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1. Einleitung

Das Cerebellum spielt eine zentrale Rolle in deu&tung der Motorik und im Erlernen
motorischer Fertigkeiten. Zwei Strukturen sind filevon besonderer Bedeutung: Der
Kortex und die tiefen Kleinhirnkernen (DCN). Zahéiee Studien wurden der

Untersuchung des Kleinhirnkortex gewidmet, verhéitré3ig wenig ist Uber den
Beitrag der DCN bekannt. Daher befasst sich diedeiAmit der Erforschung dieser
besonderen Strukturen.

In der Maus-Mutante Lurcher (Lc) gehen, ahnlich sjgnocerebellaren Ataxie 2 und 3
im Menschen (Scherzed et al.), die Purkinjezelle€)(respektive grofie Teile der
GABAergen DCN-Afferenzen wahrend der ersten zwes birei Lebenswochen

zugrunde. Wahrend dieser Degeneration konnte eirestarkte inhibitorische

Erregungsuberleitung detektiert werden (Linnemarinake 2004), welche einem

Kompensationsversuch des PC-Verlustes entspreciiem Diese Arbeit widmet sich

der Erforschung zugrunde liegender molekularer Mamen.

Ein besseres Verstandnis dieser Kompensationsvgegiéemn in der Zukunft zu neuen

Behandlungsansatzen beitragen.

1.1. Das Cerebellum

Das Kleinhirn (lat.: Cerebellum) zeichnet sich durseine komplexe strukturelle
Organisation und eine hohe Faser- und Zelldichte W&hrend es im Vergleich zum
Grof3hirn ein Volumen von etwa 10 % aufweist, elreseine Oberflache aufgrund der
starken Féltelung etwa 50-70 % derjenigen des GmaRHJber 50 % aller Neurone des
zentralen Nervensystems sind im Kleinhirn lokalisi®ie Kleinhirnrinde beheimatet

ferner die gro3te Nervenzellpopulation des MensctienKornerzellen.

Makro- und Mikroskopischer Aufbau:

Das Kleinhirn gliedert sich makroskopisch in zweerkispharen und den mittigen
Vermis (Wurm). Die Hemispharen werden in jeweilfirzd.obuli unterteilt und von
transversal und nahezu parallel verlaufenden Farathérchzogen. Im Querschnitt
ahnelt diese Rindenfaltelung einem Baum, man nesiat daher Arbor vitae
(Lebensbaum). Des Weiteren erfolgt eine Unterseimgidn die Zellkérper enthaltende

Rinde (Kortex) und die sich nach innen anschlieBeNdrvenfaserschicht aus weil3er



Substanz, das Mark (Medulla). In das Mark sind rehKerngebiete eingebettet, die
DCN.

1.1.1. Kortex

Mikroskopisch lasst sich der Kortex von aul3en naden in drei Schichten gliedern:
die Molekularschicht (Stratum moleculare), die P&ught (Stratum purkinjense) und

die Kdrnerschicht (Stratum granulosum).
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Abb.1.1: Histologischer Aufbau der Hihner-Kleinhirnrinde. Historische Zeichnung aus Ramon
und Cajal's "Estructura de los centros nerviosos de las aves", Madrid, 1905: Stratum
purkinjense: PC (A). PC-Axon (B). Stratum moleculare: Korbzellen (C), Sternzellen (D). Stratum
granulosum: Golgizellen (F), Kérnerzellen (H).

Der Kortex erhélt im Wesentlichen zwei exzitatoniscAfferenzen, deren Impulse
verarbeitet und auf die PC projiziert werden. Digsigerenzen erreichen die PC
einerseits als Moosfasern indirekt tber die Pdfaiern der Kornerzellen und
andererseits direkt als Kletterfasern aus dem ent®livenkerngebiet (10). Moosfasern
Ubermitteln unter anderem sensorische und motaiscformationen aus Peripherie
und GroRhirn. Uber Kletterfasern werden Informagioriiber aktuell zur Muskulatur
fuhrende Impulse sowie Uber die vom Kleinhirn sethssgesandten Signale vermittelt.
Die DCN interagieren Uber Rickkopplungsschleifeh acein Kerngebieten der 10 und

der Pons.



Die PC schicken als einzige Neurone der Kleinhmuei Efferenzen zu den DCN,
welche ihrerseits gleichzeitig Kollateralen derdagi zum Kortex ziehenden Afferenzen
empfangen. Die DCN entsenden ihrerseits schliefdieh einzigen Efferenzen des

Kleinhirns.
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Abb.1.2: Schaltkreis des Kleinhirns. Exzitatorische Synapsen sind mit (+), inhibitorische mit (-)
gekennzeichnet. Die Afferenzen erreichen die PC indirekt Uber Moosfasern (MF) und
Parallelfasern (PF) aussendende Kdrnerzellen (GC) und direkt Gber aus der IO stammenden
Kletterfasern (CF). Der einzige Output der PC erreicht die DCN welche ebenfalls durch
Kollateralen der MF und der CF (CFC) erregt werden. Die als Interneurone fungierenden
Golgizellen (GgC), Sternzellen (SC) und Korbzellen (BC) modulieren die Ubertragung.

1.1.2. DCN

Die DCN spielen eine entscheidende Rolle im celél@ Regelkreis. In lhnen
entspringen die einzigen Efferenzen des KleinhifRslgende DCN werden beim
Menschen (Maus) von lateral nach medial untersemed

1. Nucleus dentatus (Nucleus lateralis)

2. Nucleus emboliformis (Nucleus interpositus antéposterior)
3. Nucleus globosus (Nucleus interpositus anteriotgyas)
4

Nucleus fastigii (Nucleus medialis)



Bestimmte Kortexareale kdnnen den jeweiligen DCNerudnet werden, so dass je
nach Projektionsort der DCN-Efferenzen eine funieite Bedeutung resultiert. Von
median nach lateral wird das Kleinhirn in das Magt-, Spino- und Pontocerebellum
eingeteilt. Das Vestibulocerebellum unterhélt Ulben Ncl. fastigii bzw. medialis
vorwiegend Faserverbindungen zu den Vestibulamsker Entsprechend wird dieser
Region eine vorrangige Beteiligung an der Steuerwoyp Okulomotorik und
Gleichgewicht zugeschrieben. Das SpinocerebellumBereich der Vermis und der
paravermalen Zone reprasentiert, kommuniziert Egir mit dem Rickenmark und
vermittelt seine Efferenzen Uber die entsprecherasnanen DCN Ncll. emboliformis
und globosus respektive Nucleus interpositus amteosterior in der Maus. Folglich
obliegt diesem Teil des Kleinhirns die Kontroller d&titz- und Okulomotorik. Ferner
unterhalt das im Bereich der lateralen Hemisphdokalisierte Pontocerebellum tber
den Nucleus dentatus bzw. lateralis insbesonderebiningen zu pontinen
Kerngebieten. Es ist dementsprechend fir die Re&gnlavon Bewegungs- und
Zielmotorik zustandig.

Diese Arbeit untersucht Veranderungen in den Naiérpositus anterior und posterior.

Verschaltung:
Die DCN erhalten im Wesentlichen Informationen wvei verschiedenen Quellen:

1. Inhibitorische Impulse der PC (TransmitteAminobuttersaure [GABA])

2. Exzitatorische Impulse der Moosfaser-Kollateralen

3. Exzitatorische Impulse der Kletterfaser-Kollaterale
Auf diese Art und Weise erhalten die DCN Informaga Uber die zum cerebellaren
Kortex fuhrenden Impulse. Die Neurone der DCN werdach morphologischen und
funktionellen Gesichtspunkten in wenigstens dreugpen eingeteilt. Unterschieden
werden GABAerge oder glutamaterge Projektionsnezinomd eine Gruppe kleinerer
Neurone, deren Axone sich im Wesentlichen auf datsi€s der DCN beschrénken.

Die exzitatorischen glutamatergen Projektionsnesirbitden den gréf3ten Anteil der
DCN-Efferenzen und besitzen variable Somagrofea. éditsenden ihre Axone zu
motorischen Zentren des Hirnstamms, zum kontralkger Thalamus und Mittelhirn.

Sie senden Feedbacksignale zu pracerebellaren iKerDée etwas kleineren
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inhibitorischen GABAergen Projektionsneurone vetefit Feedback-Signale zur 10
und sind somit an der Cerebello-rubro-olivo-ceriiveh Feedback-Schleife beteiligt.
Man nimmt an, dass die PC-Axone auf beide ArtenRmjektionsneuronen projizieren
(de Zeeuw and Berrebi 1996). Die dritte und zahkftigy kleinste Gruppe benutzen als
Transmitter GABA und Glycin (De Zeeuw and BerreBP%; Fredette and Mugnaini
1991). Es wird vermutet, dass diese sich auf dasdébiet der DCN beschranken und

als Interneurone fungieren.

Die Zellpopulationen kénnen gemald ihrer elektropilggischen Eigenschaften in
Ratten in zwei Gruppen eingeteilt werden (Czubagkoal. 2001): Beide Gruppen
zeigen spontane Aktivitat. Die groRere Gruppe dgy FNeurone zeichnet sich unter
anderem durch zyklische hochfrequente Entladungeithremd kontinuierlicher

Hyperpolarisation aus. Die kleinere Gruppe der 3gp. lI-Neurone hingegen stellt ihre
Aktivitat unter Hyperpolarisation ein. Wahrend TypNeurone das gesamte
GroRBenspektrum  aufweisen und  ebenfalls den  groRRetutangatergen

Projektionsneuronen entsprechen kdénnen, spriclgesiafir, dass Typ lI-Neurone die

kleineren Interneurone reprasentieren.

1.2. Die Lurcher-Mutante

Die Maus-Mutante Lc hat bereits Uber viele Jahrihaur Erforschung der
Kleinhirnentwicklung, -physiologie und -funktionigetragen. Sie wurde im Jahre 1954
entdeckt und weist eine autosomal dominant ver&ptstanmutation auf. Folge dieser
Mutation ist eine vermehrte Exzitation der PC und &onsekutiver Untergang
derselben. Sekundar gehen Koérnerzellen und NeudemelO sowie in geringerem
Ausmald Nervenzellen der DCN zugrunde. Klinisch ltesen die typischen Symptome
des Kleinhirnfunktionsausfalls. Diese Mutante @il Maus-Modell fir die humanen
spinocerebellaren Ataxien, in deren Pathogenese B@-Verlust und DCN-
Degeneration eine signifikante Rolle spielen (Hoehal.; Scherzed et al.).

1.2.1. Klinische Defizite und motorisches Lernen

Lc-Mause zeigen frih eine statomotorische Entwiaghverzégerung, zdgerliche
Gewichtszunahme und hypotrophe Muskulatur. Dasrle motorischer Fahigkeiten

sowie das Halten des statischen oder dynamischeithgewichts ist beeintrachtigt

11



(Thifault et al. 1996). Das ataktische Gangbild l&reits klinisch erkennbar. Die
Defizite lassen sich auf dem Rotarod oder auf demftkand objektivieren: Lc weisen
eine verstarkte Fallneigung auf. Dennoch sind diMstanten fahig, in Versuchen ihre
Leistung durch Training zu verbessern, wenngleieldas Niveau ihrer Kontrollgruppe
bei htheren Schwierigkeitsgraden nicht erreichaalafide 1994; Lalonde et al. 1996;
Lalonde and Thifault 1994).

Die zusatzliche Lasion der DCN fuhrt zu protral@arimotorischen Defiziten und legt
eine gewisse kompensierende Funktion durch die ban (Caston et al. 1997; Caston
et al. 1995). Die eingeschrankte Lernfahigkeithmgem Schwierigkeitsgrad (Caston et
al. 1995) zeigt jedoch, dass ein intakter ceretall§ortex unerlasslich fir das Erlernen
schwieriger Aufgaben ist, welche eine prazise mstbe Koordination erfordern.
Neuere Studien weisen auf die Bedeutung der DCNbésondere des Nucleus
interpositus anterior) in der lerninduzierten Riagit hin (Ohyama et al. 2006; Vogel et
al. 2007). Die Fahigkeit zu motorischem Lernen nimmit zunehmendem Alter der Lc
ab wahrend sie bei den Kontrolltieren erhalten bbleiDies spricht flr einen
Langzeiteffekt der PC-Degeneration, welcher aucttiderhaltene Strukturen wie die
DCN und die Basalganglien nicht mehr kompensiertiese kann.

Der PC-Verlust der Lc fuhrt neben Defiziten in dEntwicklung motorischer
Fahigkeiten zu kognitiven und emotionalen Altemagin. Dies druckt sich in
verminderter Erforschungsbereitschaft einer neuemgébung und Defiziten in der
raumlichen Orientierung aus. Ferner ist das radmaliGedéachtnis sowie das Arbeits-
und Referenzgedachtnis beeintrachtigt (Hilber et1898). Lc weisen eine erhdhte
Stressbereitschaft (Hilber et al. 2004) und immumado&rinologische Veranderungen
auf (Vogel et al. 2007).

1.2.2. Gain of Function Mutation

Urséchlich fir das Krankheitsbild der Lc ist einen iGenabschnitt dess2
Glutamatrezeptors (GIluR) lokalisierte Punktmutation (Zuo et al. 1997).uRd2
nehmen unter ihresgleichen eine Sonderstellungs@gnannte "orphan”-Rezeptoren
ein. Diese Bezeichnung bringt zum Ausdruck, dassR& im Gegensatz zu ihren

Verwandten keine funktionellen glutamatergen lormerdle ausbilden. Sie besitzen
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zwar eine Kanal6ffnung, welche aber (aul3er in deiMutante) keine funktionelle
Bedeutung hat.

GluR52 werden vorwiegend in den PC exprimiert (ArakaletLl993; Lomeli et al. 1993;
Yatsushiro et al. 2000), und sind maf3geblich anAdesbildung von Kletterfaser- und
Parallelfasersynapsen beteiligt.

Bei der Punktmutation im GIuR-Gen (Grid2) der Lc-Maus handelt es sich um eine
Transition von Guanin zu Adenin, die zur Substitatvon Alanin durch Threonin in
der Aminosaureposition 654 fuhrt (A654T). Diese saisse Mutation befindet sich am
Ende des dritten hydrophoben Segmentes des d2J|uiR einem stark konservierten
Segment aller ionotropen Glutamatrezeptoren. DienktPoutation der Lc-Maus
konvertiert den Orphan-Rezeptor in einen lonenkaiia¢r welchen Kationen auch in
Abwesenheit eines Transmitters einstromen. Sies@hit eine Gain-of-Function-
Mutation. Infolge des Kationeneinstroms depolartstke Zelle (Zuo et al. 1997). Die
Folge dieser Ubermaldigen Exzitation ist die Degsr@r der PC in vivo und vitro
(Zanjani et al. 2009).

1.2.3. Purkinjezelldegeneration

Die Degeneration der PC beginnt zwischen dem dritted achten postnatalen Tag
(Swisher and Wilson 1977). Die Zellkérper und Detetibaumchen zeigen einen
unvollstandigen und verlangsamten Reifungsproz8sssher and Wilson 1977). Die
regelmallige Anordnung der Zellen bleibt aus. Auck dnfanglich regelrechte
Synaptogenese alteriert zunehmend. Die Kletteniasereichen kaum die Dendriten
und die Korbzellaxone schaffen es nicht, den PQaEBrzu umfassen. Ab dem 12.
Lebenstag beginnt schlie3lich der Untergang deleZglDumesnil-Bousez and Sotelo
1992; Heckroth 1994). Nach 26 Tagen sind bereit®®@er Zellen degeneriert und
nach 90 Tagen nahezu keine PC mehr nachzuweisaidyGad Biscoe 1979). Als
Mechanismus werden vor allem kationeneinstromirehteiApoptose, Autophagie und
Exzitotoxizitat diskutiert (Vogel et al. 2007).

1.2.4. Folgen der PC-Degeneration

Die Degeneration der PC in der heterozygoten Lctfé@imerseits zu einer sekundaren
retrograden Degeneration ihrer Afferenzen, also zumtergang von 90 % der
Kdrnerzellen und 75 % der Zellen der 10 (Caddy &mstoe 1979). Andererseits tritt
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eine anterograde transneuronale Degeneration dér &€, welche die Hauptefferenz
der PC-Axone darstellen (Wetts and Herrup 1982a&r Bekundare Charakter des
Kdrner- und 10-Zelluntergangs konnte in Chimaredsn nachgewiesen werden
(Wetts and Herrup 1982b). Der Zelluntergang sptegieh im histologischen Aufbau

der sich entwickelnden Kleinhirnrinde in Form eidersdiinnung aller Schichten wider
(Swisher and Wilson 1977).

1.2.5. DCN in Lc-Mutanten

Es mehren sich die Hinweise, dass in den DCN eewisge Kompensation des PC-
Verlustes stattfinden konnte. Ferner wird ihneneeRRolle in der lerninduzierten

Plastizitat zugeschrieben.

