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1. Einleitung

1. Einleitung

Das Gehirn gilt als Quelle unseres Bewusstseins und gleichzeitig als eine der letzten
groflen Grenzen der Biologie. Es gibt nur ganz allméhlich seine Strukturen und
Funktionen preis. Nervenzellen (Neuronen) konnen auf unterschiedliche Arten
klassifiziert werden, abhédngig z.B. von ihrer Funktion (sensorische, motorische oder
Interneurone), ihrer Position im neuronalen Netzwerk (z.B. kortikal oder spinal), der
eingesetzten Neurotransmitter (z.B. Glutamat, Acetylcholin) und deren Wirkung
(exzitatorisch oder inhibitorisch), oder der speziellen Morphologie der Zellen
(pyramidal, granuldr, mitral). Betrachtet man ein Neuron unter dem Mikroskop, so
besitzt es ein Axon zur Signaliibertragung an nachgeschaltete Nachbarzellen und eine
Vielzahl von Fortsdtzen, die vom Zellkorper abgehen und als Dendriten bezeichnet
werden. Diese dienen der Aufnahme von spezialisierten Kontakten mit anderen

Neuronen und konnen Verzweigungen in sehr komplexen Mustern ausbilden.

Fir die enorme Leistungsfdahigkeit des menschlichen Gehirns scheint weniger die
Gesamtzahl der Nervenzellen entscheidend, als vielmehr die Art und Anzahl ihrer
Verkniipfungen. Zu diesem Zweck haben Neuronen zur Informationsiibertragung
untereinander spezielle Strukturen entwickelt, welche als Synapsen bezeichnet werden
(Jessell und Kandel, 1993). Man geht von etwa 100 Milliarden Nervenzellen
(Neuronen) aus, aber jede dieser Zellen ihrerseits hat durchschnittlich etwa 10.000
Synapsen zu anderen Nervenzellen. Aufgrund des Ubertragungsmechanismus wird
zwischen elektrischen (ca. 5%) oder chemischen Synapsen unterschieden. Als
elektrische Synapsen bezeichnet man Spaltverkniipfungen (gap junctions). Dabei
handelt es sich um spezielle Poren in der Plasmamembran, die eine direkte Verbindung
zu benachbarten Zellen herstellen kdnnen. Dadurch wird ein bidirektionaler Austausch
von Fliissigkeit, kleineren Molekiilen oder auch von elektrischen Impulsen ermdglicht.
Die liberwiegende Mehrheit der Synapsen im Gehirn sind jedoch Verkniipfungen, die
eine chemische Kommunikation von Nervenzellen ermoglichen, welche nicht in

direktem Kontakt stehen.
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1. Einleitung

1.1 Chemische Synapsen

Im Fall der chemischen Synapse setzt die prasynaptische Nervenendigung aus Vesikeln
spezielle Botenstoffe (Neurotransmitter) frei, die durch den synaptischen Spalt zur
postsynaptischen Zelle diffundieren und dort an spezifische Rezeptormolekiile binden.
Dies bedarf einer ausgewihlten Steuerung und Kontrolle. Das im Bereich der
Prisynapse ankommende Aktionspotential hat einen verstirkten Einstrom von Ca®'-
Tonen zur Folge. Die resultierende Erhdhung der intrazellulidren Ca*-Konzentration ist
Voraussetzung flir die Fusion der mit Neurotransmitter beladenen Vesikel mit der
Zellmembran an der aktiven Zone und fiir die resultierende Exozytose, durch welche
der Transmitter freigegeben wird. Das Verschmelzen der Vesikel mit der Zellmembran
wird von einer speziellen Kombination von Proteinen gesteuert, welche sowohl in der
Vesikelmembran als auch in der présynaptischen Membran lokalisiert sind. Bei den
Neurotransmittern handelt es sich in der Regel um einfache Aminosduren (Glutamat,
Gamma-Aminobuttersiure (GABA) wund Glyzin), Derivate von Aminosduren
(Serotonin, Dopamin) oder Peptide. Die Menge des freigesetzten Transmitters ist dabei
abhdngig von der Amplitude des ankommenden Membranpotentials. Der in den
synaptischen Spalt freigesetzte Neurotransmitter diffundiert nun zur postsynaptischen
Zelle, wo das Signal mit Hilfe spezifischer Rezeptoren detektiert werden kann. Stirke
und Dauer der Aktivierung der postsynaptischen Rezeptoren konnen durch raschen
enzymatischen Abbau des Neurotransmitters und durch die Aufnahme der Transmitter-
Abbauprodukte in Gliazellen oder prasynaptische Zellen reguliert werden.

Die Wirkungsweise eines Neurotransmitters kann sowohl erregend
(exzitatorisch) als auch hemmend (inhibitorisch) sein und hédngt hauptsdchlich vom
Rezeptortyp in der postsynaptischen Membran ab. In der Regel wirkt dabei Glutamat
exzitatorisch, wahrend Glyzin oder GABA von einer exzitatorischen Wirkung in der
Embryonalentwicklung zu inhibitorischen wirkenden Neurotransmittern in reifen
Neuronen wechseln (Cherubini et al., 1991). Exzitatorische Synapsen definieren sich
durch eine Depolarisation der postsynaptischen Membran. Im Gegensatz dazu kommt es
an 1inhibitorischen Synapsen nicht zu einer Depolarisation, sondern zu einer
Stabilisierung des postsynaptischen Membranpotentials und somit zu einer Blockierung

des Aktionspotentials.
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1. Einleitung

1.2 Exzitatorische Synapsen

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Transmitter des Zentralnervensystems. Mehr
als 90% aller exzitatorischen glutamatergen Synapsen im Gehirn befinden sich auf
seitlichen Fortsdtzen von Dendriten, die aufgrund ihrer Form Dornen oder englisch
»Spines“ genannt werden (Harris und Kater, 1994). Diese Spines sind spezielle
Ausstiilpungen der dendritischen Membran, die aufgrund ihrer einzigartigen Form eine
Art biochemische Kompartimentalisierung des Dendriten darstellen (Koch und Zador,
1993). Ein charakteristisches Merkmal von exzitatorischen Synapsen ist die ausgepragte
postsynaptische Dichte (PSD). Hierbei handelt es sich um eine duflerst elektronendichte
Struktur, bestehend aus Glutamatrezeptoren und spezifischen Strukturproteinen, welche
die Transmembranproteine mit intrazelluliren Signalmolekiilen wie Kinasen und
Phosphatasen verbinden (Peters et al., 1990; Kennedy et al., 1997; Sheng, 2001).
Mittlerweile sind {iber 70 Komponenten der postsynaptischen Dichte fiir exzitatorische
Synapsen analysiert und beschrieben worden (Husi et al., 2000; Walikonis et al., 2000).
In der exzitatorischen postsynaptischen Dichte akkumulieren drei Klassen von
ionotropen (Ionenkanal-gekoppelten) Glutamatrezeptoren (GluR), die nach ihren
spezifischen synthetischen Agonisten AMPA- (a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-
Isoxazolpropionsdure), NMDA- (N-Methyl-D-Aspartat) und Kainat-Rezeptoren
benannt wurden (Ozawa et al., 1998). AMPA-Rezeptoren sind aus vier Untereinheiten
(GluR1-4, oder GIluRA-D) aufgebaut. Die Sequenzhomologie zwischen den
Untereinheiten betrigt etwa 70%. Die lonenspezifitat der AMPA-Rezeptoren hingt von
der Kombination der Untereinheiten ab. Der NMDA-Rezeptor ist ein hetero-oligomerer
Komplex aus NRI1- und NR2(A-D)-Untereinheiten, die durch ihre Anordnung einen
zentralen Kationen-selektiven Ionenkanal in der postsynaptischen Membran ausbilden.
Der N-Terminus der Rezeptoruntereinheiten ist extrazellulir angeordnet und an der
Ligandenbindung beteiligt (Hirai et al., 1996), wihrend ein dhnlich groBer Teil der
Polypeptidkette am C-Terminus intrazelluldr lokalisiert ist und sowohl fiir die
synaptische Verankerung des Rezeptors als auch fiir zellulére
Signaltransduktionsprozesse von besonderer Bedeutung ist. AMPA- und NMDA-
Rezeptoren kommen hauptséchlich postsynaptisch vor und sind oft an der gleichen
Synapse zu finden. Sie unterscheiden sich jedoch in ihren Wirkungsmechanismen. Die
Bindung von Glutamat an AMPA- oder Kainat-Rezeptoren fiihrt durch Offnung der

zugehorigen Ionenkanile zu einem starken Na'-Einstrom und einem schwachen K'-
12



1. Einleitung

Ausstrom. Es kommt daher zur Depolarisation der postsynaptischen Membran. NMDA -
Rezeptoren sind dagegen am Ruhemembranpotential durch extrazellulire Mg* -Ionen
blockiert, und nur eine Depolarisation der Plasmamembran kann diese Inhibition
beseitigen. NMDA-Rezeptoren werden also nur bei starker Depolarisation der
postsynaptischen Zelle gedffnet. Es stromen neben Na'™- auch Ca*"-Ionen ein. Der
Anstieg der Ca**-Konzentration durch NMDA-Rezeptoraktivierung dient unter anderem
als intrazelluldres Signal zur Aktivierung nachgeschalteter Signaltransduktionskaskaden
(Ghosh und Greenberg, 1995).

