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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Familie der LDL-Rezeptoren

Lipoproteinrezeptoren sind transmembrane Zelloberflachenproteine, die ihre
Liganden spezifisch erkennen, binden und mittels Endozytose in die Zelle
transportieren konnen.

Die Proteinfamilie der LDL-Rezeptoren (low density lipoprotein, LDL) umfasst sieben
strukturverwandte Kernmitglieder, die in unterschiedlichen Gewebearten und
Organen exprimiert werden und eine Vielfalt an biologischen Funktionen erflllen. Zu
den Kernmitgliedern der Familie gehéren LDL-Rezeptor, LDL receptor-related protein
1 (LRP1), LRP1b, Megalin, VLDL-Rezeptor, Apolipoprotein E Rezeptor 2 (ApoER2)
und MEGF7 (multiple epidermal growth factor (EGF) repeat containing protein). Der
namensgebende Rezeptor der Familie, der LDL-Rezeptor, wurde zuerst entdeckt und
ist in der Leber an der Cholesterinhomdostase beteiligt. Der LDL-Rezeptor bindet die
LDL-Partikel und entfernt sie aus der Zirkulation mittels Endozytose. In der familiaren
Hypercholesterolamie ist der LDL-Rezeptor durch die Mutationen in seiner
Funktionalitéat eingeschrankt, was zu einem dramatisch erhdhten Cholesteringehalt
im Blutplasma der Betroffenen fuhrt. Die homozygoten Trager der mutierten Ldlr-
Allele sterben an einem Herzinfarkt innerhalb der ersten zwanzig Lebensjahre. Dies
unterstreicht die physiologische Funktion des LDL-Rezeptors im Lipidstoffwechsel
und der Cholesterinhomoostase (Herz and Bock 2002). Urspringlich wurde die
hypothetische Funktion anderer LDL-Rezeptorfamilienmitglieder ebenfalls auf den
Lipidstoffwechsel beschrankt. Weitere Studien demonstrierten allerdings, dass die
biologische Funktionalitat dieser Rezeptoren viel breiter gefachert ist (May and Herz
2003). So werden die Rezeptoren VLDLR und ApoER2 nicht nur in der Leber,
sondern auch in den Neuronen verstarkt exprimiert. Dort fungieren sie als
Rezeptoren fur das Signalprotein Reelin und spielen eine entscheidende Rolle in der
Steuerung der neuronalen Zellmigration wahrend der Embryogenese (Novak 1996;
Tissir and Goffinet 2003). LRP1 ist einer der grof3ten Vertreter der LDL-
Rezeptorfamilie und wird verstarkt in der Leber und den Neuronen exprimiert.
Anfangs wurde ihm eine Rolle in der Internalisierung der Chylomicronen und der mit
Triglyceriden angereicherten Partikel zugeschrieben (Rohlmann 1998). Weitere
Untersuchungen demonstrierten allerdings, dass LRP1 eine Rolle in der Regulation

von Proteasen und ihrer Inhibitoren sowie in der Embryogenese (Strickland 1990; Bu
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1992; Herz 1992). Zwei weitere groldte Vertreter der LDL-Rezeptorfamilie sind LRP1b
und Megalin (LRP2). LRP1b hat eine ungefahr 60%ige Sequenzhomologie mit LRP1
und fungiert vermutlich als ein Tumorsupressorgen (Liu and Rice 2000). Megalin
wurde als ein renaler Endozytoserezeptor identifiziert und ist fir die Internalisierung
von Vitamin- und Steroid-bindender Proteine zustandig (Christensen and Willnow
1999; Nykjaer 1999). Die Letalitdt der Megalin knock-out Tiere, die schwere Defekte
in der Entwicklung des Vorderhirns zeigen, demonstriert allerdings, dass dieser
Rezeptor ebenfalls eine Rolle in der Embryogenese zu spielen scheint (Willnow
1996). Uber die Funktion des MEGF7 ist zur Zeit nur wenig bekannt (Herz and Bock
2002).

Cysteinreiche Ligandenbindestellen

Epidermal growth factor (EGF) LRPA LRP1B  Megalin
YWTD-Domane
O-glykosylierte Domane
Transmembrandomaéane

Zytosolische Domane mit
1-2 NPxY-Motiven

Fibronectin Wiederholungssequenz

VPS10-Homologiedoméane

@o & = © 0 ©

LR11/SorLA

LOL-R VLOL-R  ApcER2  LRPS LRPE
|

1 i

1 NPxY- MNPxY- 1 - 1 NPxY- 2NPxY- 2 NPxY- 3 NPxY- FANSHY
Motiv Moty Motiv Moty Motive Mative Motive

Abbildung I. Die Kernmitglieder der LDL-Rezeptorfamilie.

(veréndert aus Herz und Bock, Annu. Rev. Biochem., 2002)

Alle Mitglieder der LDL-Rezeptorfamilie haben funf typische strukturelle Merkmale
gemeinsam. Die Anwesenheit aller funf Merkmale wurde als ein notwendiges

Kriterium fur die Zugehorigkeit eines Proteins zu den Kernmitgliedern der Familie
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festgelegt. Die Anzahl der Merkmale kann zwischen unterschiedlichen Rezeptoren
variieren, doch die Reihenfolge bleibt stets erhalten (Abb. 1). So zahlt zu den
typischen Merkmalen mindestens eine Ligandenbindungsdoméne, die sich aus
aufeinanderfolgenden cysteinreichen Wiederholungssequenzen zusammensetzt.
Nach der Ligandenbindungsdoméne folgt eine propellerédhnliche B-Faltblattstruktur,
die sich aus den YWTD-Doméanen zusammensetzt. Diese wird von EGF-ahnlichen
(epidermal growth factor) cysteinreichen Wiederholungssequenzen flankiert (Springer
1998; Jeon 2001). Darauf folgen eine einzelne Transmembrandomane und der
zytosolische C-terminale Teil des Rezeptors mit mindestens einem NPxY Motiv. Die
Buchstaben N, P und Y stehen fur die entsprechenden Aminosauren Asparagin,
Prolin und Tyrosin. Das x kann jede beliebige Aminosaure reprasentieren. Das NPxY
Motiv ist von zentraler Bedeutung fur die Internalisierung der Rezeptoren. Dartber
hinaus fungiert es als Bindestelle fur die zytoplasmatischen Interaktionspartner der
LDL-Rezeptorfamilienmitglieder, dabei ist die Phosphorylierung des Tyrosins
innerhalb des Motivs von entscheidender Bedeutung (Krieger and Herz 1994,
Willnow 1999; Barnes 2001; Boucher 2002; Betts 2008).

Neben den Kernmitgliedern der Familie, die alle finf Merkmale beinhalten, existieren
Rezeptorproteine, die strukturell &hnlich sind, aber nicht alle LDL-Rezeptorfamilien-
typischen Doméanen haben. Diese Rezeptoren werden zwar nicht zu den
Kernmitgliedern der Familie gezahlt, gelten trotzdem als nahe verwandte Proteine.
Drei Vertreter dieser Gruppe sind LRP5, LRP6 und LR11 (SorLA). LRP5 und LRP6.
haben keine NPxY Motive in ihrem C-terminalen Teil, spielen aber eine wichtige
Rolle im Wnt-Signaltransduktionsweg, welcher fur die Embryonalentwicklung von
grol3er Bedeutung ist (Pinson 2000; Tamai 2000). LR11/SorLA enthéalt zusatzlich eine
VPS10 (vascular protein sorting) Domane, welche in die Sortierungsvorgange der

intrazellularen Vesikeln involviert ist (Marcusson 1994).

1.1.1 Struktur und Funktionen des Lipoprotein Rezep  tor-related Protein 1
(LRP1)

LRP1 ist ein ca. 600kDa grof3es transmembranes Glykoprotein des Typ I. LRP1 wird
in fast allen Gewebearten exprimiert, die héchste Expressionsrate wurde jedoch in
Gehirn und der Leber ermittelt (Herz 1988; Bu 1994). Es wird als ein Vorlauferprotein
in das Innere des Endoplasmatischen Retikulums (ER) translatiert und nach der

vollstdndigen Glykosylierung im spaten Golgi durch die Protease Furin in zwel
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Fragmente geschnitten, die als a- oder B-Kette bezeichnet werden. Die groR3ere ca.
515kDa schwere ao-Kette bleibt jedoch mit der kleineren 85kDa schweren
membrangebundenen (B-Kette nicht-kovalent assoziiert (Herz 1990; Willnow 1996).
Die a-Kette wird nach der Integration des LRP1 in die Zellmembran in den
extrazellularen Raum exponiert. Sie enthélt vier Ligandenbindungsdomanen, die
mehr als 40 unterschiedliche Liganden binden kénnen (Lillis 2005). Die genaueren
Untersuchungen des Bindungsverhaltens von LRP1 demonstrierten, dass die
Mehrheit der Liganden an die Ligandenbindungsdomanen Il und IV bindet (Strickland
and Ranganathan 2003). Die grofe Anzahl der Liganden tragt vermutlich zu dem
breiten Spektrum an biologischen Prozessen bei, in die LRP1 involviert zu sein
scheint (May and Herz 2003; Lillis 2005). Zu den wichtigsten Liganden des LRP1
zéhlen ApoE, aktiviertes a2-Makroglobulin, gewebespezifischer
Plasminogenaktivator (tPa), Amyloid Beta (AB) und PDGF (Lillis 2005). Nach der
Bindung der Liganden wird LRP1 internalisiert und entlasst seine Ladung in das
Endosom. AnschlieRend wird der Rezeptor zurtick zu der Zelloberflache transportiert.
Wahrend des Reifungsprozesses von LRP1 im Endoplasmatischen Retikulum
werden die Ligandenbindungsdomanen durch das Protein RAP (receptor associated
protein) besetzt, um eine spontane Bindung der Liganden zu unterbinden und damit
die korrekte Faltung des LRP1 zu ermoéglichen. RAP dient als Chaperon fur alle
Mitglieder der LDL-Rezeptorfamilie und verhindert die unerwinschte Bindung von
Liganden wahrend der Reifung und des Transports zur Zelloberflache (Willnow
1996).

Die B-Kette enthalt die Transmembrandomé&ne und den zytoplasmatischen C-
terminalen Teil von LRP1. Im zytoplasmatischen Teil des LRP1 sind zwei NPxY
Motive und ein YxxL Internalisierungsmotiv enthalten. Das distale NPxY2 Motiv
Uberlappt mit dem YxxL Motiv in der Anordnung NPxYxxL, sodass beide Motive sich
ein Tyrosin teilen (Liu and Rice 2000). Die NPxY Motive sind fur die Bindung der
intrazellularen Adapterproteine verantwortlich, dabei bindet die Mehrheit der
Interaktionspartner an das NPxY2 Motiv und die Phosphorylierung der Tyrosine
innerhalb der NPxY Motive durch z. B. Src oder Proteinkinase A scheint fur die
Bindung essentiell zu sein (Barnes 2001; Barnes 2003; Guttman 2009). Daruber
hinaus verlauft die Phosphorylierung beider NPxY Motive sequenziell, sodass das

Tyrosin Y4507 im NPxY2 Motiv zuerst phosphoryliert werden muss, bevor das



Einleitung

Tyrosin Y4473 im NPxY1 Motiv phosphoryliert werden kann. Darlber hinaus scheint
die Phosphorylierung des NPxY2 Motivs eine verstarkte Exposition des NPxY1
Motivs zur Umgebung zu bewirken (Betts 2008). Die Wichtigkeit der NPxY2 Motive
fur die Funktionalitait des LRP1 wurde von Anton Roebroek und Kollegen
demonstriert. Diese Gruppe stellte drei transgene Mauslinien her, in denen das
NPxY1l (LRP1ANPxY1l), das NPxY2 (LRP1ANPxY2) oder beide Motive
(LRP1ANPxY1/2) durch Alanine substituiert wurden. Wahrend die Inaktivierung des
NPxY1 Motivs oder beider Motive zum perinatal-letalen Phanotyp der Tiere flhrte,
zeigten die Tiere mit dem substituierten NPxY2 Motiv keinen direkt auffallenden
Phéanotyp (Roebroek 2006). Die genauere biochemische Untersuchung der MEF-
Zellen (mouse embryonic fibroblasts), die aus diesen Tieren generiert wurden,
demonstrierten  jedoch, dass LRP1ANPxY2 Zellen eine verminderte
Internalisierungsrate von LRP1 aufweisen (Reekmans 2010).

Nach seiner Entdeckung im Jahr 1988 wurde LRP1 eine Rolle in der Internalisierung
der Chylomikronen und der mit Triglyceriden angereichten Partikeln zugeschrieben
(Herz 1988; Rohlmann 1998). Mit der Entdeckung weiterer Liganden wurde
allerdings das funktionelle Wirkungsspektrum des Rezeptors stetig erweitert. So
wurde demonstriert, dass LRP1 als Rezeptor fur das aktivierte a2M fungiert
(Strickland 1990) und eine wichtige Rolle in der Regulation der Protease-Aktivitaten
spielt (Strickland 1990; Bu 1992). Eine Untersuchung der Tiere mit dem
konditionellen LRP1 knock-out in der glatten Muskulatur demonstrierte eine wichtige
Rolle von LRP1 in der Regulierung der Aktivierungsrate von platelet-derived growth
factor (PDGF) und in der Entstehung von Atherosklerose (Boucher 2002). Die
Fahigkeit von LRP1 das Amyloid Precursor Protein (APP) zu binden und seine
Prozessierung zu beeinflussen, brachte LRP1 in den Zusammenhang mit der
Entstehung der Alzheimer Krankheit (Kounnas 1995; Guenette 1996; Ulery and
Strickland 2000; Pietrzik 2002). Die Experimente mit dem konventionellem knock-out
des Lrpl Gens fiihrten zu einem pranatal letalen Phanotypen der LRP1™ Tiere und
demonstrierten, dass LRP1 eine entscheidende Rolle in der Embryogenese spielt
(Herz 1992).

1.1.2 Die Rolle des LRP1 in der neuronalen Signaltr  ansduktion
Neben der Leber ist die Expressionsrate von LRP1 im Gehirn am héchsten. LRP1

wird in Gliazellen und in Neuronen hauptsachlich am Zellkérper und Dendriten



Einleitung

exprimiert (Bu 1994). Die Entwicklung der konditionellen knock-out Techniken
erlaubte eine spezifische Deletion des Lrpl Gens in Neuronen und dadurch eine
Untersuchung der Funktionen von LRP1 im Gehirn. Diese knock-out Tiere
demonstrierten massive neuronale Stdérungen wie Hyperaktivitat, Muskeltremor,
Ataxie und frihzeitigen Tod (May 2004). Darlber hinaus fuhrte ein konditioneller
knock-out von LRP1 im Vorderhirn zu einer reduzierten Expression von
Synaptophysin und post synaptic density protein (PSD95) in den Gehirnen der Tiere
(Liu 2010). Die Expressionsrate dieser Proteine dient als Marker fur die Anzahl der
Synapsen sowie fir die Dichte der synaptischen Verknipfungen im Gehirn. Eine
Reduktion der Expressionsrate dieser Proteine indiziert somit eine verminderte
synaptische Verkntpfung sowie eine verminderte Anzahl der gebildeten Synapsen.
Die Tiere mit neuronalem LRP1 knock-out zeigen daruber hinaus Verhaltensdefizite
wie Hyperaktivitdt und eingeschranktes Lernvermdgen (May 2004; Liu 2010). Als
eine mogliche molekulare Grundlage dieser Defizite demonstrierten die Autoren eine
reduzierte Expression der Rezeptoruntereinheit NR1 des N-Methyl-D-Aspartat-
Rezeptors (NMDAR) in den Hirnlysaten der Tiere. Ein weiterer Hinweis auf die Rolle
des LRP1 in der Signalubertragung durch den NMDA-Rezeptor lieferten in dieser
Studie die Messungen der Langzeitpotenzierung (LTP) in den Hirnschnitten der Tiere
mit konditionellem neuronalem LRP1 knock-out. Diese Experimente zeigten, dass in
den Hirnschnitten der knock-out Tiere die LTP-Induktion wesentlich spater eintrat (Liu
2010). Die Hinweise auf eine mdgliche Rolle von LRP1 in der Signalibertragung
durch NMDA-Rezeptoren wurden bereits friher publiziert. So wurde demonstriert,
dass LRP1 den gewebespezifischen Plasminogenaktivator (tPa) bindet und in die
Signalubertragung von tPa auf den NMDA-Rezeptor vermittelt (Martin 2008). Diese
Daten werden von Ergebnissen friher publizierter Immunoprézipitationsexperimente
unterstitzt, in denen eine funktionelle Interaktion zwischen LRP1 und PSD95 sowie
NMDA-Rezeptoruntereinheiten NR2A und NR2B belegt wurde (May 2004).

Zusammengefasst zeigen diese Studien, dass LRP1 in der exzitatorischen
Signalubertragung durch NMDA-Rezeptoren und dadurch in den initialen Prozessen
der Gedéachtnisbildung eine Rolle zu spielen scheint wie zum Beispiel bei der

Langzeitpotenzierung der Neurone.
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1.2 Glutamat-Rezeptoren
Die exzitatorische Signallibertragung im ZNS wird hauptsachlich durch zwei Typen

von Rezeptoren gewahrleistet. Beide Typen werden durch den Neurotransmitter L-
Glutamat aktiviert und tragen sowohl zur basalen Signaliibertragung als auch zur
Induktion der Langzeitpotenzierung der Neurone und solcher Prozesse wie das
Lernen und die Ged&achtnisbildung bei (Haberny 2002). Die Typen der L-Glutamat-
Rezeptoren werden anhand des Mechanismus, welcher zur Veranderung des
Membranpotenzials nach der Aktivierung der Rezeptoren fuhrt, unterschieden. Der
ionotrope Rezeptortyp stellt selbst einen lonenkanal dar. Er verédndert das
Membranpotenzial durch eine Konformationsanderung, die zum Offnen der Kanals
fuhrt und den Einstrom der lone in das Zellinnere erlaubt. Im Gegensatz dazu
verandert der metabotrope Rezeptortyp das Membranpotenzial durch die Aktivierung
anderer in die Zellmembran integrierter lonenkanéle. Dieser Mechanismus impliziert

eine intrazellulare SignalUbertragung durch die G-Proteine (Dingledine 1999).

1.2.1 lonotrope Glutamat-Rezeptoren
Drei Typen der ionotropen Glutamat-Rezeptoren existieren im ZNS. Sie werden

anhand ihrer pharmakologischen Eigenschaften unterschieden. Die selektive
Sensitivitat zu dem synthetischen Agonisten, anhand derer die Rezeptoren
identifiziert wurden, fihrten zu der entsprechenden Namensgebung: N-Methyl-D-
Aspartat-Rezeptor (NMDAR); a-amino-3-hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol Propionsaure-
Rezeptor (AMPAR) und Kainat-Rezeptor. Alle drei Rezeptortypen werden von
insgesamt 6 Genfamilien kodiert (Dingledine 1999).

NMDA-Rezeptoren spielen eine Rolle in praktisch allen exzitatorischen synaptischen
Signalubertragungen, in der synaptischen Plastizitdit sowie in der pra- und
postnatalen Entwicklung des ZNS und stellen dadurch den wichtigsten Typ der

ionotropen L-Glutamat-Rezeptoren dar (Lalonde and Joyal 1993; Haberny 2002).

1.2.2 Aufbau und Signaltransduktion des N-Methyl-D-  Aspartat-Rezeptors
Der NMDA-Rezeptor besteht aus mehreren Komponenten, die fir die Erkennung und

die Bindung des Liganden L-Glutamat und des Co-Agonisten Glycin zustandig sind.
Der Rezeptor ist ein Heterotetramer und besteht aus zwei obligatorischen NR1- und
zwei modulatorischen NR2- oder NR3-Untereinheiten. Eine Besonderheit des NMDA-
Rezeptors besteht darin, dass zusatzlich zum Agonisten L-Glutamat der Co-Agonist

Glycin gebunden werden muss, um den Rezeptor zu aktivieren (Erreger 2004). Die
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Glycin-Bindestelle befindet sich an der NR1 Untereinheit. Dieser Umstand macht die
Anwesenheit der NR1 Untereinheit in einem funktionellen NMDA-Rezeptor
obligatorisch (Hirai 1996). Die Bindestelle fur das Glutamat wird an der
Interaktionsstelle zwischen den Untereinheiten NR1 und NR2 gebildet, deswegen
muss ein funktioneller NMDA-Rezeptor beide Untereinheiten enthalten (Laube 1997;
Anson 1998). Daruber hinaus zeichnet sich der NMDA-Rezeptor durch einen
spannungssensitiven Mg?*-Block aus, welcher durch das extrazellular an die NR2-
Rezeptoruntereinheiten gebundenes Mg?*-lon zustande kommt (Cull-Candy 2001).
Die Untereinheiten des NMDA-Rezeptors werden durch insgesamt drei Genfamilien
kodiert. Die NR1 Untereinheit wird durch ein Gen kodiert, existiert jedoch in acht
Varianten, die durch das alternative Spleif3en zustande kommen. Die Untereinheiten
NR2A-D und NR3A-B stellen jede ein einzelnes Genprodukt dar (Hollmann and
Heinemann 1994; Cull-Candy 2001). Strukturell sind die Untereinheiten aller
ionotropen Glutamat-Rezeptoren ahnlich aufgebaut (Abb. I1).

Spleiivariante Extrazellular

N
Ligandenbindungsdomanen

Intrazellular Spleifivarianten
und
Phosphorylierungsstellen

Abbildung II. Struktureller Aufbau der NMDA-Rezeptoruntereinheiten.