Durch den PC-Verlust verlieren die DCN ihre einmigahibitorischen Afferenzen,

welche einen Anteil von etwa 62-73 % aller Afferenstellen (De Zeeuw and Berrebi
1995; Palkovits et al. 1977). Die exzitatorischempulse aus Moos- und

Kletterfaserkollateralen bleiben wéhrenddessenlteraDer Untergang nahezu aller
PC lieRe eine vergleichbare Reduktion der AnzahlMurone in den DCN und der
GABAergen Synapsen vermuten. Diese Reduktion idbgk erstaunlich schwach
ausgepragt. Die Gesamtzahl der Neurone verringet r'ach vorhandener Literatur
nicht (Caddy and Biscoe 1979) oder lediglich um3B0% (Heckroth 1994; Sultan et al.
2002).

Die Zahl inhibitorischer GABAerger Neurone verrimgsich um 39 % (Sultan et al.
2002), wahrend glutamaterge Neurone eine Reduktmm nur etwa 20 % zeigen
(Heckroth 1994; Sultan et al. 2002). Dies weist aig erhaltene Funktion der
Hauptefferenzen, der exzitatorischen Neurone demND@n. Der vergleichsweise

starkere Untergang GABAerger Projektionsneuronenkauf den Untergang von 75 %
der Nervenzellen der 10, deren Projektionsort, ekgéfiuhrt werden. Die

Neuronengruppe, welche die kleinsten NervenzelEemOICN umfasst, sind GABAerg

und glycinerg. Hierbei handelt es sich am ehestaninterneurone, welche auf die
DCN beschrankt sind. Sie machen etwa 40 % aller &ARarkierten Neurone aus. Bei
Lc konnte eine Zunahme dieser Neuronenpopulationetswa 40 % in der vierten

postnatalen Woche festgestellt werden (Sultan .e@02). Diesen Neuronen kdnnte
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folglich in der Lc-Maus eine besondere Bedeutung der Kompensation der
inhibitorischen Funktion zukommen.

Die Zahl der GABAergen Synapsen in der Lc-Mutarel siur um etwa 30% reduziert
(Sultan et al. 2002). Es konnte sogar eine Grof3eirue der Durchmesser der GABA-
immunomarkierten Endknopfchen an den Zellkdrpern %im% beobachtet werden
(Sultan et al. 2002). Dies kann auf eine erhdhtsgynaptische Rezeptorendichte oder
einen vermehrten Vesikelpool hinweisen und unteidtt zusammen mit der Zunahme
der GABA und Glycin-markierten Neuronenzahl die 8eing der GABAergen
Uberleitung in der Kompensation des PC-Verlustes finen Erhalt der

Kleinhirnfunktion.

1.2.6. Elektrophysiologische Veranderungeninden D  CN

In P14 alten Lc konnte eine verstarkte synaptistierleitung von GABAergen
spontanen- und miniatur- inhibitorischen postsyisapen Stromen (IPSCs) im
Vergleich zu Wt-Tieren festgestellt werden (Linnemaet al. 2004). Die synaptische
Uberleitung gyn ist definiert als mittlere Peak-Amplitude der IPSi@altepotential -
Gleichgewichtspotential der IPSCs. Die Anzahl kéeispontaner IPSCs verschiebt sich
in Lc zugunsten groéRerer IPSCs. Die mittels Pedalliesker nichtstationarer
Fluktuationsanalyse kalkulierte Anzahl von offerkamalen wahrend des Peaks war in
Lc signifikant hoher bei Tieren im Alter von P14IPDies ist vereinbar mit einer
Erh6hung der Anzahl verfligbarer Rezeptoren an @esnfamembran.

1.3. Der GABA A-Rezeptor

Die Kontrolle der Erregbarkeit von Nervenzellen isesentlich fur die korrekte
Funktion neuronaler Prozesse. Sie kann durch eéamgehe Transmitter wie Glutamat
gesteigert oder durch inhibitorische Transmittez GABA verringert werden. GABA
Rezeptoren (GABAAR) und Glycin-Rezeptoren sind digchtigsten Vermittler
schneller synaptischer Inhibition. GABA ist der fisaitter der PC, der wesentlichen
inhibitorischen Afferenz der DCN, und ist daherder Erregungsuberleitung in den
DCN bedeutend.

Die Gruppe der GABA-Rezeptoren umfasst die ion@m@ABAN- und GABAc-
Rezeptoren sowie die metabotropen GABRezeptoren. GABAAR gehéren in die
Superfamilie der ligandenkontrollierten Chlorid-&rkanale. GABA- und GABAc-
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Rezeptoren unterscheiden sich in ihren pharmakatbgn Eigenschaften. Diese Arbeit

beschréankt sich auf die ionotropen GARRezeptoren.

1.3.1. Aufbau der GABA A-Rezeptoren

GABAAR sind heteropentamere lonenkandle, welche einem breiten Repertoire
verschiedener Untereinheitem 1-6, 1-3,v 1-3,9, ¢, 6 undx) zusammengesetzt sind
(Sieghart and Sperk 2002). Innerhalb der Unterfemik-y konnen durch alternatives
Splicing zusatzliche Varianten generiert werdendieser Arbeit wurden die fur die
DCN relevanten Einheiten untersuaht-5,31-2,y1-3 unds.

Die verschiedenen Untereinheiten bestehen aus Mi@nsmembrandoménen (TM),
einem groRen extrazellularen Amino-Terminus, waicdee GABA-Bindungsstelle

beinhaltet, und einer grofRen intrazellularen Domaweschen TM3 und TM4. Die

Sequenz dieser etwa 125 Aminosauren enthaltendelau$e divergiert am starksten
zwischen den verschiedenen Untereinheiten. Sigknthter anderem Serin/Thyrosin-
oder Thyrosinresiduen zur Phosphorylierung, Regionar Palmitoylierung und die
Bindungsstellen fir GABARAP. Posttranslationale Miagdtionen dieser Stellen

ermdoglichen die Modulation von Transportvorgdngad ®ezeptorfunktion (Chen and
Olsen 2007).
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Abb. 1.3: Struktur und Unterschiede von inhibitorischen ligandenkontrollierten lonenkanélen aus
(Moss and Smart 2001). A: Struktur eines ligandenkontrollierten lonenkanals. Die
Rezeptoruntereinheiten enthalten vier Transmembrandomé&nen (TM). Fur TM2 nimmt man an,
dass sie den lonenkanal formt. Die grof3e aminoterminale Domane ist extrazellular lokalisiert
und soll Neurotransmitter inkorporieren und einige weitere Bindungsstellen besitzen. Die
intrazellulare Doméane zwischen TM3 und TM4 ist die am starksten divergierende und enthalt
zahlreiche Ansatzstellen fur Serin/Threonin- und Tyrosinproteinkinasen. b.: Pentamere von
GABA,-, GABAc- und Glycin-Rezeptoren. Die meisten GABAAR sollen aus a, B, vy
Untereinheiten im Verhaltnis 2:2:1 zusammengesetzt sein. Die 0, €, 8 Untereinheiten kénnen
die y Untereinheit ersetzen. GABAc Rezeptoren sind aus pl-p3 Untereinheiten als hetero- oder
homomere Pentamere zusammengesetzt. Glycin-Rezeptoren sind Pentamere aus a und
Untereinheiten im Verhaltnis 3a:2.

Die pentameren GABAAR bestehen am haufigsten qu$ und y2 Untereinheiten
(Chang et al. 1996; Macdonald and Olsen 1994; Radtcal. 1995). Im ZNS der Ratte
stellen die Rezeptoren augp2y2-Untereinheiten einen Anteil von 43 % (McKernan
and Whiting 1996). Studien mit rekombinanten GABAKRlizieren ein Verhaltnis von
20:2B:1y2 (Chang et al. 1996; Kittler et al. 2002; Tret¢ral. 1997). Die Vielzahl an

Untereinheiten erlaubt eine geraume ortliche undlitee Heterogenitat in der
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Komposition von Rezeptoren (Fritschy and Mohler3;9%urie et al. 1992; Wisden et
al. 1992). In den verschiedenen neuronalen Strektlkdnnen gewebespezifische
Untereinheitenkompositionen identifiziert werden.ntéteinheiten wie diey2-
Untereinheiten kénnen ubiquitér nachgewiesen we(@emsohn et al. 1992; Pirker et
al. 2000; Sieghart and Sperk 2002). Rezeptorenchidener Komposition kdnnen
ferner an unterschiedlichen Abschnitten der Neurtmkalisiert sein. Wahrend.1-
Untereinheiten gleichmalig tber alle inhibitoristH&ynapsen verteilt sind, kommen
a2 vorwiegend an axo-axonalen Synapsen am Initiaiee des Axons vor (Moss and
Smart 2001). Die Zusammensetzung der Rezeptoren died Lokalisation der
Untereinheiten unterliegt ferner Veranderungen wétirder postnatalen Entwicklung
(Fritschy et al. 1994; Zdilar et al. 1991).

Trotz der grol3en theoretischen Kombinationsmogkdiek wird nur ein kleiner Anteil
tatséchlich beobachtet (McKernan and Whiting 199Bjes dirfte durch die
strukturellen Eigenschaften der UntereinheitengueZiellokalisation und durch die

involvierten Proteine bedingt sein.

1.3.2.  Genexpression, Rezeptor-Aufbau und Transport zur

Plasmamembran

GABAAR-DNA wird im Zellkern in RNA umgeschrieben. i® Transkriptionsrate
bestimmt die VerfUgbarkeit der zur Translation arend Ribosomen des
endoplasmatischen Retikulums benétigten mRNA. Irdoptasmatischen Retikulum
werden GABAAR zu funktionsfahigen Rezeptoren zusamgesetzt (Hawkins et al.
2004). Das richtige Zusammenfligen der Untereinheiist ein komplexer,
untereinheitenspezifischer Vorgang, welcher dieraition mit diversen Proteinen und
Zytoskelettstrukturen erfordert. Multiple spezifisc Assembly-Signale werden nach
und nach identifiziert (Bollan et al. 2003; Congadit al. 1999b). Einige Untereinheiten
wie B1 undp3 besitzen per se Signalsequenzen, welche sie lzenfl&chenexpression
befahigen. Punktmutationen in den entsprechendgnebeen konnen ausreichen, um
das regelrechte Assembly der Untereinheiten zunbehn. Die Rezeptoren werden
anschlie3end in den Golgiapparat Uberfuhrt, wgesttranslational modifiziert werden

kénnen. Es wird angenommen, dass sie Uber das@ualgs-Netzwerk in spezifische
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Transportvesikel verpackt und durch Adaptorprotefiie ihren Zielort adressiert
werden (Tang 2001).

GABAAR unterliegen einem aktiven Transport entlamgtoskelettaler Strukturen
respektive  Mikrotubuli  und  Aktin-Mikrofilamenten. i8er wird durch
Motorproteinkomplexe vermittelt (Meyer et al. 200¥erschiedene Adaptorproteine
fur den Transport kdnnen zugleich in den postsyselpen Verdichtungen identifiziert
werden, was flr eine gleichzeitige Rolle beim Tpams und der Verankerung spricht
(Kneussel and Loebrich 2007; Maas et al. 2006). Benaue Transport- und
Verankerungs-Mechanismus ist bislang nicht endgiltnd nicht im Detail geklart.
Einige Studien weisen auf eine Rolle von PhosplaskpC-related inaktivem Protein
(PRIP) im Transport dey2-Untereinheit-enthaltenden GABAAR hin. Es konnte a
Brickenmolekil zwischen GABARAP und den GABAAR figrgn und die Bindung
von GABARAP undy2 in einem Komplex mit PRIP urftlerleichtern (Kanematsu et al.
2007; Mizokami et al. 2007).

Fur die korrekte Akkumulation der Rezeptoren an@grapse wird die Palmitoylierung
der vy2-Untereinheit durch das Golgi-spezifische DHHC-Rom-enthaltende
Zinkfingerprotein benétigt (Fang et al. 2006).

Es folgt die Insertion in die Plasmamembran und HBiklung von Clustern zur
Ausbildung funktioneller Synapsen. (Kneussel antz B900; Moss and Smart 2001).
Fur das Clustering wird aul3er d&-Untereinheit GABARAP und Gephyrin bendétigt.
Die Rezeptoren kdénnen durch das Ausbilden und Ldasem Bindungen zwischen
diffuser und geclusterter Form wechseln und dadurche synaptischen Eigenschaften
beeinflussen. Gephyrin verringert diese lateralebiitét der synaptischen Cluster
(Jacob et al. 2005).
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Abb. 1.4: Zyklus der GABAAR zwischen Organellen und Plasmamembran aus (Kneussel and
Loebrich 2007). Im Zellkern transkribiert und im Endoplasmatischen Retikulum
zusammengesetzt werden sie Uber das Trans-Golgi-Netzwerk in spezifische Transportvesikel
verpackt und entlang des Zytoskeletts mit Hilfe postsynaptischer Geristproteine (rot) zur
Plasmamembran transportiert (dunkelblaue Ovale). In der Plasmamembran kommen sie in
Clustern (grun) oder diffus (gelb) vor. Die Rezeptorzahl erhéht (+, erhdhte Rezeptorzahl) oder
erniedrigt (- erniedrigte Rezeptorzahl) die synaptische Uberleitung. Geristproteine weisen
ebenfalls horizontale und vertikale Bewegungen auf. Im Besonderen gilt dies fiir Gephyrin
(Maas et al. 2006).

1.3.3. Endozytose
Die meisten GABAAR wie diejenigen auslfly2, alp2y2, und alf3 unterliegen

clathrin-abhangiger konstitutiver Endozytose in eamdosomales Kompartiment
(Connolly et al. 1999a; Kittler et al. 2000) wodursie von der Plasmamembran
entfernt werden. Fur di€lp2 enthaltenden GABAAR konnte jedoch keine konstitut
Endozytose beobachtet werden (Connolly et al. 1999a

Bei der Endozytose wird die Plasmamembran zundddt innen gestilpt (Abb.1.5).
Dadurch werden sogenannte coated pits geformt.eDi&organg wird auch als
Knospung bezeichnet. Die Einstilpung wird im Welsgmtn durch die Interaktion mit
dem AP2-Clathrin-Adaptorprotein-Komplex vermitt@ittler et al. 2005; Kittler et al.
2002), welcher direkt unterhalb des einzuverleilenembranabschnittes lokalisiert
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ist. Das Clathrin-Adaptor-Protein (AP2) interagiemt den intrazellularen Domanen der
Untereinheiten1+3 sowie y1-3 (Kittler et al. 2000; Smith et al. 2008). Vier
Bindungsmotive fur AP2 konnten identifiziert werden

1. Die p2-Untereinheit besitzt ein sogenanntes DileucinildDieses Motiv wird fur
die PKC-mediierte Verstarkung der GABAAR-Endozytbsaotigt.

2. Auf dery2-Untereinheit ist das YECL-Motiv lokalisiert, wéles seinen Namen der
entsprechenden Aminosauresequenz verdankt (Kéttlak. 2008).

3./4. Weitere Bindungsstellen an AP2 befinden sichderp- und dery2-Untereinheit.
Diese sind reich an basischen Aminosauren (basagdotiv) und weisen eine starke
Ahnlichkeit in den beiden Untereinheiten auf (Snathal. 2008).

Im Anschluss an die Ausbildung der coated pitsdinigren die Membranenden und
l6sen sich von der Plasmamembran. Dadurch entgiehtEndozytosevesikel. Die
Andock- und Fusionsvorgdnge werden mittels sogeran8NARE-Proteine und
SNAP-Rezeptoren (soluble N-ethylmaleimide-sensitifigetor attachment protein
receptor) vermittelt. Internalisierte Rezeptorennr&n schlielich recycelt oder

abgebaut werden.

Die Endozytoserate determiniert die Rezeptorvedikgit an der Oberflache. Wird die
Endozytosetatigkeit verringert, finden sich versi@iPSCs (Kittler et al. 2000).

Die Affinitat der Bindungsstellen 2-4 zum AP2-Koraplwird durch Phosphorylierung
verringert, wodurch eine herabgesetzte Endozyttserrhdhte Rezeptorzahl und
verstarkte GABAerge Erregungsibertragung resultiéirte simultane Blockierung des
YECL-Motivs und des basic-patch-Motivs zeigt additEffekte (Smith et al. 2008).