Zur effektiven Signalweiterleitung ist eine Konzentration der entsprechenden
Rezeptoren in der postsynaptischen Dichte von essentieller Bedeutung. Die
Verankerung von Glutamatrezeptoren erfolgt iiber C-terminale Abschnitte, welche mit
zytosolischen und zytoskeletalen Proteinen, die so genannte PDZ-Dominen enthalten,
interagieren. PDZ-Doméinen sind 90 Aminosduren lange Proteinabschnitte (O'Brien et
al., 1998), welche unterschiedliche Klassen von Konsensussequenzen binden (z.B. S/T-
X-V). Im Fall der NMDA-Rezeptoren erfolgt die Interaktion iiber die NR2-
Untereinheiten mit PSD95, einem Hauptbestandteil der postsynaptischen Dichte
exzitatorischer Synapsen (Kornau et al., 1995). Die AMPA-Rezeptor-Untereinheiten
GluR2/3 binden dagegen an drei verschiedene PDZ-Dominen-Proteine: GRIP1
(glutamate receptor interacting protein), GRIP2/ABP (AMPA-receptor binding protein)
und PICK (Protein interacting with activated C kinase) (Carroll et al., 2001).

1.3 Inhibitorische Synapsen

Die wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter im Nervensystem von Sdugetieren
sind Glyzin und GABA (Gamma-Aminobuttersdure). Glyzin ist vor allem im
Riickenmark und Hirnstamm verbreitet, wo es partiell mit GABA kolokalisiert ist,
wihrend GABA der dominierende inhibitorische Neurotransmitter in hdheren
Hirnregionen ist. Sowohl Glyzin- als auch GABA/c-Rezeptoren gehdren zur Familie
der Liganden-gesteuerten lonenkanile. Thre Aktivierung fiihrt zu einem Anstieg der
Membranleitfdhigkeit fiir Chloridionen. Untersuchungen an nativen oder rekombinant
exprimierten Rezeptoren ergaben, dass Glyzin-Rezeptoren im Zentralnervensystem aus
a- und B-Untereinheiten (Abb. 1) aufgebaut sind (Betz et al., 1999; Harvey und Betz,
2000). Der synaptische Glyzinrezeptor (Abb. 1) ist ein pentamerer Proteinkomplex, der

aus zwei a-Untereinheiten (vier bekannte Isoformen) und drei -Untereinheiten (eine
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1. Einleitung

bekannte Isoformen) besteht (Grudzinska et al., 2005). Die Expression erfolgt sowohl
raumlich als auch zeitlich reguliert. Nach dem Anbinden des Neurotransmitters Glyzin
(Agonisten sind Taurin und B-Alanin) 6ffnen sich die Kanéle. Dadurch kommt es zur
Hyperpolarisation der Plasmamembran (Hemmung) und zu einer Unterdriickung der
neuronalen Aktivitit.

Man unterscheidet zur Zeit zwischen drei GABA-Rezeptortypen (ionotrope
GABAA/c, und metabotrope GABAg). Durch spezifische Antagonisten ist eine
Unterscheidung der verschiedenen Rezeptorarten mdéglich. Bicucullin hemmt selektiv
die Funktion von GABA-Rezeptoren (Bormann et al., 1995) hat aber keinen Einfluss
auf die anderen Subtypen. GABAp und GABA¢ werden selektiv durch Baclofen
aktiviert oder durch Phaclofen inaktiviert. GABAa-Rezeptoren sind ebenfalls pentamere
Proteinkomplexe (Abb. 1) und konnen insgesamt sieben Untereinheiten-Familien
enthalten: o (sechs Isoformen), f§ (drei Isoformen), y (drei Isoformen) und 0, €, 6, 7 (je
eine Isoform) (Abb. 1). Wie im Fall des Glyzin-Rezeptors wurde auch hier eine
rdumliche und zeitliche Heterogenitit der Untereinheitenexpression nachgewiesen
(Laurie et al., 1992; Fritschy et al., 1995). Die meisten Untereinheiten werden bei
Einzelexpression im endoplasmatischen Retikulum zuriickgehalten (Connolly et al.,
1996). Die 1-, B2- und y2-Untereinheiten sind fiir den Transport und die Insertion in
die Plasmamembran verantwortlich; die y-Untereinheiten sind entscheidend fiir die
synaptische Lokalisation der Rezeptoren (Connolly et al., 1999). In vivo sind
funktionelle Rezeptoren iiberwiegend aus einer Kombination von 2a-, 2p- und Iy-
Untereinheiten zusammengesetzt (Chang et al., 1996; Tretter et al., 1997; Farrar et al.,

1999).

1.3.1 Gephyrin

Die Verankerung inhibitorischer Rezeptoren in der Plasmamembran wird dhnlich wie
bei den exzitatorischen Synapsen durch spezielle intrazelluldre Proteine vermittelt. Das
Protein Gephyrin (griech. yépupa ,,Briicke® oder der ,,Briickenbildner®), ein 93 kDa
peripheres Membranprotein, ist in der Lage, ein geriistartiges Netzwerk unterhalb der
Membran zu bilden, und spielt eine essentielle Rolle in der synaptischen Lokalisation
von Glyzin- und GABA-Rezeptoren (Prior et al., 1992). Gephyrin wurde urspriinglich

iiber die Aufreinigung des Glyzin-Rezeptors aus Riickenmarkpréiparationen identifiziert
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1. Einleitung
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Abbildung 1: Struktur und Diversitit von inhibitorischen Neurotransmitter-Rezeptoren a)
Allgemeiner Aufbau eines Liganden-gesteuerten lonenkanals: Vier hydrophobe Transmembrandoménen
(TM). Der grof3e N-terminale Abschnitt liegt extrazelluldr und beinhaltet sowohl die Neurotransmitter- als
auch zusitzliche modulatorische Bindungsstellen. Die intrazelluldre Doméne zwischen TM3 und TM4 ist
der am wenigsten konservierte Abschnitt und enthilt mehrere Konsensusmotive fiir Ser/Thr—und Tyr-
Phosphatasen. b) Pentamerer Aufbau von GABAs-, GABAc- und Glyzin-Rezeptor-Subtypen. Die
Mehrheit der GABA, Rezeptoren besteht aus a,  and y-Untereinheiten im Verhéltnis 2:2:1. Die 9, € and
0 Untereinheiten konnen in einigen Subtypen die y Untereinheit ersetzen. GABA¢ Rezeptoren bestehen
aus pl-3 Untereinheiten. Glyzin-Rezeptoren sind ebenfalls pentamer aufgebaut und setzen sich aus den

Untereinheiten o und  zusammen im Verhéltnis 2:3 (Abbildung modifiziert aus Moss und Smart, 2001).