(verandert von Homepage University of Bristol;
http://www.bristol.ac.uk/synaptic/receptors/figures/nmdar-structure.gif)

Sie enthalten vier Transmembrandoméanen (M1, M2, M3 und M4), von denen nur drei
die Membran komplett durchspannen, wahrend die M2 Domane eine
Ruckwartsschleife in der Membran bildet und im Zellinneren wieder aus der

Membran austritt. Der Teil der M2 Domane, der in der Membran liegt, bildet die

8
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Innenseite des lonenkanals. Die extrazellular liegende Schleife zwischen den
Transmembrandomanen M3 und M4 beinhaltet die Bindestelle fur Glycin oder
Glutamat. Der C-terminale Teil der Rezeptoruntereinheit, der im Zellinneren liegt,
enthalt zahlreiche Phosphorylierungsstellen sowie Bindestellen fur die Interaktion mit
den Adapterproteinen. Die Unterschiede in der Komposition der Untereinheiten des
NMDA-Rezeptors modulieren dadurch die Signaltransduktionswege, die durch den
Rezeptor angesprochen werden (Dingledine 1999).Ein direkter Effekt der Aktivierung
des NMDA-Rezeptors ist der Ca?*-Einstrom durch den Rezeptor in die Zelle. Neben
einer Depolarisierung der Zellmembran aktiviert Ca®* zahlreiche intrazellulare
Signalkaskaden und Kinasen. Der lonenkanal ist allerdings im Ruhezustand durch
ein von auRen gebundenes Mg?*-lon blockiert. Dieser Magnesiumblock stellt eine
weitere Besonderheit des NMDA-Rezeptors dar. Eine initiale Depolarisierung der
Membran ist notwendig, um das Mg**-lon zu entfernen. Dank dieser Eigenschaft
erkennt der NMDA-Rezeptor die Koinzidenz zwischen der prasynaptischen (die
Ausschittung von Glutamat) und der postsynaptischen Aktivitdt (gentigend starke
Depolarisierung der postsynaptischen Zellmembran). Dadurch muss eine gewisse
synaptische Aktivitat bereits vorhanden sein, damit die Membran depolarisiert und
die NMDA-Rezeptoren aktiviert werden. Dies wird in der Regel durch die AMPA-
Rezeptoren gewéhrleistet (Collingridge and Bliss 1995). Die Komposition der NMDA-
Rezeptoren variiert zwischen Hirnarealen und &ndert sich wahrend der Entwicklung
des Gehirns. Die NR2A-Rezeptoruntereinheit ist die dominante Form im adulten
Vorderhirn, Hippokampus und Cerebellum. Wahrend im embryonalen Gehirn die
NR2B-Untereinheiten dominiert. Diese wird in den ersten zwei Wochen nach der
Geburt allmahlich durch die NR2A-Untereinheit ersetzt (Barria and Malinow 2002;
Bellone and Nicoll 2007). Die Expression der NR2B-Untereinheiten ist im

Riechkolben, Hippokampus und im zerebralen Kortex am starksten (Haberny 2002).

1.2.3 Regulation der NMDA-Rezeptoren durch die Phos  phorylierung
Die Variationen in der Anzahl, der Lokalisierung und der Komposition an der

Zelloberflache  exprimierter NMDA-Rezeptoren  stellen  einen  wichtigen
regulatorischen Mechanismus ihrer Aktivitdt dar. Diese werden im Zuge der
Entwicklung und als Antwort auf neuronale Aktivitdt verandert. Die Regulierung
dieser Prozesse erfolgt hauptsachlich durch die Modifizierung der C-terminalen
Doménen der NMDA-Rezeptoruntereinheiten. Die C-terminalen Domanen stellen die
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variabelsten Regionen der NMDA-Rezeptoruntereinheiten dar und spielen eine
kritische Rolle in der Feinregulierung der Funktion und Komposition der Rezeptoren.
So regulieren sie die Interaktionen mit einer Bandbreite an intrazellularen
Adapterproteinen. Diese Interaktionen dirigieren unter anderem den intrazellularen
Transport und die Lokalisierung des Rezeptors innerhalb der Zellmembran. Darlber
hinaus koppeln die unterschiedlichen NMDA-Rezeptoruntereinheiten den Rezeptor
zu den unterschiedlichen Signaltransduktionswegen, was das Wirkungsspektrum der
Rezeptoren zusatzlich erweitert (Chen and Roche 2007).

Wie bereits erwahnt, stellen die NR2A und NR2B Rezeptortypen die wichtigsten
NMDA-Rezeptortypen im Gehirn dar (Cull-Candy 2001). Wahrend der NR2A Typ sich
durch relativ schnelle Kinetiken mit ca. 100ms Deaktivierungszeit auszeichnet,
demonstriert NR2B Rezeptor langsamere Kinetiken mit ca. 250ms Deaktivierungszeit
(Cull-Candy and Leszkiewicz 2004). Das Verhaltnis zwischen NR2B/NR2A
Expression sinkt mit der Entwicklung des Gehirns, nichtsdestotrotz bleibt die
Expressionsrate des NR2B-Rezeptors auch im adulten Gehirn im Vorderhirn und
Hippokampus relativ hoch (Cull-Candy 2001). Viele spezifische Eigenschaften der
NMDA-Rezeptoren wie die Bindung von Glutamat, der Mg®*-Block und die
Aktivierungs-/Deaktivierungskinetiken werden durch die NR2-Rezeptoruntereinheiten
gewahrleistet (Furukawa 2005). Daher ist es nicht verwunderlich, dass die
Expression und Lokalisation dieser Untereinheiten einer strikten Kontrolle
unterliegen. Die Phosphorylierung stellt einen wichtigen Mechanismus zur
Regulierung der Expression von NMDA-Rezeptoren und ihrer
Untereinheitenkomposition dar. Die NMDA-Rezeptoruntereinheiten  werden
hauptsachlich in ihren intrazellularen C-terminalen Domé&nen speziell an den
Serinen/Threoninen oder Tyrosinen phosphoryliert. Wahrend die Phosphorylierung
der NR2A und NR2B-Rezeptoruntereinheiten an Serinen eher einen Einfluss auf die
Rezeptorstrome oder die Aktivierbarkeit der Rezeptoren ausibt, reguliert die
Phosphorylierung an Tyrosinen die Expression an der Zelloberflache (Chen and
Roche 2007). Die Regulation der Expression an der Zelloberflache durch die
Phosphorylierung ist fir die NMDA-Rezeptoren, die NR2B-Untereinheitenen
enthalten, am besten charakterisiert (Abb. IIl).
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NRZEB

Abbildung Ill. Regulierung der Expression von NR2B-Rezeptoruntereinheit an der Zelloberflache.

(A) Eine Phosphorylierung am Tyrosin 1472 verhindert die Bindung des Adapterproteins 2 (AP2). Das
Serin 1480 ist dephosphoryliert und bindet an PSD95. (B) Eine Phosphorylierung von S1480 durch
Kasein Kinase Il (CKII) I6st die Bindung zwischen NR2B und PSD95 und entfernt die Kinase Fyn von
Y1472. AnschlieBende Dephosphorylierung von Y1472 ermdglicht die Bindung von AP2. (C) NR2B-
Rezeptoruntereinheit wird internalisiert. (veréandert nach A. Sanz-Clemente, Neuron 2010).

In diesem Mechanismus sind zwei Phosphorylierungspositionen von entscheidender
Bedeutung. Bei diesen Positionen handelt es sich um das Serin 1480 und das
Tyrosin 1472. Das Serin 1480 (S1480) liegt innerhalb des ESDV-Motivs am C-
terminalen Ende der NR2B-Untereinheit. Dieses Motiv ist fur die Interaktion der
Untereinheit mit der PDZ-Doméne (PSD95/DIgl/Zo-1) des post synaptic density
Proteins (PSD95) verantwortlich. Eine Phosphorylierung am Serin 1480 innerhalb
dieses Motivs durch die Kasein Kinase Il (CKII) unterbindet die Interaktion von NR2B
mit PSD95 (Suzuki and Okumura-Noji 1995; Chung 2004). Dies fihrt zur Auslésung
des NR2B NMDA-Rezeptors aus den postsynaptischen Rezeptoren-Clustern und
entfernt den Rezeptor von der Kinase Fyn, die in diese Cluster integriert und fir die
Phosphorylierung des Tyrosins 1472 zustandig ist (Nakazawa 2001). Das Tyrosin
1472 (Y1472) liegt innerhalb des YEKL-Motivs der NR2B-Rezeptoruntereinheit. Das
Motiv ist fur die Interaktion mit dem Adapterprotein 2 (AP2) verantwortlich. Die
Bindung des AP2 an das YEKL-Motiv vermittelt die Interaktion mit Clathrin und fuhrt
zur Endozytose des Rezeptors (Roche 2001; Lavezzari 2003). Die Phosphorylierung
des Tyrosins 1472 innerhalb des YEKL Motivs durch die Fyn-Kinase unterbindet die
Interaktion zwischen NR2B NMDA-Rezeptoren und AP2, unterbindet dadurch die

Endozytose des Rezeptors und stabilisiert ihn an der Zelloberflache (Nakazawa
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2001; Chen and Roche 2007). Eine Dephosphorylierung am Tyrosin 1472 bei
gleichzeitiger Phosphorylierung des Serins 1480 am C-terminus der NR2B-
Rezeptoruntereinheit stellen damit ein Signal fur die Internalisierung des Rezeptors
dar (Perez-Otano 2001; Chen and Roche 2007; Sanz-Clemente 2010).
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1.3 Zielsetzung der Arbeit
Aus friheren Arbeiten ist es bekannt, dass LRP1 und die NMDA-Rezeptoren eine

funktionelle Interaktion eingehen kodnnen und vermutlich zusammen in der
Zellmembran exprimiert werden (May 2004). Daruber hinaus wurde demonstriert,
dass LRP1 bei der Signalubertragung von tPa auf NMDA-Rezeptor eine
entscheidende Rolle zu spielen scheint. Dies wurde damit belegt, dass die Effekte
von tPa auf NMDA-Rezeptor durch eine Blockade der Ligandenbindungsdoméanen
von LRP1 durch RAP (receptor associated protein) unterbunden werden konnte
(Martin 2008). Dartiber hinaus wurde mit Hilfe der primaren LRP1ANPxY2 Neurone
gezeigt, dass eine Substitution des NPxY2 Motivs durch Alanine diese
Signaltubertragung erheblich beeintrachtigt. Dieser Umstand deutet darauf hin, dass
ein intaktes NPxY2 Motiv von LRP1 fir die funktionelle Interaktion mit dem NMDA-
Rezeptor von entscheidender Bedeutung ist (Roebroek 2006; Martin 2008).
Zuséatzlich demonstrierten Verhaltensstudien an Tieren mit einem konditionellen
neuronalen LRP1 knock-out Defizite im Lernvermégen und Hyperaktivitat (May 2004,
Liu 2010). Diese Defizite wurden in friheren Arbeiten unter anderem mit einer
eingeschrankten Funktion oder veranderten Expression der NMDA-Rezeptoren des
Typs NR2A oder NR2B in den Zusammenhang gebracht (Morris 1986; Tang 1999;
Dalton 2011). Daruber hinaus wurde eine Reduktion der Expressionsrate der NR1
NMDA-Rezeptoruntereinheit in den Hirnlysaten der Tiere mit einem LRP1 knock-out
im Vorderhirn festgestellt (Liu 2010). Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse auf
eine wichtige Rolle von LRP1 bei der Signaltransduktion des NMDA-Rezeptors hin.
Wie bereits erwahnt, unterliegt die Regulierung der Expression von NMDA-
Rezeptoren an der Zelloberflache einer strikten Kontrolle und das YEKL Motiv in der
NR2B-Untereinheit spielt bei der Internalisierung der NMDA-Rezeptoren
offensichtlich eine wichtige Rolle. Nichtsdestotrotz werden die NR2B-Untereinheiten,
bei denen das YEKL-Motiv durch Alanine substituiert wurde, in einem verminderten
Mafl3e internalisiert (Lavezzari 2003). Dieser Umstand deutet daraufhin, dass die
Internalisierung der NMDA-Rezeptoren nicht ausschlie3lich durch eine direkte
Clathrin-vermittelte Endozytose stattfindet, sondern auch andere, noch unbekannte
Mechanismen impliziert. Eine Bindung von LRP1 an NMDA-Rezeptor Untereinheiten
NR2A und NR2B wurde bereits demonstriert (May 2004). Zusatzlich wurde ein
Mechanismus fir die Co-Internalisierung anderer Proteine mit LRP1 beschrieben, in

dem das APP (Amyloid Precursor Protein) durch einen intrazellularen Adapterprotein
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Fe65 an LRP1 gebunden und zusammen mit LRP1 internalisiert wird (Pietrzik 2002;
Pietrzik 2004). In Anlehnung an diese Daten kann ein Mechanismus zur Regulierung
der Aktivitat des NMDA-Rezeptors durch LRP1 vorgeschlagen werden, in dem der
NMDA-Rezeptor zusammen mit LRP1 internalisiert wird. Die bisher veréffentlichen
Studien zu diesem Thema befassten sich ausschlief3lich mit der Expression des
NMDA-Rezeptors in den Lysaten primarer Neurone oder Hirnlysaten der Tiere mit
neuronalem LRP1 knock-out. Dementsprechend wurde eine mogliche regulatorische
Rolle von LRP1 in der Expression der NMDA-Rezeptoren an der Zelloberflache nicht
ausreichen untersucht (May 2004; Liu 2010). Die LRP1ANPxY2 Tiere stellen in
diesem Zusammenhang ein geeignetes Modell dar, da eine wichtige Rolle des
NPxY2 Motivs in der tPa-vermittelten Signaltransduktion des LRP1 auf NMDA-
Rezeptor mit Hilfe der primaren Neurone aus diesen Tieren bereits demonstriert
wurde (Roebroek 2006; Martin 2008). Dariber hinaus fuhrte diese
Substitutionsmutation zu einer verminderten Endozytoserate des LRP1 in mouse
embryonic fibroblasts Zelllinie (Reekmans 2010). In dieser Arbeit wurde tberprift, ob
die eingeschrankte Funktionalitat des NPxY2 Motivs von LRP1 der LRP1ANPXY2
Tiere ebenfalls zu einer reduzierten Internalisierungsrate von LRP1 in primaren
kortikalen Neuronen fuhrt. Des Weiteren wurde untersucht, welche Auswirkungen
eine reduzierte Internalisierungsrate des LRP1 in den LRP1ANPxY2 Neuronen auf
die Expression der NMDA-Rezeptoruntereinheiten NR1, NR2A und NR2B im Zytosol
sowie an der Zelloberflache hat. Anschlie3end wurde die Rolle des NPxY2 Motivs
von LRP1 in der Regulierung der Interaktion mit der NR2B-Rezeptoruntereinheit,
sowie in der LRP1-vermittelten Internalisierung des NMDA-Rezeptors ermittelt. Nach
der Charakterisierung des biochemischen Phénotyps der primaren LRP1ANPXY2
Neurone wurden die Auswirkungen der Alanin Substitution auf die Aktivitat und das

Lernverhalten der knock-in Tiere untersucht.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Acrylamid 40% (29:1)/Bisacrylamid
Agarose

Agarose-G-Beads
Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat(APS)
B-Merkaptoenthanol

Biotin NHS-LC-LC

Biotin NHS-S-S

Bromphenolblau

BSA (Bovine Serum Albumin)
Calciumchlorid (CaCl,)

Coomassie Brilliant Blue

dNTPs

EDTA

Essigsaure

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fotales Kalberserum (FBS)

Glycerol

Glycin

HEPES

Igepal (NP-40)

Immobilisierte Agagose-Neutravidin-Beads
Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Methanol

Natriumazid (NaNs)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumpyruvat

Poly-L-Ornithin

Ponceau S

Rinderalbumin
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Roth, Karlsruhe
GIBCO/BRL, Eggenstein
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Thermo, Rockford, USA
Thermo, Rockford, USA
Roth, Karlsruhe

Pierce, Bonn

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
PegLab, Erlangen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Gibco Paisley,Schottland
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Thermo, Rockford, USA
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Ralphs, Kalifornien
Merck/Gibco, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
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Sodiumdodecylsulfat (SDS)

SuperSignal® Substrat fiir Western Blot
TEMED (N,N,N’,N -Tetramethylethylendiamin)
Tris

Tris-hydrochlorid

Triton X-100

Trypsin/EDTA

Tween 20

2.2 Antibiotika
Gentamycin
Penicillin/Streptomycin

2.3 Gerate und Laborhilfsmittel
Agarose Gel Elektrophorese System

Agarose Geldokumentation Intas Gel Imager
CO,- Brutschrénke

Erlenmeyerkolben

Flachbettschuittler

Schweiz
Gefrier- und Kiuhlschrénke

Heizblock

LAS 3000 FujiFilm
Lichtmikroskope
Magnetrihrer RCT
Mikrotiterplatten-Lesegeréat

Mini Protean Ill, Western Elektrophorese System

Mini Protean Ill, Western Blotting System
Pasteurpipetten

pH-Meter

Pipetten 1 pl-1 ml

Pipettierhilfe accu-jet

Power Pac 300

Protan Nitrocellulose-Membran

Dassel

Thermocycler Tpersonal

Sterilbank SterilGrad
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BioRad, Minchen
Pierce, Rockford, USA
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Gibco Paisley,Schottland
Sigma, Deisenhofen

Gibco Paisley,Schottland
Gibco Paisley,Schottland

BioRad, Munchen
INTAS, Gottingen
New Brunswick, USA
Schott, Mainz

Infors, Boltmingen,

-80C Heraeus

-20C Liebherr

+4<C Liebherr
Eppendorf, Hamburg
Fuji, Japan

Zeiss, Gottingen

IKA, Staufen

Inthas, Mikrosysteme
BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen
Roth, Karlsruhe
inoLab, Weilheim
Gilson

VWR, Darmstadt
BioRad, Miinchen
Schleicher & Schuell,

Biometra, Gottingen
Nunc, Wiesbaden
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UV-Photometer GeneRay

Vortex-Genie 2™
Zurich
Waagen

Wasserbad GFL1086
Xcell Il Surelock Elektrophorese Tank
Zentrifuge Hettrich Universal 32

Zentrifuge Eppendorf 5415D
Zentrifuge Hereaus Fresco
Zentrifuge Sorvall RC5B
Ultrazentrifuge Optima TLX

2.4 Verbrauchsmaterialien
Eppendorf-ReaktionsgefalRe 1,5ml

Schweiz

Filterpapier

Dassel

Glaspipetten 1 ml-20 ml
Gewebekulturflaschen 25 und 75 cm?
Schweiz

Gewebekulturschalen (@ 3 cm, 6 cm, 10 cm)
Schweiz

Mikrotest Platten 96-well
Nitrocellulose-Transfermembran
NuPage™ 4-12 %ige Bis-Tris Gradientengele

Parafilm® American National Can™
Petrischalen g 10 cm
Pipettenspitzen 10 pul-1000 pl
Kryoréhrchen

ReaktionsgefalRe 0,5, 1,5 und 2,0 ml
Sterilfilter, Minisart, 0,2 mm Nitrocellulose
sterile Plastikréhrchen 15 ml

sterile Plastikrohrchen 50 ml

Zellschaber

Schweiz
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Bioimetra, Gottingen
Bender & Hobein AG,

Sartorius BP 21005
Mettler PL1200
GFL, Burgwedel
Novex

Hettrich, Tuttlingen

Eppendorf, Hamburg
Kendro, Langenselbold
Kendro, Langenselbold
Beckman, Krefeld

TPP, Trasadingen,

Schleicher & Schuell,

VWR, Darmstadt
TPP, Trasadingen

TPP, Trasadingen

Sarstedt, Numbrecht
Hartenstein, Wirzburg
Invitrogen, Karlsruhe

Neeah, USA
Sarstedt, Numbrecht
Starlab, Ahrensburg
Apogent, Wiesbaden

Eppendorf, Hamburg
Sartorius, Goéttingen
Greiner, Nurtingen
Sarstedt, Braunschweig
TPP, Trasadingen
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Zentrifugenrdéhrchen TPP, Trasadingen
Schweiz

18



Methoden

3 Methoden

3.1 Primare Zellkultur

3.1.1 Praparation und Kultivierung primarer kortika ler Neurone

Primare kortikale Neurone wurden aus C57BL6 Wildtyp oder C57BL6 LRP1ANPXY2
knock-in Mauseembryonen (E15-16) isoliert. Die knock-in Méuse beherbergen eine
Mutation im Lrpl Gen. Diese Mutation fihrt zu einer Aminosaurensubstitution
innerhalb des distalen NPxY Motivs (NPxY2) der B-Kette von LRP1 und bewirkt
einen Austausch der Aminoséuren Asparagin (N), Prolin (P) und Tyrosin (Y) durch
Alanine (NPVYATL -> AAVAATL). Sie wurde durch die Rekombinase-vermittelte
Kassettenaustausch-Technik (RMCE) in das LRP1 Gen eingefuhrt (Roebroek 2006).
Bedingt durch den Umstand, dass das Tyrosin im NPxY2 Motiv von LRP1 auch zu
dem Endozytose-Motiv YxxL (YATL) gehort, ist das Letztere von der Mutation
ebenfalls betroffen (Liu and Rice 2000). Diese Mutation ist insofern von Bedeutung,
dass die Phosphorylierung des Tyrosins Y4507 in NPVYATL Motiv durch
Proteinkinasen den Rezeptor aktiviert und die Interaktion mit den Adapterproteinen
ermdglicht (Guttman 2009). Dariiber hinaus fihrt diese Substitution im Endozytose-
Motiv YATL zu einer verminderten Internalisierungsrate von LRP1 (Reekmans 2010).
Zur Isolierung kortikaler Neurone wurde zunachst das trachtige (E15-16) Weibchen
mit Hilfe von Isofluran (Forene® Abbot) narkotisiert und durch eine Cervicalwirbel-
Dislokation getdtet. Die Entnahme der Embryonen erfolgte per Kaiserschnitt (sectio
caesarea). AnschlieBend wurden die Embryonen aus der Gebarmutter und
Fruchtblase freigelegt, dekapitiert und die Kopfe im eiskalten PBS aufbewahrt. Direkt
im Anschluss wurden die Gehirne aus den Schadeln entnommen und im eiskalten
PBS bis zur weiteren Aufbereitung aufbewahrt. Die Kortices wurden freiprapariert
und die Meningen entfernt. Alle Kortices der Embryonen eines Muttertieres wurden in
einer Schale mit eiskalten HBSS gesammelt, vorsichtig zerteilt und fir 15min bei
Raumtemperatur auf einer Wippe trypsinisiert. Die Gewebefragmente wurden
anschlieRend 2min bei 1200rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgesaugt, die Gewebefragmente mit 10ml Neurobasalmedium Uberschichtet und
durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren mechanisch zerkleinert. Anschliel3end
wurde die Zellsuspension durch eine doppelte Gaze filtriert und der Durchfluss 5min
bei 1200rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10ml Neurobasalmedium

resuspendiert und die Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Kammer gezahlt. Die Zellen
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wurden anschlieBend in Poly-L-Ornithin-beschichteten 6-well Platten (1,5 x 10°
Zellen) oder 6 cm (6,5 x 10° Zellen) Schalen ausgesat. Die Kultivierung erfolgte fiir
weitere 14 Tage (days in vitro DIV14) bei 37C und 5% CO , im Brutschrank ohne

Mediumwechsel.