Im Gegensatz hierzu resultiert aus der PKC-Aktiuigy eine Erhohung der
Endozytoserate. Dazu wird dy@-Untereinheit bendétigt. Diese Aktivierung kann ctur
Blockierung des Dileucin-Motivs def2 Untereinheit unterbunden werden. Die
Inhibition der PKC ihrerseits vermindert jedoch hticdie Endozytoserate oder die
GABAergen Stréme, was fur eine modulatorische Raie PKC spricht (Herring et al.
2005; Herring et al. 2003).
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Abb. 1.5: Dynamische Kontrolle der GABAAR Expression an der Zelloberflache. Aus (Moss and
Smart 2001). GABAAR aus afy Untereinheiten sind geclustert an der synaptischen Seite von
gephyrinabhéngigen und unabhéngigen Mechanismen. GABAAR sind assoziiert mit
Proteinkinase C Bl (PKCBIl) und dem Rezeptor fir aktivierte C Kinase (RACK1), die
gemeinsam die Phosphorylierung der 3 Untereinheit mediieren, die zur funktionellen Modulation
der GABAAR fiihrt. GABAAR an Synapsen erfahren DYNAMIN abhangige Clathrin-vermittelte
Endozytose. Dieser Prozess ist durch Interaktion von 3 und y Untereinheiten vermittelt mit a
und B Adaptinen, Proteine die fir das Uberfilhren der Fracht in ,clathrin-coated pits®
verantwortlich ist. Internalisierte Rezeptoren treten in das endosomale System ein, wo sie zur
Zelloberflache zuriickgefihrt werden oder abgebaut werden. GABARAP (assoziiert zum
Golgiapparat und zum N-ethylmaleimid-sensitiven Faktor u.a.) férdert das Clustern von
GABAAR. Es fungiert wohl als Adaptorprotein durch seine Vielzahl an Bindungspartnern
komplex die Insertion in die Zellmembran vermitteln.
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1.4. Regulation der synaptischen  Uberleitung an
GABAergen Terminalen

Die synaptische Uberleitung an GABAergen Terminaldrd im Wesentlichen von
folgenden Faktoren beeinflusst:
1. prasynaptischer Transmitterpool, Exozytose derRédsCalciumeinstrom durch
spannungsabhangige Calciumkanéle
2. Transmitterkonzentration im synaptischen Spalt, n$naittermetabolismus,
GABA-Reuptake in die praasynaptische Terminale
3. Rezeptorzahl und -dichte an der postsynaptischemivien (Expressionshdhe
der Rezeptoren, Rezeptormetabolismus, Endozytose)
4. Rezeptoreigenschaften (Einzelkanalkinetik, Kompasitder Untereinheiten,
posttranslationale Rezeptormodifikation, Affinitat)
5. Interaktion mit assoziierten Proteinen und dem gitett (Clustering)
6. Hormonelle und pharmakologische Modulation (Codteoon, Benzodiazepine,
Insulin)
Die Kinetik von einzelnen GABA-regulierten Kanélemird von einer Vielzahl
verschiedener Faktoren beeinflusst. Trifft ein Ak8potential ein, folgt ein
Calciumeinstrom durch spannungsaktivierte Calciumile was die Exozytose der
transmitterenthaltenden Vesikel in den synaptisc8palt induziert. Die synaptische
Uberleitung wird von der GABA-Konzentration im sytischen Spalt bestimmt
(Frerking et al. 1995; Lorez et al. 2000), welcheerseits durch den Transmittergehalt
der prasynaptischen Vesikel, deren korrekter Exasgytund den Transmitterabbau im
synaptischen Spalt und Wiederaufnahme in die pejgisthe Endigung determiniert
ist. Beeinflusst wird die synaptische Aktivitat rier von der Frequenz eintreffender
Aktionspotentiale. Bei niedriger Frequenz erfolge dAusschittung synchron, bei
repetitiver Stimulation erfolgt ein Wechsel zu agywoner Exozytose (Kirischuk and
Grantyn 2003). Bei der Interaktion der Rezeptorenilnnem Transmitter spielt deren
Rezeptoraffinitat fir GABA eine Rolle (Hajos et @&000; Nusser et al. 1997). Die
Affinitat hangt unter anderem mit der Untereinheitemposition zusammen und wird
durch das Clustering der Rezeptoren beeinflussterfClet al. 2000). Die
Offnungswahrscheinlichkeit wird weiterhin von dgm@psengroRe beeinflusst (Auger
and Marty 1997; Nusser et al. 1997).
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Bei steigender Rezeptoranzahl findet sich einetgengynaptische Uberleitung (Nusser
et al. 1997; Nusser et al. 1998) und eine Beeisfing der synaptischen Stérke der
inhibitorischen Synapse (Kittler and Moss 2003)e dahl der postsynaptisch zur
Verfigung stehenden GABAAR wird bedarfsabhangigatifn oder herunterreguliert
(Barnes 1996). Diese wird im Wesentlichen durch @enexpression der jeweiligen
GABAAR-Untereinheiten, deren Zusammenbau und Trarspur Plasmamembran
und durch die Entfernung mittels Rezeptor-Endoatdeeinflusst. Inhibition des
Transportes (wie etwa durch Spaltung der Mikrotulomd Aktinfilamente) fihrt zu
verringerter Expression der GABAAR an der Zellolimthe (Meyer et al. 2000)
wahrend eine verminderte Endozytoseaktivitat digeReorzahl erhéht (Kittler et al.
2008).

Schliel3lich tragen posttranslationale Modifikationeur Modulation der GABAergen
Uberleitung bei. Dies kann (iber die Phosphoryligriwron Kanalproteinen durch
diverse Proteinkinasen geschehen (Brandon et all;2Z8randon et al. 2000; Huganir
and Greengard 1990; McDonald et al. 1998; MossSandrt 2001; Sigel 1995).

Zuletzt wird eine hormonelle Beeinflussung beobeichHaufig beschrieben sind
Modulationen durch Corticosteron (Teschemachet. €t9®6), BDNF (Jovanovic et al.
2004) oder Insulin (Wan et al. 1997; Williams 2Q08)

1.5. Die y2-Untereinheit

Die Zusammensetzung der Untereinheiten und diedktien mit GABARAP spielt in
den verschiedenen Abschnitten der SignallUbertragumg Rolle. Sie beeinflusst vor
allem die elektrophysiologischen Eigenschaftenh@isand Macdonald 1997; Hevers
and Luddens 1998; Lorez et al. 2000; Neelands aaddbhald 1999; Verdoorn et al.
1990) und die Rezeptorverfiigbarkeit an der posf#isehen Membran (Bollan et al.
2003; Connolly et al. 1999a; Connolly et al. 19Bi@vers and Luddens 1998; Kittler et
al. 2000; Moss and Smart 2001).

Die y-Untereinheit ist von besonderer Bedeutung furAlisbildung funktionsfahiger
Synapsen. lhre An- oder Abwesenheit bestimmt maddpebdie elektrischen
Kanaleigenschaften. Sie ist in das Clustering uedeshdozytose involviert. Hierdurch

kann sie Einfluss auf die inhibitorische Erregurmsiragung nehmen.
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1. Clustering: Die y2-Untereinheit wird fir das regelrechte Clusterirngn

GABAAR bendtigt (Essrich et al. 1998; Gunther et #095). GABARAP konnte als

Promotor des Clusterings identifiziert werden (Cle¢ral. 2000). Dieses GABARAP-

getriggerte Clustern bedarf wiederum deét-Untereinheit. Allerdings konnte eine

direkte Interaktion bislang nicht nachgewiesen ward

2. Clathrin-abhéngige = Endozytose: Diey2-Untereinheit  besitzt  zwei

Bindungsstellen fir AP2. Die Phosphorylierung dieStellen fihrt zur Inhibition der

Bindung des AP2-Komplexes und zu einer Abnahme Eladozytoserate. Dadurch

steigt die Rezeptorzahl an der Zelloberflache unksultieren verstarkte mIPSCs.

Die Aktivierung der PKC andererseits ful@&-abhéngig Uber das Dileucin-Motiv der

B2-Untereinheit zur Erhdhung der Endozytoserate.

3. Elektrophysiologische Kanaleigenschaften: Veramckerlsind Leitfahigkeit,

Offnungsdauer, scheinbare Agonistaffinitat, Deaktings- und

Desensibilisierungsgeschwindigkeit.

» Bei y2-Untereinheiten-enthaltenden GABAAR koénnen groRémdtfahigkeiten
festgestellt werden (Everitt et al. 2004; Guntherak 1995; Lorez et al. 2000;
Verdoorn et al. 1990).

» v2-defiziente Mause haben eine niedrigere mittlerandoffnungsdauer im
Vergleich zu Wt (Lorez et al. 2000).

» Das Fehlen deg2-Untereinheit flihrt zu héheren scheinbaren Agaffisitaten
(Gunther et al. 1995; Moss and Smart 2061315 und a1B3 zeigen eine hdhere
Sensitivitat fir GABA und niedrigere maximale Strdmplitude im Vergleich zu
Rezeptoren auslp3y2L (Chen et al. 2000; Fisher and Macdonald 1997@. S
deaktivieren spater und desensibilisieren friheri bsiner gegebenen
Transmitterkonzentration (Chen et al. 2000). Vedplear zu nicht geclusterten
Rezeptoren verhalten sich GABAAR au¥32. Sie desensibilisieren schneller und
bei niedrigeren GABA-Konzentrationen alsy2 (Verdoorn et al. 1990).

Die hohen Leitfahigkeiten kdnnen als Folge g@sabhangigen Clusterings und der

Kommunikation zwischen den intrazellularen Doméandéenachbarter Kanéle

interpretiert werden, was zum kooperativen Offnesr &ezeptoren fiihren konnte

(Khakh et al. 2000; Liu et al. 2000).
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1.6. GABARAP, Struktur und Funktion

1.6.1. Struktur
Das GABA.-Rezeptor-assoziierte Protein (GABARAP) ist ein 41§ Aminosauren

bestehendes, 17 kDa schweres Protein. Es bestehtaii Doméanen, einer grél3eren C-
terminalen (27-117) und einer kleineren N-terminglé-26) Doméne. Wahrend die N-
terminale Doméne die Tubulinpolymerisation zu vétam scheint (Coyle and Nikolov
2003; Coyle et al. 2002) zeigt die C-terminale Damaine strukturelle Ahnlichkeit zu
Ubiquitin. Sie enthalt die Bindungsstelle (Aminosgu 36-52, (Nymann-Andersen et
al. 2002)) fur die intrazellulare Schlaufe g@rUntereinheit des GABAAR (Coyle et al.
2002; Nymann-Andersen et al. 2002; Phillips anceRrner 2002; Wang et al. 1999). In
verschiedenen Studien konnten diverse Konformatial®z N- und C-terminalen Enden
(Coyle and Nikolov 2003; Coyle et al. 2002) gefumaeerden (Abb. 1.6B). Es konnten
in vitro Oligomere von GABARAP gefunden werden, afer Bindungsstellen
untereinander (Abb. 1.6 C) mit denjenigen {fr tberlappen (Chen and Olsen 2007,
Coyle et al. 2002).
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Abb. 1.6: Strukturmodelle fir GABARAP aus (Coyle and Nikolov 2003). A: Die beiden Doméanen
von GABARAP mit Ubiquitin &hnelnder Kerndoméane (blau, griin) und helikaler tubulinbindender
Domaéne (rot). B,A: Ubereinandergelegte Strukturmodelle von GABARAP in monomerer und
oligomerer Konformation und GATE-16. Die N- und C-Termini zeigen strukturelle Flexibilitat. C:
GABARAP-Oligomere in vitro ausgebildet bei hohen Salzkonzentrationen. D: 3-dimensionales
Modell von GABARAP rechts um 180° gedreht. Bunt hervorgehoben sind die konservierten, zur
Oberflache exponierten Aminosauresequenzen (blau: basische, rot: sauere, gelb: hydrophobe
Aminosauren), die konservierten Regionen betreffen insbesondere eine Seite (rechts).

1.6.2. Lokalisation

GABARAP wird im ZNS exprimiert. Es zeigt hochste gigssionsraten in Epiphyse,
Pons, Sehnerv, Dienzephalon und Cerebellum (MaBsijick et al. 2006).
GABARAP ist vorwiegend an intrazellularen Membranhekalisiert. Es akkumuliert an
den Enden der Golgi-Zisternen, an welchen Trangesiltel gebildet werden sowie in
postsynaptischen Zisternen (Kittler et al. 2001;eissel et al. 2000). Im Bereich
synapsenbildender proximaler Dendriten und perdikkommt es gemeinsam mit der
y2-Untereinheit vor (Leil et al. 2004). Ein verhdtmalRig kleiner Teil findet sich
assoziiert zu GABAAR an der synaptischen Membraittléf et al. 2001; Kneussel et
al. 2000; Leil et al. 2004). Es konnte bisher nicah Gephyrin-positiven
postsynaptischen Membranen nachgewiesen werderugkekeet al. 2000; Leil et al.
2004).

1.6.3. Bindungspartner
Das GABARAP besitzt zahlreiche Bindungspartner. Folgenden werden die

Interaktionen mit gut untersuchten und im Kontexevanten Bindungspartner
beschrieben. Die Funktion des GABARAP erklart stthrch seine Bindungspartner:
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GABARAP beteiligt sich malRgeblich am GABAAR-Clustey, worlber es zudem die
elektrophysiologischen Eigenschaften moduliert.nEemwird ihm eine Bedeutung im

intrazellularen Vesikeltransport zugeschrieben.

v2-Untereinheit:

Das Protein bindet an die 23-Aminosauren-Regionirtteizellularen Schlaufe deg-
und yl-Untereinheit (Kneussel et al. 2000; Wang et &99). Die Bindung des
GABARAP any?2 ist fur dessen Funktion unerlasslich.

GABARAP hat im Wesentlichen zwei Effekte a@-enthaltende Untereinheiten:

1. GABARAP begiinstigt das Clustern von GABAAR (Chenal. 2000) Uber die
Tubulin- undy2-Bindungsstellen. Uber dieses Clustering nimmt GRAP Einfluss
auf die Kanaleigenschaften.

2. Es beeinflusst die Rezeptorexpression an ddol#sflache, moglicherweise durch
Erhdhung des intrazellularen Rezeptortransports.

Mikrotubuli :

GABARAP interagiert mit l6slichen und polymerisiemt Formen des Tubulins (Wang
et al. 1999; Wang and Olsen 2000) und ist in degel.agleichzeitig Tubulin und
GABAAR zu binden (Wang and Olsen 2000). Auf diesg And Weise kdnnen
GABAAR mit dem Zytoskelett verknipft werden. Dastehbinden dieser Assoziation
zu Mikrotubuli verhindert wiederum das ClusteringnvGABARAP und GABAAR
(Chen et al. 2000; Wang and Olsen 2000).

Gephyrin:

Gephyrin interagiert mit GABARAP (Kneussel et &@99) und bindet Tubulin. Dies ist
fur das Clustern von GABAAR von Belang (Essrichaét 1998; Jacob et al. 2005;
Kneussel and Betz 2000). Die verminderte Expresdieses Proteins fuhrt zu einer
Abnahme der GABAAR-Cluster (Fischer et al. 2000; &ual. 2007), wahrend die
Gesamtzahl an GABAAR konstant bleibt (Jacob eR@05; Kneussel and Betz 2000;
Kneussel et al. 1999). Die laterale Beweglichkeit GABAAR nimmt zu (Jacob et al.
2005). Wahrend der Mangel an Gephyrin oder GABARI Expression des jeweils

anderen Proteins nicht beeinflusst, fuhrt das Felder y2-Untereinheit zu einer
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Reduktion des Gephyrins (Essrich et al. 1998; Sttewest al. 2003). In adulten Lc
konnte eine Abnahme der Anzahl an Gephyrin-Aggesgaeobachtet werden (Garin et
al. 2002).

Phospholipase C-related katalytisch inaktive Protei (PRIP)

PRIP ist entsprechend seinem Namen ein der PhagpkelC ahnelndes Protein ohne
katalytische Aktivitat, welches GABARAP bindet unn Zusammenbau oder
Transport dey2-Untereinheit-enthaltenden GABAARSs involviert iBfs existieren zwei
Unterformen, PRIP1+2. PRIP teilt sich mit d&-Untereinheit die Bindungsstelle des
GABARAP (Kanematsu et al. 2002). PRIP inhibiertvitro die Bindung dery2-
Untereinheit an GABARAP kompetitiv (Kanematsu et2002). In Knock-out Mausen
fur beide Gene, PRIP1+2, wird eine Abnahme der &gon vony2-Untereinheiten
enthaltenden GABAARs beobachtet (Mizokami et aD70Die Assoziation zwischen
GABAARs und GABARAP war signifikant verringertn diesen Mé&usen. Die
Unterbindung der direkten Interaktion zwischen RRIPund der GABAARB
Untereinheit reduziert ebenfalls die Oberflachemesgiony2-Untereinheit-enthaltender
GABAARs. Dies weist auf eine Rolle von PRIP im Tspart dery2-Untereinheit-
enthaltenden GABAARSs hin, etwa als Briickenmolekiiisehen GABARAP und den
GABAARs oder durch Erleichterung der Bindung von BHRAP undy2 in einem
Komplex mit PRIP ung (Kanematsu et al. 2007; Mizokami et al. 2007). Denaue

Mechanismus bleibt zu kl&ren.
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Endosome

Abb. 1.7: Ein Modell fur den intrazellularen Verkehr und Lokalisation von GABAAR und fir die
Rolle von GABARAP. GABARAP verbindet GABAAR Cluster mit den Mikrotubuli. Aus (Coyle
and Nikolov 2003).

1.6.4. Funktion

Die exakte Rolle des GABARAP im Transport und inugéring der GABAAR und
folglich in der GABAergen synaptischen Ubertragusignicht endgiiltig geklart. Die
Expression von GABARAP férdert das Clustering dekBAAR und erhoht deren
Anzahl an der Plasmamembran. Daraus resultierestarkte GABAerge Strome. Die
Assoziation zury2-Untereinheit und den Mikrotubuli suggeriert eiRenktion als
Adaptorprotein im intrazellularen Rezeptortransport deutet auf eine Beteiligung an

der Rezeptorinsertion und am Clustering hin.
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1. Erh6éhung der Rezeptorverfligbarkeit durch Begssiing des Transportes:
Die Uberexpression des GABARAPs erhoht die Zéhenthaltender GABAAR an der
Zelloberflache (Leil et al. 2004). Hierflr ist de#gndung any2 sowie die Intaktheit der

Tubulinbindungsdoméne und der Mikrotubuli essenhfi€hen et al. 2005; Leil et al.
2004).