(Pfeiffer et al., 1982; Schmitt et al., 1987). Es besteht aus drei unterschiedlichen
Sequenzabschnitten: einer N-terminalen G-Domédne einer Prolin-reichen zentralen
Doméne (Linker) und einer C-terminalen E-Doméne. Sowohl der amino- als auch der
carboxyterminale Abschnitt von Gephyrin weisen eine ausgepridgte Homologie zu
bakteriellen (mogA und moeA), Invertebraten (cinnamon) und pflanzlichen (cnx-1)
Proteinen auf, welche an der Synthese des Molybddn-Kofaktors (MoCo), der
prosthetische Gruppe der meisten Molybdoenzyme, beteiligt sind (Prior et al., 1992;
Feng et al., 1998). Durch alternatives Spleissen der Exons C1-C7 werden Gephyrin-
Isoformen generiert mit potentiell unterschiedlichen Funktionen, die zwar weitldufig im

Gehirn und dem Riickenmark, aber auch in unterschiedlichen peripheren Geweben
15



1. Einleitung

exprimiert werden (Prior et al., 1992; Ramming et al., 2000; Kirsch und Betz, 1993).
Die am besten charakterisierte Isoform P1 tritt im Zentralnervensystem am haufigsten
auf und bindet an die Glyzin 3-Untereinheit. Die besondere Eigenschaft von Gephyrin,
hohermolekulare Assoziate zu bilden, ermdglicht die Verankerung der Rezeptoren an
der Synapse (Sola et al., 2000, 2004). Die N-terminale G-Domine von Gephyrin bildet
als bakteriell exprimiertes Protein Trimere (Xiang et al., 2001; Sola et al., 2001),
wihrend fiir die C-terminale E-Doméne aus der Kristallstruktur eine dimere Struktur
ermittelt wurde (Sola et al., 2004). Man geht mittlerweile davon aus, dass Gephyrin
iiber Interaktionen an beiden Doménen eine hexagonale oligomere Struktur ausbildet
(Kneussel und Betz, 2000; Xiang et al., 2001; Sola et al., 2001; Sola et al., 2004). Ein
solcher Mechanismus konnte erkldren, wie Gephyrin eine Verankerungs-Matrix fiir
Rezeptoren unterhalb der Plasmamembran schaft. Mittels Deletionsanalysen konnte das
entsprechende Bindungsepitop des Glyzinrezeptors auf eine etwa 18 Aminoséduren lange
Sequenz im intrazelluldren Abschnitt der B-Untereinheit eingegrenzt werden (Meyer et
al., 1995). Dieses kurze Motiv allein ist bereits ausreichend, um eine Interaktion von
Proteinen mit Gephyrin zu ermdglichen, wie in HEK 293-Zellexpressionsstudien mit
modifizierten NMDA-Rezeptor-Konstrukten nachgewiesen wurde (Kins et al., 1999;
Kneussel et al., 1999). Die Expression von Gephyrin mit unterschiedlichen
Glyzinrezeptor-Untereinheiten in nicht neuronalen Zelllinien hat eine spezifische
Anreicherung der B-Untereinheit in intrazelluldren Gephyrin-Aggregaten zur Folge

(Kirsch et al., 1995).

Es bisher nicht gelungen, eine direkte Bindung von Gephyrin an eine GABAx-
Rezeptor-Untereinheit nachzuweisen. Es konnte eine Kolokalisation von Gephyrin an
gemischt glyzinergen und GABAergen Synapsen im Riickenmark (Todd et al., 1996),
und an rein GABAergen Synapsen der Retina (Sassoé-Pognetto et al., 1995) und des
Hippokampus (Craig et al., 1996) aufgezeigt werden. Ebenso wurde eine partielle
Rekrutierung der GABAa-Rezeptor-Untereinheit b3 in intrazelluldre Gephyrin-
Aggregate im heterologen HEK293 System beobachtet (Kirsch et al., 1995). Die
Interaktion konnte jedoch biochemisch nicht bestitigt werden (Meyer et al., 1995). Eine
Bindung von Gephyrin an die GABA s-Rezeptor y-Untereinheit konnte {iber das Protein
GABARAP (GABA-receptor associated protein) vermittelt werden. Biochemische
Analysen konnten eine Bindung von GABARAP an Gephyrin nachweisen (Kneussel et

al., 2000). Mittlerweile ist anzunehmen, das GABARAP wohl keine Rolle an der
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postsynaptischen Spezialisierung spielt, sondern vielmehr im Zytoplasma und in der
Nihe diverser vesikuldrer Strukturen in Neuronen vorkommt (Kneussel et al., 2000;
Kittler et al., 2001). Moglicherweise interagiert Gephyrin {iber ein noch nicht
identifiziertes Protein mit GABA-Rezeptoren, oder eine bisher nicht identifizierte

Spleiflvariante von Gephyrin ist fiir die Assoziation verantwortlich.

1.3.2 Interaktion von Gephyrin mit dem neuronalen Zytoskelett

Die Effizienz von Synapsen ist abhidngig von der Konzentration der entsprechenden
Rezeptoren an der postsynaptischen Membran. Die Verankerung der Rezeptoren am
subsynaptischen Zytoskelett spielt somit eine wichtige Rolle fiir die Effizienz der
synaptischen Transmission. Das Zytoskelett eukaryotischer Zellen setzt sich aus drei
unterschiedlichen Klassen von zytoplasmatischen Strukturproteinen zusammen:
Tubulin, Aktin und Intermediarfilamentproteine.

Mittels biochemischer Analysen und Transfektionsstudien wurde nachgewiesen,
dass Gephyrin mit hoher Affinitdt kooperativ an polymerisiertes Tubulin bindet (Kirsch
et al., 1991) (Abb.2) und eine Depolymerisation des Mikrotubuli-Netzwerks durch
Demecolcin die synaptische Lokalisation Gephyrins und des Glyzinrezeptors in
Riickenmarkskulturen zerstort (Kirsch et al., 1995; Kirsch et al., 1991). Zusitzlich
konnte eine Komplexbildung zwischen Gephyrin und dem Mikrotubuli-Motorprotein
Dynein (Dlc-1/-2) nachgewiesen werden (Fuhrmann et al., 2002). Dlc-1/-2 bindet in der
Gephyrinsequenz im Bereich der Aminosduren 181-243. Eine entsprechende
Deletionsmutante ohne dieses Bindemotiv wies keine Affinitdt zu Dlc-1/-2 auf. Die
Interaktion von Gephyrin mit Dlc-1/-2 legt nahe, dass der Transport und die
subzelluldre Lokalisation des Proteins moglicherweise von Dlc enthaltenden

Motorproteinkomplexen reguliert wird.

Auf welche Art Gephyrin mit dem Aktin-Zytoskelett interagiert, ist noch nicht
abschlieBend geklart. Inkubationen von kultivierten Riickenmarksneuronen mit dem
Alkaloid Cytochalasin D (Kirsch und Betz, 1995), welches das Aktin-Zytoskelett
depolymerisiert, hatten eine Reduktion der Anzahl und GroBe postsynaptischer
Gephyrincluster zur Folge. Die verbleibenden Cluster wiesen jedoch eine deutlich
hohere Dichte auf (Kirsch et al., 1995). Moglicherweise handelt es sich um eine

antagonistische Wirkung von Mikrofilamenten und Mikrotubuli auf die Packungsdichte
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von Gephyrin in der postsynaptischen Membran. Eine zweite Studie in hippokampalen
Primérkulturen ergab keinen Hinweis auf die Abhingigkeit der Gephyrincluster von F-
Aktin oder Mikrotubulistrukturen (Allison et al., 2000), was moglicherweise auf eine
unterschiedliche synaptische Zusammensetzung oder unterschiedliche
Differenzierungsstadien der verwendeten Kulturen zuriickzufiihren ist. Eine direkte
Interaktion mit dem Aktin-Zytoskelett konnte bis jetzt noch nicht nachgewiesen
werden; es ist also anzunehmen, dass der beobachtete Effekt tiber ein verbindendes
Protein zwischen Gephyrin und Aktin vermittelt wird.

Profilin I, ein weiteres Zytoskelett-organisierendes Protein, interagiert ebenfalls
mit Gephyrin (Mammoto et al., 1998), (Abb. 2). Profilin stimuliert die ADP-ATP
Austauschreaktion des Aktin-Monomers und fordert somit die Inkooperation von G-
Aktin in F-Aktin Filamente. Es bindet an Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP5)
(Lambrecht et al., 1995) und an ,.enabled Vasodilator stimulated phosphoprotein*
(ena/VASP) (Reinhard et al., 1995) und spielt moglicherweise eine Rolle bei der
Endozytose und beim Vesikelrecycling (Witke et al., 1998). In Sdugetieren wurden
bisher vier Isoformen nachgewiesen. Profilin I wird in vielen Geweben exprimiert,
wéhrend Profilin IT ausschlieBlich im Gehirn und im Skelettmuskel auftritt (Witke et al.,
1998).