Neurobasalmedium HBSS

Neurobasal mit Phenolrot CaCl,

2% (v/v) B27-Supplement MgCl,

10pg/ml Gentamycin Phenolrot

100U/ml Penicillin 10pg/ml Gentamycin

100pg/ml Streptomycin
1 X Glutamax

PBS (pH 7.,4) Poly-L-Ornithin
137mM NaCl 100 pg/mlin PBS
2,7mM KCI

10mM NaHPO,4 Trypsin/EDTA in PBS
1,8mM KH,PO4 0,05% (w/v) Tpypsin

0,02% (wiv) EDTA

3.1.2 Bestimmung der Zellvitalitat im AlamarBlue As  say
Fur die Bestimmung der Zellvitalitét wurde ein AlamarBlue-Assay auf Basis von

Resazurin durchgefuhrt. Resazurin ist ein blauer Farbstoff, welcher durch eine
Reduktion zum rosafarbenen Resorufin umgesetzt wird. Das Resazurin ist ungiftig
und eignet sich aufgrund dieser Eigenschaften zur Bestimmung des Redoxpotentials
der Zelle. In dieser Arbeit wurde eine fertige Komplettlosung ,AlamarBlue*
(Invitrogen, Karlsruhe) zu diesem Zweck verwendet. Die primaren Neurone wurden in
einer 6-well Platte bis DIV5 kultiviert. Die 1x AlamarBlue L6ésung wurde durch eine
Verdinnung der 10x AlamarBlue Stammlésung mit NBS Medium im Verhaltnis 1:10,
wie vom Hersteller angegeben, hergestellt. AnschlieBend wurde das
Kultivierungsmedium abgenommen und mit 1x AlamarBlue LOsung ersetzt. Die
Platten wurden fur 4h bei 37T im Brutschrank inkub iert. Parallel wurde eine zellfreie
leere 6-well Platte mit AlamarBlue Losung geflllt und ebenfalls im Brutschrank fur 4h

platziert. Sie wurde als Negativkontrolle verwendet. Zur Auswertung wurden nach 4h
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jeweils 200ul Medium pro Well in eine 96-well Platte Uberfihrt und die Adsorption bei
562nm (Resorufin) und 590nm (Resazurin) in einem Mikrotiterplatten-Photometer
(Anthos 2010) gemessen. Der prozentuale Anteil an reduziertem Resazurin wurde
aus dem Verhaltnis der Adsorption 562nm/590nm berechnet. Die Daten wurden auf

die Werte der zellfreien Negativkontrolle korrigiert.

3.1.3 Behandlung primérer Neurone mit Cycloheximid
Zur Untersuchung der Degradierungsrate der Proteine im Zellinneren oder an der

Zelloberflache wurden die Neurone mit Cycloheximid (CHX) behandelt. Das
Cycloheximid ist ein vom Bakterium Streptomyces griseus stammendes Antibiotikum,
welches die Translation in eukaryotischen Zellen hemmt. Die Wirkung kommt durch
eine Hemmung der Peptidyltransferase-Aktivitat der 60S Untereinheit eukaryotischer
Ribosomen zustande.

Die primaren Neurone am DIV14 in 6cm Schalen wurden eingesetzt. Das
Neurobasalmedium wurde zu den festgelegten Zeitpunkten von den Zellen
abgenommen mit 20ug/ml CHX versetzt und wieder auf die Zellen pipettiert. Die
Zellen wurden zurtick in den Brutschrank transportiert und far, 4, 6 und 8 Stunden
inkubiert. Die Oberflachenproteine der Neurone wurden mit Hilfe der
Oberflachenbiotinylierung markiert, die Zellen anschliel3end lysiert und mit Hilfe der
SDS-PAGE-Technik und des Western-Blots analysiert.

3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Zelllyse und Proteinbestimmung

Zur weiteren Untersuchung der Proteine wurden die Zellen lysiert. Hierzu wurde die
Kulturschale auf Eis Uberfuhrt, das Medium abgesaugt und die Zellen mit 1ml
eiskaltem PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen mit 1,5ml eiskaltem
PBS versetzt und mit einem Zellspatel vom Boden der Schale abgekratzt. Die
Zellsuspension wurde 5min bei 7000rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Die Pellets wurden je nach Groél3e mit 15-50ul RIPA-Lysispuffer resuspendiert und
20min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Suspensionen bei 13000rpm und
4T zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde abgeno mmen und in neue GefaRe
Uberfuhrt.

Fur die Proteinbestimmung wurde das BCA Protein Assay Kit der Firma Pierce

(Bonn) verwendet. Dazu wurden 5ul des erhaltenen Zelllysats 1:10 mit ddH20
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verdunnt, mit 1ml BCA-Reagenz versetzt und fir 30min bei 60T inkubiert. Die
Gesamtproteinkonzentration des Zellextrakts wurde anschlieend anhand einer
BSA-Eichgeraden photometrisch in einem Mikrotiterplatten-Photometer (Anthos
2010) bei 560nm bestimmt und mit der ANTHOS-Software ausgewertet.

3.2.2 Herstellung der Hirnlysate
Die Tiere wurden mit Hilfe von Isofluran (Forene® Abbot) narkotisiert und durch eine

Cervicalwirbel-Dislokation getdtet. Die Gehirne wurden sofort entnommen, im
flussigen Stickstoff schockgefroren und bei -80C g elagert. Fir die Lyse wurden die
Gehirne gewogen und mit 6 x Volumen vom Gewicht mit eiskaltem RIPA-Puffer
versetzt. AnschlieBend wurde das Gewebe in einem vorgekihlten Homogenisator so
lange zerkleinert, bis eine homogene LOsung ohne sichtbare Stickchen entstand.
Die erhaltene Suspension wurde 20min auf Eis inkubiert und anschlie3end 30min
bei 55000rpm in einer Ultrazentrifuge (Optima TLX, Beckman) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des
BCA-Assays (s.0.) bestimmt. Jeweils 20ug vom Gesamtprotein wurden fur die SDS-
PAGE eingesetzt.

RIPA-Lysispuffer

50mM Tris-HCI pH 8.0

1% (v/v) NP40

0,5 % (w/v) Na-deoxycholat
0,1 % (w/v) SDS

1mM Natriumorthovanadat

1 x Proteaseinhibitor (complete, Roche)
1 x Phosphataseinhibitor (phosSTOP, Roche)

3.2.3 Dephosphorylierung der Proteine mit alkalisch ~ er Phosphatase
Zur Dephosphorylierung der Proteine wurden die neuronale Zelllysate mit alkalischer

Phosphatase behandelt. Die alkalischen Phosphatasen sind eine Enzymgruppe, die
die Hydrolyse der Phosphorséureester katalysiert und dadurch im Stande ist, die
Phosphatgruppen vom Substrat abzuspalten. In dieser Arbeit wurde die intestinale
alkalische Phosphatase aus Kaélberdarm verwendet (CIP) (NEB, Frankfurt a. M.).
Diese Phosphatase besitzt unter anderem die Fahigkeit die phosphorylierten Serine,

Threonine oder Tyrosine in den Proteinen zu dephosphorylieren. Dabei weist sie
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eine gréRere Spezifitat fur die phosphorylierten Tyrosine auf, wahrend die Serine
und Threonine weniger effizient dephosphoryliert werden.

Zur Dephosphorylierung von Proteinen wurden die Neurone in RIPA-Lysispuffer
lysiert und die Proteinbestimmung durchgefuhrt. Fir diese Experimente wurde zum
RIPA-Puffer lediglich der Proteaseinhibitor hinzugeflgt, auf das
Natriumorthovanadat und die Phosphataseinhibitoren wurde verzichtet.
Anschliel3end wurden 90ug von dem Gesamtprotein mit CIP im Verhaltnis 10 Units
CIP pro 1ug Protein versetzt und der 10 x NEB Puffer 3 hinzugefigt. Der Ansatz
wurde auf 90ul mit RIPA-Puffer aufgefullt und fir 30min bei 37T inkubiert. Die
Proteininteraktionen wurden mit Hilfe der Co-Immunoprazipitationstechnik, SDS-
PAGE und Western Blot untersucht.

CIP-Dephosphorylierungsansatz 1 x NEB Puffer 3
90ug Gesamtprotein 50mM Tris-HCI
9ul NEB Puffer 3 100mM NacCl
9ul CIP (90 Units) 10mM MgCl,
Xul RIPA Lysispuffer 1mM Dithiotreitol
Gesamtvolumen 90ul pH 7,9

3.2.4 Oberflachenbiotinylierung von Neuronen
Die Anderungen in der Proteinexpression an der Zelloberflache primarer Neurone

wurden mit Hilfe der Oberflachenbiotinylierung durchgefuihrt. Dazu wurden die
Schalen auf Eis platziert, um die Endozytose zu unterbinden. Das Medium wurde
abgesaugt, die Zellen wurden dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen und zweimal ftr
20min bei 4 in Biotin-Losung (2,5mg/ml Sulfo-NHS- LC-LC-Biotin in PBS) inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen viermal mit 50mM NH,4CI-Losung gewaschen, um
das nicht gebundenen Biotin abzubauen. Nach zweimaligem Waschen mit PBS
wurden die Zellen lysiert, die Proteinkonzentration der Lysate bestimmt und die
gleichen Mengen an Proteinen mit jeweils 30ul NeutrAvidin-Agarose-Beads (Thermo)
fur die Streptavidin-Prazipitation eingesetzt. Die Prazipitations-Ansatze wurden auf
einem Drehrad bei 4C lber Nacht inkubiert. Anschliel3end wurden die Beads
zweimal mit RIPA-Lysispuffer gewaschen, die gebundenen Proteine durch das
Kochen fur 10min bei 95T mit 30ul 2xSDS-Ladepuffer (Roth) eluiert und mit Hilfe
der SDS-PAGE und des Western-Blots untersucht.
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Biotin-L6sung
2,5 mg/ml Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin in PBS

NH,4CI-Lésung
50mM NH4CI in PBS

Alle Losungen wurden vor dem Experiment frisch angesetzt.

3.2.5 Internalisierungsexperimente mit spaltbarem S ulfo-NHS-SS-Biotin
Zur Untersuchung der Internalisierungsraten der Oberflachenproteine in Neuronen

wurden die Internalisierungsexperimente mit spaltbarem Sulfo-NHS-SS-Biotin
(Thermo) durchgefuhrt. Im Sulfo-NHS-SS-Biotin ist in das Linker-Molekul, welches
die Sulfo-NHS gruppe mit dem Biotin-Molektl verbindet, eine Disulfidbriicke
eingefiigt. Aus diesem Grund kann das Biotin von der Sulfo-NHS-Gruppe unter
reduzierenden Bedingungen abgespalten werden. In folgenden Experimenten wurde
dazu 2-Mercaptoethansulfonat-Natrium (MesNa, Sigma-Aldrich) als
Dissoziationsreagenz eingesetzt. Zur Untersuchung der Internalisierungsraten von
Oberflachenproteinen wurden die Zellen auf Eis platziert, um die Endozytose zu
unterbinden. Das Medium abgesaugt und bei 37 aufg ehoben, die Zellen wurden
viermal mit eiskaltem PBS gewaschen und fir 30min bei 4C mit NHS-SS-Biotin
(2,5mg/ml in PBS) inkubiert. Anschliel3end wurden die Schalen auf Eis Uberfiihrt und
die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Die 100% und 0% Kontrollen wurden mit
kaltem PBS Uberschichtet und wahrend des gesamten Experiments auf Eis belassen,
um die Internalisierung zu unterbinden. Die 100% Kontrolle wurde dabei nicht mit
MesNa behandelt. Die Werte dieser Kontrolle dienten spater als 100%-Referenz und
reprasentieren das gesamte an der Oberflache markierte Proteinpool. Die 0%-
Kontrolle wurde ebenfalls auf Eis belassen, allerdings wurde diese spater mit MesNa-
Puffer behandelt, um das Biotin von der Oberflache abzuspalten. Die Werte dieser
Kontrolle dienten bei der Auswertung als 0%-Referenz, um das Hintergrundsignal zu
ermitteln. Die Internalisierungsansatze wurden mit dem vorgewarmten Medium
Uberschichtet und fir 7min oder 15min in dem Inkubator bei 37C und 5% CO,
platziert, um die Internalisierung zu ermdglichen. Anschlie3end wurden sie auf Eis

Uberfuhrt, dreimal mit PBS gewaschen und zusammen mit der 0%-Kontrolle 20min
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mit MesNa-Puffer bei 4C behandelt. Bei diesem Schritt wurde das restliche an der
Zelloberflache gebundene Biotin abgespalten und abgefangen. AnschlielRend wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 10min mit der lodacetamid-Losung (IAA,
Sigma-Aldrich) inkubiert, um den restlichen MesNa-Puffer zu neutralisieren. Danach
wurden die Zellen lysiert, die Streptavidin-Prazipitation und die weitere Analyse der

Proteine erfolgte wie in dem Abschnitt ,,Oberflachenbiotinylierung“ beschrieben.

Biotin-Ldsung MesNa-Puffer
2,5 mg/ml Sulfo-NHS-SS-Biotin in PBS 20mM MesNa
IAA-LOsung 50mM Tris-HCI pH 8,6
20mM lodacetamid in PBS 100mM NacCl

dd H,O

Alle Losungen wurden vor dem Experiment frisch angesetzt.

3.2.6 Co-Immunoprazipitation
Co-Immunoprazipitation ist eine Methode zur Untersuchung von Proteininteraktionen,

die sich von der Immunoprazipitation ableitet. Bei der Immunopréazipitation wird das
Zielprotein mit einem spezifischen Antikorper im Zelllysat gebunden und der
Antikérper mit Hilfe der G-Protein-beschichteter Sepharose-Beads prazipitiert. Der
anschlieBende immunologische Nachweis im Western Blot erfolgt bei der
Immunoprazipitation mit dem Antikorper, der gegen das prazipitierte Protein gerichtet
ist. Im Gegensatz dazu, erfolgt der immunologische Nachweis bei der Co-
Immunoprazipitation (Co-IP) mit einem Antikérper, der gegen den hypothetischen
Interaktionspartner vom prazipitierten Protein gerichtet ist und erlaubt dadurch die
Ruckschlisse uber die Interaktion beider Proteine.

Die primaren kortikalen Neurone am DIV14 wurden lysiert und nach einer
Proteinbestimmung jeweils 80pg vom Gesamtprotien fur jeden Co-IP-Ansatz
eingesetzt. Die Anséatze wurden mit RIPA-Lysispuffer auf 300ul aufgefillt, mit 30pl
von Protein-G-Sepharose (GE Healthcare) versetzt und der Antikorper in
entsprechender Verdinnung hinzugefiugt (vgl. Tabelle 1). Ein Co-IP-Ansatz mit
einem unspezifischen Antikorper diente als Negativkontrolle. Nach einer Inkubation
Uber Nacht bei 4C auf einem Drehrad wurden die Pro ben zweimal mit 300ul RIPA-
Lysispuffer gewaschen, die prazipitierten Proteine durch das Kochen fir 10min bei
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95C mit 30ul 2xSDS-Ladepuffer (Roth) von der Sepharose eluiert und mit Hilfe der
SDS-PAGE und des Western-Blots untersucht.

3.2.7 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophores e (SDS-PAGE)
Die SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis; Lammli

1970) ist eine Methode zur Proteinauftrennung fur die spéatere Analyse. Die Proteine
werden auf ein Polyacrylamid-Gel geladen und in einem elektromagnetischen Feld
aufgetrennt. Die Porengrdf3e und damit auch die Laufeigenschaften hangen vom
Polyacrylamid-Anteil im Gel ab. Die Proteine werden vor dem Auftragen durch den
Zusatz von reduzierenden Agenzien (z.B. B-Mercapto-Ethanol) und das Erhitzen auf
95¢C denaturiert. Unter Denaturierung versteht man das Auflésen der
dreidimensionalen Strukturen von Proteinen. Die Elektrophorese findet zusatzlich in
der Anwesenheit von SDS (sodium dodecyl sulfate) statt. Dieses anionische
Detergenz bewirkt eine Dissoziation oligomerer Proteine in ihre Untereinheiten und
unterbindet Protein-Protein-Wechselwirkungen. Neben diesen Effekten I6st SDS die
membrangebundenen Proteine aus der Zellmembran und versieht sie mit einer
einheitlichen negativen Nettolandung, so dass die Eigenladung der Proteine
Uberdeckt wird. Die Auftrennung der Proteine erfolgt nun ausschlie3lich aufgrund
ihrer Molekulargewichte. Das Gel wirkt in diesem Fall wie ein molekulares Sieb, die
kleinen Proteine wandern schneller durch die Poren des Polyacrylamids, die
GroReren langsamer. Das Gel wird aus zwei Komponenten gegossen: ein
engporiges Trenngel, in dem die Proteine durch im elektrischen Feld aufgetrennt
werden, und ein grof3poriges Sammelgel fur die gleichmalRige Verteilung der
Proteine. Zur Analyse wurden jeweils 20ug Gesamtprotein mit 4 x SDS-Ladepuffer
im Verhéltnis 1:3 versetzt, 10min bei 95 T aufgeko cht, gekuhlt, abzentrifugiert und
auf ein 10%ges Polyacrylamid BisTris Gel geladen. Der Lauf erfolgte bei 120V in 1 x
SDS Puffer in Elektrophoresekammern (Mini-Protean) der Firma BioRad (Minchen)
so lange, bis die Lauffront den unteren Rand des Trenngels erreichte. Nach
Beendigung des Laufs wurden die Ladetaschen abgetrennt und das Gel fur den

Western Blot vorbereitet.
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4 x Trenngelpuffer (pH 8,8) 4 x Sammelgelpuffer (pH6,8)
1,5M Tris 0,6M Tris-HCI

0,4% (w/v) SDS 0,4% (w7v) SDS

Laufpuffer (pH 8,3) 4 x SDS Ladepuffer

192mM Glycin 62,5mM Tis-HCI pH 6,8
25mM Tris-Base 10% (v/v) Glycerin

0,1% (w/v) SDS 2% (w/v) SDS

0,02% (w/v) Bromphenolblau

3.2.8 Western Blot
Der Western Blot ist ein etabliertes Verfahren fir die Ubertragung der Proteine aus

dem Gel auf eine Nitrozellulose Membran (Burnette 1981). Dazu wird auf das Gel ein
senkrechtes elektrisches Feld angelegt, so dass die Proteine auf die Membran
Ubertragen und gebunden werden. AnschlieBend werden die Proteine
immunologisch nachgewiesen. Der Transfer erfolgte mit 1 x Transferpuffer in BioRad
Nassblotkammern bei 250mA fur 2 Stunden auf Eis. AnschlieBend wurde die
Membran kurz mit ddH,O gewaschen und mit Ponceau S angefarbt, um die Qualitat
des Transfers zu Uberprifen. Nach dem Entfarben in TBST wurde die Membran fur
eine Stunde in Blockierungspuffer inkubiert, um freie Proteinbindestellen zu sattigen.
Fur den immunologischen Nachweis von phosphorylierten Proteinen wurde die
Membran mit 3%ger BSA-TBST Ldsung blockiert, um die Hintergrundsignale der

phosphorylierten Milchproteine zu umgehen.

Transferpuffer (pH 8,8) Blockierungspuffer

25mM Tris-Base 5% (w/v) Magermilchpulver

192mM Glycin (3% BSA fur Phospho-Proteine)
TBS-T

TBS-T (pH 7,4) Ponceau S

25mM Tris-Base 0,5% (w/v) Ponceau S

137mM NaCl 1% (v/v) Essigsaure

270uMKCI ddH,O

0,01% (v/v) Tween-20
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3.2.9 Immunologischer Nachweis der Zielproteine
Nach Absattigung der Nitrozellulosemembran durch Milch- oder BSA-Proteine wurde

diese mit dem gegen das Zielprotein gerichteten Primarantikdrper inkubiert. Die
Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4C auf einer Wippe. Alle in dieser Arbeit
verwendeten Antikdrper sind in der Tabelle 1 angegeben. Anschliel3end wurde die
Membran 4 x 10min mit TBS-T gewaschen und dem HRP-gekoppelten (horse radish
peroxidase) Sekundarantikérper (vgl. Tabelle 2), der gegen das Spezies-spezifische
Fc-Fragment der Erstantikdrpers gerichtet ist, flir eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert.

