tagen
zweimal mit einem Intervall von 15 Sekunden bzw. 10 Minuten in das
Wasserbecken gesetzt und die Zeit bis zum Erreichen einer nicht sichtbaren
Plattform dokumentiert. Wie in Abbildung 3.20 A dargestellt, bendtigten
Rdx KO (-/-) Mause im ersten Versuch durchschnittlich 39,83 + 1,69 s bis zum
Erreichen der Plattform. Dieser Wert reduzierte sich auf 30,04 £2,02 s im
zweiten Versuch. Eine 4-Weg ANOVA Analyse (Tag (10) x Versuch (2) x
Genotyp (2) x Geschlecht (2)) fuhrte hierbei zu einer signifikanten
Verringerung bis zum Erreichen der Plattform sowohl uUber die Tage
(F(9,189) = 3,09; p < 0,01), als auch zwischen den Versuchen innerhalb eines
Tages (F(1,21) = 60,10; p < 0,001). Diese Analyse bezieht WT (+/+) Mause
mit ein, bei denen sich auch eine Verbesserung von 33,15 £ 2,03 s im ersten
Versuch auf 21,03+2,42s im zweiten Versuch. Insgesamt wurde fur
Rdx KO (-/-) Mause aber eine grof3ere Latenzzeit bis zum Erreichen der
Plattform festgestellt. Dies zeigte ein Haupteffekt fur den Genotyp
(F(1,21) = 9,54; p < 0,01). Dieser war jedoch unabhangig sowohl von den
Tagen (Tag x Genotyp: F(9,189)=0,72, p=0,69), als auch von den
Versuchen innerhalb der Tage (Versuch x Genotyp: F(1,21) = 0,68; p = 0,42).
Scheinbar bendtigten Rdx KO (-/-) Mause insgesamt langer bis zum Erreichen
der Plattform, die Verbesserung Uber die Tage und innerhalb eines Tages war
aber nicht signifikant unterschiedlich gegenuber WT (+/+) Mausen
(Abb. 3.20 B). Diese Faktoren gelten als Hauptindikatoren fur eine

Veranderung im working memory des Morris water maze.
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Abb. 3.20: Verhalten von Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mausen im working memory test
des Morris water maze. Uber 10 Tage wurde die Latenzzeit bis zum Auffinden einer nicht
sichtbaren Plattform gemessen. Die Tiere hatten pro Tag zwei Versuche. Die Plattform
befand sich jeden Tag an einer neuen Position. (A) Durchschnittliche Latenzzeit in Sekunden
bis zum Auffinden der Plattform wahrend des ersten und zweiten Versuchs bei Rdx KO (-/-)
und WT (+/+) Mausen. (B) Differenz der durchschnittlichen Latenzzeit des ersten und zweiten
Versuchs in Sekunden bis zum Auffinden der Plattform bei Rdx KO (-/-) und WT (+/+)
Mausen. Insgesamt wurden 10 WT (+/+) Mause mit 5 Weibchen und 5 Mannchen sowie
15 Rdx KO (-/-) Mause mit 5 Weibchen und 9 Mannchen untersucht. Alle Daten sind
Mittelwerte, die Fehlerbalken reprasentieren den SD.

Der gezeigte Haupteffekt fur den Genotyp zwischen Rdx KO (-/-) und
WT (+/+) Mausen konnte ein Hinweis auf eine Rolle von Radixin in einem
anderen Zusammenhang von raumlicher Erinnerung geben. Um dies genauer
zu untersuchen, wurden die Radixin Knockout Mause bezuglich
referenz memory im Morris water maze getestet. Hierzu wurden die Tiere
zunachst wieder fur 4 Tage mit einer sichtbaren Plattform an die
Testbedingungen gewohnt. Die Analyse der Latenzzeit bis zum Auffinden der
sichtbaren Plattform zeigte keine Unterschiede zwischen Rdx KO (-/-) und
WT (+/+) Mausen (Daten nicht gezeigt). Anschliefiend wurden die Tiere uber
einen Zeitraum von 10 Tagen zweimal mit einem Intervall von 15 Sekunden in
das Wasserbecken gesetzt und die Zeit bis zum Erreichen einer nicht
sichtbaren Plattform dokumentiert. FlUr die ersten 6 Tage befand sich die
Plattform immer an der gleichen Position (Acquisition Phase). Am siebten Tag
wurde die Plattform entfernt und der Weg der Maus bezuglich der
zurlckgelegten Distanz und der Zeit in den einzelnen Quadranten des
Beckens dokumentiert (Probe Test). Hiernach wurde die Plattform in die Mitte
des gegenuberliegenden Quadranten gesetzt und erneut die Zeit bis zum
Erreichen der Plattform gemessen (Reversal Phase). Fur die Acquisition und

Reversal Phase wurden fur Rdx KO (-/-) Mause langere Latenzzeiten bis zum
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erreichen der Plattform beobachtet. Im Durchschnitt benétigten die Rdx KO
(-/-) Mause 28,92 + 1,48 s und die WT (+/+) Mause 22,87 + 1,72 s. Eine 4-
Weg ANOVA Analyse (Tag (9) x Versuch (2) x Genotyp (2) x Geschlecht (2)
ergab einen Haupteffekt fur den Genotyp (F(1,19) =7,10; p < 0,05), der bei
einer getrennten Analyse der Reversal Phase noch groRer war (Rdx KO (-/-)
30,80 £ 2,00 s; WT (+/+) 19,33 £2,32 s; F(1,19) = 14,06; p < 0,01) (Abb.3.21
A). Die Analyse des Probe Tests zeigte eine signifikant hohere Distanz fur
WT (+/+) (130,19 + 11,07 cm) Mause bezuglich der zurtuckgelegten Strecke
im Ziel-Quadranten im Vergleich zu Rdx KO (-/-) (91,61 £ 9,54 cm) Mausen.
Eine 4-Weg ANOVA Analyse (Quadrant (4) x Intervall (3) x Genotyp (2) x
Geschlecht (2)) ergab eine Interaktion von Quadrant und Genotyp
(F(3,57)=3,99; p<0,05). Ahnliches =zeigte die Untersuchung der
Aufenthaltszeiten in den einzelnen Quadranten. WT (+/+) Mause hielten sich
dabei zu 43,26 £ 4,07% im Zielquadranten auf, Rdx KO (-/-) Mause hingegen
zu 32,27 + 3,50% (F(3,57) = 2,86; p < 0,05) (Abb. 3.21 B, D und E). Um einen
Einfluss motorischer Unterschiede beider Gruppen auf die gezeigten
Ergebnisse auszuschliel3en, wurde die Schwimmgeschwindigkeit wahrend
des Probe Tests ermittelt. Wie in Abbildung 3.21 C dargestellt, konnte keine
signifikante Abweichung zwischen Rdx KO (-/-) (20,58 + 1,17 cm/s) und
WT (+/+) (21,03 £ 1,29 cm/s) Mausen beobachtet werden (Genotyp Effekt:
F(1,18) = 0,07; p = 0,80).

98



Ergebnisse

Tag 7:
ProbeTest -
K]
A Aquisition * Reversal B C S 25
WT (+/+) Rdx KO (-/-) b
40 N B3 20
o 2
‘g & Rechts Ziel 3 g 15
N —~ S0
c v £ N
o | ; 0
109 -m- Rdx KO (-/-) . ] = D N
-0 WT (+/+) Gegentiber Links 3 & O\'\
O — &
1 2 3 4 5 6 8 9 10 S N &.‘J’
D Tage E <&
c *
* L 509 T 1 O WT (+/+)
N 1809 c
= r B WT (+/+ 4
S _ 140 i S 40 W Rdx KO (-/-)
25 M Rdx KO (-/-) S
e < 120 4 = B
oS~ 1004 O <304 Chance
DT E g ES 418 ----- - - -
o) e
© 3 6o = 204
oS g
SE ] I“'| 2 104
27 204 K} '
= S
N 0 T T o 2 < 0 3 T T 3 T T &
) ) & o & . ) CJ
PSP ES S DRI SR
) AV N VY 8
g § < § § <
F o & o

Abb. 3.21: Verhalten von Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mausen im reference memory test
des Morris water maze. Uber 10 Tage wurde das Verhalten bis zum Auffinden einer nicht
sichtbaren Plattform dokumentiert. Hierbei befand sich die Plattform wahrend der ersten
6 Tage (Acquisition Phase) jeweils in der Mitte des Zielquadranten (gelber Bereich in B), an
Tag sieben (Probe Test, siehe Pfeil in A) wurde die Plattform entfernt und fir die letzten drei
Tage (Reversal Phase) in der Mitte des gegenuberliegenden Quadranten positioniert. Die
Tiere wurden zweimal pro Tag in einem Intervall von 15 s getestet (A) Durchschnittliche
Latenzzeit in Sekunden der Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mause bis zum Auffinden der Plattform
Uber neun Tage (B) Reprasentative Darstellung der =zurlickgelegten Strecke einer
Rdx KO (-/-) bzw. WT (+/+) Maus innerhalb des water maze wahrend des Probe Tests.
(C) Durchschnittliche Schwimmgeschwindigkeit in cm/s wahrend des Probe Tests von
Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mausen. (D) Zuriickgelegte Distanz in cm innerhalb der einzelnen
Quadranten wahrend des Probe Tests fir Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mause. (E) Prozentualer
Aufenthalt in den einzelnen Quadranten wahrend des Probe Tests fir Rdx KO (-/-) und
WT (+/+) Mause. Insgesamt wurden 10 WT +/+ Mause mit 6 Weibchen und 4 Mannchen
sowie 13 Rdx KO (-/-) Mause mit 6 Weibchen und 7 Mannchen untersucht. Alle Daten sind
Mittelwerte, die Fehlerbalken reprasentieren den SD.