Giesemann et al. (2002) gelang es, einen weiteren Gephyrin-Liganden zu
identifizieren, der die Organisation des Mikrofilamentsystems zu beeinflussen vermag.
Das Protein enabled Vasodilator stimulated phosphoprotein (ena/VASP) gehort zu einer
Proteinfamilie, die sich aus dem Drosophila Protein enabled (Ena), dem entsprechenden
Saugetier-Homolog Mena (mammalien enabled) und VASP zusammensetzt. Ein
Charakteristikum aller Familienmitglieder ist die dreigliedrige Doménenstruktur, die
eine N-terminale ena/VASP homologen Domine 1 (EVHI), einen Prolin-reichen
zentralen Bereich (dhnlich wie bei Gephyrin) und die EVH2-Doméne im C-terminalen
Bereich umfasst. Die Hauptfunktion von ena/VASP als Mikrofilament-Adaptor besteht
in der Rekrutierung von Profilin-Aktin-Komplexen an Plasmamembranen mit aktiver
Mikrofilamentsynthese (Hiittelmaier et al., 1998). ena/VASP bindet bevorzugt an
Proteine, die Prolin-reiche Abschnitte in ihrer Sequenz aufweisen. Ein derartiges Epitop
findet sich in der Linkerregion von Gephyrin (Krause et al., 2003). Es bindet iiber seine
Prolin-reiche Region &hnlich wie L-Poly-Prolin an Profilin, ein bekannter
Interaktionspartner von Gephyrin (Mammoto et al. 1998). Gephyrin, Profilin und Mena

kolokalisieren sowohl an inhibitorischen Synapsen als auch in rekombinanten
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Abbildung 2: Die Konzentration von Glyzin-Rezeptoren in der postsynaptischen Plasmamembran
erfolgt durch die intrazellulire Bindung an Gephyrin. Das Gephyrin-Netzwerk verankert die
Rezeptoren direkt mit dem Mikrotubuliskelett. Die Aktin regulierenden Proteine Profilin und Collybistin
sind zusitzliche Interaktionspartner von Gephyrin und ermdglichen eine lokale Regulation des Aktin-
Zytoskelettes an der Synapse. Die Bindung von Gephyrin an RAFT1 konnte in der lokalen synapsen-

spezifischen Proteinsynthese eine Rolle spielen (Moss und Smart, 2001)

Expressionssystemen. Gephyrin und G-Aktin konkurrieren demnach um die gleiche
Bindungsstelle an Profilin, wihrend die Interaktion mit VASP laut Giesemann et al.
(2002) an der C-terminalen E-Doméne von Gephyrin stattfindet. Durch Zwei-Hybrid-
Analysen in Hefen wurde eine Interaktion von Gephyrin (Abb. 2) mit Collybistin
nachgewiesen (Kins et al., 2000), einem GDP-GTP Austauschfaktor (GEF), der
spezifisch die Aktivitdit von Cdc42, einer Rac-/Rho-artigen GTPase, zu verstirken
vermag. Cdc42 wirkt dabei regulatorisch auf die Morphologie des Aktin-Zytoskeletts
ein. Collybistin wird ausschlieflich im Nervensystem exprimiert und existiert in drei
unterschiedlichen Spleissvarianten, Collybistin I, II und III (Kins et al., 2000; Harvey et
al., 2004). Sowohl fiir Collybistin I als auch Collybistin II wurde eine Bindung an
Gephyrin nachgewiesen (Grosskreutz et al., 2001). Collybistin II koprazipitiert mit der
P1 Isoform aus transfizierten HEK293-Lysaten, und die Koexpression von Collybistin
IT und P1-Gephyrin fiihrt zur Translokation der intrazelluliren Gephyrin-Aggregate an
die Plasmamembran. (Kins et al., 2000). Dieser Membranrekrutierungs-Effekt ist jedoch
auf die Collybistin II-Isoform begrenzt; Collybistin 1 ist nicht in der Lage, eine

Translokation zur Zelloberfliche zu bewirken. Die Rekrutierung von Cdc42-
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spezifischen GEFs wie Collybistin an die Synapse konnte moglicherweise eine
regulatorische Rolle bei der Entstehung von Gephyrinclustern an der neuronalen

Plasmamembran spielen (Kneussel und Betz, 2000).

1.3.3 Intrazellulire Signaliibertragung an inhibitorischen Synapsen

Das postsynaptische Netzwerk unterhalb der Plasmamembran verankert nicht nur die
fiir eine effektive synaptische Transmission bendtigten Rezeptoren, sondern ebenfalls
spezialisierte intrazellulire Botensysteme (Second-Messenger-Systeme), welche die
funktionellen Eigenschaften der Rezeptoren und nachgeschalteter Effektorproteine zu
modulieren vermogen. Der Einfluss von unterschiedlichen Signalkaskaden auf die
Lokalisation und Funktionalitit von GABAa- oder Glyzin-Rezeptoren wurde bereits
intensiv untersucht, doch iiber die Auswirkung einer Inhibition auf Rezeptor-assoziierte
Proteine wie Gephyrin, welches fiir die Verankerung der Rezeptoren in der
postsynaptischen Plasmamembran essentiell ist, existieren nur wenige relevante Daten.
Da Gephyrin ebenfalls mit Proteinen zur intrazellularen Signaliibermittlung interagiert
(Abb.2+3), konnte es moglicherweise selbst eine Funktion in der Signaliibertragung an
der Synapse austiiben.

In embryonalen Riickenmarkskulturen ist die Glyzinrezeptor-Aktivierung und
der resultierende Ca”*-Einstrom ausschlaggebend fiir die Konzentration des Rezeptors
an Synapsen (Kirsch und Betz, 1998; Levi et al., 1998). Der Anstieg der intrazelluldren
Ca’"-Konzentration fiihrt als intrazelluldres Signal unter anderem zur Aktivierung von
Adenylatcyclasen, Protein-Phosphatase 2B (Calcineurin) oder Phosphodiesterasen. Die
Behandlung der Kulturen mit Tetrodotoxin (TTX) verhindert eine postsynaptische
Lokalisation sowohl des Rezeptors als auch von Gephyrin. Die Induktion der
postsynaptischen Matrix konnte demnach von einer Glyzin-Ausschiittung aus den
prasynaptischen Terminal abhingen. Eine anhaltende Inhibition des Glyzin-Rezeptors
mit dem Antagonisten Strychnin hat eine intrazelluldre Anreicherung des Rezeptors und
einen kompletten Verlust der synaptischen Lokalisation zur Folge (Levi et al., 1998).
Untersuchungen an hippokampalen Neuronen dagegen ergaben, das TTX Inkubation
keine Auswirkung auf die PSD-95, GluR1 oder Gephyrinverteilung zeigte (Harms und
Craig, 2005). Diese gegensitzlichen Effekte konnten auf unterschiedliche

Spleissvarianten von Gephyrin in spinalen vs. hippokampalen Neuronen
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Abbildung 3: Einfluss von Gephyrin auf a) aktivitits-abhiingige oder b) durch tropische Faktoren
regulierte Signalwege an der inhibitorischen Synapsen. Ca*'-Einstrom und die lokale Aktivierung der
Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) sind moglicherweise ausschlaggebend fiir den Aufbau des
postsynaptischen Gephyrin-Netzwerkes an sich entwickelnden inhibitorischen Synapsen. Die genaue
Wirkung des lokal erhohten Ca*'-Einstroms ist noch unbekannt, beeinflussen aber sehr wahrscheinlich
das Aktin- und Tubulin-Zytoskelett. Die Aktivierung der PI3K konnte iiber entsprechende G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren erfolgen, die entweder auf noch unbekannte ,,Induktions-Faktoren* oder Hormone
als Liganden reagieren. Der resultierende Anstieg von PtdIns(3,4,5)P; konnte seinerseits zur Rekrutierung
von Collybistin und Profilin an die Membran fiithren und dadurch lokale Anderungen des Aktin-
Zytoskelettes auslosen. Durch Bindung an membran-assoziertes Collybistin und Profilin kénnte Gephyrin
an die Synapse rekrutiert werden. Die erhohte lokale Konzentration von Gephyrin wiederum stimuliert

die Kinaseaktivitit von RAFT1 und beeinflusst die synaptische Proteinsynthese. (Model nach Kneussel
und Betz., 2000)

zuriickzufiihren sein (Liischer und Keller, 2004). Signale, die iiber G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren vermittelt werden, konnten aktiv Einfluss auf inhibitorische

Synapsen ausiiben. Nach der Bindung des Liganden kommt es zu einer Aktivierung der
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Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) tiber Tyrosin-Kinase oder G-Protein gekoppelte
Rezeptoren. PI3K ist verantwortlich fiir die Synthese von Phosphatidylinositol-(3,4,5)-
Ps;,welches eine Rekrutierung von Collybistin  und Profilin zu aktivierten
Membrandoménen initieren konnte. Somit konnten lokal Verdnderungen des
Zytoskeletts induziert und Gephyrin iiber seine Bindungspartner an potentielle
Synapsen rekrutiert werden (Kneussel und Betz, 2000). Die Rekrutierung von Gephyrin
durch Collybistin und Profilin zur postsynaptischen Plasmamembran konnte zusétzlich
die Kinaseaktivitdt eines weiteren Gephyrin-Bindungspartners und somit eine lokale
synaptische Proteinsynthese stimulieren. Die Interaktion mit RAFT1, einem mRNA-
Translations-Mediator, deutet auf eine regulatorische Funktion z.B. fiir eine lokale
dendritische Proteinsynthese hin (Steward et al., 1999). Das Vorhandensein hoher
Konzentrationen von subsynaptischer Glyzinrezeptor-a-Untereinheit-mRNA (Racca et
al., 1997) unterstiitzt die Hypothese, dass bestimmte, an der synaptischen Transmission
beteiligte Proteine lokal in der Nédhe der Synapse hergestellt werden. Die duale
Interaktion von Gephyrin mit Collybistin und RAFT1 konnte somit eine Verkniipfung
der Translationskontrolle und des subsynaptischen Zytoskeletts ermoglichen (Kneussel

und Betz., 2000).