Die intrazellulare Lokalisation von GABARAP suggatizusammen mit der Erhéhung
der Rezeptorverfugbarkeit an der postsynaptischeemidan eine Rolle im
intrazellularen Transport dg2 Untereinheit zur Plasmamembran (Leil et al. 2004¢
posttranslationale Modifikation des C-Terminus schélir die Lokalisation und die
Interaktion mit GABAAR relevant zu sein (Chen et2007). Ahnlich den Homologen
des GABARAP wird eine Verknipfung mit Lipiden ineder Position mit konsekutiv

verstarkter Affinitdt zu Plasmamembranen angenommen

2. Die Vermittlung von Clustering durch GABARAP eidt am ehesten indirekt:
Obwohl GABARAP das Clustering begtnstigt und in d&he vony2-GABAAR-
Clustern in synapsenbildenden Dendriten lokalissrt(Leil et al. 2004; Wang et al.

1999), gelang es lediglich eine niedrige Menge aABSRAP direkt an der

postsynaptischen Membran zu  detektieren (Leil et. aR004). In

elektronenmikroskopischen Studien fanden sich biskeine Hinweise auf eine
Beteiligung an der plasmalemmalen Verankerung. Bigght dafiir, dass GABARAP
nicht unmittelbar GABAAR verknipft oder dass es mén angewandten Methoden
nicht erfasst wurde. Ferner kdnnte GABARAP dasdrisbhlende Bindeglied zwischen
Gephyrin und den GABAAR verkdrpern und Gber diedgsammenspiel das Clustering

vorantreiben.

Die bisher erwéahnten Ergebnisse werden durch Wmtkungen in der GABARAP-

knockout-Maus relativiert. Diese zeigten einen raan Phanotyp ohne Verlust der
synaptischen Lokalisation von GABAAR. Die totale zZRptoranzahl war konstant
(O'Sullivan et al. 2005). Dies deutet darauf himsslGABARAP nicht essentiell fur die
synaptische Lokalisation ist, sondern diesen Psozaewantreibt und beschleunigt.
Mdglicherweise kann der GABARAP-vermittelte Trangpond das Clustering durch

andere Proteine kompensiert werden (O'Sullivar. 085).
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Elektrophysiologische Verdnderungen:

Die elektrophysiologischen Verdnderungen durch Rigpletion von GABARAP sind
mit deneny2-deprivierter Rezeptoren vergleichbar. Geclust®#zeptoren haben im
Vergleich zu diffus verteilten veranderte Kanaleigghaften wie eine erhohte
Leitfahigkeit (Everitt et al. 2004) und kirzere Reaerungszeitkonstanten (Chen et al.
2000). Andererseits weisen geclusterte Rezeptarenreedrigere scheinbare Affinitat
fur GABA auf, deaktivieren friher und desensibédigin langsamer bei einer gegebenen
Transmitterkonzentration (Chen et al. 2000). Inlefelohne GABARAP-Expression

findet sich eine erhéhte Offnungswahrscheinlichkeit

1.7. Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit ist der Untersuchung von Miatlboren der inhibitorischen
Erregungsiberleitung in der Lc gewidmet. Es komme Verstarkung derselben in P14
alten Lc nachgewiesen werden (Linnemann et al. RQ9kbraus folgt die Hypothese,
dass dieser Potenzierung eine veranderte Expressualvierter Proteine zugrunde
liegt. Um diese Hypothese zu verifizieren wurdea @Gienexpressionslevel beteiligter
Proteine untersucht. Aufgrund ihrer herausragerBetieutung in der inhibitorischen
Transmission waren die GABAAR-Untereinheiten und @GABARAP Gegenstand der
Experimente. Es wurden die DCN-relevanten GABAARdJainheiten betrachtedrl-
5,B31-2,y1-3 unda.

Zur Bestimmung der Genexpressionslevel wurden dénKirnkerne Ncl interpositus
anterior/posterior den Versuchstieren zu den Zakmn P11, P14 und 8 Wochen
entnommen. Diese Zeitpunkte wurden analog zum Wedar PC-Degeneration und
den beobachteten elektrophysiologischen Veranderumgwahlt. Die mRNA wurde
nach Umschreibung in cDNA mittels quantitativer Rese-PCR gemessen und Uber
das Housekeeping-Gen HPRT1 normiert. Die Untersughauf DNA-Ebene wurde
ausgesucht, um eine im Vergleich zu proteinbasievtethoden héhere Sensitivitat zu
erreichen. Uber die dadurch mogliche Normierungriie Housekeeping-Gen ist
zusatzlich die Fehleranfalligkeit durch unterschae Zellmengen und -dichten, wie
sie in Lc vorkommen, im Vergleich zu anderen Unieheingsmethoden vermindert.
Die Genexpression auf mRNA-Ebene spiegelt den Beltsr entsprechenden Proteins

wider. Eine Veranderung der Genexpression kann Gasndlage der verstarkten
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Inhibition Ausdruck eines Kompensationsmechanismseis. Die Kenntnisse solcher
Mechanismen zu erforschen und zu vertiefen kannu ddmeitragen, neue
Therapieansatzpunkte flr neurodegenerative Erkregitu wie die spinocerebellare

Ataxie zu identifizieren.
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2. Material und Methoden

2.1.1. Versuchstiere

Fir die Experimente wurden heterozygote B6CBACE/A-Grid2"°/J Mause, Lc-

Mause verwandt (Jackson Laboratories, Bar Harb&, WSA). Lc sind charakterisiert
durch die Folgen einer Spontanmutation im Grid2-Geelches flr den ionotropen
Glutamatrezeptor52 kodiert. Heterozygote B6CBACa“A/A-Grid2¢ - Mause

unterscheiden sich typischerweise ab Tag 12-14 dem Wt-Tieren. Sie zeigen ein
ataktisches Gangbild mit erhdhter Falltendenz. @&iegTiere konnten nach
Sequenzierung und Nachweis der Punktmutation, wli&mbstitution von Alanin durch
Threonin (A654T) im Grid2-Gen fuhrt (Zuo et al. 99genotypisiert werden. Fir die
Versuche wurden Tiere im Alter von P11, P14 und 8Werwendet. Die

Organentnahme wurde vom Regierungsprasidium Tubinggenehmigt. Die

Anzeigennummer lautete 3.03.03 bis Februar 2006seitder 8.02.06.

2.2. Gewebeentnahme und -aufreinigung

2.2.1. Gewebeentnahme

Zur Gewebeentnahme wurden die Versuchstiere markiet (Ratiopharm GmbH, Ulm,
Germany) narkotisiert. Es wurden etwa 150 mg/kgK@takin intraperitoneal
verabreicht. Die ausreichende Tiefe der An&sthesiarde durch fehlende
Abwehrreaktionen auf Schmerzreize festgestelltFhile unzureichender Narkosetiefe
wurden zusatzliche Injektionen verabreicht.

Die anasthesierten Mause wurden per Hand fixieet,Kibpfhaut median entlang der
Sutura sagittalis gespalten und vom Schéadelknogbdreiden Seiten hin abgeldst. Da
der Mauseschadel sehr dunn ist, konnte nach Deraming der Nackenmuskulatur
eine kleine Federschere ins Foramen magnum eingefigiden, um das Cranium zu
beiden Seiten hin bogenférmig nach rostrolateratlarchtrennen. Nach Abheben und
Entfernen der Schadelkalotte und der harten Hirtghiurde das Cerebrum von der
Schadelgrube angehoben. Es folgte die Durchtrendanglirnnerven und der Medulla
oblongata sodass Grof3- und Kleinhirn gemeinsanoemtren werden konnte.
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2.2.2. Slicing

Grol3- und Kleinhirn wurden sofort in der Sagittaeb median in beide Halften geteilt
und mit RNAlater Stabilization Reagent (QIAGEN Gmbilden, Deutschland), einer
Lésung, die der Degradation von RNA vorbeugt, bktddeir die Praparation der DCN
wurde eine der Halften auf im Probenteller fixieftgar-Wirfelchen mit der sagittalen
Schnittebene nach unten aufgebracht und mit Sekkieteer fixiert. Die Probenschale
wurde vollstandig mit RNAlater gefullt. Mit einemTIX-1000 Microslicer (Ted Pella,
Redding, CA, USA) und Rasierklingen (Rotbart extimn, Procter & Gamble Service
GmbH, Schwalbach am Taunus, Deutschland) wurdemspgittale Schnitte von
400um Dicke angefertigt. Aus einem dieser Schnétd, welchem sich die DCN gut
darstellten (in Hohe der Ncll. interpositus anteriand posterior), wurden diese
sorgfaltig ausgeschnitten und sofort in 400ul RNédastabilisiert. Die Dicke von
400um wurde so dinn gewahlt, um selektiv DCN-Gewelbeerhalten. Die Proben
wurden dann bis zur Weiterverarbeitung bei —28°@Gggt. Mit derselben Technik
wurden die Schnitte der Hippocampus - RegionendesdFrontalhirns angefertigt. Das
hippocampale Gewebe wurde aus Horizontalschnitben4d0 — 500 pum Dicke isoliert,
Gewebe des Vorderhirns wurde aus 1000-1200um dick@monaren Schnitten

gewonnen.
2.3. Isolierung der RNA
2.3.1. Einleitung

Die RNA wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kit (QIAGENGmbH, Hilden,

Deutschland) isoliert. Nach der Lyse des Gewebesdevudie RNA auf der

Saulenmembran  gebunden, gewaschen und anschlielehdert. Alle

Zentrifugationsschritte wurden bei maximaler Gesalvgkeit durchgefihrt. Folgendes

Protokoll wurde zur Isolierung und Aufreinigung d@XA verwendet:

1. Das aufbewahrte Gewebe wurde in ein 13 ml Reagbrarén (Sarstedt, AG

& Co, Numbrecht, Deutschland) tberfihrt und 600UTRPuffer mit (3-
Mercaptoethanol (1pB-ME pro 1 ml RLT Puffer) zur Lyse von Zellen und

Gewebe hinzugeflgt
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2. Die Proben wurden mit einem Ultra-Turrax T8 Rottat8r Homogenisierer
(IKA-Werke GmbH & Co.KG, Staufen, Germany) fir 30ek@inden
zerkleinert und homogenisiert.

3. Nach 3-minttigem Zentrifugieren wurde der Uberstdes Lysats in ein neues
1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefald tberfihrt und degle Volumen 70 %-
igen Ethanols (600ul) hinzugefugt und vermischt.

4. 700ul des Lysats wurden auf eine RNeasy — Drehsduigebracht und fur 15
Sekunden zentrifugiert. Nach Verwerfen des Durdsis wurden die
restlichen 500ul aufgetragen und zentrifugiert.

5.  Um die Drehsaulenmembran zu waschen wurden 7001 RWfer auf die
Drehsaule pipettiert und fur 15 Sekunden zentréttgider Durchfluss wurde
verworfen.

6. Es wurden 500ul RPE Puffer hinzugefugt und fur gkudden zentrifugiert.
Der Durchfluss wurde wiederum verworfen. Dieser riclwurde mit 2-
minutiger Zentrifugierung wiederholt.

7. In einem neuen 2 ml Sammelrdhrchen wurde fir eiretene Minute
zentrifugiert, um die Membran zu trocknen.

8. Die RNA wurde durch das Auftragen von 40 pl nuatéesem Wasser auf die
Drehsdulenmembran eluiert und ftrl Minute zentrértg

Die eluierte RNA wurde bei -28°C bis zur Weitervbeitung gelagert.

2.3.2. DNA-freies Protokoll

Zur Beseitigung von DNA-Kontaminationen wurde ddsAfree Kit (Ambion, Austin,
TX, USA) durchgefihrt. Die im Kit enthaltene rekommdnte DNAse (rDNasel) wurde
in tierfreien Systemen Uberexprimiert und sorgdadiereinigt, um RNAse freies Enzym
Zzu gewinnen. Zunachst wurde mittels dieser DNAsekdntaminierende DNA entfernt
und in einem weiteren Schritt werden DNAase undhadwvalente Kationen wie
Magnesium und Calcium entfernt, welche die Degradig von RNA bei Erhitzung
katalysieren kénnen.
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Dies wurde gemal folgendem Protokoll durchgefthrt:

1. 0,1 Volumenanteile (4pl) 10X DNase 1 Puffer und I1QNase 1 (2 Units)
wurden zur RNA hinzugeftigt und vorsichtig vermischt

2. Die RNA und DNAse wurden fiir 20 Minuten bei 37°Gubiert.

Es wurden 0,1 Volumenanteile (5ul) des resuspetetsiddNase Inaktivierungs-
Reagens hinzugefugt und grindlich vermischt.

4. Nach 2-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur earddie Proben bei
maximaler Geschwindigkeit fur 1,5 Minuten zentrilerg. Die RNA enthaltende
obere klare Phase wurde in ein neues 1,5 ml Eppkri@eaktionsgefal}
uberflhrt.

2.4. Photometrische Bestimmung der RNA — Konzentrat  ion

Um vergleichbare RNA-Konzentrationen fir die Tramskon in cDNA einsetzen zu
konnen wurde die Gesamtmenge an RNA photometrigstinomt (Biophotometer,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). Hierzu wurdee €1:10 Verdinnung (10ul
isolierte RNA + 90 ul nucleasefreies Wasser (Ampicanalysiert. Es wurden die
optische Dichte bei einer Wellenlange von 260nm f§Dund der 260/280 nm
Quotient ermittelt. Eine Ofgp von 1 entspricht in etwa der Konzentration von
40ugRNA/mI. Daraus berechnet sich eine Menge v@nl(® pg RNA, die aus der
geringen Menge an Ausgangsmaterial extrahiert werdennte. Nach der
Konzentrationsbestimmung wurden die Proben mit easdfreiem Wasser auf

vergleichbare RNA-Konzentrationen verdinnt.

2.5. Reverse Transkription

Die reverse Transkription wurde durchgefuhrt, um ARM die stabilere cDNA

umzuschreiben, welche fur die real-time PCR bendtigrde. Dies geschah mit Hilfe
einer Reversen Transkriptase (RT), einer RNA-abig@gmgDNA-Polymerase. Sie kann
Einzelstrang-RNA ablesen und synthetisiert am Gsigang zur RNA komplementéare
cDNA. Sie bendtigt hierzu Primer und dNTPs (desbikicleosid Tripohosphate). Als
Primer wurden hexamere Randomprimer verwendegmiaultiplen Positionen auf der

RNA als Startpunkt fungieren.

37



Verwendet wurde hierfir das SuperSchibtl Reverse Transkriptase Kit (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) mit folgendem Protokoll:

1. Folgende Komponenten wurden zusammengeflgt:

10 pl RNA der gewinschten Quantitat (200-500 ng)

1l pd(N)6 Randomprimer 200 ng/pl (GE Healthcdrescataway,

NJ, USA)

1l dNTP Mix 10mM (Eppendorf AG, Hamburg, Deutsoid)

12 pl Gesamtvolumen
2. Die Komponenten wurden gemischt und bei 65°C Gbdiriuten inkubiert.
3. Danach wurden die Proben schnell fir wenige MinaehEis gekuhlt und

zentrifugiert.

4. Weitere Komponenten wurden addiert, vermischt wsidRaumtemperatur
anschlie3end fur 2 Minuten inkubiert:
4ul5X First-Strand Puffer

2 pul 0,1 MDTT
1pl RNase OU™ (40 units/ul)
19 ul Gesamtvolumen

Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur flr 2 Minutéubiert.

5. Zur Transkription wurde im Anschluss 1 pl (200 gpiSuperScript Il RT
addiert und bei Raumtemperatur fir 10 Minuten in&cb
Anschlief3end folgte die Inkubation bei 42°C furraln.

7. Durch Erhitzen auf 70°C fir 15 min wurde die Reaktinaktiviert.

2.6. Real-Time PCR

2.6.1. Prinzip der PCR

Die PCR ist eine Methode zur Amplifikation einegzaifischen DNA-Abschnittes. Auf
diese Art und Weise kann genigend Ausgangsmategiaitgestellt werden, um die
DNA adaquat analysieren zu kénnen.

Zur Durchfuhrung einer PCR bendétigt man verschied&omponenten: Die DNA,
welche vervielfaltigt werden soll, zwei Primer, folerase, dNTPs und Pufferldsung.
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Primer sind etwa 20-30 Basenpaare (bp) kurze DNA&K, die komplementar zu den
DNA-Abschnitten an beiden Enden des zu amplifinnden Bereiches sind, dort
anlagern und so der TagPolymerase einen Startpmakt Synthese bieten. Die
TagPolymerase bendtigt zur Synthese dNTPs der B@semin (G), Adenin (A),
Cytosin (C) und Thymin(T). Die Basen dienen als faterial und in der Form von
Triphosphaten sind sie gleichzeitig Energieliefégan Um optimale Bedingungen flr
die PCR zu schaffen, wird ein Puffer benétigt, den pH konstant halt und Mg
lonen, die zur Stabilisierung der NTPs dienen. P@R besteht im Wesentlichen aus
drei Schritten, welche 30- bis 40-fach wiederhadtrden.

1. Denaturierung/Schmelzen (95°C): Die Wasserstoffeiic zwischen den
Doppelstrangen werden gelost und die DNA dissdziigschmilzt®) in
Einzelstréange. Dies ist die Voraussetzung fur didagerung der Primer und der
Polymerase.