Die gezeigten Ergebnisse lassen auf eine Veranderung betreffend
reference memory fur Radixin Knockout Mause im Morris water maze
Experiment schlielen, betreffend working memory hingegen scheint keine
Beeinflussung vorzuliegen.

Es wird angenommen, dass der Hippokampus bei der raumlichen
Orientierung und Erinnerung eine wichtige Rolle spielt (Burgess et al., 2002;
Muller et al., 1996). Daher wurden Rdx KO (-/-) Mause in einem weiteren

Hippokampus-spezifischen Verhaltenstest untersucht.
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3.7.4 Verhalten im trace fear conditioning

Der Hippokampus spielt eine wichtige Rolle in vielen Formen assoziativen
Lernens und beim Gedachtnis (Gilbert & Kesner 2002; Wallenstein et al.,
1998). Hierbei umfasst ein Lernprozess, der als klassische Konditionierung
bezeichnet wird, die Assoziation von Reizen aus der Umwelt mit einem
bestimmten Verhalten und wurde als erstes durch lvan Pavlov beschrieben
(Pavlov, 1927). Trace fear conditioning ist eine spezielle Hippokampus-
abhangige Form assoziativen Lernens, bei der ein unbedingter Reiz (US) und
bedingter Reiz (CS) zeitlich voneinander getrennt sind (Rawlins, 1985; Yee et
al., 2004). Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mause wurden daher hinsichtlich lhrer
Fahigkeit untersucht, einen CS mit einem US zu assoziieren, der mit einer
Verzodgerung von 20 Sekunden erfolgte.

Als erstes erfolgte die Konditionierung. Hierzu wurden die Mause in einen
Konditionierungskafig gesetzt und dreimal hintereinander dem bedingten Reiz
(CS: Vibration) fur 30 s ausgesetzt, dem entweder sofort (no trace) oder nach
20 s (20s trace) der unbedingte Reiz (US: Elektroschock) folgte. Wahrend der
Prasentation des CS wurde die Angstreaktion in Form der zeitlichen Dauer
einer korperlichen Starre (freezing) gemessen. Sowohl Rdx KO (-/-), als auch
WT (+/+) Mause zeigten eine ansteigende freezing-Reaktion uber die Dauer
der Versuche in beiden trace Situationen (Abb. 3.22 A und B). Eine 4-Weg
ANOVA Analyse (Versuch (3) x Genotyp (2) x Geschlecht (2) x trace (2))
ergab einen signifikanten Anstieg der freezing-Reaktion Uber den Zeitraum
der Versuche (F(2,48)=9,31; p<0,0001) und eine Interaktion mit trace
(Versuche x ftrace: F(2,48)=4,17;,p <0,05). Eine Interaktion mit dem
Genotyp (Versuch x Genotyp: F(2,48) = 0,04; p = 0,96) und frace (Versuch x
Genotyp x trace: F(2,48)=0,71; p=0,50) konnte nicht gezeigt werden.
24 Stunden spater wurde die Assoziation mit dem Kontext, der raumlichen
Umgebung des Konditionierungskafigs, uberpruft. Hierzu wurden die Tiere
erneut in den Konditionierungskafig zurtuickgesetzt und die freezing-Reaktion
uber einen Zeitraum von acht Minuten, unterteilt in Minutenintervalle,
gemessen. Die WT (+/+) Mause zeigten einen signifikanten Unterschied fur
die durchschnittliche freezing-Reaktion Uber die gesamten Intervalle zwischen
der notrace (5,65+298%) und 20sftrace (19,35 2,98%) Situation
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(F(1,12)=7,81; p < 0,05). Die Rdx KO (-/-) Mause hingegen zeigten keine
signifikante Veranderung zwischen der no frace (11,59 £2,98%) und
20s trace (10,10 £ 2,98%) Situation (F(1,12) =0,19; p = 0,67) (Abb. 3.22. C
und D). Eine 4-Weg ANOVA Analyse (Intervall (8) x Genotyp (2) x Geschlecht
(2) x trace (2)) ergab eine Interaktion von Genotyp und frace mit
F(1,24) = 6,49 und p < 0,05. Weitere 24 Stunden spater wurde fur 5 Tage die
durchschnittliche freezing-Reaktion Uber einen Zeitraum von acht Minuten
wahrend der Prasentation des CS in einem neuen, neutralen Kafig
untersucht. Dieser unterschied sich im Aussehen, den Lichtverhaltnissen und
dem Geruch von dem Konditionierungskafig. Wie in Abbildung 3.22 E
dargestellt, zeigten WT (+/+) Mause fur die no trace Situation eine
durchschnittliche freezing-Reaktion von 8,54 + 1,49%, diese war in der
20s trace Situation signifikant auf 1,17 £ 1,49% reduziert
(F(1,12) =11,91; p<0,01). Im Gegensatz hierzu konnte fur Rdx KO (-/-)
Mause kein signifikanter Unterschied in der freezing-Reaktion zwischen der
no trace (5,50 £ 1,49%) und der 20sftrace (5,58 £1,49%) Situation
beobachtet werden (F(1,12) = 0,002; p = 0,97). Eine 4-Weg ANOVA Analyse
(Tag (5) x Genotyp (2) x Geschlecht (2) x trace (2)) ergab eine Interaktion von
Genotyp und trace mit F(1,24) = 6,24 und p < 0,05.

Die Ergebnisse zeigen, dass bezuglich der zeitlichen Differenz zwischen den
CS und US im ftrace fear conditioning Radixin Knockout Mause bei der
erneuten Prasentation des CS eine unabhéangige freezing-Reaktion im
Gegensatz zu der abhangigen freezing-Reaktion der wildtypischen Kontrollen

aufweisen.
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Abb. 3.22: Verhalten von Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mausen im trace fear conditioning.
(A und B) Konditionierung: Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mausen wurde dreimal eine
Kombination aus CS (bedingter Reiz: Vibration) und US (unbedingter Reiz: Elektroschock)
prasentiert. Dargestellt ist die prozentuale freezing-Reaktion wahrend des CS, dem direkt
(no trace) oder nach einer Pause von 20 s (20s trace) der US folgte. (C und D) Kontext Test:
24 h nach der Konditionierung wurden die Mause in den Konditionierungskafig zuriickgesetzt
und die freezing-Reaktion Uber 8 min beobachtet. Dargestellt ist die durchschnittliche
freezing-Reaktion Uber acht Minutenintervalle fur Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mause in der
no trace und 20s trace Situation. (E) CS Test: Weitere 24 h spater wurden die Mause Uber
funf Tage in einen neutralen Kafig gesetzt und die freezing-Reaktion Uber 8 min
dokumentiert. Dargestellt ist die durchschnittliche Differenz der freezing-Reaktion 15 s vor
und 15 s wahrend des CS Uber fiinf Tage zwischen der no trace und 20s trace Situation von
Rdx KO (-/-) und WT (+/+) Mausen. Insgesamt wurden 16 WT (+/+) Mause und
16 Rdx KO (-/-) Mause mit der gleichen Anzahl an Weibchen und Mannchen untersucht. Alle
Daten sind Mittelwerte, die Fehlerbalken reprasentieren den SD.
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Die schnelle synaptische Inhibition im ZNS von Saugetieren wird vornehmlich
durch Neurotransmitter-Rezeptoren der GABAa-Rezeptoren vermittelt. Die
Bindung von GABA an den Rezeptor fihrt zur Offnung des
ligandengesteuerten lonenkanals und zu einem Einstrom von Chlorid-lonen in
das Zellinnere, was im adulten Gehirn zur Hyperpolarisierung des
postsynaptischen Membranpotentials fuhrt und damit die Wahrscheinlichkeit
eines Aktionspotentials herabsetzt. Fur eine effiziente synaptische
Transmission ist es notwendig, dass die GABAa Rezeptoren in der
postsynaptischen Plasmamembran gebundelt werden (siehe Kapitel 1.2.2 und
1.2.3). Ein Hauptgerustprotein der inhibitorischen Synapse, das hierbei eine
wichtige Rolle spielt, ist Gephyrin. Die Depletion von Gephyrin fuhrt zu einer
Auflosung von GABAAR Clustern und zu einer diffusen Verteilung dieser
Rezeptoren in der Plasmamembran (Kneussel et al, 1999).
Interessanterweise bleibt die Bundelung einiger Untereinheiten wie a1 und a5
nach der Depletion von Gephyrin unbeeinflusst, was auf eine Gephyrin-
unabhangige Verankerung dieser Untereinheiten schlielen lasst. Es ist daher
nicht unwahrscheinlich, dass andere Proteine existieren, die fur die
Bundelung dieser Untereinheiten verantwortlich sind (Kneussel et al., 2001).
In der Tat konnten Loebrich et al. (2006) das Protein Radixin als neuen
Interaktionspartner fur die ab5-Untereinheit des GABAa Rezeptors
identifizieren. Radixin scheint fur die Blndelung a5-enthaltender GABAAR
verantwortlich zu sein. Eine mogliche Regulation dieser Interaktion sowie
deren Einfluss, den sie auf die Lokalisation von GABAAR a5 nehmen kénnten,
ist jedoch bisher nicht bekannt. Ziel dieser Arbeit war es daher, einen
potentiellen Mechanismus der Interaktion sowie dessen zellulare sowie
physiologische Auswirkungen auf die Lokalisation von GABAAR 05 im
Nervensystem von Mus musculus zu untersuchen. Es konnte gezeigt werden,
dass die Phosphorylierung und Aktivierung Radixins abhangig von neuronaler
Aktivitat gesteuert wird und dass dieser Prozess von RhoGTPasen und Rho-