Es ist seit lingerem bekannt, dass die spezifische Aktivierung von Tyrosin-Kinase-
gekoppelten Rezeptoren (TrK) ebenfalls die GABAa-Rezeptorverteilung zu modulieren
vermag. Die Bindung des Liganden, z.B. Neurotrophin-3 (NT-3) oder Brain-derived-
neurotrophic-factor (BDNF), an den Rezeptor fithrt zur Aktivierung nachgeschalteter
Signalkaskaden, wie z.B. der MAP-Kinase-Kaskade (Mitogen-aktivierte Protein-
Kinase). Die Aktivierung des TrKB-Rezeptors durch BDNF kann sowohl die Aktivitét
als auch die Oberfldchenexpression des GABA s-Rezeptors modulieren (Briining et al.,
2001; Mizoguchi et al., 2003; Jovanovic et al., 2004). Der Effekt wird durch
Phosphorylierung/Dephosphorylierung der 1-3 und y2 Untereinheiten des GABAx
Rezeptors vermittelt. Sie konnen durch eine Reihe von Kinasen/Phosphatasen moduliert
werden, die zum Teil direkt binden oder iiber Untereinheiten-spezifische
Adapterproteine an den Rezeptor rekrutiert werden. Dazu zdhlen unter anderem die
Protein-Kinase A (PKA), Protein-Kinase C (PKC), Protein-Phosphatase 2A (PP2A) als
auch der Rezeptor der aktivierte C-Kinase (RACK-1) und das PKA verankernde Protein
(AKAP)79/150 ((Moss et al., 1992a; McDonald et al., 1998; Brandon et al., 1999, 2000;
Jovanovic et al., 2004). Die Aktivitit von Glyzin-Rezeptoren kann ebenfalls durch PKA
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und PKC Phosphorylierung moduliert werden (Vaello et al., 1994; Caraiscos et al.,
2002). Langosch et al. konnten bereits 1992 zeigen, das auch Gephyrin an
Serin/Threonin Positionen phosphoryliert wird; allerdings gelang es zu diesem
Zeitpunkt nicht, die entsprechende Kinase zu identifizieren. Es besteht somit die
Moglichkeit, dass die postsynaptische Lokalisation des Glyzin- und GABA-Rezeptors
nicht nur durch die direkte Phosphorylierung von Rezeptoruntereinheiten reguliert wird,
sondern dass zusdtzlich eine Phosphorylierung von Gephyrin einen wichtigen Einfluss
auf die Rezeptor-Lokalisation oder die Stabilisierung des postsynaptischen Netzwerkes

ausiiben konnte.

1.4 Zielsetzung des Projektes

Die Vorraussetzung fiir eine schnelle und prézise synaptische Transmission ist eine
hohe Konzentration von Neurotransmitter-regulierten Ionenkandlen in der
postsynaptischen Plasmamembran. Das Protein Gephyrin (Prior et al., 1992) spielt eine
essentielle Rolle in der synaptischen Lokalisation sowohl von Glyzin- als auch GABA -
Rezeptoren (Feng et al.,, 1998; Kneussel et al.,, 2000). Der Einfluss von
unterschiedlichen Signalkaskaden auf die Lokalisation und Funktionalitit von GABA4-
oder Glyzinrezeptoren wurde bereits intensiv untersucht, doch fiir Rezeptor-assoziierte
Proteine wie Gephyrin existieren nur wenige relevante Daten. Es ist nicht bekannt,
welche Signalwege am Transport von Gephyrin zur Synapse, seiner Anreicherung und
Stabilisierung unterhalb der Plasmamembran oder an seinem Abbau beteiligt sind. Um
das postsynaptischen Netzwerk zu stabilisieren, ist eine Interaktion von Gephyrin mit
Proteinen der Mikrofilamente und der Mikrotubuli nétig. Frithere Experimente belegten
bereits eine direkte Interaktion von Gephyrin mit Tubulin, doch ist bisher nicht geklart,
wie Gephyrin an das Aktin-Zytoskelett gekoppelt ist.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, durch pharmakologische Beeinflussung
von Schliisselenzymen jene Signalwege identifizieren, die am Transport von Gephyrin,
seiner Stabilisierung im postsynaptischen Netzwerk und an seinem Abbau beteiligt sind.
Des weiteren soll analysiert werden, ob Gephyrin eine Funktion in der Verankerung von
Signaltransduktionskomponenten, wie es fiir Glutamatrezeptor-assoziierte Proteine
gezeigt werden konnte, ausiibt. Zu diesem Zweck sollen hippokampale Primérkulturen
unterschiedlicher Differenzierungsstadien mit Inhibitoren und Aktivatoren der

ausgewahlten Signalkaskaden inkubiert und das Verteilungsmuster der Gephyrincluster
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mittels Immunfluoreszenzfarbung ausgewertet werden. Im Zuge der Untersuchungen
soll ausserdem die Interaktion von Gephyrin mit dem Aktin-Zytoskelett genauer
analysiert werden. Handelt es sich um eine direkte Bindung, oder wird die Interaktion
iiber ein Adapterprotein vermittelt? Dies soll mittels Expression von GFP-Gephyrin-
Konstrukten in HEK293T-Zellen analysiert werden. Durch Alkaloidbehandlung von
hippokampalen Primérkulturzellen soll untersucht werden, inwiefern die Gréfe und

Stabilitidt neuronaler Gephyrinclustern durch das Aktin-Zytoskelett reguliert wird.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Alle Salze, Sduren, Basen und Losungsmittel (auch hier nicht explizit aufgefiihrte
Substanzen) besalen p.a. Qualitit oder wurden in ihrer konzentriertesten oder reinsten
Form von folgenden Firmen bezogen: Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Roth (Karlsruhe)
und Merck (Darmstadt). Alle verwendeten Restriktionsenzyme stammten von Roche
(Mannheim) und New England Biolabs (Frankfurt), T4-DNA-Ligase, T4-
Polynukleotidkinase und T4-DNA-Polymerase von Roche (Mannheim), Pfu Turbo

Polymerase und Desoxyribonukleotide von Invitrogen ( Karlsruhe).

2.1.2 Zelllinien und Primérzellen

Bezeichnung Beschreibung

hippokampale Primérkultur Fuhrmann et al., 2002
aus Wistar Ratten Embryonen
(E18)

HEK 293 T Human Embryonic Kidney Cells
(ATCCCRL-1573) Stansfeld et al., 1996

Die ATCC-Nummern beziehen sich auf den ,,Catalogue of Cell Lines & Hybridomas”,
(1998).