Die Detektion erfolgte nach dem mehrfachen Waschen mit TBS-T mittels
Chemilumineszenz. Dabei wird das Substrat Luminol (Pierce) durch die
Meerrettichperoxidase (HRP) zu 3-Aminophthalat umgesetzt. Die wahrend der
Reaktion freigesetzte Energie in Form von Licht wurde mit einer Digitalkamera (Fuiji
LAS-3000 mini) detektiert.

3.2.10 Densitometrische Auswertung der Westen Blots und Statistik
Die Western Blots wurden durch eine densitometrische Auswertung mit der Software

ImageJ 1.44 quantifiziert. Die gemessenen Signalintensitaten der untersuchten
Proteine wurden auf die Signalintensitaten des Aktins in der entsprechenden Gelspur
normalisiert. Alle graphischen Darstellungen und statistischen Analysen wurden mit
Hilfe der Software GraphPad Prism 4 (La Jolla, CA) durchgeftihrt. Die Daten wurden
mit einer einseitigen Analyse der Varianz (ANOVA) gekoppelt an Newman-Keuls
Test fur multiple Analysen oder mit einem zweiseitigen Studentschen t-Test

analysiert. p<0,05 wurde als statistisch signifikant definiert.

3.3 Verhaltensexperimente
Fur die Verhaltensstudien wurden 26 gleichaltrige Mannchen im Alter von

mindestens 3 Monate eingesetzt.

3.3.1 Open Field Paradigma
Allgemeine Aktivitat der Mause wurde wahrend der 10min-Sitzungen in der open field

Paradigma beurteilt. Die Testflache mit Abmessungen 60 x 60 x 40cm wurde
eingesetzt. Die erfassten Parameter waren: Insgesamt zurlickgelegte Wegstrecke
(cm), die allgemeine Verweildauer (% der gesamten Aufnahmezeit ohne Bewegung),
die Verweildauer an den Wéanden des Labyrinths (10cm Korridor; % der Gesamtzeit)
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und die Haufigkeit des Betretens des offenen Mittelfelds des Labyrinths (30 cm

Durchmesser, Anzahl der Beschreitungen)

3.3.2 Morris Water Maze
Die Plattform blieb im selben Quadranten fir alle Versuche und die Tiere wurden von

vier verschiedenen Positionen am Schwimmbeckenrand freigesetzt. Die Mause
absolvierten vier Versuchslaufe pro Tag an vier aufeinanderfolgenden Tagen mit
einer maximalen Dauer von 60s und einer Pause von 90s. Die Mause konnten 10s
auf der Plattform verweilen. Am flnften Tag wurde eine Probestudie (60s) ohne
Plattform durchgefuhrt. Der Lernerfolg wurde durch Bestimmung der benétigten Zeit,

um die Plattform zu finden und die dafir zurtickgelegte Strecke beurteilt.

3.3.3 Monitoring des Verhaltens
Ein EDV-gestutztes Videouberwachungssystem registrierte den Bewegungspfad und

die Dauer des Aufenthalts in open field und MWM Paradigmen. Die Hardware
bestand aus einem IBM-Typ AT-Rechner mit einem Video-Digitizer kombiniert mit
einer CCD-Videokamera. Fur die Erfassung und Analyse der Messdaten wurde die
Software EthoVision XT ® Release 8.0 (Noldus Information Technology, Utrecht,

Niederlande) verwendet.

29



Methoden

3.4 Antikorper

Bezeichnung Spezies Verdinnung Hersteller
1704 Kaninchen 1:10000 WB Pietrzik, 2002
1:300 IP
LRP1 pY4507 Kaninchen 1:100 WB SantaCruz
NMDA-Rezeptor Maus 1:1000 WB Thermo
Untereinheit NR2B 1:150 IP
NMDA-Rezeptor Ziege 1:1000 WB SantaCruz
Untereinheit NR2A
NMDA-Rezeptor Kaninchen 1:500 WB Thermo
Untereinheit NR2B
pS1480
NMDA-Rezeptor Kaninchen 1:500 WB Millipore
Untereinheit NR2B
pY1472
NDMA-Rezeptor Maus 1:300 WB Zymed
Untereinheit NR1
Casein Kinase Il Kaninchen 1:500 WB Upstate
Erk 1/2 Kaninchen 1:500 WB Cell Signaling
Phospho Erk 1/2 Maus 1:500 WB Cell Signaling
Fyn Maus 1:250 WB B&D Systems
Phospho Fyn Y418 Kaninchen 1:1000 WB Invitrogen
GSK 3a/p Maus 1:1000 WB Zymed
Phospho GSK 3a/ Kaninchen 1:1000 WB Cell Signaling
pS21/pS9
Aktin Kaninchen 1:5000 WB Sigma

Tabelle 1. Priméare Antikorper

In der Tabelle sind alle verwendeten primaren Antikérper aufgefuhrt. Abkurzungen: WB —
Western Blot; IP — Immunoprazipitation. Hinter den Verdinnungen sind die entsprechenden
Anwendungen angegeben.
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Bezeichnung Spezies Verdinnung Hersteller
HRP Ziege anti Ziege 1:10000 WB Jackson
Kaninchen 1:5000 WB Immunoresearch
HRP Esel anti Esel 1:5000 WB Sigma
Maus
HRP Kaninchen Kaninchen 1:5000 WB Jackson
anti Ziege Immunoresearch

Tabelle 2. Sekundére Antikdrper
In der Tabelle sind alle eingesetzten sekundaren Antikorper aufgefihrt. HRP — horse radish

peroxidase.
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4 Ergebnisse
Die Aktivitdt und die Signalmodulation der NMDA-Rezeptoren sind unter anderem

durch die Verédnderungen der Expressionsraten an der Zelloberflache und der
Verteilung der Rezeptoren zwischen synaptischen und extrasynaptischen
Abschnitten der neuronalen Zellmembran reguliert (Prybylowski 2005; Snyder 2005;
Zhang 2008). Zahlreiche vorangegangene Arbeiten haben einen Zusammenhang
zwischen LRP1 und der Signaltransduktion des NMDA-Rezeptors demonstriert (May
2004; Martin 2008; Liu 2010). Unter anderem ist eine funktionelle Interaktion
zwischen LRP1 und NMDA-Rezeptoruntereinheiten mit Hilfe von Co-
Immunoprazipitation gezeigt worden (May 2004). Die zytosolische Sequenz des
LRP1 enthalt zwei NPxY Motive, die fur die Internalisierung des Rezeptors und die
Bindung der intrazellularen Interaktionspartner von Bedeutung sind (Liu and Rice
2000; Guttman 2009). Eine Alanin Substitution beider Motive fihrt zum perinatal-
letalen Phanotyp der Tiere und demonstriert dadurch eine entscheidende Rolle der
Motive fur die Funktionalitat des Rezeptors. Die Alanin Substitution im distalen
NPxY2 Motiv des LRP1 zieht allerdings keine Einschrankungen in der Vitalitdt oder
Fertilitat der LRP1ANPxY2 Tiere nach sich (Roebroek 2006). Eine genauere
Untersuchung der mouse embryonic fibroblasts (MEF) Zelllinie, die aus
LRP1ANPxY2 knock-in Tieren generiert wurde, demonstrierte allerdings, dass LRP1
in diesen Zellen eine signifikant reduzierte Internalisierungsrate aufweist (Reekmans
2010). Daruber hinaus wurde die Rolle des NPxY2 Motivs von LRP1 in der
Signalvermittlung des gewebespezifischen Plasminogenaktivators (tPa) auf die
NMDA-Rezeptoren untersucht. Dazu wurden primare hippokampale Neurone aus der
LRP1ANPXY2 knock-in Mauslinie oder Wildtyp-Kontrollen mit tPa behandelt und die
Effekte auf die Aktivierung der extracellular regulated kinase 1/2 (Erk1/2) untersucht.
Die Aktivierungsrate der Erk1/2 Kinase durch tPa war in LRP1ANPxY2 Neuronen im
Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen signifikant reduziert. Diese Experimente
demonstrierten, dass ein intaktes NPxY2 Motiv des LRP1 eine entscheidende
Bedeutung fur die LRP1-vermittelte Aktivierung des NMDA-Rezeptors durch tPa hat.
(Roebroek 2006; Martin 2008). Die Arbeiten anderer Gruppen, die einen
konditionellen neuronalen knock-out des Lrpl Gens generierten, demonstrierten
signifikante Defizite im raumlichen Lernvermdgen und eine Hyperaktivitat der LRP1
knock-out Tiere (May 2004; Liu 2010). Diese Verhaltensdefizite kénnten auf eine
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beeintrachtigte Signaliibertragung durch NMDA-Rezeptoren zurtickgefuhrt werden
(Collingridge and Bliss 1995; Tang 2009). Daruiber hinaus konnten die Autoren eine
signifikante Reduktion der Expressionsrate der NMDA-Rezeptoruntereinheit NR1 in
den Hirnlysaten der Tiere mit neuronalem LRP1 knock-out feststellen (Liu 2010). Der
NMDA-Rezeptor wird allerdings ausschlief3lich als ein Komplex bestehend aus NR1
und NR2 Untereinheiten zur Zelloberflache transportiert (Perez-Otano 2001). Die
Veradnderungen in der Expressionsrate der NMDA-Rezeptoren an der Zelloberflache
der Neurone stellen ebenfalls einen wichtigen Mechanismus fir die Regulation der
Rezeptoraktivitat dar (Tang 2009). Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle
des NPxY2 Motivs von LRP1 in der Regulierung der Expression der NMDA-
Rezeptoren an der Zelloberflache sowie die Mechanismen zur Regulierung der
Interaktion beider Rezeptoren eingehend untersucht. Dariber hinaus wurden die
LRP1ANPxY2 Tiere auf mogliche Auswirkungen der knock-in Mutation auf das

Verhalten und das Lernvermégen getestet.

4.1 Primare kortikale LRP1 ANPxY2 Neurone zeigen keine Abweichungen in
der Zellvitalitéat oder in der Expression der synapt ischen Marker

Wie bereits erwéahnt, fiuhrte ein neuronaler LRP1 knock-out in der Maus zu
erheblichen Verhaltensdefiziten, die mit einem beeintrachtigten Signalgeschehen der
NMDA-Rezeptoren erklart werden konnten (May 2004; Liu 2010). Dariber hinaus
berichteten die Autoren von einer reduzierten Expression der synaptischen Marker-
Proteine Synaptophysin und PSD95 (Post Synaptic Density 95) in den Hirnlysaten
der Tiere mit einer LRP1 knock-out Mutation im Vorderhirn. Diese Ergebnisse
wurden als eine verminderte Vitalitat der Neurone sowie eine reduzierte Anzahl der
Synapsen in den Gehirnen betroffener Tiere interpretiert (Liu 2010). Das in dieser
Arbeit untersuchte LRP1ANPxY2 knock-in Maus-Modell stellt einen partiellen
funktionellen knock-out des LRP1-Rezeptors dar, welcher den Letzteren lediglich in
seiner Funktionalitat einschrankt (Gordts 2009; Reekmans 2010; Pflanzner 2011). Im
Hinblick auf diese Aspekte wurde in dieser Studie getestet, ob der knock-in in das
NPxY2 Motiv von LRP1 und der damit einhergehende partielle Funktionsverlust des
Rezeptors zu einem ahnlichen biochemischen Phénotyp fuhrt. Dazu wurde die
Vitalitat der priméaren kortikalen LRP1ANPxY2 oder Wildtyp Neurone mit Hilfe des

AlamarBlue Assays untersucht.
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Abbildungl. Primdre LRP1ANPxY2 Neurone zeigen keine Abweichungen in Zellvitalitdt oder
Expression der synaptischen Marker.

(A) LRP1ANPxY2 Neurone zeigen keine signifikanten Abweichungen in der Reduktionsrate von
AlamarBlue-Reagenz. Der Assay wurde wie im ,Methoden“-Abschnitt beschrieben durchgefihrt. Das
demonstrierte Verhaltnis zwischen Adsorption bei 562nm zu der Adsorption bei 590nm reprasentiert
den prozentualen Anteil an reduziertem AlamarBlue nach 4h. Die Werte wurden vorher auf zellfreie
Leerkontrollen normalisiert. Fur die LRP1ANPxY2 Neurone wurde ein prozentualer Anteil von 13% an
reduziertem AlamarBlue Reagenz berechnet, fur Wildtyp-Kontrollen 13,9% (beide n=3 6-well Platten).
(B) Reprasentative Western Blots demonstrieren, dass keine Abweichungen in den Expressionsraten
synaptischer Marker PSD95 und Synaptophysin in Zelllysaten primarer Neurone oder Hirnlysaten der
LRP1ANPxY2 Tiere im Vergleich zu den Kontrollen festgestellt werden konnten. (C) Die
Proteinexpression in den Zell- oder Hirnlysaten wurde mit Hilfe densitometrischer Analyse mehrerer
Western Blots quantifiziert. Die berechneten Werte fur Wildtyp-Kontrollen wurden als 100% gesetzt.
Die Diagrammbalken reprasentieren den Mittelwert der prozentualen Unterschiede in der Expression
der entsprechenden Rezeptorproteine in den Hirn- oder Zelllysaten primarer LRP1ANPxY2 Neurone
verglichen mit den Wildtyp-Kontrollen. Die Fehlerbalken repréasentieren den Standardfehler. Keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen konnten ermittelt werden.

Wie in der Abbildung 1A demonstriert, konnten keine signifikanten Unterschiede in
der Reduktionsrate von AlamarBlue zwischen LRP1ANPxY2 Neuronen und Wildtyp-
Kontrollen festgestellt werden. Diese Ergebnisse deuten auf eine normale Vitalitat
der LRP1ANPxY2 Neurone hin. Darlber hinaus wurde die Expression der
synaptischen Marker PSD95 und Synaptophysin in den Zelllysaten primarer Neurone
oder Hirnlysaten der Tiere untersucht. Bei dieser Untersuchung konnten ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede zwischen LRP1ANPxY2 oder Wildtyp Tieren bzw.
Neuronen festgestellt werden (Abb. 1B, C). Dies ist ein Hinweis darauf, dass die
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knock-in Mutation und der damit einhergehende partielle Funktionsverlust von LRP1

keinen direkten Einfluss auf die Zellvitalitat oder die Anzahl der Synapsen hat.

4.2 NMDA-Rezeptoruntereinheiten NR1/NR2B zeigen hoéh ere
Expressionsraten an der Zelloberflache der LRP1  ANPxY2 Neurone

In vorangegangenen Arbeiten wurde eine verminderte Internalisierungsrate fur LRP1
in MEF-Zellen (mouse embryonic fibroblasts) mit der LRP1ANPxY2 Mutation
demonstriert (Reekmans 2010). Unter Berucksichtigung dieser Daten wurde die
LRP1-Expression im Zelllysat und an der Zelloberflache primarer kortikaler
LRP1ANPXY2 oder Wildtyp Neurone (DIV14) mit Hilfe der Oberflachenbiotinylierung
untersucht. Wie in der Abbildungen 2A und 2B gezeigt, demonstrieren die
LRP1ANPxY2 Neurone eine verstarkte Expression des LRP1 an der Zelloberflache
primarer LRP1ANPxY2 Neurone verglichen mit den Wildtyp-Kontrollen, wahrend die
basale Expression des Rezeptors in den Zelllysaten keine Unterschiede zwischen
den Genotypen aufweist (Abb.2A, B). Eine funktionelle Interaktion zwischen LRP1
und NMDA-Rezeptoruntereinheiten NR2A und NR2B wurde mit Hilfe der Co-
Immunoprazipitation demonstriert (May 2004). Zusatzlich wurde die Reduktion der
Expressionsrate von NR1 in den Hirnlysaten der Mause mit einer knock-out Mutation
von LRP1 im Vorderhirn gezeigt (Liu 2010). In Bezug auf diese Daten wurde geprift,
ob der beobachtete Anstieg in der Expressionsrate des LRP1 an der Zelloberflache
primarer LRP1ANPxY2 Neurone einen Effekt auf die Expression der NMDA-
Rezeptoruntereinheiten im Zelllysat oder an der Zelloberflache hat. Die NR2A und
NR2B-Untereinheiten enthaltende NMDA-Rezeptoren sind die haufigsten Isoformen
in hippokampalen und kortikalen Hirnarealen (Yashiro and Philpot 2008), wahrend
die NR1 Rezeptoruntereinheit in alle funktionellen NMDA-Rezeptoren obligatorisch
integriert ist (Qiu 2005). Aus diesem Grund wurden die Untersuchungen auf diese

Rezeptoruntereinheiten fokussiert.
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Abbildung 2. Alanin Substitution im NPxY?2 Motiv von LRP1 fihrt zu einer verstéarkten Expression von
LRP1 und NMDA-Rezeptoruntereinheiten NR1/NR2B an der Zelloberflache primarer kortikaler
Neurone.

(A) Die reprasentativen Western Blots demonstrieren eine verstarkte Expression des LRP1 und der
NMDA-Rezeptoruntereinheiten NR1 und NR2B an der Zelloberflache priméarer Neurone, wéhrend die
Expression im Zelllysat nicht verandert ist. Die Expression der NR2A-Untereinheit ist durch die knock-
in Mutation in LRP1 nicht beeinflusst. Primare kortikale Neurone von LRP1ANPxY2 oder Wildtyp-
Tieren am DIV14 wurden bei 4T biotinyliert und lysiert. Die biotinylierten Proteine wurden mit
NeutrAvidin Agarose prazipitiert und mit Hilfe von SDS-PAGE und Western Blot untersucht
(Oberflache, linke Tafeln). Als Ladekontrollen wurden jeweils 15 pg der Gesamtproteine aus dem
Zelllysat eingesetzt (Lysat, rechte Tafeln). Ein polyklonaler Antikdrper gegen Aktin wurde zum
Nachweis eventuell vorhandener Kontaminationen mit zytosolischen Proteinen in der
Oberflachenfraktion und als Ladekontrolle eingesetzt. (B) Die Proteinexpression an der Zelloberflache
und in den Zelllysaten wurde mit Hilfe densitometrischer Analyse mehrerer Western Blots quantifiziert.
Die Signalintensitaten der Oberflachenproteine wurden auf die Signalintensitaten entsprechender
Proteine im Lysat normalisiert. Die berechneten Werte fur Wildtyp-Kontrollen wurden als 100%
gesetzt. Die Diagrammbalken reprasentieren den Mittelwert der prozentualen Unterschiede in der
Expression der entsprechenden Rezeptorproteine an der Zelloberflache primarer LRP1ANPxY?2
Neurone verglichen mit den Wildtyp-Kontrollen. Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler.
Fur die Expression des LRP1 an der Zelloberfliche primarer LRP1ANPxY2 Neurone wurde ein
Anstieg von 90% (p=0,01; n=4) berechnet. Fiir NR1 wurde ein Anstieg von 60% (p=0,04; n=4) und fir
NR2B von 44% (p=0,007; n=4) berechnet. Die Signalintensitaten der Lysatkontrollen wurden auf die
Signalintensitaten der Aktin-Signale in entsprechenden Gelspuren normalisiert. *p<0,05 wurde als
statistisch signifikant definiert, zweiseitiger Studentscher t-Test.

Wie in den Abbildungen 2A und 2B demonstriert, werden die NMDA-

Rezeptoruntereinheiten NR1 und NR2B auf der Zelloberflache priméarer
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LRP1ANPXxY2 Neurone verstarkt exprimiert, wahrend ihre Expressionsraten in den
Zelllysaten keine signifikanten Anderungen zeigen. Fir die Untereinheit NR2A
konnten keine signifikanten Anderungen in der Expressionsrate im Zelllysat oder an
der Zelloberflache nachgewiesen werden (Abb. 2A, B). Die anschliel3ende
densitometrische Analyse mehrerer Western Blots demonstrierte einen 90%igen
Anstieg der Expressionsrate von LRP1 an der Zelloberflache (Abb. 2B; p=0,01, n=4)
der LRP1ANPxY2 Neurone verglichen mit den Wildtyp-Kontrollen. Die
Expressionsraten der NMDA-Rezeptoruntereinheiten NR1 und NR2B sind an der
Zelloberflache der LRP1ANPxY2 Neurone um 60% (p=0.007; n=4) bzw. um 44%
(p=0,04; n=4) erhdht (Abb. 2B). Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Einschrankung
in der Funktionalitat des LRP1 NPxY2 Motivs durch die knock-in Mutation in einer
Veranderung der Expressionsraten des LRP1 und des NR2B Rezeptorsubtyps an

der Zelloberflache primarer Neurone resultiert.