abhangigen Kinasen vermittelt wird. Abhangig vom Aktivierungszustand
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Radixins  konnten veranderte synaptische bzw. extrasynaptische
Lokalisationen von GABAAR a5 beschrieben werden. Des Weiteren zeigten
Verhaltensanalysen einer  Radixin Knockout Mausline  Veranderungen
hinsichtlich Lernen und Gedéachtnis. Diese kdnnten auf die Umverteilung der
GABAAR a5 Untereinheit in Abhangigkeit der Aktivierung Radixins

zuruckzufuhren sein.

4.1 Regulation und Einfluss der Interaktion von Radixin mit
GABAAR a5 auf dessen synaptische Lokalisation

Eine zentrale Beobachtung dieser Arbeit war, dass die Inaktivierung von
Radixin zu einer vermehrten Lokalisation von GABAAR a5 an der Synapse
fuhrte.

Die Informationsverarbeitung im Gehirn von Saugetieren wird durch ein
dynamisches Zusammenspiel zwischen erregender und hemmender
neuronaler Transmission reguliert (Gaiarsa et al, 2002). Die
Gedachtnisbildung im Hippokampus hangt hierbei grundlegend von der
Aktivitat der Glutamat-Rezeptoren, also von der erregenden neuronalen
Transmission ab. Verschiedene Studien zeigten zudem, dass die erregende
Tranmission direkt durch GABAerge Inhibition geschwacht werden kann
(Stelzer 1992; Wigstrom & Gustafsson 1983). Hierfur scheint hauptsachlich
die schnelle phasische Inhibition an der Synapse verantwortlich zu sein
(Steckler et al., 1998). Wie auch in dieser Arbeit gezeigt, befindet sich
GABAAR o5 hauptsachlich in  extrasynaptischen Bereichen der
Plasmamembran (Pirker et al., 2000; Sur et al., 1999) und scheinen fur die
langsame tonische Inhibition verantwortlich zu sein. Uber deren
physiologische Funktion ist bisher jedoch nur wenig bekannt (Glykys et al.,
2008). Allerdings wurde immer wieder auch ein kleiner Anteil von GABAAR a5
an Synapsen beobachtet (Brunig et al., 2002; Loebrich et al., 2006; Serwanski
et al., 2006). Dies konnte ebenfalls in dieser Arbeit bestatigt werden. Nach
wie vor war jedoch die Funktion dieser synaptischen Lokalisation von

GABAAR o5 unbekannt. Interessanterweise beschreiben neueste
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Veroffentlichungen eine spezielle langsame synaptische Inhibition, die
spezifisch durch a5-enthaltende GABAa-Rezeptoren vermittelt wird (Vargas-
Caballero et al., 2010; Zarnowska et al., 2009). Ob und inwieweit eine
synaptische Lokalisation der GABAAR a5 aber verandert und reguliert werden
kann, war unbekannt. Wie die Analyse von zwei Phosphorylierungs-Mutanten
ergab, scheint Radixin hieran offenbar beteiligt zu sein. Die Expression einer
Phosphorylierungs-Mimik-Mutante von Radixin fuhrte zu einer Uuberwiegend
extrasynaptischen Lokalisation von GABAaAR a5, die Expression einer
Phosphorylierungs-Minus-Mutante hingegen zu einem signifikanten Anstieg
der synaptischen Lokalisation von GABAaAR 5. Dies lasst auf eine
synaptische Lokalisation von GABAaAR a5 in Abhangigkeit von der
Phosphorylierung Radixins an Threonin 564 und seiner damit verbundenen
Aktivierung schlieBen. Eine spezifische Phosphorylierung des Threonin-
Restes 564 fuhrt zu einer Stabilisierung der offenen aktiven Konformation des
Proteins, eine Dephosphorylierung zu einer geschlossenen inaktiven
Konformation (Huang et al., 1999; Ishikawa et al., 2001). Ubereinstimmend
hiermit war es mittels Prazipitations-Experimenten madglich, eine Interaktion
zwischen der Phosphorylierungs-Mimik-Mutante von Radixin und GABAAR a5
nachzuweisen. Nicht jedoch konnte eine Interaktion zwischen der
Phosphorylierungs-Minus-Mutante von Radixin und GABAAR a5 beobachtet
werden. Differentiell regulierte Interaktionen und Lokalisationen synaptischer
Proteine in Abhangigkeit von deren Phosphorylierungszustand wurden bereits
beschrieben. So fuhrt die Phosphorylierung von PSD-95 zu einem Anstieg in
seiner synaptischen Lokalisation. Uber die erhdhte Affinitat von
phosphoryliertem PSD-95 zum AMPA Rezeptor wird dessen synaptische
Lokalisation darauf ebenfalls gesteigert (Kim et al., 2007). Ahnliche
Mechanismen wurden auch fur die Interaktion und die synaptische
Lokalisation von Gephyrin und dem Glyzin-Rezeptor an der inhibitorischen
Synapse beschrieben (Zita et al., 2007). Ferner wurde bei nicht-neuronalen
Zellen eine von dem Phosphorylierungszustand der ERM-Proteine abhangige
Interaktion mit den Transmembranproteinen CD43, CD44 und ICAM-2
beobachtet (Hamada et al., 2003; Yonemura et al., 1998).
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Als synaptische Plastizitat wird die Fahigkeit einer Synapse bezeichnet, die
Starke der synaptischen Transmission zu modulieren. Ein Prozess, der zur
synaptischen Plastizitat beitragt, ist die Veranderung der Anzahl von
Neurotransmitter-Rezeptoren in der postsynaptischen Membran (Groc et al.,
2007; Petrini et al., 2009). Vorausgehende Arbeiten konnten hier bereits einen
Austausch zwischen synaptischen und extrasynaptischen Rezeptoren Uber
laterale Diffusion innerhalb der Plasmamembran zeigen. Sowohl fur AMPA-
als auch NMDA-Rezeptoren der exzitatorischen Synapse (Borgdorff &
Choquet 2002; Groc et al., 2004; Levi et al., 2008; Tovar & Westbrook 2002),
wie auch fur Glyzin- und GABA-Rezeptoren der inhibitorischen Synapse
(Bogdanov et al., 2006; Meier et al., 2001; Thomas et al., 2005), konnte die
Diffusion zwischen synaptischen und extrasynaptischen Bereichen
nachgewiesen werden. Eine Verankerung der Rezeptoren in der
postsynaptischen Membran wird hierbei Uber Bindungen der Rezeptoren an
Gerustproteine erzeugt, die wiederum an dem Zytoskelett verankert sind
(Kneussel & Loebrich 2007; Specht & Triller 2008).

Wie dieser Austausch zwischen extrasynaptischen und synaptischen
Rezeptoren und deren Interaktionen mit GerUstproteinen im Einzelnen
reguliert werden, ist vor allem fur die inhibitorische Synapse kaum untersucht.
Die Daten in dieser Arbeit deuten auf Prozesse hin, bei denen die
Phosphorylierung von ERM-Proteinen in Abhangigkeit von RhoGTPasen eine
Umverteilung zwischen synaptischen und extrasynaptischen GABAAR a5
regulieren kann. Die Expression von dominant negativem RhoA fuhrte zu
einer Dephosphorylierung der ERM-Proteine und einem Anstieg der
synaptischen Lokalisation von GABAAR a5. Umgekehrt fuhrte die Expression
einer konstitutiv aktiven Mutante von RhoA zur Phosphorylierung der ERM-
Proteine, woraufhin ein Anstieg in der extrasynaptischen Lokalisation von
GABAAR a5 beobachtet wurde. Untersuchungsergebnisse anderer Arbeiten
bestatigten diese Vorgange. Zum Beispiel fuhrte die Inhibition von RhoA zu
einer deformierten Ausbildung der Microvilli in Epithelzellen, was auf eine
Inaktivierung der ERM-Proteine zuruckgefuhrt werden konnte (Yonemura et
al., 2002). Des Weiteren fuhrte die Expression von konstitutiv aktivem RhoA