2.1.3 Losungen und Medien

Die Standardlosungen fiir die molekularbiologischen und proteinbiochemischen

Methoden wurden nach Sambrook et al. (1989) hergestellt. Die Zusammensetzung der

verwendeten Puffer, Losungen und Medien sind im folgenden aufgelistet .
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2.1.3.1 Molekularbiologische Losungen

1 x TAE Elektrophoresepuffer:
40 mM Tris/HCL; 1 mM EDTA, pH 8§, 0

6 x DNA Probenpuffer:
40% (w/v) Saccharose
0,25% (w/v) Bromphenolblau

LB Medium:

1% (w/v) Peptone 140

0,5% (w/v) Hefeextrakt

1% (w/v) Natriumchlorid, pH 7, 4

LB-Agar:
LB Medium mit 1,5% (w/v)

Agar Bacteriological

Selektionierung:

I mM IPTG, 0,02% (w/v) X-Gal

2.1.3.2 Proteinbiochemische Losungen

HBS (HEPES-gepufferte Saline):
50 mM HEPES, pHS8.0, 100 mM Nacl,
I mM CaCl,, 1 mM MgCl,

Proteaseinhibitor-Cocktail

Roche (Mannheim)

LP1 (HEK293T-Extrakte):
PBS, 0,2% (v/v) Triton-X-100,

Proteaseinhibitor-Cocktail

LP2 (GST-Aufreinigung) :
10 mM Tris/HCI pHS8.0, 150 mM NaCl,
1 mM EDTA

Glutathione Elutions Puffer :
50 mM Tris/HCI/HCI, pHS8.0
10 mM Glutathione (reduziert)

LP3 (His-Aufreinigung) :
50 mM Tris/HCI pH8.0, 300 mM NaCl,
10 mM Imidazol

Waschpuffer (His-Aufreinigung):

50 mM Tris/HCI, pH8.0, 300 mM NaCl, 20

mM Imidazol

Elutionspuffer (His-Aufreinigung):
50 mM Tris/HCI, pH8.0, 300 mM NaCl,
250 mM Imidazol

LP4 (ATP*-Assay):
PBS/0,2% (v/v) Triton-X-100

Protease und Phosphatase Inhibitoren

(Sigma-Aldrich ,Taufkirchen)

BP1 (Immunprézipitation):
PBS, 5% (w/v) Rinderserumalbumin

(BSA), 0,2% (v/v)Triton-X-100

Waschlosung (Immunprézipitation):

PBS/0,2% (v/v) Triton-X-100
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Waschlosung (C*P-Assay):

PBS, 0,2% (v/v) Triton-X-100

2 x Kinase Puffer (**P-Assay):

50 mM NaCl, 25 mM Tris/HCI, pH7,5
10 mM MgCl2, Protease Inhibitoren
(ohne EDTA), Phosphatase Inhibitoren

Aktinpuffer (BSAO01) :
5 mM Tris/HCI pHS.0, 0,2 mM CaCl,
0,2 mM ATP, 0,5 mM DTT

10 x Polymerisationspuffer :
500 mM KCl, 20 mM MgCl,,
10 mM ATP

5 x SDS Probenpuffer:

500 mM DTT; 10% (w/v) SDS;
50% (v/v) Glycerin;

250 mM Tris/HCI, pH 6,8;
0,5% (w/v) Bromphenolblau;

Trenngel (SDS-PAGE):

10% Acrylamid mit 0,1% (w/v) SDS und

375 mM Tris/HCl, pH 8,8

Sammelgel: (SDS-PAGE):
6% Acrylamid, 0,1% (w/v) SDS,
125 mM Tris/HCI pH 6,8

Elektrophoresepuffer (SDS-PAGE):
192 mM Glyzin; 0,1% (w/v) SDS;
25 mM Tris/HCI; pH 8,3

Coomassie-Farbelosung:

2,5% (w/v) Coomassie-Brillant-Blau,
45% (v/v) Methanol, 45% (v/v) H;O,
10% (v/v)Essigsdure

Coomassie- Entfarbelosung:

20% (v/v) Methanol; 70% (v/v) HyO;

10% (v/v) Essigséaure

Transfer-Puffer::
25 mM Tris/HCI ph8,3
192 mM Glyzin; 20% (v/v) Methanol;

BP2 (Western Blot):

3% (w/v) Magermilchpulver (Frema

Reform, Liineburg), 0,2% (v/v) Tween-20

in TBST

1 x TBS:
150 mM NaCl; 50 mM Tris/HCI,
pH 7,5

1 x TBST:
I1x TBS mit 0,1% (v/v) Tween 20

Elutionspuffer (Western Blot):
500 mM NacCl; 200 mM Glyzin; HCI,
pH 2.3
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2.1.3.3 Zellbiologische Losungen

Kulturmedium (HEK293T):
10% (v/v) fotales Kélberserum (FCS), 50

U/ml Penicillin; 50 ug/ml Streptomycin, 2
mM/1 L-Glutamin in Dulbecco’s Modified
Eageles Medium (DMEM) (Invitrogen,
Karlsruhe)

Einfriermedium(HEK293T):
10% (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO) in
HEK293T-Kulturmedium

Trypsinlosung:

Trypsin- Ethylendiamintetraessigsdure

(EDTA) (Invitrogen, Karlsruhe)

Fibronektinbeschichtung:

500 pl Fibronektin (1mg/ml) (Sigma,
Taufkirchen) in 20 ml PBS

Poly-L-Ornithinbeschichtung:

Poly-L-Ornithin (Sigma, Taufkirchen)
1,5pg/ml inPBS

2 x BBS:

50 mM BES (N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-
Amino Ethansulfonsiure) (AppliChem),
280 mM NaCl, 1,5 mM Na,HPO,, pH 6,95

DAPI-Losung:
500 pg/ml Stock 1:1000 in PBS

Ca’’/Phosphat-Transfektionsmedium
10% (w/v) fotales Kélberserum (FCS)
1 mM L-Glutamin in DMEM

Ausplatiermedium (Priméarkultur) :

10% (v/v) fotales Kélberserum (FCS)

25 png/ml Pyruvat; 50 U/ml Penicillin;
50 pg/ml Streptomycin
2 mMol/l L-Glutamin in DMEM

Kulturmedium (Priméarkultur) :

2% (v/v) BL-27

25 pg/ml Pyruvat, 50 U/ml Penicillin;
50 pg/ml Streptomycin
I mM L-Glutamin in Neurobasalmedium

(Invitrogen, Karlsruhe)

2.1.3.4 Histologische Losungen

PBS (Phosphat-gepuftert)

137mM NaCl, 2,7 mM KCI
18,6mM Na,HPO,, 7,3mM KH,PO

Fixierungslosung (Immunféarbung):
4g Para-Formaldehyd (PFA)
in 100 ml PBS

BP3 (Immunfiarbung):
PBS, 5% (v/v) Ziegenserum
0,2% Triton-X-100
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2.1.4 DNA-Molekulargewichtsstandards

Als DNA-Marker wurde der SmartLadder (Eurogentec, Koln) verwendet. Dieser enthilt
folgende DNA-Fragmente: 10, 8, 6, 5, 4, 3, 2.5, 2, 1.5, 1, 0.8, 0.6, 0.4 und 0.2 kbp. Der
Marker wurde 1:6 mit DNA-Probenpuffer verdiinnt.

2.1.5 Protein-Molekulargewichtsstandards

Verwendet wurden der SeeBlue® Pre-Stained Standard der Firma Invitrogen
(Karlsruhe). Der Prestained-Marker besall die Protein-Leiter 250, 148, 98, 64, 50, 36,
22, 16, 6 und 4 kDa. 5 pl dieses Markers konnten direkt auf das SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page)-Gel aufgetragen werden.

2.1.6 Vektoren und Plasmide

Name Herkunft Referenz

pEGFP-N3-Gephyrin Fusionsprotein aus pcDNA-pl eGFP | Prior et al, 1992
(Vollange) C-terminal

pEGFP-N3-Gephyrin Fusionsprotein aus pcDNA-pl | Prior et al, 1992
d181-243 Deletion der Basen 181-243

pVSV-Gephyrin (p1) pl-Insertion in pcDNA3.1 iiber | Doktorarbeit
Notl/Xbal Verdau und VSV DNA |J.Fuhrmann

iiber HindIIl/EcoR1

pGFP-y-Aktin zur Verfiigung gestellt durch Prof. Dr. | Fischer et al, 1998
A. Matus, FMI Basel, Schweiz

pET28a- His-VASP zur Verfiigung gestellt von Dr. T.|Haffner et al., 1995
Renne, Wiirzburg

pGEX5X1-GST- pl-Insertion in pGEX5X1 Sola et al, 2004

Gephyrin

pGEX5X1-GST-GE45 Insertion des C-Terminus  von|Sola et al, 2004
Gephyrin in pGEX5X1
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2.1.7 Pharmakologie

Substanz Wirkung Referenz Firma
BDNF (Brain Derived Neurotrophic |Yamada et al., 2002 Peprotech
Factor) — fordert das Uberleben | Briinig et al., 2001 (London UK)
und Wachstum von Neuronen.
Effekt wird iiber den TrkB
Rezeptor ausgeiibt
NT-3 (Neurotrophin-3) neurotropisch | Paul et al., 2001 Peprotech
wirksamer Effektor, der das (London UK)
Uberleben von CNS Neuronen
erhoht.
U0126 | Inhibitor von MEK1 (IC50 = 72 | Gerling et al., 2004 | Merck Bioscience
nM) und MEK2 (IC50 = 58nM). (Bad Soden)
Uo0124 negative Kontrolle fir MEK | Evans et al., 2002 | Merck Bioscience

Inhibitor U0126. Hat keinen
Einfluss auf die MEK Aktivitit

(Bad Soden)

Okadaic acid

Inhibitor von PP1
(IC50 =10 - 15 nM) und PP2A
(IC50 = 0.1 nM).