4.3 LRP1 und NR1/NR2B-Rezeptoruntereinheiten demons trieren verminderte
Internalisierungsraten in LRP1  ANPxY?2 Neuronen
Zur Erklarung des beobachteten Anstiegs der Expressionsraten beider Rezeptoren

an der Zelloberflache primarer LRP1ANPxY2 Neurone kodnnen zwei
Erklarungsansatze herangezogen werden. Einerseits kann der Anstieg durch einen
verstarkten Transport der Proteine zur Zelloberflache und anderseits durch die
verminderte Internalisierungsrate der Proteine erklart werden. Zur Uberprifung
dieser Ansatze wurden die Neurone mit dem Translationsinhibitor Cycloheximid
(CHX) behandelt. Eine Behandlung mit Cycloheximid fihrt zur verminderten
Proteinexpression in der Zelle und dem entsprechend zum verminderten Transport
von neu synthetisierten Proteinen zur Zelloberflache. Da die Proteine weiterhin
internalisiert und degradiert werden, sollte eine niedrigere Endozytoserate sich als
eine verstarkte Restexpression der Proteine an der Zelloberflache nach einer CHX-
Behandlung manifestieren. Die primaren kortikalen Neurone (DIV14) wurden mit 20
pg/ml CHX fir vier, sechs und acht Stunden behandelt, lysiert und die Expression
von LRP1 und NR1/NR2B mit Hilfe der Oberflachenbiotinylierung und des Western
Blots untersucht. Wie in der Abbildung 3A demonstriert, zeigen die LRP1ANPXxY2
Neurone im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen einen signifikanten Anstieg der
Restexpression von LRP1 und NR1/NR2B NMDA-Rezeptoruntereinheiten an der
Zelloberflache nach einer CHX-Behandlung. Die starksten Effekte wurden nach
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sechs Stunden Behandlung mit CHX beobachtet. Eine quantitative Auswertung
mehrerer Western Blots zeigte, dass nach 6h CHX-Behandlung die Expression von
LRP1 um 94% (p=0,02; n=6), von NR1 um 58% (p=0,03; n=6) und von NR2B um
51% (p=0,032; n=6) an der Zelloberflache der LRP1ANPxY2 Neurone im Vergleich
zu den Wildtyp-Kontrollen gesteigert war. Fur die Expression der NR2A-
Rezeptoruntereinheit konnten keine signifikanten Anderungen zwischen den
Genotypen nachgewiesen werden (Abb.3A-C). Eine Untersuchung der Anderungen
in den Expressionsraten der Rezeptorproteine in den Zelllysaten demonstrierte keine
signifikanten Unterschiede (Abb. 3C).

Interessanterweise zeigen die NR1 und NR2B-Rezeptoruntereinheiten einen &hnlich
starken Anstieg der restlichen Expression auf der Zelloberflache der LRP1ANPXxY?2
Neurone nach der CHX-Behandlung (Abb. 3B).
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Abbildung 3. Nach einer Behandlung mit CHX ist die restliche Expression von LRP1 und NR1/NR2B
an der Zelloberflache primarer LRP1ANPxY?2 gesteigert.

(A) Die Western Blots demonstrieren eine verstirkte Restexpression der LRP1 und NR1/NR2B
Rezeptoren an der Zelloberflache primarer LRP1ANPxY2 Neurone nach einer Behandlung mit dem
Translationsinhibitor Cycloheximid (CHX). Die primaren kortikalen Neurone am DIV14 wurden fir 4h,
6h und 8h mit 20 pg/ml CHX behandelt, anschlieRend bei 4T biotinyliert und lysiert. Die biotinylierte n
Proteine wurden mit NeutrAvidin Agarose prazipitiert und mit Hilfe von SDS-PAGE und Western Blot
untersucht. (B) Die Proteinexpression an der Zelloberflache der Neurone wurde mit Hilfe
densitometrischer Analyse mehrerer Western Blots quantifiziert. Die Signalintensitaten der
Oberflachenproteine wurden auf die Intensitaten entsprechender Proteine im Lysat normalisiert. Die
berechneten Werte fir Oh Zeitpunkte wurden als 100% gesetzt. Die Diagrammpunkte reprasentieren
den Mittelwert der prozentualen Unterschiede in der Expression der entsprechenden Rezeptorproteine
an der Zelloberflache primarer LRP1ANPxY?2 oder Wildtyp Neurone nach einer Behandlung mit CHX.
Die berechneten Werte fir LRP1ANPxY?2 Neurone wurden anschlieBend mit den Werten der Wildtyp-
Kontrollen verglichen. Die Wildtyp-Kontrollen wurden dabei als 100% definiert. Die Berechnung der
Expressionsraten an der Zelloberflache der LRP1LANPxY2 Neurone nach einer Behandlung mit CHX
demonstrierte fir LRP1 einen Anstieg um 89% (p=0,03; n=3) nach 4h, um 94% (p=0,02; n=6) nach 6h
und um 59% (p=0,043; n=3) nach 8h. Die Expression von NR1 nach der Behandlung mit CHX stieg
um 33% (p=0,073; n=4) nach 4h, um 58% (p=0,03; n=6) nach 6h und um 67% (p=0,042; n=5) nach
8h. Die restliche Expression von NR2B stieg an der Zelloberflache der LRP1ANPxY2 Neurone im
Vergleich zum Wildtyp um 22% (p=0,06; n=4) nach 4h, um 51% (p=0,032; n=6) nach 6h und um 54%
(p=0,04; n=4) nach 8h an. (C) Fir die Expression der NR2A-Rezeptoruntereinheit sowie fir die
untersuchten Proteine in den Zelllysaten konnten keine signifikanten Abweichungen zwischen
LRP1ANPxY2 und Wildtyp Neuronen festgestellt werden. Die Fehlerbalken reprasentieren den
Standardfehler. *p<0,05 wurde als statistisch signifikant definiert, zweiseitiger Studentscher t-Test.
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Die Behandlung mit CHX demonstrierte, dass der beobachtete Anstieg der
Expression von LRP1 und NR1/NR2B an der Zelloberflache der LRP1ANPXxY2
Neurone nicht auf einen verstarkten Transport zur Zelloberflache oder eine
verminderte Degradierungsrate der Proteine zurlickzufuihren ist. Dadurch wurde die
Hypothese von der verminderten Internalisierungsrate beider Rezeptoren in
LRP1ANPXY2 Neuronen bekréftigt.

Die Internalisierungsraten beider Rezeptorproteine wurden mit Hilfe des spaltbaren
Sulfo-NHS-SS-Biotins in Internalisierungsexperimenten untersucht. Dazu wurde die
Oberflache primarer Neurone mit spaltbarem Sulfo-NHS-SS-Biotin markiert. Die
Behandlung erfolgte auf Eis, um die Internalisierung zu unterbinden. Anschlie3end
wurden die Neurone fur 7min oder 15min in den Brutschrank dberfahrt, um die
Internalisierung zu induzieren. Danach wurden die Schalen wieder auf Eis platziert,
um die Internalisierung zu stoppen, und das Biotin wurde durch eine Behandlung mit
Mercapto-Ethansulfonat-Natrium (MesNa) von der Zelloberflache abgespalten. Diese
Vorgehensweise stellte sicher, dass die biotinylierten Proteine, die anschlie3end
durch eine Prazipitation mit NeutrAvidin-Agarose isoliert wurden, ausschlief3lich von
dem Internalisierungsvorgang stammen. Die Oberflachenbiotinylierung und
anschlielende Dissoziation von Biotin wurden durch zwei Kontrollen sichergestellt.
Die Biotinylierungskontrolle wurde biotinyliert und wahrend des gesamten
Experiments auf Eis belassen, ohne das Biotin anschlieend durch MesNa zu
dissoziieren. Die Quantifizierungen der Western Blots dieser Kontrolle lieferten den
100%-Wert fur die spateren Berechnungen. Die Dissoziationskontrolle wurde
ebenfalls biotinyliert und auf Eis belassen, allerdings wurde sie anschlie3end mit
MesNa behandelt. Die Quantifizierungen von Western Blots dieser Kontrolle lieferten
den 0%-Wert fir die spateren Berechnungen und erlaubten das Hintergrundsignal
des Experiments zu ermitteln. Beide Kontrollen wurden nicht bei 37T inkubiert,
sodass keine Internalisierung stattfinden konnte. Die errechneten
Internalisierungsraten setzen sich folgenderweise zusammen. Alle Werte wurden auf
die Hintergrundsignale durch die Subtraktion von Werten der 0%-Kontrolle korrigiert.
Die resultierenden Werte fur die Internalisierungsansatze wurden durch die
entsprechenden 100%-Werte der Biotinylierungskontrollen dividiert. Der resultierende
Wert stellt die Internalisierungsrate dar, also den internalisierten Anteil an Protein von

dem gesamten an der Oberflache markierten Proteinpool.

40



Ergebnisse

A
Oberfliche  Oberfliche internalisiert Lysat
Ktl. strip Ktl.  strip WT ANPxY2 WT ANPxY2
B o | - | | RP1
e L W sl | NR 1
NR 2B
NR 2A
W S | Aktin
WT ANPxY2
B £ C ¢
& S
c : 125+ .= 1251
[T Q@
-:5-' g 100 cevvsnnsunnsmnnsmnsnnnnnnns . .§ g 100
Be P 25
3£ [ N £
4 EE 75+ b & gE 754 * * *
% g g ! g % g I - o
SZ> 504 & 3o > soq B :
S ** * : a5 ! :
@ X "X b :
£Q 25 e £ 254F :
£3 : 24 ! !
=3 : ; ; — <o s el L'y :
5 LRP1 NR1 NR2B NR2A S LRP1 NR1 NR2B NR2A
c £

Abbildung 4. Die Akkumulation der LRP1 und NR1/NR2B Rezeptorproteine an der Zelloberflache
primarer LRP1ANPxY2 Neurone ist auf reduzierte Internalisierungsraten dieser Proteine in
LRP1ANPxY2 Neuronen zuriickzufihren.

(A) Die Internalisierungsraten wurden durch eine Markierung der Oberflachenproteine mit spaltbarem
NHS-SS-Biotin ermittelt. Die Western Blots in den Tafeln ,Oberflache” demonstrieren, dass eine
Behandlung mit MesNa-Puffer zur Dissoziation von NHS-SS-Biotin von der Zelloberflache fihrt. Die
Tafeln ,internalisiert* zeigen die Mengen an Rezeptorproteinen, die nach einer Inkubation fir 15min
bei 37T internalisiert wurden. Die Tafeln ,Lysat® belegen, dass die gleichen Mengen von
untersuchten Proteinen fir das Experiment eingesetzt wurden. (B) Die Mengen an internalisierten
Proteinen wurden mit Hilfe densitometrischer Analyse mehrerer Western Blots quantifiziert. Die
Internalisierungsraten wurden durch die Division der Werte fir den gesamten an der Oberflache
biotinylierten Proteinpool (Ktl.) durch die Werte fur die internalisierten Proteine (internalisiert) ermittelt.
Vorher wurden die Werte auf die entsprechenden Hintergrundsignale (,strip*) korrigiert. Die
Internalisierungsraten der Wildtyp-Kontrollen wurden als 100% gesetzt. Die Diagrammbalken
reprasentieren den Mittelwert der prozentualen Unterschiede in den Internalisierungsraten
entsprechender Rezeptorproteine in primaren LRP1ANPxY2 Neuronen verglichen mit den
Internalisierungsraten der Wildtyp-Kontrollen. Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler.
Fur die Internalisierungsraten in LRP1ANPxY2 Neuronen nach 15min Internalisierungszeit wurde fir
LRP1 eine Reduktion von 61% (p= 0,01; n=5); fir NR1 eine Reduktion von 69% (p=0,001; n=5) und
fur NR2B eine Reduktion von 70% (p=0,016; n=5) im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen ermittelt. (C)
Fur die Internalisierungsraten in LRP1ANPxY2 Neuronen nach 7min Internalisierungszeit wurde fur
LRP1 eine Reduktion von 38% (p= 0,043; n=4); fir NR1 eine Reduktion von 42% (p=0,04; n=4) und
fur NR2B eine Reduktion von 39% (p=0,044; n=5) im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen ermittelt.
*p<0,05 wurde als statistisch signifikant definiert, zweiseitiger Studentscher t-Test.
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Wie in der Abbildung 4 dargestellt, zeigen die LRP1ANPxY2 Neurone eine
verminderte Internalisierungsrate fur LRP1 und NMDA-Rezeptoruntereinheiten NR1
und NR2B. Eine quantitative Auswertung der Daten demonstrierte eine 61%ige
(p=0,01; n=6) Reduktion der Internalisierungsraten fur LRP1 und 69%ge (p=0,001;
n=6) bzw. 70%ge (p=0,02; n=5) Reduktion der Internalisierungsraten fir NR1 und
NR2B in LRP1ANPxY2 Neuronen verglichen mit den Wildtyp-Kontrollen (Abb. 4A, B).
Fur die untersuchten Rezeptoren LRP1 und NR2B wurde eine relativ schnelle
Recycling-Rate in der Literatur beschrieben, so kénnte eine verstarkte Recycling-
Rate einen weiteren Erklarungsansatz fiur die beobachtete Reduktion der
Internalisierungsraten in LRP1ANPxY?2 Neuronen darstellen (Chen and Roche 2007).
Im Internalisierungsexperiment mit spaltbarem Biotin wirde eine verstarkte
Recycling-Rate der Proteine nach einer langeren Internalisierungszeit (15min) dazu
fuhren, dass mit Biotin markierte Proteine bereits zurtick zur Oberflache transportiert
werden. Dies wirde sich als eine scheinbare Reduktion der Internalisierungsraten
manifestieren. Im Gegensatz dazu, wirde bei einer Untersuchung der
Internalisierungsraten nach einer kirzeren Zeitspanne eine verstarkte Recycling-
Rate als eine scheinbar verstarkte Internalisierungsrate erscheinen. Diese Annahme
wurde Uberprift, indem eine kirzere Zeitspanne von 7min fur die Internalisierung
gewahlt wurde. Die ermittelten Internalisierungsraten fur LRP1 und NR1/NR2B-
Rezeptoruntereinheiten waren bereits nach dieser kurzen Zeitspanne in
LRP1ANPXxY2 Neuronen im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen signifikant reduziert
(Abb. 4C). Diese Resultate widersprechen der Annahme von den verstarkten
Recycling-Raten von LRP1 und NR1/NR2B in LRP1ANPxY2 Neuronen, da sie die
gleiche Tendenz zur Reduktion der Internalisierungsraten zeigen. Dariliber hinaus
wurden in der Untersuchung der Internalisierungsraten von NR2A Rezeptoreinheit
keine signifikanten Unterschiede zwischen LRP1ANPxY2 und Wildtyp-Neuronen
festgestellt. Dies demonstriert, dass die beobachteten Effekte der knock-in Mutation
in LRP1 spezifisch fir LRP1 und NR1/NR2B-Rezeptoruntereinheiten sind.

Diese Ergebnisse belegen, dass die beobachtete verstarkte Expression von LRP1
und NR1/NR2B Rezeptoren an der Zelloberflache primérer LRP1ANPxY2 Neurone

auf eine verminderte Internalisierungsrate zurtickzufuhren ist.
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4.4 Die NR2B-Rezeptoruntereinheit weist ein verande rtes
Phosphorylierungsmuster in LRP1  ANPxY2 Neuronen auf

Die Regulierung der Expression der NR2B-Rezeptoruntereinheit an der
Zelloberflache wird hauptséchlich durch die Phosphorylierungen der Aminosauren
Serin 1480 (S1480) und Tyrosin 1472 (Y1472) vermittelt. Eine verstéarkte
Phosphorylierung an S1480 und gleichzeitige Dephosphorylierung an Y1472
innerhalb der NR2B-Aminosauresequenz dient als ein Signal fur die Internalisierung
der NR2B-Rezeptoruntereinheit (Sanz-Clemente 2010).

4.4.1 Die Internalisierungssignale der NR2B-Rezepto runtereinheit sind in
LRP1ANPXxY2 Neuronen verstarkt aktiviert

Die Phosphorylierung entsprechender Positionen wurde in den Lysaten und an der
Zelloberflache priméarer kortikaler Neurone untersucht. Dazu wurden die
Oberflachenproteine primarer kortikaler Neurone mit Hilfe der
Oberflachenbiotinylierung markiert und nach einer Prazipitation mit NeutrAvidin-
Agarose durch SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Die Phosphorylierung der
NR2B-Untereinheit an den Positionen pS1480 oder pY1472 wurde mit Hilfe
phosphorylierungsspezifischer polyklonaler Antikdrper detektiert. Parallel wurde die
gesamte Expression der NR2B-Rezeptoruntereinheit mit einem Antikorper, der sie
unabhéngig vom Phosphorylierungsstatus detektiert, ermittelt. Zur Auswertung der
Ergebnisse wurden mehrere Western Blots quantifiziert und die Signalintensitaten
phosphorylierungsspezifischer Antikdrper auf die der gesamten NR2B-Expression

normalisiert.
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Abbildung 5. Die Mutation im NPxY2 Motiv von LRP1 fiuhrt zu einem verdnderten
Phosphorylierungsmuster an Positionen S1480 und Y1472 der NR2B-Rezeptoruntereinheit an der
Oberflache primarer LRP1ANPxY?2 Neurone.

(A) Western Blots demonstrieren eine verstarkte Phosphorylierung an der Position S1480 in der
NR2B-Rezeptoruntereinheit an der Zelloberflache primarer LRP1ANPxY2 Neurone, wahrend die
Phosphorylierung der Position Y1472 unverandert erscheint. Primére kortikale Neurone von
LRP1ANPxY2 oder Wildtyp Tieren am DIV14 wurden bei 4T biotinyliert und lysiert. Die biotinylierten
Proteine wurden mit NeutrAvidin Agarose préazipitiert und mit Hilfe von SDS-PAGE und Western Blot
untersucht (Oberflache, linke Tafeln). Als Ladekontrollen wurden jeweils 15 pg der Gesamtproteine
aus dem Zelllysat eingesetzt (Lysat, rechte Tafeln). Die phosphorylierten Proteine wurden mit
entsprechenden phosphorylierungsspezifischen Antikdrpern nachgewiesen. Parallel wurden die
gleichen Mengen an prazipitierten Oberflachenproteinen auf dasselbe SDS-PAGE Gel geladen und
mit einem phosphorylierungsunspezifischen NR2B-Antikérper nachgewiesen. Die densitometrischen
Analysen dieser Western Blots lieferten die Werte fir die gesamte Expression der NR2B-
Rezeptoruntereinheit an der Zelloberflache primarer Neurone. (B) Die Proteinexpression an der
Zelloberflache der Neurone wurde mit Hilfe densitometrischer Analyse mehrerer Western Blots
qguantifiziert. Die Signalintensitdten der Oberflaichenproteine wurden auf die Intensitaten
entsprechender Proteine im Lysat korrigiert. Zusatzlich wurden die Signale der phosphorylierten
Proteine auf die Werte der Western Blots von phosphorylierungsunspezifischem NR2B-Antikorper
normalisiert. Die berechneten Werte fir Wildtyp-Kontrollen wurden als 100% gesetzt. Die
Diagrammbalken reprasentieren den Mittelwert der prozentualen Unterschiede in der
Phosphorylierung entsprechender Positionen an der Zelloberflache primarer LRP1ANPxY2 Neurone
verglichen mit den Wildtyp-Kontrollen. Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. Fir die
Phosphorylierung an der Position S1480 wurde ein Anstieg von 64% (p=0,04; n=4) an der
Zelloberflache der LRP1ANPxY2 Neurone ermittelt. Durch die Normalisierung der Werte fur die
Position Y1472 an die Gesamtexpression der NR2B-Rezeptoruntereinheit an der Zelloberflache wurde
eine Reduktion der Y1472 Phosphorylierung um 44% (p=0,03; n=4) berechnet. *p<0,05 wurde als
statistisch signifikant definiert, zweiseitiger Studentscher t-Test.

Wie in der Abbildung 5 demonstriert, weisen die NR2B-Rezeptoruntereinheiten an
der Oberflache primarer LRP1ANPxY2 Neurone ein von den Wildtyp-Kontrollen
abweichendes Phosphorylierungsmuster auf. Die Phosphorylierungsrate von Serin
S1480 ist an der Zelloberflache der LRP1ANPxY2 Neurone um 64% (p=0,04; n=4)

gesteigert, wahrend die Tyrosin-Phosphorylierung an der Position Y1472 um 44%
(p=0,03; n=4) im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen reduziert ist.
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4.4.2 Die Expression und die Regulierung der CKIl u nd Fyn Kinasen
demonstrieren in den LRP1 ANPxY2-Neuronen keine Abweichungen

Als eine mogliche Erklarung in der Abbildung 5 dargestellter Ergebnisse kénnte eine
veranderte Expressions- oder Aktivierungsrate der entsprechenden Kinasen
betrachtet werden. Die Position S1480 wird durch die Kasein Kinase Il phosphoryliert
(Sanz-Clemente 2010), wahrend die Position Y1472 durch die Fyn Kinase
phosphoryliert wird (Suzuki and Okumura-Noji 1995). Die Expressionsraten dieser
Kinasen wurden in den Lysaten priméarer Wildtyp und LRP1ANPxY2 Neurone
untersucht. Wie in der Abbildung 6 demonstriert, konnten keine Unterschiede in den
Expressionsraten der CKII oder Fyn Kinasen zwischen Wildtyp und LRP1ANPXY?2
Neuronen nachgewiesen werden. Dartber hinaus ist die Phosphorylierungsrate des
Aktivierungssignals Y418 der Fyn Kinase (Lin 2004) ebenfalls nicht verandert (Abb.
6), was auf eine unverdnderte Aktivitdt der Kinase in LRP1ANPxY2 Neuronen
hindeutet. Diese Ergebnisse zeigen, dass die beobachteten Abweichungen im
Phosphorylierungsmuster der NR2B-Rezeptoruntereinheit in LRP1ANPXxY2
Neuronen vermutlich nicht auf eine veranderte Aktivitdt oder Expressionsrate der

zustandigen Kinasen zurtickzufihren ist.
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Abbildung 6. Die Expressions- und die Aktivierungsraten von Kasein Kinase Il und Fyn sind in
LRP1ANPxY2 Neuronen nicht verandert. (A) Die reprasentativen Western Blots demonstrieren, dass
die Proteinexpression der Kasein Kinase Il (CKIl) und Fyn in den Zelllysaten der LRP1ANPxY2
Neurone im Vergleich zum Wildtyp nicht verédndert ist. Die Aktivierungsrate der Fyn Kinase, ermittelt
anhand der Phosphorylierungsrate des Aktivierungssignals Y418, ist ebenfalls nicht verandert. Jeweils
15 pg der Gesamtproteine aus dem Zelllysat wurden eingesetzt. (B) Densitometrische Auswertung
mehrerer Western Blots zeigt keine signifikanten Unterschiede in der Proteinexpressionsrate oder der
Phosphorylierung der CKIl und Fyn Kinasen. Die ermittelten Werte fir Wildtyp-Kontrollen wurden als
100% gesetzt. Die Diagrammbalken repréasentieren den Mittelwert der prozentualen Unterschiede in
der Expression entsprechender Proteine im Zelllysat der LRP1ANPxY2 Neurone verglichen mit den
Wildtyp-Kontrollen.