in neuronalen Vorlauferzellen des Hippokampus zu einem Anstieg der
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Phosphorylierung von Moesin (Jeon et al., 2002). Im Gegensatz hierzu fuhrt
Rac1 offenbar zu einer Dephosphorylierung und Inaktivierung der ERM-
Proteine, wie die Expression einer konstitutiv aktiven Mutante von Rac1 an
der immunologischen Synapse von T-Zellen zeigte (Faure et al., 2004). Diese
Beobachtungen sind konsistent mit dem in der vorliegenden Arbeit gezeigtem
Ergebniss nach Expression von konstitutiv aktiven Rac1 in HEK293TN-Zellen,
was ebenfalls zu einer Dephosphorylierung der ERM-Proteine fuhrte. Unter
diesen Bedingungen zeigte GABAAR a5 in primaren hippokampalen
Neuronen einen Anstieg in der synaptischen Lokalisation. Die Auswirkungen
der Expression von RhoA und Rac1 scheinen dabei zu gegensatzlichen
Effekten sowohl in Bezug auf die Phosphorylierung, als auch auf die
Lokalisation von GABAAR a5 zu fuhren. Tatsachlich gibt es Hinweise auf eine
antagonistische Regulation der beiden GTPasen. Die Aktivierung von Rac1
durch den GEF Tiam1 fuhrte zu einer Inaktivierung von RhoA in neuronalen
Zellen, Fibroblasten und Epithelzellen (Leeuwen et al., 1997; Sander et al.,
1999; Zondag et al., 2000). Dies erklart die gegensatzliche extrasynaptische
bzw. synaptische Lokalisation von GABAAR a5 nach der Expression von
RhoA bzw. Rac1.

Wie schon durch andere Arbeiten gezeigt (Hughes & Fehon 2006; Jeon et al.,
2002; Parisiadou et al., 2009) und in dieser Arbeit bestatigt, wird die Aktivitat
der ERM-Proteine Uber eine Proteinkinase-abhangige Phosphorylierung
gesteuert. Welche Kinasen hierbei im speziellen fur die Phosphorylierung
verantwortlich sind, wird in der Literatur allerdings kontrovers diskutiert. So
konnte gezeigt werden, dass die Rho-abhangige Kinase (ROCK) in vitro zu
einer Phosphorylierung der ERM-Proteine fuhrt (Matsui et al., 1998). Dieselbe
Arbeitsgruppe zeigte jedoch spater, dass die Inhibition von ROCK in vivo die
Phosphorylierung der ERM-Proteine nicht beeinflusst (Matsui et al., 1999).
Neuere Arbeiten lassen des Weiteren eine Rolle der Proteinkinase C (PKC) a
bei der Phosphorylierung von Ezrin (Ng et al., 2001; Ren et al., 2009) und der
Cdc42-bindenden Kinase MRCK (Nakamura et al., 2000) vermuten. Wie in
der vorliegenden Arbeit gezeigt, konnte nach Inhibition von ROCK sowohl
eine Dephosphorylierung der ERM-Proteine, als auch eine erhdhte

synaptische Lokalisation von GABAaR a5 in primaren hippokampalen
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Neuronen beobachtet werden. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit einer
speziellen Funktion von ROCK bei der Phosphorylierung der ERM-Proteine.
Um dieses zu bestatigen und um die Beteiligung weiterer Kinasen
auszuschlief’en, waren weitere Untersuchungen notig. SchlieRlich gibt es
Hinweise, dass ERM-Proteine selbst auf die Aktivierung der RhoGTPasen
wirken konnen. So kann RhoGDI direkt an die aktive Konformation der ERM-
Proteine binden (Takahashi et al., 1998), wodurch die inhibierende Interaktion
von RhoGDI auf RhoA aufgeldst wird. Anschlieliend kann RhoA durch die
Bindung von GTP aktiviert werden (Hamada et al., 2001). Hieraus konnte sich
eine positive Ruckkoppelung ergeben: Die Aktivierung von RhoA fuhrt zur
Aktivierung von ROCK, wodurch ERM-Proteine aktiviert werden. Diese fuhrt
im Gegenzug zur Aktivierung von RhoA. Hierdurch wird eine Bindung von
GABAAR a5 an Radixin ermdglicht, was die extrasynaptische Lokalisation des
Rezeptors begulnstigt.

Interessanterweise fuhrte, wie bereits fur PSD-95 und den AMPA-Rezeptor
bzw. Gephyrin und den Glyzin-Rezeptor diskutiert, eine Phosphorylierung des
synaptischen Gerustproteins zu einem Anstieg der synaptischen Lokalisation
der Rezeptoren. Im Falle von Radixin und GABAAR a5 scheint es genau
umgekehrt zu sein. Die Phosphorylierung von Radixin fuhrte zu einer hoheren
extrasynaptischen Lokalisation von GABAAR 05. Dies konnte fur neuronale
Signalkaskaden noétig sein, die eine gegensatzliche Rezeptorverteilung in
synaptischen und extrasynaptischen Bereichen bendtigen. Wie ist dies aber
molekular auf Ebene der GeruUstproteine zu erklaren? Eine Mdglichkeit, diese
Prozesse zu erklaren, bietet die in dieser Arbeit beobachtete unveranderte
extrasynaptische Lokalisation von Radixin. Wie gezeigt, scheint diese
unabhangig von dem Aktivierungszustand von Radixin Uber die RhoGTPasen
und ROCK zu sein. Diese Beobachtung stimmt mit dem im Kapitel 1.3
angesprochenen, zweistufigem Aktivierungsprozess der ERM-Proteine
uberein. Offenbar findet als erstes eine Bindung der ERM-Proteine an PIP;
statt, ein Phospholipid der Plasmamembran. Daraufhin konnte es zur
Phosphorylierung des konservierten Threonins kommen, wodurch die
Proteine in ihrer offenen aktiven Konformation stabilisiert wurden (Huang et

al., 1999; Ishikawa et al, 2001). Die synaptische Lokalisation von
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GABAAR a5 scheint also nicht Uber eine parallele Umverteilung von Radixin,
sondern Uber die Interaktion zu Radixin gesteuert zu werden. Wie hier
gezeigt, befindet sich Radixin sowohl in aktiver, als auch inaktiver
Konformation hauptsachlich an extrasynaptischen Bereichen, interagiert aber
nur in der aktiven Konformation mit GABAAR a5. Wie beschrieben, fuhrt dies
zu einer vermehrt extrasynaptischen Lokalisation des Rezeptors. Die hier
beschriecben  Einflisse = von RhoGTPasen konnten neben der
Phosphorylierung von Radixin unter Umstanden auch an der Rekrutierung der
ERM-Proteine zur Plasmamembran beteiligt sein. Es konnte gezeigt werden,
dass RhoA zu einer Aktivierung der Typl Phosphatidylinositol-4-Phosphat-5-
Kinase (PIP5K) fuhrt, wodurch die Bildung von PIP; katalysiert wird (Weernink
et al., 2004). Hierdurch konnte es zu einer gesteigerten Rekrutierung der
ERM-Proteine an die Plasmamembran und dadurch zu einer vermehrten
extrasynaptischen Lokalisation von GABAAR a5 kommen. Ubereinstimmend
hiermit wurde in dieser Arbeit eine vermehrte extrasynaptische Lokalisation
von GABAAR a5 nach Expression einer konstitutiv aktiven Mutante von RhoA,
bzw. eine vermehrte synaptische Lokalisation nach Expression einer
dominant negativen Mutante von RhoA beschrieben. Welche genaue Rolle
der Zusammensetzung der Plasmamembran und im speziellen dem Anteil an
PIP, bei der Regulation der Lokalisation von GABAAR a5 Uber Radixin
zukommt, musste daher genauer untersucht werden. Ein interessanter, aber
bisher kaum betrachteter Aspekt in Bezug auf die Lokalisation von
Neurotransmitter-Rezeptoren ist der Einfluss von sogenannten Lipid-Rafts
innerhalb der Plasmamembran. Es handelt sich hierbei um PIP,-, Cholesterin-
und Sphingolipid-reiche Membrandomanen, die offenbar einen spezialisierten
Plasmamembranbereich fur Signaltransduktionen bilden konnen (Simons &
Toomre 2000). Es ist bekannt, dass Neurotransmitter-Rezeptoren innerhalb
dieser Domanen lokalisiert sein konnen und dass hierdurch ihre Funktion
beeinflusst werden kann (Allen et al, 2007). Eine Analyse der
Zusammensetzung von Lipid-Rafts identifizierte vorwiegend GABAa,-
Rezeptoruntereinheiten, die vorwiegend extrasynaptisch lokalisiert sind (Li et
al., 2007).
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Aus den bisher gezeigten und diskutierten Daten kann man ein Modell
ableiten, bei dem Radixin ein extrasynaptisches GerUstprotein darstellt,
welches in Abhangigkeit von RhoGTPasen und uber die Aktivitat von ROCK
eine extrasynaptische Bundelung der GABAAR a5 gewahrleistet. So konnte
die laterale Diffusion von GABAAR a5 in synaptische Bereiche uber Radixin

verhindert bzw. reguliert werden.