Norris et al., 2002
Kim et al., 2002

Merck Bioscience

(Bad Soden)

Calyculin A

Inhibitor von PP2A (IC50 = 0.5
1.0 nM) und PP1
(IC50 =2 nM).

Fukunaga et al.,
2000
Oliver et al., 2002

Merck Bioscience

(Bad Soden)

Cantharidin | Inhibitor von PP2A (IC50 =40 | da Cruz e Silvaet | Merck Bioscience
nM) und PP1 (IC50 = 473nM). al., 1995 (Bad Soden)
8-Br-cAMP potenter Zell-permeable, Horgan et al., 1998 | Sigma Aldrich,
und metabolisch-stabile cAMP (Taufkirchen)
8-Br-cGMP Derivate
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Pertussis-

toxin

Endotoxin, welches die ADP-
Ribosylierung von Proteinen wie

Gi, Go, und Gt. katalysiert

Cowen et al., 2005

Sigma Aldrich,
(Taufkirchen)

Calphostin C

Zellpermeabler Inhibitor von

Proteinkinase C (IC50=50 nM)

Wang et al., 2000

Sigma Aldrich,
(Taufkirchen)

FKS506 Inhibiert Ca™" abhingige Kumashiro et al.,, | Merck Bioscience
Phosphatase (Calcineurin) 2005 (Bad Soden)
Ly294002 | Zellpermeabler Inhibitor von | Yagyu et al., 2001 | Merck Bioscience
PI3-Kinase (IC50 = 1.4 mM). | Harms et al., 2001 (Bad Soden)
Wortmannin| Zellpermeabler irreversibler Gary et al., 2001 | Merck Bioscience
Inhibitor von PI3-Kinase (Bad Soden)
(IC50 = 5 nM).
Thapsigargin| Inhibition der endoplasmischen | Kelly et al., 2005 Sigma Aldrich,
retikuldren Ca*-ATPase (Taufkirchen)
(IC50 = 4-13 nM).
Latrunkulin | Zellpermeables Toxin, welches | Allison et al., 2000 | Sigma Aldrich,
Mikrofilamente zerstort (Taufkirchen)
Jasplakinolid| Induziert Aktin-Polymerisation | Jones et al., 2004 MoBiTec
und Stabilisation in vitro. (Gottingen)
Cytochalasin| Zellpermeables Toxin, welches | Allison et al., 1998 | Merck Bioscience
D die Formation von kontraktilen (Bad Soden)
Mikrofilamenten verhindert.
Nocodazol Depolymerisiert Tubulin Kirsch und Betz, | Merck Bioscience
1995 (Bad Soden)
Hanus et al., 2004
BAPTA Kalziumkomplexbildner Taketo et al., 2004 | Sigma Aldrich,
Inaktiviert Protein Kinase C. (Taufkirchen)
TTX Reversibler und selektiver Athara et al., Sigma Aldrich,
Blocker von Na'-Kanilen. Kirsch et al., (Taufkirchen)
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2.1.8 Antikorper

Die fiir immunhistochemische Farbungen, Western Blot und Immunprizipitationen

eingesetzten Antikorper-Verdiinnungen sind in nachfolgender Tabelle aufgefiihrt.

Immunfarbung (IF), Immunprezipitation (IP) und Western-Blot (WB)

Antigen Spezies Verdiinnung Referenz
1:400 (IF)
Gephyrin Maus Pfeiffer et al. (1984)
1:50 (IP)
1:500 (WB) Santa Cruz Biotech
Gephyrin Kaninchen '
1:50 (IP) (Heidelberg)
BDBioscience
Gephyrin Maus 1:1000 (WB) .
(Heidelberg)
PP2aC 1:50 (IP+IF) Merck Bioscience
Kaninchen
katalytische Untereinheit 1:500 (WB) GmbH (Bad Soden)
PP2aC 1:50 (IP+IF) BDBioscience
Maus i
katalytische Untereinheit 1:500 (WB) (Heidelberg)
1:100 (IP+IF) Santa Cruz Biotech
PP1 Kaninchen
1:500 (WB) (Heidelberg)
1:100 (IP+IF) J.Wehland (GBF,
ena/VASP Maus )
1:500 (WB) Braunschweig)
1:100 (IP+IF) Santa Cruz Biotech
ena/VASP Kaninchen
1:500 (WB) (Heidelberg)
1:50 (ColIP) BDBioscience
GFP Kaninchen
1:2000 (WB) (Heidelberg)
a-Aktin Maus 1:1000 (WB) Dianova (Hamburg)
a-Aktin Kaninchen 1:1000 (WB) Dianova (Hamburg)
a-Aktin Ziege 1:1000 (WB) Dianova (Hamburg)
GABAR al Kaninchen 1:2000 (IF) Upstate (Hamburg)
Sigma Aldrich,
Synaptophysin Maus 1:400 (IF)
(Taufkirchen)
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1:400 (IF) Sigma Aldrich,
o.-Tubulin Maus
1:1000 (WB) (Taufkirchen)
VIAAT (Vesikular GABA Synaptic Systems
Kaninchen 1:1000 (IF) .
Transporter) (Gottingen)
Santa Cruz
VSV Maus 1:100 (IF) '
(Heidelberg)
Phalloidin-Rhodamine 1:1000 (IF) Invitrogen, Karlsruhe
Phalloidin
1:50 (IF) Invitrogen, Karlsruhe
(gekoppelt an 633)
Fluoreszenz-gekoppelte
Zweitantikorper:
a-Maus-546 Ziege 1:1000 (IF) MoBiTec (Gottingen)
o.-Maus-488 Ziege 1:1000 (IF) MoBiTec (Gottingen)
a-Kaninchen-546 Ziege 1:1000 (IF) MoBiTec (Gottingen)
a-Kaninchen-488 Ziege 1:1000 (IF) MoBiTec (Gottingen)
Enzym-gekoppelte
Zweitantikorper:
a-Ziege-HRP Ziege 1:4000 (WB) Dianova (Hamburg)
o-Maus-HRP Ziege 1:4000 (WB) Dianova (Hamburg)
a-Kaninchen-HRP Ziege 1:4000 (WB) Dianova (Hamburg)

33




2. Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Arbeitsmethoden

2.2.1.1 Schnelle Plasmid-DNA-Priiparation

Diese Plasmid DNA-Isolierung wurde mittels des Qiagen (Hilden) Plasmid-Mini-Kits
durchgefiihrt, mit dem sich ca. 5-10 ug DNA gewinnen lieBen. Alle aufgefiihrten Puffer
sind bereits im Kit enthalten. Mini-DNA wurde zum schnellen Uberpriifen von
Klonierungen oder zur Transformation eingesetzt. Von einer bakteriellen
Ubernachtkultur (UNK) wurden 2 ml entnommen und fiir 30 Sekunden bei 18.000g
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Bakterienpellet in 250 ul Al
resuspendiert und mit 250 pl A2 5 min bei RT alkalisch lysiert. Mit der Zugabe von 350
pl A3 wurde die Losung neutralisiert, die Bakterienlyse gestoppt und die fiir die
Affinitdtsmatrix notwendige Salzkonzentration eingestellt. Die Féllung von
denaturierten Proteinen, genomischer DNA, Zelltriimmern und SDS war vollstindig. Es
folgte eine 10 miniitige Zentrifugation bei 18.000g. Nachfolgend wurde der Uberstand
auf die Qiaprep-Spin-Sédulen gegeben und letztere mit 18.000g fiir 1 min abzentrifugiert,
wobei die Plasmid-DNA an der Silicat-Matrix band. Es folgten zwei Waschschritte
durch Zentrifugation mit jeweils 18.000g fir 1 min und ein zusitzlicher
Trocknungsschritt bei 18.000g fiir 2 min. SchlieBlich erfolgte die Elution der DNA mit
50 pl HyO.