Unter Berticksichtigung oben dargelegter Daten von Sanz-Clemente (2010) kann das

nachgewiesene Phosphorylierungsmuster der NR2B-Rezeptoruntereinheit an der
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Zelloberflache primarer LRP1ANPxY2 Neurone als eine verstarkte Aktivierung der
Internalisierungssignale interpretiert werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die Internalisierungsrate der NR2B-Untereinheiten in den LRP1ANPxY2

Neuronen trotz aktivierter Internalisierungssignale reduziert ist.

4.5 LRP1 bindet starker an die NR2B-Rezeptorunterei nheit in LRP1 ANPxY2
Neuronen

Trotz der  verstarkt  aktivierten Internalisierungssignale der NR2B-
Rezeptoruntereinheit, akkumulieren NR1 und NR2B-Rezeptoruntereinheiten an der
Zelloberflache primarer LRP1ANPxY2 Neurone. Die beobachtete Akkumulation
konnte in vorangegangenen Experimenten mit einer reduzierten Internalisierungsrate
der NR1/NR2B-Rezeptoruntereinheiten erklart werden. Die demonstrierten
Ergebnisse indizieren eine Rolle von LRP1 im Internalisierungsprozess von NMDA-
Rezeptoruntereinheiten NR1 und NR2B. Ein funktionelles Zusammenspiel beider
Rezeptoren wurde bereits in der Literatur demonstriert (May 2004; Martin 2008; Liu
2010). Einen mechanistischen Erklarungsansatz fur die Reduktion der
Internalisierungsraten dieser Rezeptoruntereinheiten kénnten maogliche
Abweichungen in den Interaktionseigenschaften der NMDA-Rezeptoruntereinheiten
mit LRP1 in LRP1ANPxY2 Neuronen liefern. Dieser Ansatz wurde mit Hilfe der Co-
Immunoprazipitationstechnik untersucht. Dazu wurden die Lysate priméarer Neurone
Uber Nacht mit einem LRP1-spezifischen polyklonalen Antikérper 1704 (Pietrzik
2002) und Protein G-Sepharose (GE Healthcare) bei 4C inkubiert. Anschliel3end
wurden die Proteine durch das Erhitzen fir 5 min bei 95C in SDS-Puffer von der
Sepharose eluiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Detektion im Western Blot
erfolgte mit NR1- bzw. NR2B-spezifischen monoklonalen Antikérpern. Diese
Vorgehensweise stellte sicher, dass die detektierte NR1- bzw. NR2B-

Rezeptoruntereinheiten zusammen mit LRP1 prazipitiert wurden.
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Abbildung 7. LRP1 interagiert mit NR2B, aber nicht mit NR1. Die Bindung von NR2B an LRP1 ist in
LRP1ANPxY2 Neuronen starker.

(A) NR1 bindet nicht an LRP1. Der reprasentative Western Blot demonstriert, dass die NR1
Rezeptoruntereinheit nicht mit LRP1 co-immunoprazipitiert werden konnte. (B) LRP1 bindet starker an
die NR2B-Rezeptoruntereinheit im Zelllysat der LRP1ANPxY2 Neurone. Der reprasentative Western
Blot zeigt, dass mehr NR2B-Protein mit LRP1ANPxY2 im Vergleich zu LRP1 aus Wildtyp-Kontrollen
co-immunoprazipitiert wird. Die primaren kortikalen LRP1ANPxY2 oder Wildtyp Neurone am DIV14
wurden lysiert und die gleichen Mengen an Gesamtprotein aus den Lysaten (80 pg) mit dem C-
terminalen LRP1-spezifischen polyklonalen Antikdrper 1704 und 30ul Protein G Sepharose uber
Nacht bei 4C inkubiert. Die prazipitierten Protein e wurden durch Erhitzen im 2 x SDS Puffer bei 95C
fur 5 min von der Sepharose eluiert und mit Hilfe der SDS-PAGE und Western Blot Techniken
analysiert. Der immunologische Nachweis erfolgte mit einem NR2B- bzw. NR1-spezifischen
monoklonalen Antikdrper.

Wie in der Abbildung 7A demonstriert, konnte kein NR1-Rezeptorprotein in der
Immunoprazipitation mit LRP1-spezifischem Antikdrper nachgewiesen werden.
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass NR1 vermutlich nicht an LRP1 bindet. Eine
Untersuchung der Interaktion von NR2B und LRP1 in LRP1ANXxY2 oder Wildtyp
Neuronen hat gezeigt, dass wesentlich grél3ere Mengen an NR2B-Rezeptorprotein
mit LRP1ANPxY2 als mit Wildtyp LRP1 préazipitiert werden (Abb. 7B). Dieses
Ergebnis weist auf eine starkere Bindung zwischen LRP1ANPxY2 und der NR2B-
Rezeptoruntereinheit in LRP1ANPxY2 Neuronen hin.

46 Die Interaktion zwischen LRP1 und NR2B wird dur ch die
Phosphorylierung reguliert

Die Alanin Substitution im NPxY2 Motiv von LRP1 resultiert in einer stérkeren
Bindung zwischen LRP1 und NR2B. Dies lasst auf ein mdgliches Zusammenspiel
beider NPxY Motive von LRP1 in Hinsicht auf ihre Bindungseigenschaften schliel3en.
Der Erklarungsansatz wird von friheren Untersuchungen der Bindungseigenschaften
der NPxY Motive unterstitzt. In diesen Arbeiten wurde demonstriert, dass die
Mehrheit der Interaktionspartner an die NPxY Motive von LRP1 bindet, wenn die
Tyrosine in den Motiven phosphoryliert sind (Guttman 2009). Zusatzlich wurde
gezeigt, dass die Phosphorylierung der Motive sequenziell verlauft. Das NPxY1 Motiv
kann erst dann phosphoryliert werden, wenn das NPxY2 Motiv bereits phosphoryliert

wurde (Betts 2008). Eine Untersuchung der Effekte einer Dephosphorylierung von
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LRP1 und NR2B auf die Interaktion beider Rezeptoren wirde damit die
Ruckschlisse auf die Rolle einer Phosphorylierung in diesem Prozess erlauben.
Dazu wurden die Neurone lysiert und die Lysate durch eine Behandlung mit der
intestinalen alkalischen Kalberphosphatase (CIP; 10 U/ug Protein) fur 30 min bei
37T dephosphoryliert. Die Effektivitat der Dephosp horylierung wurde durch eine
SDS-PAGE und Western Blot Analyse uberpriuft. Die Detektion im Western Blot
erfolgte mit einem phosphorylierungsspezifischen polyklonalen LRP1 Antikorper, der
gegen pY4507 im NPxY2 Motiv gerichtet ist.
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Abbildung 8. Die Interaktion zwischen LRP1 und NR2B wird durch die Phosphorylierung reguliert.

(A) Die reprasentativen Western Blots demonstrieren, dass eine Behandlung mit der intestinalen
Kalber-Phosphatase (CIP) zu einer vollstandigen Dephosphorylierung der Tyrosine Y4507 in LRP1
und Y1472 in NR2B fiihrte. Eine restliche Phosphorylierung am Serin S1480 im NR2B konnte nach
CIP-Behandlung detektiert werden. Die Lysate primarer LRP1ANPxY2 oder Wildtyp Neurone am
DIV14 wurden fir 30 min mit 10U/ug Protein CIP bei 37C behandelt. Jeweils 15 pg der
Gesamtproteine aus dem Zelllysat wurden fiir die SDS-PAGE eingesetzt. Der immunologische
Nachweis erfolgte mit den phosphorylierungsspezifischen Antikérpern. (B) Die reprasentativen
Western Blots zeigen, dass eine Dephosphorylierung der Proteine in den Zelllysaten der Wildtyp
Neuron zur Reduktion der Mengen an NR2B-Protein, die mit LRP1 co-immunoprazipitiert werden,
fuhrt. Im Gegensatz dazu, zeigt die Dephosphorylierung keinen Effekt auf die Mengen des NR2B-
Rezeptorproteins, die mit LRP1ANPxY2 co-immunoprazipitiert wurden. Jeweils 80 pg des
Gesamtproteins aus den CIP-behandelten oder unbehandelten Kontrollen wurden fir die
Immunoprazipitation eingesetzt.

Wie in der Abbildung 8A gezeigt ist, konnte kein spezifisches Signal fur pY4507 nach
der CIP-Behandlung im Lysat primarer Wildtyp Neurone detektiert werden. In den
Lysaten primérer LRP1ANPxY2 Neurone konnten weder vor, noch nach der CIP-
Behandlung pY4507-spezifischen Signale nachgewiesen werden, da diese Position
in der Aminosauresequenz aufgrund der knock-in Mutation nicht mehr existiert (Abb.

8A, unterste Tafel). Die Dephosphorylierung der NR2B-Rezeptoruntereinheit wurde
mit oben beschriebenen Antikdrpern gegen pS1480 und pY1472 untersucht. Wie in
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der Abbildung 8A dargestellt ist, fuhrt eine CIP-Behandlung zu einer vollstandigen
Dephosphorylierung des Tyrosins Y1472 in der NR2B-Rezeptoruntereinheit, wahrend
eine restliche Phosphorylierung am Serin S1480 zu beobachten ist (Abb. 8A obere
Tafeln). Dieses Ergebnis deutet auf eine grofl3ere Spezifitdt von CIP fur die
phosphorylierten Tyrosine unter gewahlten Bedingungen hin. Nach der Validierung
der CIP-Behandlung wurden die Effekte der Dephosphorylierung auf die Interaktion
von LRP1 und NR2B mit Hilfe der Co-Immunoprazipitation in den Lysaten der
LRP1ANPxY2 Neurone und Wildtyp-Kontrollen untersucht. Dazu wurden die Lysate
mit LRP1-spezifischen 1704 Antikdrper (Pietrzik 2002) und Protein G-Sepharose
Uber Nacht inkubiert. Die Detektion im Western Blot erfolgte mit einem NR2B-
spezifichen monoklonalen Antikérper. Wie in der Abbildung 8B demonstriert, fuhrt
eine CIP-Behandlung der Lysate primarer Wildtyp-Neurone zu einer drastischen
Reduzierung der Mengen an NR2B-Protein, die mit LRP1 co-immunoprazipitiert
wurden (Abb. 8B, obere Tafeln). Im Gegensatz dazu hat die Dephosphorylierung
keinen Effekt auf die Bindung zwischen der NR2B-Rezeptoruntereinheit und LRP1 in
Lysaten der LRP1ANPxY2 Neurone (Abb. 8B, untere Tafel). Zusammengefasst
bestétigen diese Ergebnisse die Annahme, dass die Interaktion beider Rezeptoren

durch die Phosphorylierung der Tyrosine in NPxY Motiven von LRP1 reguliert wird.

4.7 LRP1ANPxY2 Tiere sind hyperaktiv und haben Defizite im d irekten und
umgekehrten rAumlichen Lernvermogen

Die folgenden Verhaltensexperimente wurden an der Klinik flr Psychiatrie und
Psychotherapie der Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz
von Mariola Bednorz unter Anleitung von Prof. Dr. Ulrich Schmitt durchgefthrt.

Die vorangegangenen biochemischen Experimente zeigten eine Veranderung in der
Expression der NR2B-Rezeptoruntereinheit in den primaren LRP1ANPXY2
Neuronen. Die Studien an den Tieren mit einem neuronalen knock-out des gesamten
Lrpl-Gens demonstrierten Verhaltensdefizite, die auf eine gestorte Funktionalitat des
NMDA-Rezeptors hindeuten (May 2004; Liu 2010). Im Gegensatz zu den
Tiermodellen mit dem neuronalen knock-out des gesamten Lrpl-Gens, stellt das hier
eingesetzte Tiermodell lediglich einen partiellen Funktionsverlust des LRP1-
Rezeptors dar. Aus diesem Grund wurde getestet, ob die Alanin Substitution im
NPxY2 Motiv von LRP1 signifikante Verhaltens- oder Lerndefizite nach sich zieht.
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Abbildung 9. Die Tiere mit der knock-in Mutation im NPxY2 Motiv von LRP1 sind hyperaktiv und
haben Defizite im direkten und umgekehrten rdumlichen Lernvermdgen.

(A) Die Ermittlung der Aktivitat der Tiere in der open field Paradigma demonstrierte eine verstarkte
Aktivitat der LRP1ANPxY2 Mause verglichen mit den Wildtyp Geschwistern. Die LRP1ANPxY2 Tiere
legten nach 10min im Experiment eine langere Strecke zurtick. Die Diagrammbalken représentieren
den Mittelwert zuriickgelegter Strecken nach 10min in cm. Die Fehlerbalken représentieren den
Standardfehler. *p<0,05 wurde als statistisch signifikant definiert, einseitiger ANOVA-Test, fiur
LRP1ANPxY2 n=11; fur Wildtyp n=15. (B) Die Ergebnisse des Morris Water Maze Tests
demonstrieren, dass die LRP1ANPxY2 Tiere langere Zeit bendétigen, um die versteckte Plattform im
Schwimmbecken zu finden. Die Tiere wurden 4 Tage lang viermal am Tag trainiert. Die Messungen
erfolgten an den Tagen 6 bis 9. Die Diagrammpunkte reprasentieren den Mittelwert benétigter Zeit, um
die Plattform zu finden, in Sekunden. Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. p<0,05
wurde als statistisch signifikant definiert, zweiseitiger ANOVA-Test, fur LRP1ANPxY2 n=11; fur
Wildtyp n=15.*p<0,001. (C) Die Ergebnisse des Morris Water Maze Tests mit neuer Positionierung der
Plattform zeigen, dass die LRP1ANPxY2 Tiere langere Zeit bendtigen, um die neue Position der
Plattform im Schwimmbecken zu erlernen. Fur das Experiment wurden dieselben Tiere wie im
Abschnitt B eingesetzt. Die Plattform wurde neu positioniert. Die Messungen erfolgten an den Tagen
34-38 nach dem Trainingsbeginn. Die Diagrammpunkte reprasentieren den Mittelwert benétigter Zeit
in Sekunden, um die neue Position der Plattform zu erlernen. Die Fehlerbalken repréasentieren den
Standardfehler. p<0,05 wurde als statistisch signifikant definiert, zweiseitiger ANOVA-Test, fir
LRP1ANPxY2 n=11; fur Wildtyp n=15.*p<0,001; +p=0,056

Wie in der Abbildung 9A gezeigt, wurde bei den LRP1ANPxY?2 Tieren eine verstarkte
Aktivitat im open field Verhaltensexperiment festgestellt. Dieses Ergebnis deutet auf
die Hyperaktivitat der LRP1ANPxY2 Tiere hin und demonstriert, dass bereits eine
Einschrdnkung der Funktionalitat des NPxY2 Motiv. von LRP1 &hnliche
Verhaltensdefizite wie ein gesamter neuronaler Lrpl knock-out verursacht (May
2004; Liu 2010).

50



Ergebnisse

Die NR2A und NR2B Rezeptorsubtypen sind die haufigste Form der NMDA-
Rezeptoren im Hippokampus und Kortex (Yashiro and Philpot 2008). Jegliche
Verdnderungen in der Expression an der Zelloberflache, der synaptischen
Lokalisierung oder der Aktivitdat des NR2B Rezeptorsubtyps fuhren zwangslaufig zu
Veranderungen im Lernverhalten und Gedéachtnis der Modelltiere (Tang 2009).
Dartber hinaus wurden diese Rezeptorsubtypen am haufigsten im Zusammenhang
mit der Langzeit-Potenzierung (LTP) der Neurone und folglicherweise mit dem
Lernen und Gedachtnis assoziiert (Collingridge and Bliss 1995). Aus diesem Grund
wurden die Verhaltensexperimente auf die Untersuchung des raumlichen
Lernvermdgens der Tiere ausgeweitet. Das Lernverhalten der Tiere wurde mit Hilfe
des Morris Water Maze Tests (MWM) untersucht. Wie in den Abbildungen 9B und 9C
dargestellt, zeigen die LRP1ANPxY2 Tiere signifikante Defizite im direkten und
umgekehrten rdumlichen Lernvermdgen im MWM-Test verglichen mit den Wildtyp-
Geschwistern. Diese Verhaltensdefizite werden in der Literatur wiederholt in den
Zusammenhang mit einer gestorten Signaltransduktion des NDMA-Rezeptors im
hippokampalen und kortikalen Hirnarealen gebracht (Morris 1986; Bannerman 1995;
Sakimura 1995; Dalton 2011). Die demonstrierten Verhaltensdefizite der
LRP1ANPxY2 Tiere deuten auf eine physiologische Relevanz der Abweichungen in
der Zelloberflachenexpression der NR2B-Rezeptoren hin, die in vorangegangenen

Experimenten in vitro gezeigt wurden.

4.7.1 Die knock-in Mutation in das NPxY2 Motiv von LRP1 fuhrt zu einer
verminderten Aktivierung der Erk1/2 und GSK3  a/ Kinasen

Die Ergebnisse vorangegangener Experimente demonstrierten, dass die knock-in
Mutation in das NPxY2 Motiv von LRP1 in einer verstarkten Expression von LRP1
und NR2B Rezeptors an der Oberflache primarer LRP1LANPxY2 Neurone resultiert.
Die beobachteten Anderungen in der Oberflachenexpression beider Rezeptoren
konnten mit ihrer verminderten Internalisierungsrate in LRP1LANPxY2 Neuronen
erklart werden. Darlber hinaus resultiert der beschriebene biochemische Phanotyp
der ANPxY2 knock-in Mutation in Defiziten im Lernverhalten der LRP1ANPxY2 Tiere.
Im Hinblick auf diese Ergebnisse wurden molekulare Ursachen fir die beobachteten
Defizite im Verhalten der Tiere untersucht. Dazu wurden die intrazellularen
Signaltransduktionswege der NMDA-Rezeptoren analysiert. Der
Signaltransduktionsweg der extracellular signal regulated kinases 1/2 (Erk1/2) wurde
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als ein Signalweg, der unter anderem durch ein Zusammenspiel zwischen LRP1-und
NMDA-Rezeptoren reguliert wird, beschrieben (Martin 2008). In Anlehnung an diese
Daten wurden die Expression und das Aktivierungsmuster der Erk1/2 in
LRP1ANPXY2 Neuronen und Wildtyp-Kontrollen untersucht.

A B
WT ANPxY2 WT ANPxY2
::': S | ERK 1/2 — i GSK 3a/B
phospho e | GSK 30a/B
T S=——— | ERK1/2 e pS21/psS9

Abbildung 10. Die knock-in Mutation in das NPxY2 Motiv von LRP1 fiihrt zu einer verminderten
Aktivierung der Erk1/2 und GSK3 a/f Kinasen.

(A) Die reprasentativen Western Blots demonstrieren, dass die Expression der aktiven
phosphorylierten Form von extracellular signal regulated kinases 1/2 (Erk1/2) in priméren
LRP1ANPxY2 Neuronen reduziert ist, wahrend die basale Expression von Erkl/2 keine
Veranderungen zeigt. Die primadren LRP1ANPxY?2 oder Wildtyp Neurone (DIV14) wurden lysiert und
jeweils 15 pg von dem Gesamtprotein aus dem Lysat mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert.
Die basale Expression wurde mit Hilfe eines Erkl/2-spezifischen polyklonalen Antikérpers MAPK
42/44 detektiert. Die aktive phosphorylierte Form von Erk1/2 wurde mit einem monoklonalen phospho-
spezifischen Antikérper pMAPK 42/44 nachgewiesen. Der Western Blot ist ein représentativer Blot aus
drei unabhangigen Experimenten. (B) Die Western Blots demonstrieren, das die Aktivitat der
Glykogensynthase Kinasen 3 a/f (GSK3 a/B) durch eine verstarkte Phosphorylierung an S21/S9 in
LRP1ANPxY2 Neuronen herabgesetzt ist. Die Basale Expression der Kinasen ist nicht verandert. Die
primaren LRP1ANPxY2 oder Wildtyp Neurone (DIV14) wurden lysiert und jeweils 15 pug von dem
Gesamtprotein aus dem Lysat mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Die basale Expression
wurde mit Hilfe eines GSK3 a/B-spezifischen polyklonalen Antikdrpers GSK3 detektiert. Die inaktive
phosphorylierte Form von GSK3 a/f3 wurde mit einem monoklonalen phospho-spezifischen Antikorper
pGSK3 a/ff pS21/pS9 nachgewiesen. Der demonstrierten Western Blots sind représentative Blots aus
mindestens drei unabh&ngigen Experimenten.