2. Primerhybridisierung (60°C): Die in Einzelstrangesrliegenden Primer lagern
sich an, es folgt die Ausbildung von Wasserstoffkeih zwischen den
komplementaren Basen.

3. Extension (Polymerisation, Verlangerung, Amplifiat, z.B. 72°C,
polymeraseabhangig): Die DNA-Polymerase kann nweils einen Strang in
eine Richtung verlangern. Sie fugt an die bereitgetagerten Primer die zum
Gegenstrang komplementéren Nukleotide. Dazu verfkrsig unter Abspaltung
eines Pyrophosphatrestes (Energiegewinn) das 3'@déHer Desoxyribose mit
der basennahen Phosphatgruppe des darauf folgeidéRs (nukleophiler
Angriff der 3’-OH-Gruppe des Primers bzw. der wamiden Kette auf das
innerste Phosphoratom). Es resultiert eine Syntire§¢= 3’ — Richtung und
Ablesung von 3= 5.

In jedem Zyklus der PCR werden die beiden komplagéren Strange kopiert, daraus
ergibt sich eine exponentielle Vermehrung.
y=a*2*
mit  y:=Anzahl der DNA-Strange nach PCR
a:=Anzahl der DNA-Strange zu Beginn
z:=Anzahl der Zyklen
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Es entstehen jedoch nicht nur die kurzen Stlickegdesinschten DNA-Abschnittes,
sondern auch langere:

Im ersten Zyklus entstehen zunachst Einzelstrawgéche am 3’-Ende langer als das
gewinschte Stick sind, da die Polymerase die MaiiXNA ungehindert bis zum
Zyklusende weiter kopiert. Da die Polymerase nub’i» 3’-Richtung synthetisieren
kann, beginnt sie bei den Primern am 3-Ende demyda PCR-Produktes. Sie
verlangert den Gegenstrang bis zum 5’-Ende, welbbests die gefragte Lange besitzt.
Ab dem zweiten Zyklus entstehen also die gewiunsdktiezen PCR-Produkte die dann
exponentiell amplifiziert werden. Die unerwinschlangen Produkte steigen hingegen

nur linear an, da nur die eingesetzte DNA als Matdient.

Bei einer Laufzeit von 35 Zyklen erhalt man folglicdas 2°-fache des
Ausgangsmaterials. Bei lediglich einem EinzelstraigyVorlage entspricht dies einer
Amplifikation auf~ 34,36 Billionen Einzelstrange. Hiervon stellen irgen Produkte
nur das 35-fache des Ausgangsmaterials, im genamemspiel also 35 Einzelstrange.
Die genaue Anzahl der erwarteten kurzen Produkts Eich also wie folgt berechnen:
p=2‘a-za-a

p:= Anzahl der kurzen Einzelstrange

a:= Einzelstrdnge zu Beginn

z:=Anzahl der Zyklen
als Annéherung gilt:

lim =2°

Z >

2.6.2. Quantitative Real-time-PCR

Die quantitative Real-time PCR eignet sich zur dqu@iven Bestimmung der
Expression der gewtinschten mRNA. In einer Real-fR@&R wird dem gewdhnlichen
PCR-Ansatz ein fluoreszierender Stoff beigefligticthver sich an die Doppelstrange
anlagert. Die Fluoreszenzfarbstoffkonzentrationemden kontinuierlich bestimmt. Die
Konzentrationsanstiege entsprechen der Zunahme A und folgen einer
logarithmischen Funktion. Je gréRRer die Ausgangaiotmation der zu untersuchenden
DNA ist, desto friher stellt sich der Wendepunktder logarithmischen Darstellung

dar.
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Bei der zuvor durchgefiihrten Transkription in cDMAIrde die gesamte Menge RNA
umgeschrieben, an welche die Random-Hexamer-Prmmelen konnten. Es war im
Folgenden von Bedeutung, nur die spezifische 2i& zu quantifizieren. Um die
differierenden Mengen an Ausgangsmaterial berlbkgen zu kénnen wurde ein
konstant exprimiertes Referenz-Gen bendétigt, eigesanntes Housekeeping Gen.
Durch Normierung auf ein solches Gen werden Unteesie in Zellzahl, RNA-Qualitat
und RT-Effizienz berlcksichtigt. Als HousekeepingrGwurde Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyl-Transferase 1 (HPRT1) verwendet. HPRst flr diesen Zweck
untersucht und anerkannt worden (de Kok et al. 20@3dgaard et al. 2006).

2.6.3. SYBR Green Master Mix

Der SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, EosCity, California, USA)
enthalt SYBR Green 1 Farbstoff, AmpliTaq Gold DNAlynerase, dNTPs mit dUTP,
die passive Referenz 1 (ROX), und Pufferkomponen®¥YiBR Green 1 ist ein
asymmetrischer Cyanin-Farbstoff, der spezifisctdia@nkleine Furche doppelstrangiger
DNA bindet und somit deren Nachweis dient. SYBR&ar& wird durch blaues Licht
der Wellenlange 497 nm maximal angeregt und emtitggiines Licht von einer
Wellenlange von etwa 520 nm.

Die passive Referenz 1 (ROX) liefert eine konstdfitereszenz unabhangig von den
Konzentrationen der DNA oder anderer Komponentesthdd ist ROX notwendig zur
Normalisierung der SYBR Green 1 Fluoreszenz. Sstlégh das Hintergrundsignal
eliminieren und die Variabilitat zwischen den véiiedenen Platten minimieren, welche
zum Beispiel durch Pipettierfehler oder Evaporatzostande kommt. Der Einsatz von
hot-start DNA Polymerase erhoht die Ausbeute undiimmert die Entstehung

unspezifischer Produkte.

2.6.4. Primer

Bei der Wahl der Oligonukleotidsequenzen fur diemer muss sowohl auf die
Primereigenschaften als auch auf die Charakteaigdiés umspannten PCR-Produktes
geachtet werden. Im Primerdesign wurden folgendieibertcksichtigt:
1. Die Primersequenz muss in ihrer Gesamtlange spelaififir die zu
amplifizierende cDNA sein. Dies wurde mittels desicleotide-BLAST

Suchalgorithmus (blastn), eine von NCBI bereitgést®atenbank, tUberpruft.
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2. Die Schmelzpunkte der Primer sollten etwas oberltdb Temperatur des

Anlagerungsschrittes in der PCR liegen, damit dien& nur spezifisch an den
komplementaren cDNA-Abschnitten anlagern. Bei zefeti Temperaturen
wirden sie zusatzlich an ahnliche Sequenzen binddreu falschen Produkten
fuhren. Der Schmelzpunkt ist diejenige Temperahei der die Primer als
Einzelstrange vorliegen bzw. bei welcher sie mitr délatrizen-DNA
hybridisieren. Der Schmelzpunkt steigt mit zunehdenLange der Sequenz.
Sie sollte die Lange von 30 bp nicht Gberschreaitet lag in unseren Versuchen
bei 16-25 bp. Des Weiteren wird die Schmelztemperdurch das Verhaltnis
des Gehaltes an A/T zu G/C bestimmt. Zwischen G (ndverden drei
Wasserstoffbriicken ausgebildet wahrend A und Tgleti zwei verbinden.
Daher ist die Bindung zwischen G und C starker asadjilt: umso hoher der
G/C Gehalt, desto hoher der Schmelzpunkt. Der GéGal sollte zwischen 40
und 60 % liegen.

Alle Primer wurden so gewahlt, dass das PCR Prodigkit l&nger als 150 bp ist, um

die vollstandige Replikation zu gewahrleisten. Wemiglich wurden Primersequenzen

gewahlt, welche ein Intron umspannen, um die Swigkt fir die cDNA zu erhdhen.
Dies war der Fall fur die GABARezeptor-Untereinheiten 1,2,5, 1, y2, § und

GABARAP.

Die Vorwarts-

(fw) und Rudckwarts- (rv) Primer firied GABAa-Rezeptor-

Untereinheitenal-5, p1-2, y1-3 und 6, GABARAP und HPRT1 hatten folgende

Sequenzen:

Primer

GABAA al fw
GABAA ol rv
GABAA a2 fw
GABAA a2 1v
GABAA, a3 fw

Sequenz (5= 3) Genbank- Transkriptp
Zugangsnummer osition

gcc ccg age tgt gca a NM_010250.3 758-773

ggt cca ggc cca aag ata gtc 805-825

aca gtc caa gcc gaa tgt cc NM_008066.3 499-518

aac gga gtc aga agc att gta agt 613-636

aac aaatctgtggaagtagcacagg NM_008067.3897-921
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GABAA a3 1v
GABAA a4 fw
GABAA 04 1v
GABAA, a5 fw
GABAA a5 rv
GABAA B1 fw
GABA, BL v
GABA, B2 fw
GABAL B2 1v
GABA, 71 fw
GABA4 v1 1v
GABA, 72 fw
GABAA Y2 1v
GABA, y3 fw
GABAA y3 1v
GABAA 6 fw
GABAA b 1v
GABARAP fw
GABARAP rv
HPRTL1 fw
HPRT1 rv

tct ctg tcc caa caa cat ggc ¢
ata agt gcg gag tgc ccc atg
tcc caa att tca aag ggc ag

gca gct tga gga ctt tcc aat ¢
ggt aag cat aac tgc caa att tca
acc aga gtg cca atg aaa aga ac
gct gag gag aat aat gcc gtg
cca cat ccg aag cag taatgg ¢
tgc tgg agg cat cat agg ¢

cac tcc ttg tac tca ctg tgt ggt
tcc ttc ctc cac tag ctc agt cc
caa ata cat gga gca ttg gaa gc
tca tag tca tca tct gac ttt tgg ¢
ttc agt tga ggc agc tga tca

ctg agg ccc atg aag tca aac
gtg gcc agc att gac cat atc

tct gat gca gga aca cag tca tg
aag agg agc atc cgt tcg aga
gct ttg ggg gct ttt tcc ac

gcc taa gat gag cgc aag ttg

tac tag gca gat ggc cac agg
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Die PCR Produkte wiesen folgende Lange auf undnoefa sich auf den genannten

Exons:
PCR Produkt Lange in Exon
Basenpaaren (bp)
GABAAa 1l 68 1-2
GABA, a2 69 6-7
GABA,a 3 79 7
GABAAa 4 73 5
GABAA a5 61 6-7
GABAAB 1 77 8-9
GABA, B 2 69 10
GABA, v 1 79 1
GABA, Y 2 127 1-2
GABA,v 3 63 6
GABA, b 67 3-4
GABARAP 100 1-2
HPRT1 101 9

Alle Primer wurden bei der MWG-Biotech AG (Ebergipebestellt.
Die Spezifitit der PCR Produkte wurde mittels Asalyder Dissoziationskurve
und/oder 2 %-iger Agarose-Gelelektrophorese naclggemn.

2.6.5. Standards

Zur korrekten Bestimmung der Menge an cDNA war esvandig, eine verlassliche
und reproduzierbare Standardkurve zu erstellerbdddrealtime-PCRs auf jeder Platte
die Schwellenfluoreszenz manuell eingestellt wutohel dadurch leicht variieren kann,
wurden die Standards auf jeder Platte mitgefihis Atandards wurden mittels
Polyacrylamid Gelelektrophorese aufgereinigte Qligdeotide (Thermo Fischer
Scientific, Ulm) verwendet, welche der zu ampléiinden Sequenz identisch waren.
Sie wurden zum Lésen auf eine Konzentration von go®l/ul geliefert. Es wurden

Verdinnungsreihen im Abstand 10-facher Konzentnatioterschiede erstellt. Fir die
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Experimente wurden die funf Verdiinnungsstufen banbei welchen die Proben etwa

bei der mittleren Verdiinnungsstufe zu erwarten €168 pmol/pl — 10° pmol/ul).

Die Standardsequenzen waren Folgende:

Gen

GABAApa 1l

GABAA a 2

GABAA a3

GABApa 4

GABAA a5

GABAAB 1

GABAA B 2

GABAA 7y 1

GABAA Y 2

GABAA Y 3

GABAA 6

GABARAP

HPRT1

Sequenz (5= 3) Genbank-

Transkript-

Zugangsnummer position

gccccgagctgtgcaagceccgtgatgaagaaaagtcgdngt 010250.3
ctctctgactatctttgggcctggacc

acagtccaagccgaatgtcccatgcacctggaggatttcidd 008066.3
atggatgctcattcatgcccactgaaatttggaagctacgctta
cacaacctcagaagtcacatatatttggacttacaatgcttctga

ctcegtt

aacaaatctgtggaagtagcacaggatggctcacgcctiyidt 008067.3
cagtatgacttgcttggccatgttgttgggacagaga

ataagtgcggagtgccccatgagactggtggattttcctatgiygl _010251.2
atggtcatgcctgccctttgaaatttggga

gcagcttgaggactttccaatggatgcccatgcctgtccctiyl 176942.3
aaatttggcagttatgcttacc

accagagtgccaatgaaaagaacagactggagatgaadtisla®©08069.4
gtccaagttgatgcccacggcaatattctcctcagce

ccacatccgaagcagtaatgggacttggagaccccagddge 008070.3
acaatgcttgcctatgatgcctccagca

cactccttgtactcactgtgtggttgctgaggcttgaggcaddd _010252.4
ctctgtgcttggggactgagctagtggaggaagga

caaatacatggagcattggaagctcagtctactctcctgtdttit 008073.2
cacagaaaatgacgctgtggattctgctcctgctatcgcetctac
ccaggcttcacaagccaaaagtcagatgatgactatga

ttcagttgaggcagctgatcagaaatcatggcggctctatbidd 008074.2
tttgacttcatgggcctcag

gtggccagcattgaccatatctcagaggcaaacatggaatisic 008072.1
accatgactgtgttcctgcatcaga

aagaggagcatccgttcgagaaacgccgctctgagggddd_019749.3
gaaaatccgaaagaaatacccagaccgggtcccggtgatag
tggaaaaagcccccaaagc

gcctaagatgagcgcaagttgaatctgcaaatacgagdéigtc013556.2
ctgttgatgttgccagtaaaattagcaggtgttctagtcctgtgg
ccatctgcctagta
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2.6.6. Protokoll Real-time PCR

Die cDNA wurde 1:10 verdinnt (5ul cDNA + 45 pl neatefreies pD). Fur die Real-
time PCR wurden 5 pl verdinnte cDNA bzw. Standamiwenungen + 10 pl

Mastermix fir ein Gesamtvolumen von 15 ul eingdsetz

Der Mastermix enthielt folgende Komponenten probero

7,5 pl 2x MasterMix (SYBR Green)
0,9 ul 5 UM Primer vorwarts

0,9 ul 5 UM Primer ruckwarts

0,7 pl HO (nucleasefrei)

10 pl total

Auf jeder Platte wurden Duplikate aus Negativkoidro (NTC, von englisch No

template control), Standardverdinnungen und Prabeaiysiert. Es wurden jeweils zur
Halfte die Genexpression des zu untersuchenden @Gedsdiejenige von HPRT1

gemessen. Die Proben waren ebenfalls zur HalfteLeonund Wt-Tieren. Es wurden
optische Reaktionsplatten im 96 Proben-Format lkénuhd mit optisch klaren

Hitzeversiegelungsfilmen (beides ABgene, Epsom, Uschlossen.

Die Platten wurden im ABI Prism 7700 Detektionst8gs (Applied Biosystems, Foster
City, California, USA) mit folgendem Protokoll agalert:

Temperatur | Dauer | Wiederholungen| Funktion

1. | 50°C 2min. | 1 Carryover Dekontaminierung Vyia
UNG*
2. 95°C 10 min| 1 AmpliTaqg Gold DNA Polymerase
Vor-Aktivierung
95°C 15 sek.| 40 Schmelzen/Denaturierungsschriti
60°C 1 min Anlagerungs-/Extensionsschritt
5.160°C=95°C |20 min | 1 Dissoziation

* UNG = Uracil N-glycosylase ist ein Enzym, welches desoxy-Uracil enthaltende
Ribonucleinsauren von friheren PCR — Reaktionen spaltet und dadurch von etwaiger
Kontamination mit RNA befreit.
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Am Ende jeder Analyse wurde die Dissoziationskuzrue Kontrolle des spezifischen
Schmelzpunktes Jder PCR Produkte bestimmt.

2.6.7. Datenanalyse

Die Datenanalyse der PCR wurde mit der ABI Pris@d078DS Software durchgefinhrt.

2.6.8.1 ROX
Nach erfolgreicher Real-time PCR wurden die Profgineinen korrekten Anstieg des
ROX, der passiven Referenz untersucht. Die NTCgereinormalerweise keinen

Anstieg.