4.2 in vivo Analyse der Funktion von Radixin bezuglich der
synaptischen Lokalisation von GABAAR a5

Alle bisher diskutierten Ergebnisse wurden aus in vitro Experimenten in
primaren hippokampalen Neuronen erhoben. Um die Funktion von Radixin bei
der Lokalisation von GABAAR a5 in vivo genauer untersuchen zu konnen,
wurde hinsichtlich dieser Fragestellung eine Radixin Knockout Mauslinie
analysiert. Die Depletion von Radixin fuhrte zu einer erhohten synaptischen
Lokalisation von GABAAR a5, sowohl innerhalb synaptosomaler Fraktionen
nach biochemischer Aufreinigung, als auch nach immunzytochemischer
Analyse kultivierter hippokampaler Neurone. Die Beobachtung stimmt mit den
zuvor diskutierten Daten aus in vitro Experimenten Uberein, wobei zwischen
der spezifischen Inaktivierung von Radixin und dem Verlust des gesamten
Proteins unterschieden werden muss. Bemerkenswerterweise fuhrten beide
Ansatze zu ahnlichen Ergebnissen in Bezug auf die synaptische Lokalisation
von GABAAR a5. Dies unterstutzt die Theorie, in welcher Radixin Uber
Bindung der ob5-Untereinheit GABAa-Rezeptoren extrasynaptisch bundelt.
Nach Inaktivierung bzw. Depletion von Radixin kommt es folglich zu einem
Anstieg der synaptischen Lokalisation von GABAAR a5.

Dies ist allerdings nur vorstellbar, wenn der Rezeptor nach lateraler Diffusion
in der Plasmamembran (Bogdanov et al., 2006; Thomas et al., 2005) und
Erreichen von postsynaptischen Bereichen wiederum durch andere
Gerustproteine in der postsynaptischen Membran konzentriert werden kann.
Eine synaptische Bundelung konnte uber eine Interaktion mit Gephyrin

erfolgen. Gephyrin stellt ein wichtiges Gerustprotein der inhibitorischen
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Synapse dar, welches fur die Bundelung von synaptischen GABAa-
Rezeptoren verantwortlich ist (siehe Kapiteln 1.2.2). Interaktionen mit
GABAAR scheinen hierbei vor allem uber die y2- und a2-Untereinheiten
vermittelt zu werden (Kirsch et al., 1995; Tretter et al., 2008). Ein hoher Anteil
von GABAAR im Hippokampus setzt sich offenbar aus o5-, 3- und y2-
Untereinheiten zusammen (Burgard et al., 1996; Caraiscos et al., 2004).
Aufgrund dessen ware es denkbar, dass die y2-Untereinheit die Verankerung
von GABAAR a5 uUber Gephyrin vermittelt. Es wird vermutet, dass in der
postsynaptischen Membran nur eine definierte Anzahl von Neurotransmitter-
Rezeptoren immobilisiert werden kann, also eine begrenzte Anzahl von freien
Positionen fur Rezeptoren an der Synapse zur Verfugung stehen (Shi et al,,
2001; Thomas et al., 2005). Erreichen zuvor extrasynaptische Rezeptoren
uber laterale Diffusion die Synapse, mussten folglich bereits vorhandene
Rezeptoren aus der Synapse entfernt werden bevor neue Rezeptoren an der
Synapse verankert werden konnen. Wie in dieser Arbeit gezeigt, scheint die
Menge an vorwiegend synaptisch lokalisierten GABAAR a1 in Synaptosomen
der GABAAR a5 Knockout Maus aber nicht verandert. Untersuchungen
weiterer Untereinheiten wie zum Beispiel o2, zum Beispiel durch
immunhistochemische Analysen, waren notig, um eine Verdrdngung von
synaptischen Rezeptoren nach lateraler Diffusion von GABAAR a5 in
synaptische Bereiche zu bestatigen. In Einklang mit dieser Theorie konnte
allerdings eine Veranderung der ab-spezifischen GABAAR-Clustergrofen
beschrieben werden. Ubereinstimmend mit der geringen synaptischen und
vorwiegend extrasynaptischen Lokalisation von a5 (Brunig et al, 2002),
konnten an Synapsen kleinere, a5-enthaltende Cluster im Vergleich zu
grolReren extrasynaptischen o5-enthaltenden Clustern beobachtet werden.
Dieses Verhaltnis scheint sich nach der Depletion von Radixin offenbar zu
verschieben: es wurden hiernach groldere synaptische bzw. kleinere
extrasynaptische GABAAR a5 Cluster beobachtet. Bemerkenswerterweise
zeigte die Analyse der durchschnittlichen Cluster-Grof3e Uber die gesamte
Plasmamembran keine signifikante Veranderung, was der Beobachtung, dass
die Menge an GABAAR a5 in der Plasmamembran nach der Depletion von

Radixin nicht verandert scheint, entspricht. Prozesse wie Endozytose und
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Exozytose oder eine veranderte Proteinexpression scheinen daher nicht an
der Verschiebung von GABAaAR a5 zwischen synaptischen und
extrasynaptischen Bereichen der Plasmamembran beteiligt zu sein (Loebrich
et al., 2006). Dies wiederum unterstutzt die Theorie, dass Rezeptoren Uber
laterale Diffusion, in Abhangigkeit von einer extrasynaptischen Verankerung
durch Radixin, zwischen synaptischen und extrasynaptischen Bereichen
ausgetauscht werden konnen.

Synaptische Plastizitat ist ein Prozess, der sowohl an der Postsynapse durch
die Regulation der Anzahl der Neurotransmitter-Rezeptoren, als auch an der
Prasynapse durch eine veranderte Exozytose der Neurotransmitter-Vesikel
stattfindet (Groc et al., 2007; McBain & Kauer 2009; Petrini et al., 2009).
AuRerdem wird eine mogliche Beteiligung der ERM-Proteine an der
Synapsenbildung diskutiert (Furutani et al., 2007; Parisiadou et al., 2009) und
auch Rho-GTPasen spielen bei diesen Prozessen eine Rolle (Chrzanowska-
Wodnicka & Burridge 1996; Tashiro et al., 2000). Wie in dieser Arbeit gezeigt,
sind sowohl wichtige inhibitorische und exzitatorische Ankerproteine
(Gephyrin bzw. PSD-95) an der Postsynapse wie auch das prasynaptische
Neurotransmitter-Vesikel-Proteinprotein SV2 nach der Depletion von Radixin
in ihrem Vorkommen aber nicht verandert. Dies lasst vermuten, dass die
gezeigte veranderte synaptische bzw. extrasynaptische Lokalisation von
GABAAR a5 nicht auf eine Veranderung der Synapsendichte zurtckzufuhren

ist.

4.3 Einfluss neuronaler Aktivitat auf die Aktivierung von Radixin

In den vorangegangenen Kapiteln wurde die Rolle von Radixin und
RhoGTPasen bei der Regulation der Lokalisation von GABAAR a5 diskutiert.
Wie gezeigt, scheint die synaptische Plastizitat in Bezug auf GABAAR a5 uber
eine von RhoGTPasen-abhangige Phosphorylierung und Aktivierung von
Radixin reguliert zu sein. Wie aber konnten diese Prozesse oberhalb der

angesprochenen Signalkaskaden gesteuert werden? Eine Mdoglichkeit ware,
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dass Reize, wie die Aktivierung von inhibitorischen oder exzitatorischen
Neurotransmitter-Rezeptoren, Einfluss auf die Signalkaskaden nehmen.
Interessanterweise wurde nach Induktion von LTP oder nach Aktivierung der
AMPA-Rezeptoren in dieser Arbeit eine Dephosphorylierung der ERM-
Proteine festgestellt. Es ist bekannt, dass die Aktivierung von
Neurotransmitter-Rezeptoren zur Aktivierung von GEFs fuhrt (Kiraly et al.,
2010; Van Aelst & Cline 2004), die wiederum entsprechende RhoGTPasen
aktivieren konnen (siehe Einleitung 1.4). Tiam1, ein Rac1-spezifischer GEF,
interagiert zum Beispiel direkt mit der NR1 Untereinheit des NMDA-Rezeptors
(Tolias et al., 2005). Diese Aktivierung fuhrt indirekt GUber den Einstrom von
Ca*" zur Aktivierung von CamKIll und PKC, wodurch Tiam1 phosphoryliert
und die GEF-Aktivitat gesteigert wird (Fleming et al., 1999; Fleming et al.,
1997). Ebenfalls Kalirin7, ein weiterer GEF fur Rac1, interagiert mit dem
NMDA-Rezeptor Uber die NR2B-Untereinheit und wird mdglicherweise Uber
die Phosphorylierung von CamKIll aktiviert (Xie et al., 2007). Des Weiteren
wurde fur den AMPA-Rezeptor eine Interaktion Uber GIT1 und Liprin-a mit
dem GEF p-Pix gezeigt, welche eine Rekrutierung von f-Pix zur
Plasmamembran ermdglicht (Collins et al., 2006; Ko et al., 2003; Zhang et al.,
2003).