Wie in der Abbildung 10A demonstriert, zeigen die LRP1ANPxY2 Neurone keine
Unterschiede in der basalen Expression der Erk1l/2 Kinasen (Abb. 10A oben). Die
Erk1l/2 Kinasen werden durch die Phosphorylierung aktiviert (Cargnello and Roux
2011). Die Phosphorylierung der Erkl/2 Kinasen in primaren LRP1ANPxY2 oder
Wildtyp Neuronen wurde mit Hilfe phosphorylierungsspezifischer Antikérper
untersucht. Wie in der Abbildung 10 A gezeigt, konnte eine verminderte Menge an
aktiven phosphorylierten Erk1/2 Kinasen in LRP1ANPxY2 Neuronen nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse demonstrieren, dass die knock-in Mutation in dem NPxY2
Motiv von LRP1 unter anderem zu einer verminderten Aktivierungsrate der Erk1/2

Kinasen in Neuronen fihrt.
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Eine weitere Kinase, die im Zusammenhang mit der Induktion von NMDA-Rezeptor
vermittelter Langzeitpotenzierung (LTP) gebracht wurde, ist die Glykogensynthase
Kinase 3 (GSK3) (Hooper 2007). Daruiber hinaus spielt diese Kinase eine Rolle in der
Regulierung der Internalisierungsprozesse der NMDA-Rezeptoren (Chen 2007). In
Bezug auf den biochemischen und Verhaltensphanotyp der LRP1ANPxY2 Tiere
wurde die Expression und der Aktivierungsstatus dieser Kinase in LPR1IANPXxY2
oder Wildtyp Neuronen untersucht. Der Western Blot in der Abbildung 10B
demonstriert, dass die basale Expression der GSK3 Enzymisoformen a und  in den
LRP1ANPxY2 Neuronen im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen nicht verandert ist
(Abb. 10B oben). Die GSK3 a/p Kinasen werden durch die Phosphorylierung an den
Positionen Serin 21 (pS21) fur GSK3 a und Serin 9 (pS9) fur GSK3 B inhibiert (Jope
and Johnson 2004). Die Phosphorylierung dieser Positionen wurde mit Hilfe
phospho-spezifischer Antikérper untersucht. Wie in der Abbildung 10B dargestellt,
konnte eine verstarkte Phosphorylierung der GSK3 Kinasen an diesen Positionen in
LRP1ANPxY2 Neuronen im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen nachgewiesen
werden (Abb. 10B unten), Dieses Ergebnis deutet auf eine verminderte Aktivitat der
GSK3 a/f Kinasen in LRP1ANPXxY2 Neuronen hin.

Diese Resultate verdeutlichen eine verminderte Aktivitat der in LTP-Induktion
involvierten intrazellularen Signaltransduktionswege (Hooper 2007) in LRP1ANPXY?2
Neuronen. Die beobachteten Effekte der knock-in Mutation auf das Lernverhalten der
Tiere wurden mittels dieser biochemischer Daten konsolidiert.

Zusammengefasst, deuten die demonstrierten Daten auf einen wichtigen Einfluss
vom LRP1 auf die Internalisierung der NR2B-Rezeptoruntereinheit hin. Das
Zusammenspiel und die Phosphorylierung der NPxY1 und NPxY2 Motive von LRP1
scheinen in diesem Prozess eine entscheidende regulatorische Rolle zu spielen.
Durch die Alanin Substitution im NPxY2 Motiv von LRP1 wird moéglicherweise dieser
Mechanismus gestort, was in einer starkeren Bindung zwischen beiden Rezeptoren
resultiert. Dadurch wird vermutlich die Endozytoserate von NR2B-Untereinheit in
LRP1ANPxY2 Neuronen reduziert.
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5 Diskussion
Eine Reihe bereits publizierter Daten indiziert einen Einfluss von LRP1 auf die

Signaltubertragung durch NMDA-Rezeptoren (May 2004; Martin 2008; Liu 2010). Die
genaue Rolle des LRP1 in diesem Prozess verbleibt allerdings unbekannt. In dieser
Arbeit wurde die Rolle des NPxY2 Motivs von LRP1 auf die Expression des NMDA-
Rezeptors im Zelllysat und auf der Zelloberflache primarer kortikaler Neurone
untersucht. Dazu wurde die LRP1ANPxY2 knock-in Mauslinie, die sich durch eine
Alanin Substitution im NPxY2 Motiv des Lrpl Gens kennzeichnet, eingesetzt
(Roebroek 2006). In Anlehnung an friher publizierten Daten von Liu und Kollegen
(2010), die eine signifikant verminderte Zellvitalitit sowie eine verminderte
Expression der synaptischen Marker Synaptophysin und PSD95 in den priméren
Neuronen mit einer LRP1 knock-out Mutation zeigten, wurden die LRP1ANPXxY2
Neurone auf diese Aspekte untersucht. Im Gegensatz zu den Daten von Liu, wurden
keine signifikanten Unterschiede in der Zellvitalitit sowie in der Expression der
synaptischen Marker Synaptophysin und PSD95 in den Zelllysaten priméarer
LRP1ANPxY2 Neurone festgestellt (Abb. 1). Diese Diskrepanz konnte damit erklart
werden, dass die Alanin Substitution im NPxY2 Motiv einen partiellen
Funktionsverlust des LRP1-Rezeptors nach sich zieht und die Effekte der knock-in
Mutation im NPxY2 Motiv auf die Zellvitalitat sowie auf die Anzahl der Synapsen nicht
in einem solchen drastischen Maf3 ausfallen.

Im Rahmen der friheren Charakterisierung der LRP1ANPxY2 Mauslinie wurde eine
verminderte Endozytoserate von LRP1 in mouse embryonic fibroblasts (MEF)
Zelllinie bereits beschrieben (Reekmans 2010). In Anlehnung an diese Ergebnisse
konnte in dieser Arbeit demonstriert werden, dass die Expression von LRP1 auf der
Zelloberflache priméarer kortikaler LRP1ANPxY2 Neurone im Vergleich zu den
Wildtyp-Kontrollen ebenfalls gesteigert ist (Abb. 2). Zur Erklarung dieser
Beobachtung kénnte die Tatsache herangezogen werden, dass das NPxY2 Motiv
des LRP1 mit dem Internalisierungsmotiv YxxL des Rezeptors uberlappt. Die beiden
Motive sind in der Aminosduresequenz des LRP1 in der Reihenfolge NPXxYxxL
hintereinander angeordnet, sodass das Tyrosin im NPxY2 Motiv ebenfalls zu dem
YxxL Motiv gehért (Liu and Rice 2000). Aufgrund dieser Anordnung ist das
Internalisierungsmotiv YxxL durch die Alanin Substitution ebenfalls betroffen, was
offensichtlich zu einer Reduzierung der Internalisierungsrate von LRP1 in
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LRP1ANPxY2-Zellen fuhrt. Uberraschenderweise demonstrieren die priméaren
LRP1ANPXY2 Neurone eine verstarkte Expression der NMDA-
Rezeptoruntereinheiten NR2B und NR1 an der Zelloberflache, wahrend die
Expression der NR2A-Untereinheit unverandert bleibt (Abb. 2). Eine Interaktion
zwischen LRP1 und NR2B NMDA-Rezeptoruntereinheit wurde in dieser und in
friheren Arbeiten anderer Gruppen belegt (May 2004). Im Gegensatz dazu, existiert
kein Nachweis einer Interaktion von LRP1 und der NR1-Rezeptoruntereinheit in der
Literatur. Zusétzlich konnte keine Interaktion von NR1 mit LRP1 in dieser Arbeit
gezeigt werden (Abb. 7A). Dariber hinaus, wurde die Assoziation anderer NMDA-
Rezeptoruntereinheiten mit der NR1 Untereinheit als obligatorisch fiir den Transport
und die Expression des Rezeptors an der Zelloberflache beschrieben (Perez-Otano
2001; Qiu 2005). Demnach sollte ein Anstieg in der Expressionsrate von NR2B an
der Zelloberflache zwangslaufig zu einem Anstieg der Expression von NR1 fihren.
Somit kénnte angenommen werden, dass die NR2B und NR1-Untereinheiten zu
einem NMDA-Rezeptor assoziiert sind. Dementsprechend stellt die beobachtete
Steigerung der Expressionsrate von NR1 an der Zelloberflache vermutlich einen
direkten Effekt der gesteigerten Expression von NR2B-Rezeptoruntereinheiten an der
Zelloberflache der LRP1ANPxY2 Neurone dar. Dariber hinaus wurde die Interaktion
der NR2A-Rezeptoruntereinheit mit LRP1 ebenfalls demonstriert (May 2004) Bei der
Untersuchung der Expressionsrate dieser Untereinheit im Lysat und an der
Zelloberflache priméarer LRP1ANPxY2 Neurone konnten allerdings Kkeine
signifikanten Unterschiede zu den Wildtyp-Kontrollen festgestellt werden (Abb. 2).
Diese Daten deuten darauf hin, dass der gezeigte Anstieg in der Expression der
NR2B-Untereinheit an der Zelloberflache der LRP1ANPxY2 Neurone einen fir diese
Rezeptoruntereinheit spezifischen Effekt der knock-in Mutation in LRP1 darstellt.

Die demonstrierte Interaktion zwischen NR2B und LRP1 (Abb. 7B) sowie bereits
beschriebene Reduktion der Internalisierungsraten von LRP1 in LRP1ANPxY2 MEF-
Zellen (May 2004; Reekmans 2010) konnten als ein mdglicher mechanistischer
Erklarungsansatz der beobachteten Akkumulation der Rezeptorproteine LRP1 und
NR2B an der Zelloberflache herangezogen werden. Alternativ kdnnte eine verstarkte
Transportrate dieser Proteine zur Zelloberflaiche oder ihre verminderte
Degradierungsrate in der Zelle als Erlauterung fir die demonstrierten Daten dienen.

Diese Hypothesen wurden Uberprift, indem die priméaren kortikalen Neurone mit
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Cycloheximid (CHX) behandelt wurden. Das CHX ist ein Inhibitor der Translation in
eukaryotischen Zellen. Demnach fuhrt eine Behandlung mit CHX zur Reduktion der
Expressionsrate neusynthetisierter Proteine in der Zelle, wéhrend die Internalisierung
der Proteine von CHX nicht beeinflusst wird. Unter diesen Bedingungen wird der
Transport neusynthetisierter Rezeptoren zu der Zelloberflache reduziert, wahrend die
Proteine von der Zelloberflache weiter internalisiert und anschlielBend degradiert
werden. Eine Behandlung mit CHX erlaubt demnach Aussagen dariber, ob der
beobachtete Anstieg der Expression von LRP1 und NR1/NR2B an der Zelloberflache
der LRP1ANPxY2 Neurone auf eine gesteigerte Transportrate der Proteine zu der
Zelloberflache, eine reduzierte Degradierungsrate der Proteine in den Zellen oder auf
eine reduzierte Internalisierungsrate zurickzufuhren ist. Nach einer Behandlung mit
CHX fur 4, 6 oder 8 Stunden wurde ein signifikanter Anstieg der Restexpression von
NR1/NR2B und LRP1 an der Zelloberflache primarer LRP1ANPxY2 Neurone im
Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen beobachtet (Abb. 3B). In den Zelllysaten der
LRP1ANPxY2 und Wildtyp Neurone wurden allerdings keine signifikanten
Unterschiede in der Restexpression dieser Proteine festgestellt (Abb. 3C). Diese
Ergebnisse bestatigen die Annahme, dass der beobachtete Anstieg in der restlichen
Expression von NR1/NR2B und LRP1 an der Zelloberflache der LRP1ANPXxY2
Neurone vermutlich nicht auf einen gesteigerten Transport dieser Proteine zur
Zelloberflache oder auf eine verlangsamte Degradierung dieser Rezeptorproteine in
der Zelle zurickzufuhren ist. Die bereits beschriebene Reduktion der
Internalisierungsraten von LRP1 in LRP1ANPxY2 MEF-Zellen stellt demnach einen
wahrscheinlicheren Erklarungsansatz gezeigter Daten dar (Reekmans 2010).

Eine direkte Messung der Internalisierungsraten von LRP1 und NR1/NR2B in den
primaren Wildtyp oder LRP1ANPxY2 Neuronen sollte die reduzierte Internalisierung
dieser Proteine in LRP1ANPxY2 Neuronen weiter belegen. Die Internalisierungsraten
der Rezeptorproteine wurden in einem Internalisierungsexperiment mit spaltbarem
NHS-SS-Biotin bestimmt. Die Ergebnisse dieser Experimente demonstrierten eine
signifikante Reduktion der Internalisierungsraten von LRP1 und NR1/NR2B-
Rezeptoruntereinheiten in LRP1ANPxY2 Neuronen. Diese bestatigen aul3erdem die
Hypothese, dass die Akkumulation von LRP1 und NR1/NR2B auf der Zelloberflache
primarer LRP1ANPxY2 Neurone auf eine reduzierte Internalisierungsrate dieser

Rezeptoren zurickzufuhren ist (Abb. 4). Die Internalisierungsrate der NR2A-
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Rezeptoruntereinheiten ist in LRP1ANPxY2 Neuronen nicht verandert (Abb. 4A, B).
Diese Daten bestatigten weiterhin die Annahme, dass die demonstrierten Effekte der
knock-in  Mutation in LRP1 einen spezifischen Effekt auf die NR2B-
Rezeptoruntereinheit hat. Zusatzlich wurde die Internalisierungsrate fur die
untersuchten Rezeptorproteine nach einer kirzeren Zeitspanne von 7min in
LRP1ANPxY2 und Wildtyp Neuronen ermittelt. Wie in der Abbildung 4C dargestellt,
wurde bereits nach dieser kurzen Zeitspanne eine signifikante Reduktion der
Internalisierungsraten fir LRP1 und NR1/NR2B, aber nicht fir NR2A detektiert. Mit
diesem experimentellen Aufbau wurde eine verstarkte Recycling-Rate der
Rezeptoren an der Zelloberflache der LRP1ANPxY2 Neurone, die sich eventuell als
eine apparente Reduktion der Internalisierungsraten manifestieren koénnte,
ausgeschlossen. Interessanterweise ist die Restexpression der NR1- und NR2B-
Rezeptoruntereinheiten an der Zelloberflache der LRP1ANPxY2 Neurone nach
sechs Stunden Behandlung mit CHX in ahnlicher Rate gesteigert (entsprechend um
58% und um 51% der Restexpression verglichen mit Wildtyp-Kontrollen, Abb. 4).
Dartber hinaus zeigen die NR1 und NR2B-Untereinheitenen mit 69% bzw. 70% eine
ahnliche Reduktion der Internalisierungsraten nach 15min in LRP1ANPXxY2
Neuronen im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen. Eine Interaktion von LRP1 mit
NR1 ist weder in der Literatur belegt noch konnte sie in dieser Arbeit gezeigt werden
(Abb. 7A) (May 2004). Zusammengefasst bestéatigen diese Daten die oben bereits
verfasste Annahme, dass die detektierten Untereinheiten NR1 und NR2B zu einem
Rezeptor assoziiert sind. Aus diesem Grund stellen vermutlich die Anderungen in der
Expression und Internalisierung der NR1-Rezeptoruntereinheit in LRPLANPXxY2
Neuronen eher einen Nebeneffekt der verminderten Internalisierungsrate der NR2B-
Rezeptoruntereinheit dar.

Die Ergebnisse vorangegangener Experimente verdeutlichen, dass die Alanin
Substitution im NPxY2 Motiv von LRP1 zu einer verstarkten Expression der LRP1
und NR1/NR2B Rezeptoren an der Zelloberflache primarer kortikaler Neurone fuhrt.
Dieser Effekt konnte mit einer verminderten Internalisierungsrate dieser Rezeptoren
in LRP1ANPxY?2 Neuronen erklart werden.

Eine regulatorische oder mechanistische Erklarung erhaltener Daten bleibt allerdings
immer noch offen. In der Literatur wurde ein Model vorgeschlagen, in dem eine

koordinierte Phosphorylierung an zwei Aminosauren in C-terminaler Sequenz der
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NR2B-Rezeptoruntereinheit ihre Expression an der Zelloberflache primarer Neurone
reguliert (Sanz-Clemente 2010). Bei diesen Aminosauren handelt es sich um Serin
1480 und Tyrosin 1472 in der Aminosauresequenz der NR2B-Rezeptoruntereinheit.
Das Serin S1480 liegt innerhalb des ESDL-Motivs von NR2B und eine
Phosphorylierung an dieser Position durch die Kasein Kinase Il (CKII) fuhrt zur
Unterbrechung der Interaktion mit dem Post Synaptic Density Protein 95 (PSD 95).
Dies zieht unter anderem eine Entfernung der Rezeptoruntereinheit von der Synapse
mit anschlieRender Internalisierung nach sich (Chung 2004; Prybylowski 2005). Das
Tyrosin Y1472 liegt innerhalb des YEKL-Internalisierungsmotivs der NR2B-
Rezeptoruntereinheit. An dieser Position findet eine Interaktion mit dem
Adapterprotein AP2 statt, welche die Clathrin-vermittelte Endozytose erméglicht. Eine
Phosphorylierung an dieser Aminosaure durch die Kinase Fyn unterbindet die
Interaktion mit AP2 und stabilisiert dadurch die NR2B-Untereinheit auf der
Zelloberflache (Suzuki and Okumura-Noji 1995; Roche 2001). Demnach dienen eine
verstarkte Phosphorylierung an S1480 und eine gleichzeitige Dephosphorylierung an
Y1472 innerhalb der NR2B-Aminosauresequenz als ein Internalisierungssignal. Die
Untersuchung entsprechender Phosphorylierungspositionen in  den NR2B-
Rezeptoruntereinheiten  demonstrierte  eine  signifikante Erhéhung  der
Phosphorylierung der Position S1480 an der Zelloberflache primarer LRP1ANPXY?2
Neurone im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen. Die Phosphorylierung des Tyrosins
Y1472 an der Zelloberflaiche von LRP1ANPxY2 Neuronen ist hingegen signifikant
reduziert (Abb. 5A, B). In Bezug auf die publizierten Daten zur Regulation der
Expression der NR2B-Rezeptoruntereinheit an der Zelloberflache, sollte dieses
Phosphorylierungsmuster zu einer verstarkten Internalisierung des NR2B-Rezeptors
in LRP1ANPxY2 Neuronen fuhren (Sanz-Clemente 2010). Dennoch weisen die
LRP1ANPxY2 Neurone eine verminderte Internalisierungsrate der NR2B-
Rezeptoruntereinheiten auf (Abb. 4). Einen Erklarungsansatz fiir das abweichende
Phosphorylierungsmuster der NR2B-Rezeptoruntereinheit in LRPLANPXxY2
Neuronen liefern mogliche Abweichungen in der Expression oder Regulierung
verantwortlicher Kinasen Casein Kinase Il (CKIl) und Fyn (Suzuki and Okumura-Noji
1995; Sanz-Clemente 2010). Die Untersuchung der Expressions- bzw.
Aktivierungsraten der Casein Kinase Il (CKIl) und Fyn demonstrierten allerdings

keine signifikanten Unterschiede in der Expression oder Aktivierung entsprechender
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Kinasen in LRP1ANPxY2 Neuronen (Abb. 6). Diese Daten deuten darauf hin, dass
das Signalgeschehen oder die Expression dieser Kinasen durch die Alanin
Substitution im NPxY2 Motiv von LRP1 vermutlich nicht beeinflusst wurden. Der
beobachtete Effekt der knock-in Mutation in LRP1 auf die Expression der NR2B-
Rezeptoruntereinheit auf der Zelloberflache ist demnach eher ein direkter Effekt einer
verminderten Internalisierungsrate des LRP1-Rezeptorproteins in LRP1ANPxY?2
Neuronen.