2.6.8.2 Amplifikationskurven und C  { — Kreuzungspunkt
Proben und Standards wurden daraufhin Gberprigs paveils nur ein Peak vorhanden
war. Dies zeigt, dass nur ein PCR Produkt ampdifizind analysiert wurde. Zunachst
wurde fur die Berechnung einer Grundlinie der Higtendfluoreszenz ein
Zyklusintervall festgelegt. Wéahrend dieses Intdsvakommt es noch zu keiner
signifikanten Akkumulation von PCR-Produkten. Dasetvall umfasst ublicherweise
in etwa die Zyklen 3-15. Diese Normalisierung istwendig, um sicherzustellen, dass
der Anstieg von einem einheitlichen Basiswert aa#ifsndet. Zur weiteren Analyse ist
der Zeitpunkt des Erreichens einer gewahlten Fhmmezschwelle entscheidend. Diese
Schwelle kann nur vergleichbar schnell erreichtdear wenn der Anstieg von einer
gemeinsamen Grundlinie aus stattfindet.
Der wichtigste Parameter ist der Schwellenzyklus (©n engl. threshold cycle).. Gt
definiert als die Zykluszahl, bei welcher die gesse®e Fluoreszenz eine gewdéhlte
Schwelle oberhalb der Grundlinie  Uberschreitet.  Dieentsprechenden
Schwellenfluoreszenzwerte nennt msiR, Werte (Basislinien-korrigierte normalisierte
Fluoreszenz).AR, ist hierbei die Differenz zwischen den,-R/erten in einem
bestimmten Zyklus und der Grundlinie. Dig-Werte entsprechen der SYBR-Green-
Fluoreszenz geteilt durch die Fluoreszenz des\pas&teferenzsignals ROX.
Die Hohe der Schwellenfluoreszenz und somitAfRy-Werte zur Bestimmung von;C
wurden manuell in der exponentiellen Phase fesjgelén der logarithmischen

Darstellung konnte dies leicht durchgefiihrt werden.
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Fur weitere Berechnungen wurden dig\erte in SigmaStat 2.03 (Access softek Inc.,
San. Rafael, CA, USA) exportiert.
Die Standardkurven und Proben zeigen zunachst éaganithmischen Verlauf, gefolgt

von einem exponentiellen Anstieg und enden in ef@tigungs- oder Plateauphase.

Delta Rn vs Cycle

DeltaRn

(=]

13 &5 7 9 11131517 19 21 23 25 27 20 31 33 35 37 29

Cycle Number
Selected Detsctor All
‘Well(s): B4, B6-B10,C1-C7
Document: i26 090908 bearb proben 19 - 24.sds {Absolute Quantification)

Abb.2.1:Amplifikations-Kurven der Duplikate von 5 Standardverdinnungen von GABARAP in
linearer Darstellung, AR, Uber der Zykluszahl. Der Blockpfeil zeigt auf den Kreuzungspunkt der
Amplifikation der hdchsten Verdinnung mit der Schwellenfluoreszenz-Gerade (griin). Die
Zykluszahl am Kreuzungspunkt entspricht dem Ci-Wert der héchsten Verdinnung. Die
Grundlinie befindet sich bei AR,=0

2.6.8.3 NTC
Die NTCs bleiben optimalerweise im Bereich der Gitume und unterhalb der
Schwellenfluoreszenz. In Anlehnung an (Bustin anolaN 2004) wurden fir die
Auswertung der NTCs folgende Regeln angewandt:

1. NTC mit einer Gvon weniger als 30 wurden als positiv gewertet.

2. C: Unterschiede von mindestens 5 zwischen den PrahdnNTC wurden

akzeptiert und als nicht kontaminationsverdachigestuft.
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3. bei gleichzeitigem Vorhandensein von negativen paslitiven Cts in den
Triplets wurde die NTC als positiv gewertet.
Cr-Unterschiede von mindestens 5 entsprechen einemEff{zienzP—fachen
Konzentrationsunterschied zwischen NTC und Prolee Effizienzen annahernd 100 %
entspricht dies dem Faktor=82. Die Menge des PCR Produktes in der NTC
entsprache somit 1/32 der Menge in der Probe,~&¥.

2.6.8.3 Dissoziationskurve
Am Ende jeder Real-time PCR wurde eine Dissozigkarve erstellt. Durch Analyse
der spezifischen Schmelzpunkte kdnnen die PCR-Rtedulentifiziert werden und
unerwinschte Amplifikate wie Primer-Diamere odesperifische Sequenzen erkannt
werden. Primer-Diamere zeigen einen Scheitelpurdit iedrigeren Temperaturen.

NTCs amplifizieren nicht und durfen keinen Peaknsaigen.

Dissociation Curve

v
Y

040

Derivative

015

0,10 |—3%

0.0s

-0.05
B0 B5 70 75 80 85 S0 95

Temperature (C)

Abb. 2.2: Dissoziationskurven von GABARAFY ~  und HPRTK——

Die Anderungen der Fluoreszenz sind als Funktion der Temperatur in °C aufgetragen. Die
Temperatur am Scheitelpunkt entspricht der Schmelztemperatur. Fluoreszenzédnderungen als
Funktion der Temperatur in °C. NTCs (*) zeigen keine Dissoziationskurve
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2.6.8.3 Standardkurven und Regressionsgeraden
Die Bestimmung der Ausgangskonzentrationen von c@iNAde mittels Interpolation
ermittelt. Hierzu wurden zunachst die Standardkatvestimmt. Aus den@Verten der
Duplikate der Standardverdiinnungen wurden Mittaievgebildet und als Funktion des
Logarithmus des entsprechenden Verdinnungsfaktdgemagen. Hieraus wurden mit
Hilfe des Statistikprogrammes SigmaStat linearer&egonsgeraden berechnet. Diese
werden mit der Methode der kleinsten Quadrate tnesti Das bedeutet, dass diejenige
als Regressionsgerade gewahlt wird, bei der diensaider Quadrate der Residuen
minimal ist. Die Residuen sind als Differenz deiWrte der Messwerte zur zu
ermittelnden Regressionsgerade definiert.

Die Regressionsgerade hat folgende Form:

y =bx+c
mit
y:=G
b:= Steigung

c:= y-Achsenabschnitt.

Die x-Werte entsprechen dem Logarithmus der gesndkbnzentratiome. ES handelt
sich hierbei um relative Konzentrationen, die jem&enge des Ausgangsmaterials
variieren konnen. Nach Umstellung der Gleichungnkgg wie folgt berechnet werden:

—-C
|Og Qe = yT

y-¢

qrel :10 b
Um die Expressionslevel der verschiedenen Probegletehen zu kdnnen, missen die
errechneten Konzentrationen in Relation zum Howsping Gen gesetzt werden. Fur

das normalisiertenom gilt:

— qreIGABARAP
qnorm -

rel[HPRT

Onorm WUrde zur weiteren statistischen Berechnung vedeen
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Bei der Berechnung der Regressionsgeraden wurdd atuicmitbestimmt, das
BestimmtheitsmaR bzw. Determinationskoeffizieri=Rbedeutet keine?r1 bedeutet
exakte lineare Abhangigkeit der beiden Variablear Determinationskoeffizient lag in
den Versuchen bei r2 = 0,967-0,999.

Die Effizienz E fur die PCR wurde folgendermal3erebbnet:

-1

E=10° -1 b:=Steigung
Die Effizienz der PCR liegt optimalerweise bei EwBs einer Steigung von b= -1/log 2
~ 3,322 entspricht. Das bedeutet, dass in jedem PgRis jedes cDNA-Stranges
dupliziert wird. Sie lag in den Experimenten bei®@299 %.

2.6.84 Statistische Tests

Signifikante Unterschiede zwischen den normalisiertWerten der Lc- und Wi-
Gruppen wurden mit dem student’s paired t-testfizezit. Der t-test eignet sich fur
normalverteilte Stichproben. Jede Gruppe wurde daih Kolmogorov-Smirnov-Test
(mit Lilliefors’Korrektur) auf Normalverteilung ubpruft. Ebenso wurden die
Stichproben auf gleiche Varianz gepriift.
Die Statistischen Analysen wurden mit SigmaStaB 2l0rchgefuhrt und mit SigmaPlot
2001 dargestellt.
Die TestprufgroRet wird mit der empirischen Standardabweichuagund dem
arithmetischen MittelX berechnet:

t="n

o

wobei
X := arithmetisches Mittel
o.= empirische Standardabweichung
n:= Probenanzahl pro Gruppe

) = 1w
mit; X =Ezi:lxi

1 n —.2
und o=,—> (x—-X
n_12|=1( ! )
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Hierbei handelt es sich aber um zwei unabh&ngigemalgerteilte Stichproben

X, Xp,.. X, (LC) und y,,Y,,...y, (Wt) jeweils aus normalverteilten Grundgesamtimeite

mit den Erwartungswertenp, bzw. py und unbekannter, aber gleicher
Standardabweichung. Es soll die Nullhypotheselo:ux = uy gegen die zweiseitige
AlternativeHi: e 1y mit dem Erwartungswert g getestet werden.

Dazu wird mit den Stichprobenmittelwertény , mit
B B
X= EZiﬂXi und'y _EZizlyi
den Stichprobenvarianzeg}, s, definiert als
2 13 <\ 2
S, =—— =X
3 n_lg(x )

und der sogenannten gewichteten Varishz

_(n=Ds; +(m-1s;

n+m-2

SZ

die Prufgrof3e

nm X-Yy
n+m s

t=

berechnet. Die Prifgrof3e ist t-verteilt mitt m — 2 Freiheitsgraden, also wikh zum

Signifikanzniveaw. abgelehnt, wenpis t1-2 n+m-2) gilt.
2

2.7. Genotypisierung

2.7.1. Einleitung

Lc kénnen aufgrund ihrer abnormen Bewegungsmustairsem Alter von circa 12-14
Tagen identifiziert werden. Zu diesem Zeitpunkt dratdie Wildtyptiere ihre volle
Koordinationsfahigkeit entwickelt. Da in den Expeenten auch P11 Tiere verwendet
wurden, welche klinisch nicht zu differenzierendsivar eine genetische Untersuchung
der Tiere zum Nachweis der Punktmutation notwenidig. DNA wurde aus den Enden
der Mauseschwanze isoliert, mittels PCR vervielfaelfgereinigt und anschliel3end

sequenziert.
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2.7.2. DNA Isolierung

Um die DNA aus dem Gewebe aufzureinigen wurde ddsd3y Blood & Tissue Kit
(QIAGEN GmbH, Hilden) verwendet.

Zuerst wurde das zerkleinerte Gewebe mit Proteiraslysiert, daraufhin an die
Saulenmembran gebunden und nach zwei Waschsclsitdelich eluiert. Mit einer

Ausnahme wurden alle Zentrifugierungsschritte I0€Ipm durchgefihrt.

Das Drehsaulen Protokoll (Spin-Column-Protokolly fierisches Gewebe wurde war

folgendes:

1. Das Gewebe wurde in kleine Sticke geschnitten umdein 1,5 mi
Mikrozentrifugierréhrchen. mit 180 ul ATL Puffer @idtihrt.

2. 20 pl Proteinase K wurde hinzugefugt und bei 56fCSchuttelbad fir 10h
lysiert.

3. Daraufhin wurden 200 ul AL Puffer addiert, vermisaind 200ul Ethanol (96-
100 %) hinzupipettiert.

4. Die Proben wurden nun auf eine DNeasy Mini Dreles@uifgetragen und fir 1
Minute zentrifugiert. Der Duchfluss wurde verworfen

5. AnschlieBend wurde fur den ersten Waschschritt jslOBuffer AW1 beigeflugt
und fir 1 Minute zentrifugiert.

6. In einem neuen Sammelréhrchen wurde 500 pl Pufi@eAaddiert und durch 3-
minutiges Zentrifugieren bei 14.000 rpm getrocknet.

7. Zum Eluieren wurde in einem neuen Mikrozentrifugeféld 200ul AE Puffer
auf die Saulenmembran pipettiert. Nach 1-minatigerkubation bei
Raumtemperatur wurden die Proben fur 1 Minute. rfegtert. Um eine

maximale Ausbeute zu erreichen wurde dieser Schigtderholt.

2.7.3. PCR

Um die Menge an Matrizen-DNA zu erhéhen wurde ztisieine PCR durchgeflhrt.

Heterozygote B6CBACa-AYA-Grid2-°/J Mause weisen im Grid2-Gen auf Exon 12
eine Punktmutation von G zu A (Plusstrang) auf.rE4@ ist 139 bp lang. Zusammen
mit den umspannenden Primer betragt die Lange @&Hroduktes 227 bp. Die Primer
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zur Genotypisierung wurden so gewahlt, dass sieEda® 12 umspannen (Zuo et al.
1997). Dies erhoht die Spezifitat fur genomischeADNa Intronsequenzen vervielfacht

werden. Folgende Primer wurden verwendet:

Primer Sequenz (5= 3) Startpunkt

Grid2 fw taa aag cat att gat gtt gtt g Intron 11-12
6326099 - 6326120

Grid2 rv cag cat ttg tca ggt ttg gtg ac Intron 12-1
6326303 - 6326325

Gendatenbank-Zugangsnummer (BLAST): NW_001030811.1

Der amplifizierte Genabschnitt mit Introns (Minugkend Exon 12 (Majuskel) aus dem

Ensembl-Projekt (Birney et al. 2004) besitzt folgemukleotidsequenz:

S’'taaaagcatattgatgttgttgtcatctctcctctitccd8aG GGGAAGTCCCATACACAACTCTG
GCAACCCGAATGATGATGGGGGCTTGGTGGTTATTTGCTCTGATTGTCATL
CATCTTATACAGCCAACCTTGCCGCTTTCCTCACTATCACCCGCATTGAGA
CTCCATCCAgtaagtaggcataattccaggtgtcaccaaacctgacaaatgctg3’

Fur die PCR wurde Platinum Tag DNA Polymerase Hidhlity (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe) verwendet, das Protokoll war wie folgt:

Der Mastermix enthielt folgende Komponenten je Brob

5ul HiFi Puffer
1l Primer fw
1l Primer rv
0,2 ul Polymerase
1pl dNTP

2ul MgSQ
10,2l Mastermix

54



Der PCR-Ansatz setzte sich je Probe wie folgt zusam

10,2 pI Mastermix
1ul unverdinnte DNA
38,8 ul nucleasefreies Wasser

Fur die PCR wurde folgendes Protokoll verwendet:

94°C 2 min.

94°C 30 sek. Denaturierung

59°C 30 sek. x 32 Anlagerung der Primer
68°C 2 min. Extension durch Polymerase
68°C 10 min.

4°C X min.

2.7.4. Aufreinigung nach der PCR

Zur Aufreinigung der DNA wurde das QIAquick PCR Miation Kit Protokoll von
QIAGEN durchgefihrt:

1. 5 Volumeneinheiten (250ul) Puffer PBI und 1 Voluremheit (50 pl) des
PCR-Produktes wurden addiert und vermischt. Dibeg&larbe der Mischung
zeigte einen optimalen pH an.

2. Um die DNA zu binden, wurden die Proben auf dielBgaule tberfuhrt, 60
Sekunden lang zentrifugiert und anschlieend wudby Durchfluss
verworfen.

3. FiUr den darauf folgenden Waschschritt wurden 0,75 Puffer PE zur
QIAquick-Drehsaule pipettiert und 60 Sekunden laegtrifugiert.

4. Nach Verwerfen des Durchflusses wurde die S&ulerbmem durch 1-
minutiges Zentrifugieren getrocknet.

5. Zum Eluieren wurde in einem neuen Mikrozentrifugiarchen 30 pl Puffer
EB auf die Membran aufgetragen, 1 Minute bei Raomeratur inkubiert und

fur eine weitere Minute zentrifugiert.

2.7.5. Gelelektrophorese zum Nachweis des PCR Produ  ktes

Der Nachweis des PCR-Produktes wurde mittels Getelghorese erbracht.
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Hierzu wurde 2 %-iges Agarosegel und OrangeRulbp3DNA Ladder und 6x Orange
Loading Dye Solution von Fermentas LifeSciences rr{ffemtas GmbH,

St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Die Leitethalt 20 Fragmente im Abstand
von je 50bp. 200bp, 500bp und 1000 bp besondettidesichtbar sind. Das Exon 12
(139 bp) umfassende PCR-Produkt hat inklusive umsgrader Primer eine Lange von
227 bp. Die aufgetragenen Proben projizieren sighdee 250 bp reprasentierende

Bande:
L 77 78 79 80 81 82 83
1000 bp—» «
500 bp —
200 bp —>
L

Abb. 2.3: 2 % Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte der Proben 77-83: Linie L:
Langenstandard (50 — 1000 bp in 50 bp Intervallen), 77-83: PCR-Produkte der Proben 77-83.
Mit Ausnahme der Proben 77 und 79 sind die PCR-Produkte als Banden bei 227 bp abgebildet.

2.7.6. Sequenzierung

Die Sequenzierung des von der Mutation betroffeGemabschnittes beruht auf der
1975 von Sanger und Gilbert entwickelten KettenabiSynthese. Wesentliches
Element dieser Sequenziermethode ist die PCR. Ige@atz zur konventionellen PCR
wird sie nur mit einem Primer (vorwérts oder rickisfdurchgefihrt, um nur einen
Strang zu replizieren und es werden zusétzlich kanventionellen PCR-Ansatz mit
dNTPs auch Didesoxynukleotidtriphosphate (ddNTRebgefugt, deren Ribose keine
3’-Hydroxygruppe besitzen. Die Hydroxy-Gruppe am-C3Atom ist fur die

Verknupfung mit der Phosphatgruppe des néchstereltitts essentiell. Immer wenn
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ddNTPs eingebaut werden fihrt dies zum AbbruchSteangsynthese. Auf diese Art
und Weise entstehen DNA-Fragmente unterschiedlichege, die mit dem jeweiligen
ddNTP enden. Um die Sequenz bestimmen zu koénneéngessnotwendig, die

Kettenabbruchprodukte der GroRe nach aufzutrenmehden vier mit Fluoreszenz-
Farbstoffen markierten Basen zuzuordnen. Dies girfoittels Kapillarelektrophorese.
Die negativ geladenen DNA-Molekile wandern mit  usthiedlichen

Geschwindigkeiten zur Anode, werden ihrer Langehnaafgetrennt. Die Fluoreszenz
der verschiedenen Farbstoffe wird nacheinanderktiete Das Chromatogramm gibt

die Sequenz des Genabschnittes wieder.