Uber den Einfluss von inhibitorischen Neurotransmitter-Rezeptoren auf die
Aktivierung von RhoGTPasen ist hingegen weniger bekannt. Ein in diesem
Zusammenhang interessantes Protein stellt Collybistin dar, ein GEF fur
Cdc42. Auch wenn in dieser Arbeit die Expression einer konstitutiv aktiven
Mutante von Cdc42 die Lokalisation von GABAAR a5 nicht beeinflusste, sollte
dennoch kurz auf die Funktion von Collybistin eingegangen werden, da
andere GABAAR uber Collybistin beeinflusst werden konnten. Urspringlich
wurde Collybistin als ein Interaktionspartner von Gephyrin entdeckt (Kins et
al., 2000; Xiang et al, 2006). Zusammen mit Neuroligin 2, einem
Zelladhasionsprotein der inhibitorischen Synapse, scheint Collybistin fur die
Rekrutierung von Gephyrin und damit auch von GABAa-Rezeptoren zur
Synapse notwendig zu sein (Poulopoulos et al., 2009). Zwar ist eine

Aktivierung von Collybistin in Abhangigkeit von GABAa-Rezeptoren bisher
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nicht bekannt, allerdings konnte man aufgrund der raumlichen Nahe der
Proteine eine gegenseitige Regulation vermuten.

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnisse lassen die
Vermutung zu, dass in Abhangigkeit von neuronaler Aktivitat eine Aktivierung
von GEFs bzw. GAPs erfolgen kann, die wiederum entsprechende
RhoGTPasen aktivieren bzw. inhibieren. Dies wurde daraufhin den
Aktivierungszustand der ERM-Proteine  beeinflussen, wodurch die
extrasynaptische bzw. synaptische Lokalisation der a5-enthaltenden GABAAR
reguliert werden konnte. Die Steuerung der Lokalisation von GABAAR a5 in
Abhangigkeit von neuronaler Aktivitat konnte hierbei fur das Gleichgewicht
zwischen Inhibition und Erregung in einem Neuron entscheidend sein. Wie in
dieser Arbeit gezeigt, scheint der Aktivitatszustand von Radixin und damit
sehr wahrscheinlich auch die Lokalisation von GABAAR a5 tatsachlich durch
die Modulation neuronaler Aktivitat beeinflusst zu werden. Die Aktivierung
einer anhaltenden inhibitorischen Transmission fuhrte dabei offenbar zu einer
Aktivierung der ERM-Proteine, was zu einer vemehrten extrasynaptischen
Lokalisation von GABAAR a5 fuhren sollte. Unter diesen Bedingungen sollte
der Rezeptor vornehmlich an der tonischen (langsamen) Inhibition beteiligt
sein (Caraiscos et al., 2004; Glykys & Mody 2006; Scimemi et al., 2005).
Unlangst konnte durch die Analyse einer a5 Knockout Mauslinie gezeigt
werden, dass tonische Strome, die von GABAAR a5 vermittelt werden, die
Induktion von LTP positiv beeinflussen. Zu bemerken ware hierbei, dass die
Depletion der ab5-Untereinheit zu einer Verbesserung Hippokampus-
abhangiger Lernprozesse fuhrte (Martin et al., 2010). Im Gegensatz hierzu
fuhrte die Aktivierung einer anhaltenden erregenden Transmission offenbar zu
einer Inaktivierung der ERM-Proteine, was zu einer vermehrten synaptischen
Lokalisation von GABAAR a5 fuhren sollte. Unter diesen Bedingungen konnte
der Rezeptor an der phasischen Inhibition beteiligt sein. Einige Arbeiten
konnten eine neue ab5-spezifische (so genannte langsame) phasische
Inhibition zeigen. In Pyramidalzellen des Cortex fuhrt ein GABAaAR a5-
selektiver inverser Agonist (a5lA) zu einer Verringerung von synaptischen
GABAergen Potentialen (Ali & Thomson 2008). Auflerdem konnte

GABAAR a5 an einer speziellen synaptischen Form von GABAergen Stromen
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mit einer langsamen Kinetik beteiligt sein (Zarnowska et al., 2009). In
hippokampalen Schnitten von a5 Knockout Mausen war die Amplitude und
die Signalabfallzeit induzierter inhibitorischer postsynaptischer Potentiale
reduziert, was wiederum auf eine reduzierte synaptische Inhibition durch die
Depletion von GABAAR a5 schlie3en lasst (Collinson et al., 2002). Aullerdem
wird diskutiert, dass die Aktivitat von GABAAR a5 durch einen
Ableitungsmechanismus  und/oder durch einer Veranderung des
Membranpotentials Einfluss auf die Erregbarkeit von Neuronen nehmen
konnte. Im Hippokampus fuhrte die spezifische Aktivitat von GABAAR a5
sowohl zu einer verringerten Erregbarkeit von einzelnen Neuronen (Bonin et
al., 2007) und neuronalen Netzwerken (Glykys & Mody 2006), als auch zu
einer verringerten Starke der gesamten Netzwerkoszillationen (Towers et al.,
2004).

GABAAR a5 konnen daher sowohl an extrasynaptischer tonischer Inhibition
beteiligt sein und so die Erregbarkeit eines neuronalen Netzwerkes
regulieren, als auch an der synaptischen phasischen Inhibition, um damit die
synaptische Plastizitat direkt zu beeinflussen. Diese Eigenschaften setzen
eine spezifische Regulation von GABAAR a5 voraus und konnten die Ursache
fur die Rolle der ob5-Untereinheit bei Hippokampus-abhangigen

Lernprozessen und dem Gedachtnis sein.

4.4  Auswirkungen auf das Verhalten von Mus musculus nach der
Depletion von Radixin

Aktivitatsabhangige synaptische Plastizitat beschreibt die Veranderung der
Starke der synaptischen Ubertragung in Abhangigkeit von neuronaler Aktivitat
und wird als ein wichtiger neuropyhsiologischer Mechanismus betrachtet, der
Lernprozessen und der Gedachtnisbildung zugrunde liegt (Bliss & Lomo
1973; Feldman 2009; Rebola et al., 2010). In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die Depletion von Radixin zu einer erhdhten Lokalisation von
GABAAR a5 an der Synapse fuhrt, also die Plastizitat der inhibitorischen

Synapse beeinflusst. Eine Vielzahl anderer Arbeiten konnte zuvor eine
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Beteiligung von GABAA-Rezeptoren in der Ausbildung kognitiver Fahigkeiten
zeigen, speziell GABAAR a5 werden hierbei wichtige Funktionen
zugesprochen (Mohler 2007; Mohler et al., 2008). Diese Interpretationen
basierten jedoch immer auf einem direkten Funktionsverlust der o5-
Untereinheit, die hier beschriebenen Beobachtungen der erhohten
synaptischen verringerten extrasynaptischen Lokalisation von GABAAR a5
sind hingegen auf eine Depletion des Gerustproteins Radixin zurickzufuhren.
Sowohl das Explorations- und Angstverhalten, als auch die Motor-
Koordination, Balance und Motor-Starke scheint in den Radixin Knockout
Mausen nicht beeinflusst zu sein. Dies stimmt mit den Beobachtungen von
einer transgenen Mauslinie, die eine GABAAR a5 Mutante (H105R) exprimiert
und mit Beobachtungen von a5 Knockout Mausen uberein (Collinson et al.,
2002; Crestani et al., 2002). Ebenso konnten in Knockout Mausen fur die §-
Untereinheit, die ebenfalls hauptsachlich extrasynaptisch lokalisiert ist, keine
Unterschiede bezlglich des Angstverhaltens und der Motor-Koordination im
Vergleich zu wildtypischen Kontrollgruppen beobachtet werden (Wiltgen et al.,
2005). Hingegen zeigte die Depletion von a1 oder a2 in Mausen nach einer
eigentlich Sedativ-wirkenden Behandlung mit Diazepam eine erhohte
Explorationsaktivitat und ein erhohtes Angstverhalten im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Low et al., 2000; Rudolph et al., 1999). Des Weiteren konnte
fur eine a3 Knockout Maus eine erhohte spontane Aktivitat in einer neuen
Umgebung beobachtet werden (Yee et al., 2005). Dieses stimmt mit der
hauptsachlich synaptischen Lokalisation (Brunig et al., 2002) und der daher
vermittelten phasischen Inhibition dieser Rezeptoruntereinheiten Gberein. Fur
eine erhohte Exzitation, die bei dem Verlust von neuronaler Inhibition vorliegt,
wurden hyperaktive Phanotypen von Mausen beschrieben (Pouget et al.,
2009; Viggiano 2008). Des Weiteren fuhrte die erhohte Endozytose der p2-
und y2-Untereinheiten zu epileptischen Anfallen im Tiermodell, was auf eine
reduzierte Inhibition zurlckzufuhren war (Naylor et al., 2005). Allerdings hat
die in der vorliegenden Arbeit beschriebene erhdhte synaptische Lokalisation
von GABAAR a5 durch Depletion von Radixin keinen Einfluss auf die
motorischen Fahigkeiten oder die Aktivitat von Mausen. Eine naheliegende

Erklarung hierfur konnte die raumlich spezifische Expression der GABAAR a5
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geben. Andre bereits angesprochene GABAa-Untereinheiten werden
vorwiegend im Cerebellum exprimiert (Fritschy & Panzanelli 2006; Low et al.,
2000), ein Gehirnbereich, der insbesondere mit Motor-Funktionen in
Verbindung gebracht wird (Marr 1969). GABAAR a5 hingegen wird
hauptsachlich im Hippokampus exprimiert (Siehe Einleitung 1.2.3), der als
essentiell fir die Gedachtniskonsolidierung angesehen wird (Eichenbaum et
al., 1992; Kemp & Manahan-Vaughan 2007; Squire 1992). In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Depletion von Radixin in
Mausen und die damit offenbar verbundene erhohte synaptische Lokalisation
von GABAAR a5 in hippokampalen Neuronen zu einem veranderten
Verhalten bezuglich Lernen und Gedachtnis fuhrt.