Die bisher demonstrierten Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Akkumulation der
NR2B Rezeptoren auf der Zelloberflache primarer LRP1ANPxY2 Neurone sich den
regulatorischen Mechanismen durch CKIl und Fyn Kinasen zu entziehen scheint.
Diese Resultate konnten so interpretiert werden, dass in den LRP1ANPxY2
Neuronen das LRP1 die NR2B-Rezeptoruntereinheiten trotz aktivierter
Internalisierungssignale an der Zelloberflache zurtckhélt. Eine funktionelle
Interaktion zwischen LRP1 und NR2B wurde bereits belegt (May 2004). So kénnten
die Veranderungen in der Regulierung der Interaktion zwischen LRP1 und NR2B in
LRP1ANPXxY2 Neuronen einen mdoglichen Erklarungsansatz fir die demonstrierten
Ergebnisse liefern. Diese  Annahme  wurde mit Hilfe der Co-
Immunoprazipitationsexperimente Uberprift. Ein Nachweis von NR2B in dem
Prazipitationsansatz mit einem LRP1-spezifischen Antikorper erlaubte die
Bestatigung der Interaktion beider Proteine. Dartber hinaus, resultiert die
LRP1ANPXxY2 Mutation in einer starkeren Bindung der NR2B-Rezeptoruntereinheit
an das LRP1 (Abb. 7B). Dieses Ergebnis starkt die Hypothese, dass das LRP1 mit
der knock-in Mutation die NR2B-Untereinheit aufgrund einer verstarkten Bindung und
einer niedrigeren Internalisierungsrate an der Zelloberflache zurickhalt. In der
Literatur wurde beschrieben, dass die Mehrheit der Interaktionspartner von LRP1 an
das NPxY2 Motiv bindet, wobei die Phosphorylierung am Tyrosin Y4507 in diesem
Motiv fUr die Interaktion von entscheidender Bedeutung ist (Guttman 2009). Dariber
hinaus wurde ein sequenzieller Ablauf der Tyrosin-Phosphorylierungen in den NPxY1
und NPxY2 Motiven von LRP1 demonstriert. Das Tyrosin Y4473 im NPxY1 Motiv von
LRP1 kann nur dann phosphoryliert werden, wenn das Tyrosin Y4507 im NPxY2
Motiv  bereits phosphoryliert ist. Zusatzlich wurde gezeigt, dass eine
Phosphorylierung am Y4507 des NPxY2 Motivs zu einer verstarkten Exposition des

NPxY1 Motivs zur Umgebung (L6sungsmittel) fihrt (Betts 2008). In Bezug auf diese
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Daten erscheint eine Regulierung der Interaktion zwischen LRP1 und NR2B durch
die Phosphorylierung als sehr wahrscheinlich. Diese Annahme wurde in einem Co-
Immunoprazipitationsexperiment mit dephosphorylierten Zelllysaten primarer Wildtyp
oder LRP1ANPxY2 Neurone uberpruft. Die Dephosphorylierung wurde mit Hilfe der
intestinalen alkalischen Kéalberphosphatase (CIP) durchgefiihrt. Wie die Validierung
der Methode mit Hilfe phosphospezifischer Antikérper in Abbildung 8A erkennen
lasst, zeigte CIP unter gewahlten Bedingungen eine grofRere Spezifitdt fur
phosphorylierte Tyrosine, wahrend Serine wesentlich schwéacher dephosphoryliert
wurden. Weitere Co-Immunoprézipitationsexperimente mit dephosphorylierten
Zelllysaten demonstrierten, dass die Dephosphorylierung zu einer erheblichen
Abschwachung der Bindungsstarke von LRP1 zu NR2B in Lysaten der Wildtyp
Neurone fuhrt (Abb. 8B obere Tafel). Im Gegensatz dazu, zeigt die
Dephosphorylierung der Proteine in Zelllysaten der LRP1ANPxY2 Neurone keinen
Effekt auf die Interaktion zwischen LRP1 und NR2B-Rezeptoruntereinheit (Abb. 8B
untere Tafel). Daruber hinaus ist LRP1 das einzige Protein im untersuchten System,
dessen Sequenz direkt von der knock-in Mutation betroffen ist. Aus diesen Grinden
erscheint die Annahme gerechtfertigt, dass die Bindung von LRP1 mit NR2B-
Rezeptoruntereinheit durch die Phosphorylierung der Tyrosine in den NPxY Motiven
von LRP1 reguliert wird. Die Regulierung scheint durch die knock-in Mutation im
NPxY?2 Motiv von LRP1 gestort zu sein. Als Grund dafir kénnte die bereits erwahnte
sequenziell ablaufende Phosphorylierung der NPxY Motive von LRP1 betrachtet
werden, die durch mdgliche Konformationsanderungen im zytosolischen Teil von
LRP1ANPxY2 nicht mehr korrekt ablaufen kann (Betts 2008). Durch die defekte
Regulierung der Interaktion von LRP1 und NR2B in LRP1ANPxY2 Neuronen binden
die Rezeptoren starker aneinander. Die reduzierte Internalisierungsrate von LRP1 in
LRP1APxY2 Neuronen fuhrt schlie3lich zu einer Akkumulation der LRP1 und NR2B-
Rezeptoruntereinheit an der Zelloberflache.

Als Zusammenfassung aller bisher dargestellten Ergebnisse kann ein Modell
vorgeschlagen werden, in dem LRP1 in der Internalisierung der NR2B-
Rezeptoruntereinheit eine wichtige Rolle spielt. Die Interaktion beider Rezeptoren
wird durch Phosphorylierung reguliert und ein intaktes NPxY2 Motiv von LRP1 ist in

diesem Prozess von entscheidender Bedeutung.
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Eine korrekte Lokalisierung der NMDA-Rezeptoren an der Zelloberflache wurde oft
als eine zwingende Voraussetzung fir eine normale Funktion des Rezeptors
demonstriert (Yashiro and Philpot 2008; Tang 2009). Dartber hinaus zeigen Tiere,
die eine knock-out Mutation des gesamten neuronalen Lrpl-Gens tragen, NMDA-
Rezeptor-assoziierte Verhaltensdefizite (May 2004; Liu 2010). Die knock-in Mutation
in der LRP1ANPXY?2 Mauslinie, die in dieser Arbeit verwendet wurde, fuhrt lediglich
zu einem partiellen Verlust der Funktionalitat von LRP1 (Roebroek 2006; Martin
2008; Reekmans 2010; Pflanzner 2011). Dennoch hat die knock-in Mutation eine
erhebliche Auswirkung auf die Expression von NMDA-Rezeptoren an der
Zelloberflache primarer Neurone (Abb. 2). Aufgrund dessen konnte die untersuchte
LRP1ANPxY2 Maus-Linie NMDA-Rezeptor-assoziierte Verhaltensdefizite aufweisen.
Die durchgefuhrten Verhaltensexperimente demonstrierten, dass die LRP1ANPXxY2
Tiere eine signifikante Hyperaktivitat im open field Paradigma im Vergleich mit den
Wildtyp-Geschwistern zeigen (Abb. 9A). Dieses Verhaltensdefizit wurde bereits fr
die Tiere mit der konditionellen neuronalen knock-out Mutation im Lrpl-Gen
beschrieben (May 2004; Liu 2010). Daruber hinaus wurde in der Literatur von der
Hyperaktivitat der Ratten, die mit NMDA-Rezeptor-Antagonisten behandelt wurden,
berichtet (Liljequist 1991; Burns 1994). Die Hyperaktivitat der LRP1ANPxY2 Tiere
bestatigt die Annahme, dass die beobachteten Abweichungen in der Expression der
NR2B-Rezeptoruntereinheit an der Zelloberflache primarer LRP1ANPxY2 Neurone
einen von  Wildtyp-Kontrollen  abweichenden = NMDA-Rezeptor-assoziierten
Verhaltensphanotyp als Konsequenz haben kdnnte.

Jegliche Veranderungen in der Zelloberflachenexpression, der synaptischen
Lokalisierung oder der Aktivitatt der NR2B- oder NR2A-Rezeptoren flhren
zwangslaufig zu Veranderungen im Lernverhalten und Gedéachtnis der Modelltiere
(Tang 2009). Daruber hinaus wurden diese NMDA-Rezeptorsubtypen am haufigsten
im Zusammenhang mit der Langzeit-Potenzierung (LTP) der Neurone und folglich mit
Lernverhalten und Gedachtnis assoziiert (Collingridge and Bliss 1995). Aus diesem
Grund wurde die Charakterisierung der Tiere auf die Untersuchung des
Lernverhaltens im direkten und umgekehrten Morris Water Maze Tests (MWM)
ausgeweitet. Das Lernverhalten im direkten MWM erlaubt die Ruckschlisse auf die
Funktionalitat der NMDA-Rezeptoren im Hippokampus, wahrend der umgekehrte
MWM die Riuckschlisse auf die Aktivitat im Kortex erméglicht (Morris 1986;
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Bannerman 1995; Sakimura 1995; Dalton 2011). Die Ergebnisse des direkten und
umgekehrten Morris Water Maze Tests (MWM) demonstrierten, dass die
LRP1ANPxY2 Tiere signifikante Defizite im raumlichen Lernvermogen in beiden
Experimenten im Vergleich zu den Wildtyp-Geschwistern zeigen (Abb. 9B, 9C).
Diese Ergebnisse starken die Hypothese, dass die Akkumulation der NR2B-
Rezeptoruntereinheiten auf der Zelloberflache primarer LRP1ANPxY?2 Neurone eine
veranderte Funktionalitat der Rezeptoren in Hippokampus und Kortex nach sich
zieht. Hiermit wird die physiologische Relevanz des demonstrierten biochemischen
Phanotyps belegt.

Die Autoren friheren Publikationen zum Thema neuronaler LRP1 knock-out
untersuchten die Expression der NMDA-Rezeptoruntereinheiten NR2A und NR2B
lediglich im Zelllysat und haben keine signifikanten Unterschiede feststellen kdnnen
(May 2004; Liu 2010). In der vorliegenden Arbeit wurde die Untersuchung auf die
Expression der NMDA-Rezeptoren auf die Zelloberflache primarer Neurone
ausgeweitet. Die nachgewiesene Steigerung der Expression der NMDA-
Rezeptoruntereinheit NR2B an der Zelloberflache priméarer LRP1ANPxY2 Neurone
kbnnte einen zusatzlichen Erklarungsansatz fir die Verhaltensdefizite der
Mausmodelle mit einem kompletten neuronalen LRP1 knock-out darstellen (May
2004; Liu 2010).

Die bisher demonstrierten Ergebnisse deuten auf eine verdnderte Funktionalitat der
NMDA-Rezeptoren in den LRP1ANPxY2 Tieren hin. Allerdings fehlt ein direkter
Nachweis, dass die beobachteten Verhaltensdefizite tatsachlich auf ein
abweichendes Signalgeschehen der NMDA-Rezeptoren zuriickzufiihren ist. Dieser
Nachweis wurde erbracht, indem die Expression und die Aktivierungsrate
reprasentativer Mitglieder der down stream-Signaltransduktionswege der NMDA-
Rezeptoren untersucht wurden. Hierzu wurden zwei Kinasen ausgewahlt, die durch
die Aktivitat der NMDA-Rezeptoren reguliert werden. Die extracellular signal
regulated kinases 1/2 (Erk1/2) werden aufgrund des Ca** Einstroms in die Neurone
durch die geotffneten NMDA-Rezeptoren aktiviert (Bading and Greenberg 1991;
Kurino 1995). In Neuronen spielen die Erkl/2 Kinasen eine Schlisselrolle in
regulatorischen und Signaltransduktionswegen, die fur die Regulierung des
Uberlebens der Zellen und der neuronalen Plastizitat zustandig sind (Bonni 1999;
Sweatt 2004). Darlber hinaus belegen friihere Studien, dass die Erk1/2-Aktivierung
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Uberwiegend vom NR2B NMDA-Rezeptorsubtyp induziert wird (Krapivinsky 2003).
Die Untersuchung der Aktivitatsmuster von Erk1/2 liefert dadurch eine gute
Maoglichkeit, eventuelle Abweichungen in der NMDA-Rezeptor Signaltransduktion in
primaren Neuronen nachzuweisen. Die Untersuchung der basalen Expression von
Erk1/2 demonstrierte keine Unterschiede in der Expressionsrate zwischen Wildtyp
und LRP1ANPxY2 Neuronen (Abb. 10A oben). Die Aktivierung von Erk1/2 erfolgt
durch die Phosphorylierung der Threonine und Tyrosine in den Aktivierungsschleifen
des Enzyms (Cargnello and Roux 2011). Der Nachweis der phosphorylierten aktiven
Erk1/2 Kinasen in LRP1ANPxY2 oder Wildtyp Neuronen verdeutlichte, dass die
Phosphorylierungsrate von Erk1/2 in LRP1ANPxY2 Neuronen wesentlich niedriger
als in den Wildtyp-Kontrollen ist (Abb. 10A unten). Dieses Ergebnis deutet auf eine
niedrigere Aktivierungsrate der Erk1/2 Kinasen und somit indirekt auf eine niedrigere
basale Aktivitat der NMDA-Rezeptoren in primaren LRP1ANPxY2 Neuronen hin
(Martin  2008). Eine der wesentlichen Funktionen des NMDA-Rezeptors in
Lernprozessen und Gedachtnis ist seine Rolle in der Induktion der
Langzeitpotenzierung. Das Phanomen der Langzeitpotenzierung (LTP) erfolgt unter
anderem durch die Aktivierung der NMDA-Rezeptoren und schrittweise Aktivierung
intrazellularer Kinasen, die ihrerseits zu einer dauerhaften Modifikation der
synaptischen Aktivitat beitragen (Malenka and Bear 2004). Die Enzymisotypen a und
B der Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3 a/B) sind Vertreter von intrazellularen
Kinasen, die zur Induktion von LTP beitragen (Hooper 2007). Darlber hinaus spielen
die GSK3 a/f eine Rolle in der Regulierung des Internalisierungsprozesses der
NMDA-Rezeptoren (Chen 2007). In Bezug auf diese Aspekte stellt das
Aktivierungsmuster der GSK3 a/B einen wichtigen Hinweis auf die Aktivitat der
NMDA-Rezeptoren in der Zelle dar. Die Untersuchung basaler Expression der GSK3
a/B in LRP1ANPxY2 oder Wildtyp Neuronen demonstrierte, dass die Neurone keine
Unterschiede in der Expressionsrate dieser Proteine zeigen (Abb. 10B oben). Im
Gegensatz zu den meisten beschrieben Kinasen werden die GSK3 a/f durch die
Phosphorylierung in ihrer Aktivitait gehemmt (Jope and Johnson 2004). Eine
Untersuchung der Phosphorylierung der GSK3 a/f in Wildtyp und LRP1ANPXxY2
Neuronen zeigte, dass GSK3 a/f in LRP1ANPxY2 Neuronen im Vergleich zu den
Wildtyp-Kontrollen starker phosphoryliert sind. Dies deutet auf eine verminderte
Aktivierung dieser Kinasen in LRP1ANPx2 Neuronen hin (Abb. 10B unten).
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Zusammengefasst bestatigte die Untersuchung der Aktivitat intrazellularer NMDA-
Rezeptor regulierter Kinasen, dass die beobachtete verstarkte Expression der NR2B-
Rezeptoruntereinheit und ihre reduzierte Internalisierungsrate in einer verminderten
Rezeptoraktivitat in priméren LRPLANPxY2 Neuronen resultieren. Dartiber hinaus
bestéatigen diese Ergebnisse die Annahme, dass die demonstrierten
Verhaltensdefizite der LRP1ANPxY?2 Tiere auf eine verminderte Aktivitat der NMDA-
Rezeptoren zurtickgefuhrt werden konnten.

Anhand demonstrierter Ergebnisse kann ein Modell zur Regulation der
Internalisierung von NMDA-Rezeptoren vorgeschlagen werden, in dem die NR2B
NMDA-Rezeptoruntereinheit durch einen LRP1-abhangigen Mechanismus
internalisiert wird. Die Interaktion von NR2B und LRP1 scheint bei diesem Prozess
von entscheidender Bedeutung zu sein und wird durch die Phosphorylierung von
LRP1 an einem oder beiden NPxY Motiven reguliert. Die veranderten
Aktivierungsmuster der Erk1/2 und GSK3 a/f Kinasen in primaren LRP1ANPxY?2
Neuronen sowie NMDA-Rezeptor-spezifische Verhaltensdefizite der LRP1ANPXxY2
Tiere indizieren eine beeintrachtigte Signallbertragung durch NMDA-Rezeptoren und

liefern eine physiologische Bestatigung demonstrierter biochemischer Daten.
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6 Ausblick
Die demonstrierte Rolle des NPxY2 Motivs von LRP1 in der Internalisierung und der

Expression der NR2B-Rezeptoruntereinheit an der Zelloberflache priméarer Neurone
liefert ein interessantes Modell zur Untersuchung der Regulierung von NR2B-
Rezeptoren unter pathologischen Zustéanden. Ein Beispiel hierfur ist die Alzheimer
Krankheit. Die verstarkte Produktion des Amyloids B (AB) ist neben den Neurofibrillen
(Neurofibrillary Tangles, NFT) eine der wahrscheinlichsten Ursachen fir die frihen
zellpathologischen Vorgédnge in den Gehirnen der Alzheimer-Patienten (Selkoe
1989). Der genaue Stoffwechselweg oder der Prozess, der zur Schadigung der
Neurone durch AR fihrt, bleibt allerdings weitgehend ungeklart. Eine der oft
diskutierten Hypothesen impliziert die Schadigung der Neurone durch eine exzessive
Aktivierung der exzitatorische Signallibertragung durch AR, ein als Exzitotoxizitat
bezeichneter Prozess (Butterfield 2002; Hynd 2004). Die exzitatorische
Signaltubertragung wird in den Neuronen hauptsachlich durch die Kainat- (AMPAR)
und Glutamat-Rezeptoren (NMDAR) gewahrleistet (Haberny 2002). Aus diesem
Grund liegt die Vermutung nahe, dass AR einen Einfluss auf die entsprechenden
Rezeptoren ausiuben kénnte. Trotz intensiver Forschung auf diesem Feld konnte eine
direkte Interaktion von endogenem AB mit NMDA-Rezeptoren nicht demonstriert
werden. Aus diesem Grunde werden in der Literatur wiederholt ein oder mehrere
Proteine, die mit NMDA-Rezeptoren direkt oder indirekt interagieren und gleichzeitig
AB binden konnen, als potentielle Kandidaten zur Ubertragung der pathologischen
Effekte von AB auf den Signalweg der NMDA-Rezeptoren diskutiert (May 2004).
Zusatzlich ist in der Literatur wiederholt berichtet worden, dass die neurotoxischen
Effekte des AP hauptsachlich durch die Aktivierung des NR2B NMDA-
Rezeptorsubtyps ausgetragen werden. So wurde demonstriert, dass die Inhibition der
LTP-Induktion nach einer Behandlung mit AB-Dimeren und -Oligomeren durch eine
verstarkte Aktivierung extrasynaptischer NR2B-Rezeptoren zustande kommt (Li
2011). Dariber hinaus demonstrierten andere Gruppen, dass die frihen
zellpathologischen Prozesse, die durch AP verursacht werden, eine verstarkte
Aktivierung des NR2B-Rezeptors implizieren (Li 2011; Ronicke 2011). Diese Daten
deuten auf eine entscheidende Rolle der NR2B-Rezeptoren in den
neuropathologischen Prozessen der Alzheimer Krankheit hin. In Bezug auf diese
Fakten stellen die LRP1LANPxY?2 Neurone ein interessantes Modell zur Untersuchung
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friher pathologischer Prozesse, die durch AR verursacht werden, dar. Die
LRP1ANPxY2 Neurone sind zur Untersuchung dieser Aspekte der AB-Toxizitat
insofern interessant, dass sowohl eine reduzierte Expression von LRP1 in post
mortem untersuchten Gehirnen von Patienten mit nachgewiesener Alzheimer
Erkrankung, als auch publizierte Reduktion der Induktionsraten von LTP in
Hirnschnitten, die mit Amyloid B (AB) behandelt wurden, mit dieser Krankheit in
Zusammenhang gebracht wurden (Walsh 2002; Wang 2004). Zusammengefasst
indizieren diese Daten, dass beide in dieser Arbeit untersuchten Rezeptoren in die
Pathologie der Alzheimer Krankheit involviert zu sein scheinen.

Die Untersuchung der Effekte einer Behandlung der primaren Wildtyp oder
LRP1ANPxY2 Neurone mit AR wuirde vermutlich neue Erkenntnisse uber die

Regulierung der Expression des NMDA-Rezeptors auf der Zelloberflache gewahren.
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7 Zusammenfassung
Ein funktionelles Zusammenspiel von LRP1, einem Mitglied der LDL-Rezeptorfamilie,

mit dem NMDA-Rezeptor, einem ionotropen Glutamat Rezeptor, wurde durch die
Interaktion beider Proteine sowie eine tPa-vermittelte, LRP1-abhangige
Signalubertragung durch den NMDA-Rezeptor belegt. Darliber hinaus zeigen Mause
mit  einem konditionellen neuronalen knock-out  des Lrpl  Gens
Verhaltensanderungen, die mit einer beeintrachtigten SignallUbertragung durch
NMDA-Rezeptoren assoziiert werden konnten. Die genaue Rolle von LRP1 in der
NMDA-Rezeptor-Funktion bleibt allerdings noch unklar. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Rolle von LRP1 bei der Expression der NR2B-Untereinheit des NMDA-
Rezeptors an der Zelloberflache primérer kortikaler Neurone untersucht. Zu diesem
Zweck wurde die knock-in Mauslinie LRP1ANPxY2, die sich durch eine Alanin

Substitution im NPxY2 Motiv des LRP1 auszeichnet, eingesetzt.

Es konnte gezeigt werden, dass diese knock-in Mutation in einer erhdhten
Expression von LRP1 und der NMDA-Rezeptoruntereinheiten NR1 und NR2B an der
Zelloberflache primarer kortikaler Neurone resultiert. Der Effekt konnte durch eine
reduzierte Endozytoserate von LRP1 und der NR1l-und NR2B-Untereinheiten in
primaren LRP1ANPxY2 Neuronen erklart werden. Dartber hinaus wurde ein
verandertes Phosphorylierungsmuster der Internalisierungssignale der NR2B-
Rezeptoruntereinheit Serin S1480 und Tyrosin Y1472 an der Zelloberflache primarer
LRP1ANPxY2 Neurone detektiert. Die verantwortlichen Kinasen Fyn und Kasein-
Kinase Il sind allerdings in LRP1ANPxY2 Neuronen im Vergleich zu den Wildtyp-
Kontrollen nicht abweichend reguliert. In den Co-Immunoprazipitationsexperimenten
wurde gezeigt, dass die Bindung von LRP1 mit NR2B durch die Phosphorylierung
reguliert wird und dieser Regulationsmechanismus in LRP1ANPxY2 Neuronen
beeintrachtigt ist. Dies resultiert in einer starkeren Bindung von NR2B-
Rezeptoruntereinheit an LRP1. Aufgrund reduzierter Internalisierungsraten von LRP1
in LRP1ANPxY2 Neuronen fuhrt dieser Umstand zu einer Akkumulation beider
Rezeptorproteine an der Zelloberflache. Schlie3lich wurden die NMDA-Rezeptor-
assoziierten Verhaltensanderungen wie die Hyperaktivitat und die Defizite im direkten
und umgekehrten réaumlichen Lernvermdgen in den LRP1ANPxY2 Tieren
nachgewiesen. Zusammengefasst, demonstrieren diese Ergebnisse, dass LRP1 eine

kritische Rolle in der Regulierung der NR2B-Expression an der Zelloberflache spielt.
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9 Anhang

9.1 Eidesstattliche Erklarung

Hiermit versichere ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Promotionsarbeit
selbstandig verfasst und nur unter Verwendung der Angegebenen Hilfsmittel
angefertigt habe.
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