Die Sequenzierung wurde zur Halfte vom 4baselalut{fiRgen, Deutschland) und zur

anderen Halfte wie oben beschrieben durchgefinhrt.

Die Sequenzier-PCR wurde jeweils mit einem Prindeui1) angesetzt und enthielt die

folgenden Komponenten:

2ul  Big Dye (Applied Biosystems, Foster City, @alnia, USA)
1 ul  5x Puffer (Applied Biosystems, Foster Cityidania, USA)
1pl  Primer

6l PCR Produkt

Fur die Sequenzier-PCR wurde folgendes ProtokoWerdet:

Temperatur Dauer Wiederholungen
94°C 1 min 1

94°C 10 sek 30

50°C 5 sek

60°C 4 min
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Zur Aufreinigung wurde eine Ethanolfallung durchgat:

1. Zum Sequenzierprodukt wurde 2,5 fach 3M NaAc/10&®%tanol (pH 4,8)
hinzugefligt und fur 45 min bei maximaler Drehzamtzifugiert.

2. Die Proben wurden mit 100 pl 70 % Ethanol gewasalnah 15 min. bei
hdchster Drehzahl zentrifugiert.

3. Um das Ethanol vollstdndig zu entfernen wurde zlisét Gber Kopf
zentrifugiert.

4. Schlie8lich wurden die Proben in 15 pp@Hgeldst und far 30 Minuten
gevortext.

Das aufgereinigte Produkt konnte nun durch Kamlektrophorese aufgetrennt und

analysiert werden.

2.7.7. Auswertung

Das Sequenzierchromatogramm wurde mit FinchTV 1(&G6ospiza, Seattle, WA,
USA) Uberprift. Zur Auswertung der Sequenzen zunngMé&ch mit der bekannten
Exon Sequenz wurde die Staden Package 1.6.0 Sef{8aurceforge) verwendet. Die
Punktmutation der heterozygoten Lc-Mause stellh sits Doppel-Peak der Basen G
und A als Ausdruck der beiden Allele in der Sequemmg mit Vorwartsprimern (bzw.

C und T im Ansatz mit Ruckwartsprimer) dar.

647 654 661
SY T A N L A A F L T I T R I
G

CTTATACAGCCAACCTTGCC|GCTTTCCTCACTATCACCCGCAT

T T BE T CAG TATEGAE &6 &6 A T
110 120

ET TATAECHE B8 CANCEET TGE G

90

Abb.2.4: Chromatogrammausschnitt einer Lc-Probe mit Doppelpeak von G (schwarz) und A
(gran) in Programmposition 103 (Pfeil). Durch die G/A Transition wird in Proteinposition 654
(Kasten, Proteinsequenz-Zugangsnummer NP_032193.1) Alanin (GCT) durch Threonin (ACT)
substituiert. Oberhalb des Chromatogramms ist die genomische Sequenz von Grid 2
dargestellt, Positionen 6326223-6326265, (Genbankzugangsnummer NW_001030811.1)
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2.8. Bestimmung des Corticosteronspiegels

Zur Blutabnahme wurden die Versuchstiere mit Ketam{150 mg/kgKG
intraperitoneal) andsthesiert. Das Plasma wurdehdatrakardiale Punktion in ein mit
Lithiumionen und Heparin versetztes Plasmaseparsiitirchen (BD Microtainer PST
LH, Becton Dickinson, Heidelberg) abgenommen uniors@uf Eis gekihlt. Nach der
Zentrifugierung wurden die Seren bis zur Analysei b20°C gelagert. Die
Corticosteronspiegel im Serum wurden mit der Co&uint Rat Corticosteron
Methode (TRKC 1; DPC Biermann, Bad Nauheim) bestinias handelt sich hierbei
um ein Festphasen-Radioimmunoassay bei welch&M-markiertes Ratten-
Corticosteron mit demjenigen aus der Probe fur 2h Raumtemperatur um die
Bindungsstellen der an der Wand des Polypropylenhin befestigten Antikdrper
konkurriert. Durch das AbgieRen des Uberstanded die Kompetition beendet und
nicht gebundenes Corticosteron entfernt. Zur Bexstimg der
Antikorperbindungsfraktion des®J-markierten Corticosteron wurden mit einem
Gammazahler (Multi-Crystal Counter LB 2104, Berthddad Wildbad) die Anzahl der
Zerfalle pro Minute im Rohrchen detektieret undtet#t einer Kalibrierungskurve in die
Corticosteronspiegel in der Probe umgerechnet. Bligentnahmen wurden jeweils
nachmittags im selben Zeitfenster durchgefuhrt unchl den zirkadianen Rhythmus
bedingten Schwankungen zu bertcksichtigen.
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3. Ergebnisse

3.1. Einleitung

In den DCN von Lc- und Wt-Tieren wurden die mRNAdEassionshohen der GARA
Rezeptor-Untereinheitem1-5, 31-2, y1-3 und 8, sowie von GABARAP zu den
Zeitpunkten P11, P14 und 8Wo untersucht. Es wudiertExpressionslevels bei Tieren
desselben Alters verglichen, da die Genexpressien GABAAR-Untereinheiten
(Fritschy et al. 1994), des GABARAP und des HoupkepGenes HPRT1 (Brosh et al.
1990; Gutensohn and Guroff 1972) wahrend der ptaera Entwicklung variieren

kdnnen.

3.2. MRNA Expression der GABA A-Rezeptor-Untereinheiten

An P11 zeigten die Tiere klinisch noch keine cheagtischen Zeichen des Lc
Phanotyps. Die Untersuchung der mRNA Genexpresi@oGABAAR-Untereinheiten
lieferte keine signifikanten Unterschiede zwischenund Wt. Auf der Abbildung 3.1
sind die Expressionslevel der verschiedenen GAB&zeptor-Untereinheiten/HPRT1
bei Lc und Wt zum Zeitpunkt P11 [jeweils n=5 TiemyRera2 (n=4),y3 (n=3),
GABARAP Lc (n=10), GABARAP WT (n=8)] dargestellt.
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Abb. 3.1:

mMRNA  Expression [GABAx-Rezeptor-Untereinheit/Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase
(HPRT1)] in DCN Gewebe von Lc (schwarze Balken) und Wt (graue Balken; Mittelwert £+ SD)
zum Zeitpunkt P11. Fir keine untersuchte Untereinheit konnten statistisch signifikante
Unterschiede gefunden werden. Das eingefiigte Schaubild ist aus (Linnemann et al. 2004) und
zeigt die durchschnittliche synaptische Leitféhigkeit (gsyn + SD) aus Miniatur- inhibitorischen
postsynaptischen Strémen (IPSCs), abgeleitet in den DCN von Tieren < P14. Es wurden keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen Lc [schwarze Balken, 0,50 + 0,39 nS (n = 3)]
und Wt [graue Balken; 0,39 + 0,16 nS (n = 4), P = 0,62] gefunden.

Als nachstes wurden Mause im Alter von P14 beteticiiu diesem Zeitpunkt war der
Lc Phéanotyp deutlich von den Kontrolltieren zu ustheiden. Sie zeigten das typische
ataktische Gangbild als Folge des massiven PC-$tedu sowie eine erhdhte
Falltendenz. Es konnte eine statistisch signifigaibnahme der mRNA-Expression der
y2-Untereinheit in Lc [1,6-fache Herunterregulatidias Verhaltnis GABA-Rezeptor-
Untereinheit/HPRT1 war 1,9390 + 0,9230 SD, (Lc, h¥S. 3,0410 + 1,1530 SD (Wt,
n=10), P=0,036] beobachtet werden. Die Analyse ateteren Untereinheiten ergab
keine signifikanten Unterschiede zwischen Lc und[j@ieils n =5 Tiere, aul3er lac5,
B1,v1 (n =9), und Wo5, 31, y1 (n = 10)]. Abbildung 3.2 zeigt eine Zusammenfagsu

der Ergebnisse.
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Abb.3.2:

MRNA Expression [GABA,-Rezeptor-Untereinheit/HPRT1] in DCN Gewebe von Lc (schwarze
Balken) und Wt (graue Balken; Mittelwert + SD) an P14 aus (Linnemann et al. 2006). *
Statistisch signifikanter Unterschied fur die y2 Untereinheit (n = 9 fur Lc, n=10 far Wt; P =
0,036); es wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen Lc und Wt der anderen
untersuchten Untereinheiten beobachtet. Das eingefiigte Schaubild ist aus (Linnemann et al.
2004) und zeigt die durchschnittliche synaptische Uberleitung (gs,n + SD) abgeleitet in mIPSCs
aus DCN von Tieren = P14. * Statistisch signifikante Unterschiede zwischen Lc [schwarze
Balken, 1,23 + 0,51 nS(n = 10)] und Wt [graue Balken: 0,57 £ 0,21 nS (n = 19), P < 0,001)]

Die Abnahme der mRNA-Expression dg2-Untereinheit an P14 war transient, sie
konnte in 8 Wochen alten Tieren nicht mehr nachgsen werdenyR: Lc und Wt je n
=8, P =1,000, GABARAP Lc (n =11), Wt (n = 10)=®,767].
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Abb. 3.3:

MRNA Expression [GABA,-Rezeptor-Untereinheit y2/HPRT1] in DCN Gewebe von Lc im
Verhaltnis zu Wt (Wt: Mittelwert £ SD) im Alter von P11 [n =5 (Lc), n =5 (Wt)], P14 [n = 9 (Lc),
n =10 (Wt)], 8Wo [n = 8 (Lc), n = 8 (Wt)] * Statistisch signifikanter Unterschied zwischen Lc und
Kontrollgruppe im Alter P14; zwischen Lc und Kontrollen im Alter von P11 und 8Wo wurden
keine statistisch signifikanten Differenzen nachgewiesen.

3.3. MRNA Expression des GABA ,-Rezeptor assoziierten
Proteins

Die Expression der mRNA des GABARAP war vergleiahbat derjenigen der2-
Untereinheit. Zum frihen Zeitpunkt P11 konnten kesignifikanten Unterschiede
zwischen der Lc- und der Wt-Gruppe beobachtet wefGABARAP/HPRT 5,184 +
2,054 SD (Lc, n=10) vs. 4,336 £ 2,929 SD (Wt, n#8)= 0,481]. In den Proben der
Tiere im Alter von P14 wurde eine Herunterregulatimn GABARAP um etwa 1/5
[GABARAP/HPRT 2,682 + 0,69 SD (Lc, n=11) vs. 3,409,729 SD (Wt, n = 12), P =
0,023] festgestellt. 8 Wochen alte Tiere lieferteiederum keine signifikanten
Differenzen in der Genexpression von GABARAP [GABARHPRT 0,859 * 0,764
SD (Lc, n=11), vs. 0,963 + 0,831 SD (Wt, n = 1)k 0,767].
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Abb. 3.4:

MRNA Expression [MRNA Expression GABARAP/HPRT1] im Gewebe der DCN von Lc (Lc) und
Wt- Mausen (Mittelwert + SD) im Alter von 11 Tagen (P11), 14 Tagen (P14) und 8 Wochen
(8Wo). * Statistisch signifikante Differenz zum Zeitpunkt P14 (n=11 fir Lc, n=12 fir Wt;
p=0,023). Keine statistisch signifikanten Unterschiede zu den Zeitpunkten P11 und 8Wo.

3.4. Untersuchungen zur Spezifitat

3.4.1. Hippocampus und Vorderhirn

Es interessierte nun, ob es sich um spezifischéndarungen der denervierten DCN
handelt oder ob diese Veranderungen auch in and&egionen des Gehirns
nachzuweisen waren.

Dazu wurden CAl Pyramidenzellen des Hippocampus Kiodonarschnitte des
Vorderhirns auf Hohe des Chiasmas optici untersuebtwurde keine Abnahme der
Expression vory2-Untereinheiten in Lc zum Zeitpunkt P14 (jeweils B) festgestellt.
Dies deutet daraufhin, dass die Unterschiede in@emexpression der GABAAR-
Untereinheiten flr die DCN spezifisch sind. Weitarlkonnten in hippocampalen
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Schnitten von Mausen im Alter von P15-18 keine lhsteiede in der GABAergen
Uberleitung festgestellt werden. In voltage-clammzElzellableitungen von CA1l
Pyramidenzellen konnten passend zu den Resultaan Gknexpression keine

signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden.

14 <
12 4

10 +

mRNA expression (GABAA receptor subunit gamma 2/HPRT)

Le+ WT Le+ WT
Hippocampus Forebrai_n
(CA1/2) (coronal slice

at the optic chiasm)

Abb. 3.5:

MRNA Expression [GABAA-Rezeptor-Untereinheit y2/ HPRT1] in Hippocampus CA1/2 und in
Koronarschnitten durch das Vorderhirn auf Héhe des Chiasmatis optici von Lc (schwarze
Balken) und Wt (graue Balken, Mittelwert +SD) im Alter von P14. Es wurde keine statistisch
signifikanten Differenzen fir Gewebe aus dem Hippocampus oder Vorderhirn festgestellt.

3.4.2. Hormonelle Beeinflussung

Um die Mdoglichkeit der Beeinflussung der Ergebnisdarch unterschiedliche

Corticosteronkonzentrationen zu untersuchen, wudierSerumcorticosteronspiegel in
Lc und Wt im Alter von P14 bestimmt. Um geschleabtgingige Unterschiede zu
bertcksichtigen, untersuchten wurden Mannchen ueibbdlien separat untersucht. Die
Corticosteronspiegel im Serum wiesen keine sigaifien Unterschiede auf. (Siehe
Abb.3.6).
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Abb. 3.6: Corticosteronspiegel in Lc- und Wt-Méausen im Alter von P14: Es wurden keine
signifikanten Unterschiede der Corticosteronspiegel in Lc- und Wt-Mausen im Alter von P14
festgestellt.
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4. Diskussion

4.1. Spatiotemporale Korrelation, Spezifitat und No  rmierung

4.1.1. Zeitliche Korrelation

Um die Mechanismen der Adaptation der DCN an dergnessiven PC-Verlust zu
untersuchen, ist es notwendig die Experimente zweiggeten Zeitpunkten
durchzufiihren. Es kommen nur Mechanismen in Frdigein einem engen zeitlichen
Zusammenhang zum Untergang der PC stehen und€iiD@N spezifisch sind. Daher
wurden zur Untersuchung der DCN folgende Zeitpugdeéahlt: P11 vor Beginn der
Degeneration, P14 wahrenddessen und 8Wo nacheftatttenem Zelluntergang. Zum
Zeitpunkt P14 konnten (Linnemann et al. 2004) einerstarkte synaptische
Transmission nachweisen. Die Herunterregulation ¢2fUntereinheit und des
GABARAP fand sich zum selben Zeitpunkt P14, stelsb an direktem zeitlichem

Zusammenhang zur PC-Degeneration und zu den gbblsmlogischen

Veranderungen.

4.1.2. Spezifitat

Weiterhin ist es notwendig zu untersuchen, ob e€ls sm spezifische Veranderungen
der DCN handelt. Dazu wurden weitere Hirnarealee dRegion CA1l/2 des

Hippocampus sowie Vorderhirngewebe in Héhe des Sbidis optici analysiert. Die

Abwesenheit signifikanter Unterschiede in d@-Expression zwischen Lc und Wt
sprechen fur DCN-spezifische Mechanismen.

Lc weisen eine erhéhte Empfindlichkeit der Hypopn/ebennieren-Achse auf. Unter
Stress zeigen Lc starkere Anstiege des adrenootrdpen Hormons (ACTH) und der
Cortisolspiegel im Serum im Vergleich zu Wt-Tier@mederic et al. 1997; Hilber et al.
2004). Unterschiedliche Corticosteronspiegel habiee modulatorische Wirkung auf
die GABAAR-vermittelte synaptische Uberleitung (Teemacher et al. 1995;

Teschemacher et al. 1996; Zeise 1992). Corticastbeminflusst auch die Expression
der verschiedenen Rezeptoruntereinheiten (Orclahil. 2001; Orchinik et al. 1995;

Sanger et al. 1977; Stone et al. 2001).

Bei der Analyse der Corticosteronspiegel nach Qeshtern getrennt wurden keine
Unterschiede zwischen den beiden Genotypen degsuntgen Alters und unter
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unseren Versuchsbedingungen festgestellt. Die Brged kdnnen somit nicht auf

veranderten Corticosteronspiegeln beruhen.