Wie in dieser Arbeit dargestellt, scheinen Radixin Knockout M&use in einem
trace fear conditioning Test fUr assoziatives Lernen keinen trace-Effekt zu
zeigen. Anders ausgedruckt, obwohl zwei Stimuli (CS und US) in ihrer
zeitlichen Abfolge getrennt voneinander auftreten, kommt es bei den Radixin
Knockout Mausen dennoch zu einer Assoziation der beiden Stimuli. In Bezug
auf das assoziative Lernen wiurde dies im Vergleich zur wildtypischen
Kontrollgruppe eine Verbesserung bei der Assoziation zeitlich voneinander
getrennter Ereignisse bedeuten. Hierbei handelt es sich um einen Prozess,
der sehr eng mit der Funktion des Hippokampus verknupft ist und vermutlich
einer abgewandelten hippokampalen Signaltransduktion zugrunde liegt
(Rawlins 1985). Auch die Depletion der a5-Untereinheit in Knockout Mausen
sowie die transgene Expression einer a5-Mutante (H105R) fuhrte zu einer
verbesserten Assoziation zweier zeitlich getrennter Stimuli in M&usen
(Crestani et al., 2002; Eichenbaum et al., 1992; Kemp & Manahan-Vaughan
2007; Squire 1992; Yee et al., 2004). Im Gegensatz hierzu fuhrte die
Reduktion NMDA-Rezeptor-vermittelter Strome zu einer Beeintrachtigung der
Assoziation zeitlich getrennter Stimuli (Gilmartin & Helmstetter 2010). Diese
Beobachtungen unterstutzen die Annahme, dass GABAAR o5 bei der
Steuerung des Gleichgewichts von erregender und hemmender Transmission
bezuglich der temporalen Assoziation von Ereignissen eine entscheidende

Rolle einnehmen konnte.
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Neben dem trace fear conditioning wurde auch das Verhalten von Radixin
Knockout Mausen im Morris water maze untersucht. Der Test hinsichtlich
working memory ergab hierbei keine Unterschiede zwischen Radixin
Knockout Mausen und der wildtypischen Kontrollgruppe. Im Gegensatz hierzu
wurde fur den Funktionsverlust von a5 nach spezifischer Inhibition oder
Depletion des Proteins selbst eine Verbesserung der working memory durch
unabhangige Arbeitsgruppen beobachtet (Collinson et al., 2002; Dawson et
al., 2006). Der Funktionsverlust von a5 scheint daher im Gegensatz zur
veranderten synaptischen Lokalisation von GABAAR a5 in Radixin Knockout
Mausen eine unterschiedliche Auswirkung auf den working memory Test im
Morris water maze zu haben. Eine mdglicherweise unterschiedliche
synaptische und extrasynaptische Funktion von GABAAR a5 in Bezug auf
Verhaltensprozesse wird weiter unter diskutiert.

Bemerkenswerterweise zeigte eine Analyse der reference memory im Morris
water maze Test eine Beeintrachtigung der Radixin Knockout Mause wahrend
der Acquisition- und Reversal-Phase. Insgesamt bendtigten die Mause langer
bis zum Erreichen einer versteckten Plattform. Auch der nach sechs Tagen
durchgefuhrte Probe-Test, zeigte eine geringere Praferenz der Radixin
Knockout Mause fur die ehemalige Position der versteckten Plattform, was als
eine Beeintrachtigung in der Erinnerung bezuglich der zuvor erlernten
Lokalisation der Plattform interpretiert werden kann. Die reference memory
scheint daher in Radixin Knockout Mausen negativ beeinflusst zu sein.
Bislang liegen keine Daten bezuglich der Morris water maze-spezifischen
reference memory fur die a5 Knockout Mause vor, was fur einen direkten
Vergleich zwischen diesen beiden Tiermodellen interessant ware. Allerdings
konnte eine neueste Veroffentlichung die Beeintrachtigung der Erinnerung fur
Objektpositionen nach Expression einer a5-Mutante (H105R) in Mausen
zeigen (Prut et al, 2010). Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit kann dies ebenfalls als Beeintrachtigung einer
Hippokampus-abhangigen reference memory betrachtet werden.

Das der Funktionsverlust eines Proteins zu scheinbar gegensatzlichen
Auswirkungen auf das Verhalten fuhrt, ist nicht ungewohnlich. So wurde fur

eine Knockout Maus der GluR1-Untereinheit des AMPA-Rezeptors eine
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Beeintrachtigung der working memory beobachtet, wobei fur die reference
memory keine Beeinflussung festzustellen war (Sanderson et al., 2008;
Sanderson et al, 2007). Es wird vermutet, dass im Hippokampus
unterschiedlichste  Prozesse die  unterschiedlichen = Formen  der
Gedachtnisbildung gewahrleisten (Bannerman & Sprengel 2010). Eine
weitere Erklarung fur die auf den ersten Blick gegensatzlichen Ergebnisse
bezlglich der working und reference memory stellt die Betrachtung der
Beteiligung von Kurzzeit- und Langzeit- Gedachtnisprozessen hinsichtlich
dieser beiden Erinnerungsformen dar. Fur working memory wird vorwiegend
das Kurzzeitgedachtnis bendtigt, wohingegen in die reference memory sowohl
Kurz- als auch Langzeitgedachtnis involviert sind (Redish & Touretzky 1998;
Sanderson et al., 2007).

Wie bereits oben diskutiert, kbnnte der Austausch zwischen synaptischen und
extrasynaptischen GABAAR a5 das Verhaltnis zwischen erregender und
hemmender neuronaler Tranmission beeinflussen. Wie es scheint, fuhren
erhohte exzitatorische Strome bzw. verringerte inhibitorische Strome an der
Synapse zu einer veranderten Plastizitat in Form von LTP und damit zu einem
verbesserten Lernen (Morris 2006; Rolls & Kesner 2006). Es wurde gezeigt,
dass zeitliche und raumliche Erinnerungen durch eine erregende
Neurotransmission, vermittelt von NMDA-Rezeptoren im Hippokampus,
kontrolliert werden. Mause, denen die NR1-Untereinheit des NMDA-R in der
CA1 Region des Hippokampus fehlt, zeigten einen Verlust von LTP. Sowohl
die Beeintrachtigung im frace conditioning Experiment als auch in der
raumlichen reference memory wurden beobachtet, wobei die assoziative
Erinnerung nicht beeinflusst war (Huerta et al., 2000; Tsien et al., 1996). Der
durch die Depletion von Radixin verursachte Anstieg in der synaptischen
Lokalisation von GABAAR o5 koénnte daher zu einer Erhdhung der
inhibitorischen synaptischen Transmission fuhren und so dem NMDA-R
vermittelten LTP entgegenwirken, was die Dbeeintrachtigte Leistung der
Radixin Knockout Mause im reference memory erklaren konnte. Parallel
hierzu konnte die verringerte extrasynaptische Lokalisation von GABAAR a5
in Radixin Knockout Mausen zu einer verminderten tonischen Inhibition

fuhren. Folglich wirde dies die Ausbildung von LTP unterstitzen, was die
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Verbesserung hinsichtlich des assoziativen Lernens von Radixin Knockout
Mausen erklaren konnte. Dies steht im Einklang mit der oben
angesprochenen Beobachtung einer verbesserten Assoziation zweier zeitlich
voneinander getrennter Stimuli in a5 Knockout Mausen, was ebenfalls nach
der spezifischen Expression einer a5-Mutante (H105R) im Hippokampus von
Mausen beobachtet werden konnte (Crestani et al., 2002; Yee et al., 2004).
Wie bereits erwahnt, ermdglicht der Hippokampus, die Fahigkeit auszubilden,
zeitlich und raumlich getrennte Ereignisse in Verbindung zu bringen (Rawlins
1985; Paulsen & Moser 1998). Diese Fahigkeit erfordert jedoch komplexe
Mechanismen der Regulation, damit unbedeutende oder ,falsche”
Assoziationen minimiert werden konnen. Die synaptische (phasische)
Inhibition oder extrasynaptische (tonische) Inhibition vermittelt durch GABAAR
a5 scheint bei diesen physiologischen Kontrollmechanismen eine wichtige
Rolle zu spielen. Je nach Umwelt (Art des Experiments) wurde in der
vorliegenden Arbeit eine Verbesserung oder Beeintrachtigung hinsichtlich des
Lernens und der Gedachtnisbildung beobachtet. Die hier erhobenen Daten
fuhren somit erstmals zu der Hypothese, das die tonische und phasische von
GABAAR o5 vermittelte Inhibition, voneinander unabhangige physiologische
Funktionen auf Ebene des Lernens und Gedachtnisses kontrollieren.