4.1.3. DCN und Normierung mittels Housekeeping-Gen

Die Degeneration der PC in der Lc fUhrt einerseiiseiner sekundaren retrograden
Degeneration derer Afferenzen (Caddy and Biscoe9)jl9@ndererseits tritt eine
anterograde transneuronale Degeneration der DCNHaigtefferenz der PC-Axone
auf. Obwohl diese Degeneration verhaltnismalig achmausgepragt ist und sich die
Zahl der Neurone kaum (20-30 %) reduziert (HeckddB4; Sultan et al. 2002), nimmt
das Volumen der DCN in der Lc um 56-60 % ab (Heitkd®94; Sultan et al. 2002).
Hieraus resultiert eine erhéhte Neuronendichteeim BCN der Lc. Sultan et al. (2002)
identifizierten 15,4 x 1DNeurone pro mrhbei Lc im Vergleich zu 9,46 x f0Neurone
pro mm?3 bei Wt. Um unter diesen Voraussetzungen AHRNNnzentrationen beider
Versuchsgruppen vergleichen zu konnen, wurden dgelihisse in Relation zur
Expression der mRNA eines Housekeeping-Gens, d&STHBetrachtet. HPRT1 eignet
sich als Referenzgen (Brosh et al. 1990; Meldgaaml. 2006). Weiterhin wurden nur
Tiere desselben Alters verglichen, so dass die lirigee unabhangig von
unterschiedlichen Spiegeln des HPRT1 wahrend dstnptalen Entwicklung sind
(Brosh et al. 1990). Die unterschiedlichen Volumurad Zelldichten der DCN in Lc
konnen den Konflikt unserer Ergebnisse mit dengmigon (Luntz-Leybman et al.
1993) erklaren. Dort war eine erhohy2mRNA-Expression in Lc im Alter von P108
beschrieben worden. Jene Ergebnisse stammen aits idybridisierungen, basierend
auf der autoradiographischen Analyse der Kornehteic Vor allem die hoéhere
Neuronendichte in den DCN bei Lc kann diese sclaiebhOhte Kornerdichte erklaren
und kleinere Anderungen der Genexpression UberagEs ist daher schwierig,
zuverlassig die Genexpression der DCN auf Protsisbau ermitteln. Die DCN beider
Kleinhirnhemispharen zusammen haben nur eine gedehBleuronenzahl von etwa
22500 (Sultan et al. 2002).

Ein weiterer Punkt, der die Ergebnisse dieser Arbeierstitzt, ist die Tatsache, dass
von den analysierten Untereinheiten lediglich @eUntereinheit und GABARAP eine
signifikant unterschiedliche Expression in Lc zeigEin systematischer Fehler musste

alle oder zumindest einige Untereinheiten betreffen
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4.2. transiente Herunterregulation der  y2-Untereinheit und
von GABARAP

Wahrend die GABAAR-Untereinheiteal-5, 1-2, y1+3 undé keine signifikanten
Unterschiede ihrer Expressionslevels in den unthiten Altersstufen zeigten, konnte
eine passagere Herunterregulation dg2-Untereinheit des GABARezeptors
(Linnemann et al. 2006) und des GABARAP an P14 hebtet werden. Diese steht in
zeitlicher Korrelation zur Degeneration der PC nkbnsekutiv verminderter
GABAerger Afferenzen und zur Potenzierung der IP§Osnemann et al. 2006;
Linnemann et al. 2004).

In einem maximal 2-wochigen Abstand lasst sich imhistochemisch bei Lc in der 4.
postnatalen Woche eine 40 % ige Zunahme kleiner &Alhd glycinerger Neurone
feststellen (Sultan et al. 2002). Diesen am ehesisninterneurone fungierenden
Nervenzellen konnte in der Lc-Maus eine besondezdeBtung in der Kompensation
der inhibitorischen Erregungsibertragung zukomriee.GABAergen Synapsen in der
Lc-Mutante sind um etwa 30%, also verhaltnismalReniy reduziert (Sultan et al.
2002). Zudem konnte eine GroRenzunahme der Durdenesler GABA-
immunomarkierten Endkndpfchen an den ZellkdrpernGio nachgewiesen werden
(Sultan et al. 2002). Die Offnungswahrscheinlichkder Kanale wird von der
SynapsengrofR3e beeinflusst (Auger and Marty 199%&s8luet al. 1997), so dass die
vergroRerten Endknopfchen in Lc mit einer erhéhtefinungswahrscheinlichkeit
einhergehen konnen. Diese immunhistochemischen nBlesieiten kdnnen auf eine
erhohte postsynaptische Rezeptorendichte oder eimemmehrten Vesikelpool
hinweisen und so mit verstarkter inhibitorischeaismission einhergehen.

Die Herunterregulation de2-Untereinheit und des GABARAP ist transient undr@
mit der Zunahme o0.g. Neuronenpopulation und EnditigigroRe vergesellschaftet

oder ihr vorangestellt sein. Sie kann als Antwaftden PC-Verlust fungieren.
Zu diskutieren ist, ob und inwiefern ein kausalers@mmenhang besteht, also die

veranderte Zusammensetzung der Untereinheiten zdulditonen der synaptischen

Uberleitung in der Lc fiihren kann.

69



Herunterrequlation def2-Untereinheit:

Wesentliche Ansatzpunkte zur Erklarung veranddeieegungsiuberleitung durch die
transiente Herunterregulation in diesem Zusammenkand:

1. veranderte Kanaleigenschaften

2. die Erh6hung der Rezeptorzahl tber eine ModulateEmEndozytoserate.

1. Die Expression der2-Untereinheit kann Einzelkanaleigenschaften umdZdihl der
verfugbaren Rezeptoren beeinflussen. Eine Herwgelation dery2-Untereinheit als
Modulator fur eine verdnderte EinzelkanalUberlagtid@sst eine relative Abnahm@-
enthaltender Rezeptoren zugunsten von Rezeptoren-aund B-Einheiten vermuten.
v2-enthaltende geclusterte Rezeptoren zeigen eineréd.eitfahigkeit und eine langere
mittlere Offnungsdauer (Everitt et al. 2004; Lomtzal. 2000; Verdoorn et al. 1990).
Die Rezeptoren aug- und B-Einheiten 6ffnen im Gegensatz zu dghenthaltenden
Rezeptoren kirzer (Angelotti and Macdonald 1993hé&i and Macdonald 1997) und
zeigen eine geringere durchschnittliche Anzahl waffenen Kandlen. Auf3erdem
zeichnet dieaf-enthaltenden Rezeptoren eine hohere SensitiiitaGIABA aus. Im
Vergleich zu aly2-GABAAR desensibilisieren sie schneller und beednigeren
GABA-Konzentrationen (Verdoorn et al. 1990). DaslEa dery2-Untereinheit fuhrt
zu hoheren scheinbaren Agonistaffinitaten (Gunétied. 1995; Moss and Smart 2001).
Die gezeigte Herunterregulation der Expressiony@ddntereinheit konnte eine hdhere
Affinitat fur GABA begiinstigen und folglich das @fn bei geringeren GABA-
Konzentrationen. Es konnten GABAAR favorisiert wamd welche rascher fur ein
erneutes Offnen zur Verfiigung stehen. Dies konime\Versuch der kurzfristigen
Kompensation geringerer Transmitterkonzentratiorcllduwen Verlust an GABAergen

Terminalen der PC darstellen.

2. Durch die Herunterregulation dg2-Untereinheit, welche zwei Bindungsstellen fr
den AP2-Komplex enthalt, sinken die moglichen Andoellen fur die

endozytosevermittelnden Proteine. Dies kann inreiaeminderten Endozytoserate und
damit erh6hter Rezeptorzahl an der Oberflache tieserh. Eine erhdhte Rezeptoranzahl
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kann die verstarkte inhibitorische Ubertragung ureine Zunahme der
Endknépfchendurchmesser erklaren.

Die gezeigte Herunterregulation d&-Untereinheit kann zudem die Komposition von
Rezeptoren wie diejenigen audp2 beglnstigen, welche nicht der konstitutiven
Endozytose unterliegen und dadurch ebenfalls hiteen Rezeptorzahl beitragen.

Die y2-Untereinheit wird auRerdem fir die Verstarkung Bedozytoserate durch die
PKC-Aktivierung bendttigt, welche in eine Abnahme g2-enthaltenden Rezeptoren
und der Stromungsamplitude mindet (Chapell et 8881 Connolly et al. 1999a;
Filippova et al. 2000; Herring et al. 2005). Diertd@erregulation dieser Untereinheit
konnte zu verminderten RegulationsmdglichkeitenIe€ fihren und auch hierdurch
eine erhohte Rezeptorzahl beginstigen, auch wenBldckierung der PKC allein die
Endozytoserate oder Strdme nicht zu vermindern (Higgring et al. 2005; Herring et
al. 2003).

Bei den adulten 8 Wochen alten Tieren ist eine vmdterte Expression dey2-
Untereinheit nicht mehr nachzuweisen. Diese Hertegelation an P14 ist transient,
was gegen eine alleinige Basis fur die permaneritémismaliig gering ausgepragte
Ataxie und erhaltene motorische Lernfahigkeit in Ispricht. Die veranderte
Genexpression an P14 scheint eine friihe und vars@éllig schnelle Antwort auf die
Reduktion inhibitorischer Afferenzen zZu sein. Fur andfristigere

Kompensationsvorgange scheinen andere MechanismeRelle zu spielen.
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Herunterreqgulation von GABARAP:

Die gezeigte transiente Herunterregulation von GRB&R kann gut mit der
Herunterregulation dey2-Untereinheit vereinbart werden. GABARAP wird \alfem
eine modulatorische Funktion in der Begunstigung Tensportes von GABAAR zur
Plasmamembran und in der dortigen Vermittlung desst€rings zugeschrieben. Das
Clustern der Rezeptoren beeinflusst die elektraplogischen Kanaleigenschaften.
GABARAP-deprivierte Zellen haben analog g2+deprivierten eine héhere scheinbare
Affinitat fir GABA, deaktivieren spater und desdrbsieren schneller bei einer
gegebenen Transmitterkonzentration (Chen et al0200 Zellen ohne GABARAP-
Expression findet sich auch eine erhohte Offnungsseheinlichkeit.

Die Herunterregulation beider Proteine beginstigiselben elektrophysiologischen
Eigenschaften welche zur besseren Verwertung redaeiinhibitorischer Afferenzen

beitragen kdnnen.

Uberraschend sind die Ergebnisse gewissermaRer. GABARAP-Uberexpression
erhoht die Zahy2-enthaltender GABAAR an der Zelloberflache Uber Bindung a2
(Chen et al. 2005; Leil et al. 2004) und héatte eikensekutiv verstarkte
Erregungsubertragung ebenfalls erklaren koénnen. Biedulation inhibitorischer
synaptischer Erregungsiubertragung ist sehr komp@XBARAP-knockout-Mause
zeigen sogar einen normalen Phanotyp ohne Verkrssyhaptischen Lokalisation von
GABAAR und einer konstanten Gesamtrezeptoranzat$ulvan et al. 2005). Dies
deutet darauf hin, dass GABARAP langfristig niclasentiell fir die synaptische
Lokalisation ist oder sein Ausfall kompensiert wandkann. Vielmehr scheint es
Transport und Clustering voranzutreiben. GABARARMK® als kurzfristig wirkender
Modulator transient veranderter Inhibition fungiere

Eine verstarkte GABAerge Inhibition durch die Hetlemmegulation deg2-Untereinheit
und des GABARAP ist bisher nicht beschrieben wordew es fallt schwer, die
elektrophysiologischen Verdnderungen allein hiesduru erklaren. Die Untersuchung

weiterer Proteine ist flr ein besseres Verstanameslasslich.

Die gezeigte Herunterregulation der beiden Proteweest auf eine Modulation von

Endozytoseraten und Clustering als Hebel fir digin@erung GABAerger Uberleitung
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hin. Die Untersuchung von weiteren Proteinen, didiese Vorgange starker involviert
sind, ware von besonderem Interesse.

Die Begunstigung ungeclusterter Rezeptoren konidle & verdnderter Gephyrin-
Expression darstellen. Gephyrin ist mal3geblich alast€ringprozess beteiligt. Es
interagiert mit GABARAP (Kneussel et al. 1999) ubithdet Tubulin (Essrich et al.
1998; Jacob et al. 2005; Kneussel and Betz 200@) vBrminderte Expression dieses
Proteins fuhrt zu einer Abnahme der GABAAR-Cludfeischer et al. 2000; Yu et al.
2007), wahrend die Gesamtzahl an GABAAR konstawibbl(Jacob et al. 2005;
Kneussel and Betz 2000; Kneussel et al. 1999). @ihder Mangel an Gephyrin oder
GABARAP die Expression des jeweils anderen Prot@icht beeinflusst, fuhrt das
Fehlen dery2-Untereinheit zu einer Reduktion des GephyrinssiiEs et al. 1998;
Schweizer et al. 2003). Eine solche konnte tramsisn Rahmen dery2-
Herunterregulation auftreten und zuséatzlich zu wedertem Clustering beitragen.
PRIP1+2, denen eine Rolle im Transport ¢&1Untereinheit-enthaltenden GABAAR
zugeschrieben wird, kdnnen ebenfalls involvierinsénock-out derselben geht mit
verringerter Expression vory2-Untereinheit an GABARAP und herabgesetzter
Assoziation zwischen GABAAR und GABARAP einher (Mkami et al. 2007).

Auch posttranslationale Modifikationen konnen eRale spielen. Die PKC-Aktivitat
ist verantwortlich fur die Phosphorylierung d&r+2 undy2 Untereinheit, welche die
GABAAR-Funktion verstéarkt oder inhibiert (Brandoha. 2001; Brandon et al. 2000;
Connolly et al. 1999a; Krishek et al. 1994; McDahat al. 1998; Moss et al. 1995;
Moss and Smart 2001; Moss et al. 1992). Die Aktiung der PKC beeinflusst auch die
Zahl der Rezeptoren an der Zelloberflache (Conretllgl. 1999a). Ob sie einen Teil zu
den Vorgangen um P14 in der Lc beitragt, ist eimeressante Fragestellung.

Zuletzt ware es spannend zu wissen, ob es sictidmebeobachten Veranderungen um
P14 um ein Lc-spezifisches Phdnomen handelt odendieren Mutanten mit &hnlicher
Pathologie ebenfalls nachweisen lasst und somitibergreifendes modulatorisches

Konzept darstellen kénnte.

Die Identifikation von Modulatoren und Modulationsgen der inhibitorischen
synaptischen Erregungstbertragung im Tiermodell spgnocerebellaren Ataxie tragt
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zum besseren Verstandnis neuronaler Kompensati@hsmismen und zur Entdeckung

maoglicher Therapieansatzpunkte bei.
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5. Zusammenfassung und Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurde die Genexpression potemtieMlodulatoren der inhibitorischen
synaptischen Erregungsuberleitung in der Maus-Matharcher, einem Tiermodell far
die Spinocerebellare Ataxie, untersucht.

Parallel zur verstarkten inhibitorischen synaptestErregungsiubertragung wahrend des
PC-Untergangs konnte eine Herunterregulation derefgaression des GABARAP und
der y2-Untereinheit nachgewiesen werden. Immunhistockemifindet sich in vier
Wochen alten Lc eine Zunahme kleiner GABA- oderciglgrger Neurone und eine
GroRenzunahme der Endkndpfchen bei relativ schwaadlgepragtem Verlust
GABAerger Synapsen (Sultan et al. 2002). Dies dewtsf einen erhdhten
Transmittervesikelpool hin. GrolRRere Synapsen sind it merhohter
Offnungswahrscheinlichkeit vergesellschaftet, whendalls verstarkte inhibitorische
Strome begunstigt. Die Herunterregulation beidestétne kann zur Zunahme von
postsynaptischen ungeclusterten Rezeptoren mit rebh&ABA-Affinitdt und
schnellerer Wiedertffnungszeit beitragen. Dies kéneine bessere Verwertung
herabgesetzter GABA-Konzentrationen ermoglichenrcbueine verringerte Anzahl
von Bindungsstellen ay? und eine relative Zunahme von Rezeptoren, welattg der
konstitutiven Endozytose unterliegen, konnte dieddzytoserate sinken und die
Rezeptorzahl konsekutiv steigen, was wiederum gerstarkte Inhibition zur Folge
haben kann. Die Herunterregulation dgR-Untereinheit konnte weiterhin zu
verminderter Regulation durch die PKC fiihren unchatnierdurch eine erhohte
Rezeptorzahl begiinstigen. Die beobachtete Heregidation ist transient.

Die Verringerung der Endozytoserate und/oder diduR&on der Anzahl geclusterter
Rezeptoren konnen zwei Wege zur kurzfristigen \aeksing der GABAergen
Erregungsuberleitung darstellen und die Reaktiom den Verlust GABAerger
Afferenzen reprasentieren.

Die Herunterregulation der beiden Proteine zur weksing der inhibitorischen
Uberleitung wurde in der Literatur bisher nicht tfaseben. Sie konnte der besonderen
Situation in der Lc geschuldet sein. Aul3erdem sindier GABAergen Inhibition einige
weitere Proteine involviert. Die Untersuchung dHirse kénnte weitere Einblicke in die

Vorgange erméglichen und die Rolle vghund GABARAP weiter prazisieren.
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Die Aufklarung stattfindender Kompensationsmechaeis und -wege fuhrt zur
Vertiefung des Verstandnisses fir neurodegenerdnkeankungen und kann neue

Ansatzpunkte zur Therapie enthillen.
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