Die aktivitatsabhangige Regulation des GABAAR o5 uUber Radixin erweitert
damit das gegenwartige Verstandnis von synaptischer Plastizitat und den
damit  verbundenen Prozessen hinsichtlich Lernen und  der

Gedachtnisbildung.
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4.5 Modell der Radixin-abhangigen synaptischen bzw.
extrasynaptischen Lokalisation von GABAAR a5

Die im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse kdnnen gemeinsam
mit den in der Literatur beschriebenen Daten zu einem Modell
zusammengefuhrt werden.

GABAa-Rezeptoren, welche die a5-Untereinheit enthalten, werden Uber eine
direkte Interaktion mit dem GerUstprotein Radixin in extrasynaptischen
Bereichen der Plasmamembran verankert. Die Bindung von Radixin an die
a5-Untereinheit ist von dem Aktivierungszustand Radixins abhangig. Im
inaktiven Zustand liegt eine intramolekulare Interaktion von Radixin aus der
N-terminale FERM-Domane mit seinem C-terminalen Bereich vor, der uber
eine F-Aktin-Bindestelle verfugt. In dieser geschlossenen Konformation
beschrankt sich die Lokalisation von Radixin hauptsachlich auf das Zytosol.
Die Aktivierung von Radixin konnte einem zweistufigem Prozess unterliegen:
Die Bindung der FERM-Domane an PIP, (ein Phospholipid der
Plasmamembran) fuhrt zur Rekrutierung von Radixin an die Plasmamembran.
Die anschlieRende Phosphorylierung Radixins an einem C-terminalen
Threoninrest stabilisiert die offene aktive Konformation und ermdglicht die
Bindung von Radixin an die a5-Untereinheit von GABAAR. Da Radixin uber
eine Verbindung zum F-Aktin-Zytoskelett fast ausschliel3lich extrasynaptisch
lokalisiert ist, werden a5-enthaltende GABAAR Uber phosphoryliertes Radixin
an extrasynaptischen Bereichen in der Plasmamembran verankert. Geht
Radixin in der geschlossenen inaktiven Konformation uber, wird die Bindung
zur ob5-Untereinheit aufgehoben. GABAAR, welche die o5-Untereinheit
enthalten und zuvor Uber Radixin an extrasynaptischen Bereichen verankert
waren, kdnnen nun frei in der Plasmamembran diffundieren und synaptische
Bereiche erreichen. An GABAergen Synapsen konnten GABAAR, die Uber die
a5-Untereinheit verfugen, Uber eine im selben Rezeptor vorhandene a2- oder
v2-Untereinheit durch eine direkte oder indirekte Interaktion mit Gerustprotein
Gephyrin in der postsynaptischen Membran verankert werden.

Die Phosphorylierung von Radixin, welche den Ubergang in seine aktive Form

begunstigt, wird Uber die Rho-abhangige Kinase ROCK vermittelt. Die
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Aktivitat der kleinen RhoGTPase Rho und damit auch die Aktivitat von ROCK,
hangt wiederum von Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) und
GTPase-Aktivierungsproteinen (GAPs) ab. Erstere Kkatalysieren den
Austausch von GDP zu GTP und fuhren zur Aktivierung von Rho. Letztere
unterstutzen die Hydrolyse von GTP zu GDP und fuihren zur Inaktivierung von
Rho. Es ist bekannt, dass neuronale Aktivitat die Aktivierung von Rho uber
GEFs und GAPs beeinflusst. In Abhangigkeit von neuronaler Aktivitat konnte
es so zur einer Aktivierung bzw. Inaktivierung von Radixin kommen, wodurch
die extrasynaptische bzw. synaptische Lokalisation a5-enthaltender GABAa-
Rezeptoren reguliert werden konnte. Wie es scheint, fuhrt erregende
neuronale Aktivitdt zu einem Anstieg der synaptischen Lokalisation von
GABAAR a5 und sollte daher eine von GABAAR a5-vermittelte synaptische
(phasischen) Inhibition verstarken. Im Gegensatz hierzu scheint hemmende
neuronale Aktivitat zum Anstieg der extrasynaptischen Lokalisation von
GABAAR a5 zu fuhren und sollte daher die von GABAAR ab5-vermittelte
extrasynaptische (tonischen) Inhibition erhdhen. Das Gleichgewicht zwischen
neuronaler Inhibition und Erregung konnte in Abhangigkeit der Lokalisation
von GABAAR a5 einen Einfluss auf Hippokampus-abhangige Lernprozesse

und das Gedachtnis haben.
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Abb. 4.1: Modell der Radixin-abhangigen synaptischen bzw. extrasynaptischen
Lokalisation von GABAAR a5. (A) Aktivierende neuronale Aktivitat fihrt Gber GAPs und
GDIs zur Inhibition von Rho (RhoGDP). Die Rho-abhangige Kinase ROCK bleibt inaktiv.
Dadurch kann Radixin nicht Phosphoryliert werden und verbleibt in einer geschlossen
inaktiven Konformation. GABAAR, die Uber eine a5-Untereinheit verfligen, kénnen frei in der
Plasmamembran diffundieren und so synaptische Bereiche erreichen. Hier kénnte Uber eine
direkte oder indirekte Interaktion der y2- oder a2-Untereinheiten mit dem Gephyringerist eine
Verankerung von a5-enthaltenden GABAAR in der postsynaptischen Membran erfolgen. Dies
konnte zur Verminderung der tonischen Inhibition bzw. Erhéhung der phasischen Inhibiton,
vermittelt von GABAAR a5, fiihren. (B) Inhibierende neuronale Aktivitat fuhrt Gber GEFs zur
Aktivierung von Rho (RhoGTP), wodurch ROCK aktiviert wird. Die Bindung von Radixin an
PIP,, ein Lipid der Plasmamembran, und die Phosphorylierung von Radixin durch ROCK
Uberfihren Radixin in eine offene aktive Konformation. In dieser aktiven Form bindet Radixin
an die a5-Untereinheit von GABAAR und verankert diese Rezeptoren an extrasynaptischen
Bereichen in der Plasmamembran. Dies kénnte zur Erhéhung der tonischen Inhibition bzw.
Verringerung der phasischen Inhibition, vermittelt von GABAAR a5, fuhren.
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4.6 Ausblick

Die in dieser Arbeit beschriebene Regulation der synaptischen bzw.
extrasynaptischen Lokalisation der oa5-Untereinheit von GABAAR in
Abhangigkeit von Radixin, sollte neue Einblicke in das Verstandnis der
Modulation erregender und hemmender neuronaler Aktivitat geben. Essentiell
fur eine weitere Untersuchung dieser Modulation sind elektrophysiologische
Experimente. Es konnte zwar gezeigt werden, dass die Depletion von Radixin
zu einer erhdhten synaptischen Lokalisation von GABAAR a5 flhrt, jedoch
mussen elektrophysiologische Untersuchungen zeigen, inwieweit die
Depletion von Radixin tatsachlich zu einem Anstieg synaptischer
inhibitorischer Potentiale fuhrt. Hierbei sollte neben der durch GABAAR a5
vermittelten synaptischen (phasischen) Inhibition, auch die extrasynaptische
(tonische) Inhibition, vermittelt durch GABAAR a5, genau analysiert werden.
Erschwert werden diese Fragestellungen jedoch durch eine begrenzte Anzahl
von GABAaR a5-spezifischen Inhibitoren. Neue GABAaR a5-spezifische
Inhibitoren mit einer hohen selektiven pharmakologischen Wirkung
zusammen mit elektrophysiologischen Untersuchungen konnten genauere
Einblicke in die Physiologie der von GABAAR a5 vermittelten phasischen und
tonischen Inhibition geben.

Experimente, bei denen ein Funktionsverlust der a5-Untereinheit des
GABAAR zur Untersuchung der physiologischen Rolle des Rezeptors
eingesetzt wurde, ergaben erste Hinweise auf eine Beteiligung von
GABAAR a5 am Lernen und der Gedachtnisbildung. Die Mdoglichkeit der
gezielten Steuerung der von GABAAR a5 vermittelten phasischen oder
tonischen Inhibition Uber die Aktivierung von Radixin besitzt einen Vorteil
gegenuber klassischen Experimenten, bei denen die Funktion von
GABAAR a5 ganzlich ausgeschaltet wurde. Dies konnte helfen, die Rollen der
phasischen und tonischen Inhibition, sowie die dadurch modulierte Erregung,
in Bezug auf Lernprozesse und die Gedachtnisbildung besser voneinander
abzugrenzen und zu verstehen. Daraus gewonnene Erkenntnisse konnten
des Weiteren zum Verstandnis von neurodegenerativen Erkrankungen

beitragen.
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