2.2.1.2 Polymerase-Ketten-Reaktion

Hierbei wurde in einem 50 pl-Reaktionsgemisch eine DNA-Vorlage (1 ng Plasmid-
DNA oder 500 ng genomische DNA) mit zwei flankierenden Oligonukleotiden mit
entgegengesetzter Orientierung (je 5 pmol) durch die hitzestabile Polymerase aus
Thermus aquaticus (Taq) (1 Einheit = 1U) unter Zusatz der vier verschiedenen dNTPs
(e 0,1 mM) in einem Thermocycler amplifiziert. Dies geschah nach einer initialen
Denaturierung (Aufschmelzen der DNA-Doppelstringe) bei 95°C fiir 2 min in 25
Zyklen durch Denaturierung fiir je 30 sec bei 95°C, durch Anlagerung der
Oligonukleotide fiir je 1 min bei 55°C und durch Neusynthese des komplementiren

DNA-Stranges (Elongation) durch die Pfu Turbo Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe).
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fiir je 9 min bei 72°C und schlieBlich durch terminale Elongation fiir 30 min bei 72°C.
Zuletzt erfolgte eine Abkiihlung auf 4°C.

2.2.1.3 Sequenzierung der verwendeten DNA-Konstrukte

Es wurde die DNA-Sequenzierung nach der Dideoxy-Kettenabbruchmethode
angewandt. Nach Angaben des Herstellers unter Verwendung eines DyeDeoxy
Terminator Cycle Sequenzing Kits (Perkin Elmer, Applera, Weiterstadt) auf einem
automatischen Sequenziergerdt (Perkin Elmer 373A DNA Sequencer, Applera,
Weiterstadt) Die Elektropherogramme wurden mit der EditView-Software Version 1.0.1

(ABI Prism, Perkin Elmer, Applera, Weiterstadt) ausgewertet.

2.2.1.4 Gelelektrophorese von Nukleinsiduren

Die Agarosegelelektrophorese dient dazu, Nukleinsduren nach ihrer GrofBe und
Konformation zu trennen und durch Anfiarben sichtbar zu machen. Nukleinsiduren,
besitzen bei physiologischem pH-Wert eine negative Gesamtladung und bewegen sich
daher im elektrischen Feld zur Anode hin. Die Wanderungsrate linearer Nukleinsduren
in einem Agarosegel verhilt sich umgekehrt proportional zum Logarithmus thres MW
(Sambrook et al., 1989). Die Wanderungsgeschwindigkeit hangt von der Konzentration
der Agarose im Gel ab. Mit einer Agarosekonzentration von 1% (w/v) kann ein
Auftrennungsbereich linearer Nukleinsduren zwischen 10 und 0,5 kb erreicht werden.
Der Probenkamm wurde am oberen Rand der Platte in die Form eingesetzt. 1 bis 2%
(w/v) Agarose wurde mit 1x TAE-Elektrophoresepuffer und Ethidiumbromid, eine in
DNA interkalierende, ultraviolet-fluoreszierende Substanz versetzt, aufgekocht, bis die
Losung klar erschien und in die vorgefertigte Form gegossen. Dabei sollte die Hohe des
Gels ca. 0,5 cm betragen. Das erstarrte Gel wurde schlieflich in die
Elektrophoresekammer gelegt und mit 1x TAE-Elektrophoresepuffer bedeckt. Die zu
analysierende DNA-L6sung wurde mit 6x DNA-Probenpuffer 1:6 vermischt. Der Puffer
enthielt Saccharose, die das spezifische Gewicht der Probe erhohte und so ihr Absinken
in die Probentasche bewirkte. Auf das Gel wurde ein DNA-Marker aufgetragen. Die
Elektrophorese wurde mit 3-5 V/cm Elektrodenabstand durchgefiihrt (Sambrook et al.,
1989). Anhand der Wanderung des im DNA-Probenpuffer enthaltenen anionischen

Farbstoffes Bromphenolblau konnte der Verlauf der Elektrophorese verfolgt werden.
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Die Farbfront bewegte sich auf der Hohe von DNA mit einer Gré88e von ca. 500 bp. Die
Nachweisgrenze lag bei doppelstringigen DNA-Fragmenten je nach Linge und Dicke
des verwendeteten Agarosegel-Typs zwischen 1 und 10 ng/Bande. Die einzelnen
Banden wurden auf einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht. Ein
Video-Gel-Dokumentationssystem ermoglichte das Photographieren der Gele, das

Ausdrucken der Bilder auf Thermopapier und das Digitalisieren der Bilder.

2.2.1.5 Elution von Nukleinsiduren aus Agarosegelen

Die Elution von DNA-Fragmenten aus praparativen Agarosegelen erfolgte mit dem
QiaQuick Gel-Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Die
gewiinschte DNA-Bande wurde unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten und in
Puffer geldst. Das in diesem Puffer enthaltene Natriumthiosulfat setzte die DNA durch
Auflosen der Agarose frei. Diese wurde mittels Anionenaustauschersdulen aufgereinigt.

Die Elution erfolgte mit 30 ul H,O.

2.2.1.6 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Zum Verdau von Plasmid-DNA mit Restriktionsenzymen wurden 0,5-1,5 pg DNA
(1pg/ul) in einem Gesamtvolumen von 10 pl bei 37°C fiir 3-4 h geschnitten. Die
Enzyme wurden in einer Konzentration von 1 U/ug Plasmid-DNA unter Verwendung
der entsprechenden Puffer eingesetzt. Bei allen Restriktionsverdaus entsprach das
Enzymvolumen maximal 10% des Gesamtvolumens, da das den Enzymen zur
Stabilisierung zugesetzte Glycerin die Enzymreaktion stort. Nach der Inkubation wurde
die Reaktion bei den meisten Enzymen durch Hitzeinaktivierung bei 60-65°C fiir 20 min

abgestoppt.

2.2.1.7 Ligation von DNA-Molekiilen

Der Ligations-Kit:(Roche, Mannheim) enthielt T4 DNA Ligase (1 U/ul) (aus T4 Phage)
und 10x Ligationspuffer. Der Ligations-Reaktionsansatz von 10 ul enthielt 50 ng
linearisierte Vektor-DNA und Insert-DNA im Verhéltnis von 2:1 bis 10:1, 1 U T4-
DNA-Ligase und 1 pl 10x Ligationspuffer. Die Inkubation erfolgte fiir 4-16 h bei 16°C.
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2.2.1.8 Transformation elektrisch kompetenter E. coli-Bakterien

Zur Transformation wurde der Bakterienstamm XL 1-Blue in einem Puffer mit geringem
Salzgehalt verwendet. Je 1 pl des Ligationsansatzes oder 0,01 ug Plasmid-DNA wurden
zu 50 pl elektrokompetenten Zellen auf Eis in eine Elektroporationskiivette gegeben.
Die DNA wurde durch einen Stromstofl (25 pF, 2,5 V) in die Zellen eingebracht.
Danach wurde der Transformationsansatz in 1 ml LB-Medium ohne Antibiotika
gegeben und bei 210 rpm fiir 1 h bei 37°C inkubiert. In dieser Zeit konnte sich die
Antibiotikumsresistenz ausbilden, welche die transformierten Bakterien durch die
Aufnahme eines Plasmids erhalten. AnschlieBend wurden jeweils 100 pl
Bakteriensuspension auf 37°C warme Agarplatten mit den entsprechenden
Antibiotikazugaben mit einem Drigalsky-Spatel auf der Agar-Oberfldche ausplattiert.
Erste Kolonien konnte nach einer iiber Nacht Inkubation bei 37°C gepickt werden. Die
Agarplatten konnten, mit Parafilm versiegelt, fiir ca. 3-4 Tage bei 4°C aufbewahrt

werden. Von zufillig ausgewiihlten Kolonien wurden Ubernachtkulturen angelegt.

2.2.1.9 Anlegen bakterieller Uber-Nacht-Kulturen auf Agarplatten

Zur Herstellung von LB-Agar-Platten wurde LB-Agar durch 30 min Autoklavieren
verfliissigt und 1im Wasserbad auf 50°C abgekiihlt. Der Losung wurde Antibiotikum
zugefiigt. Je 20 ml des LB-Agar wurden in Petrischalen (& 8, 5 cm) gegossen. Nachdem
der Agar ausgeliert war, konnten die Platten bis zu vier Wochen bei 4°C gelagert
werden. Jeweils 100 pl Bakteriensuspension wurde mit einem Drigalsky-Spatel auf der
Agar-Oberflache ausplattiert und die Platten bei 37°C inkubiert. Auf dem festen
Nihrboden waren die Bakterien unbeweglich, vermehrten sich und bildeten sichtbare

Kolonien.

2.2.1.10 Anlegen bakterieller Uber-Nacht-Suspensionskulturen

Suspensionskulturen wurden zur Plasmid-Priparation und Herstellung kompetenter
Bakterien angelegt. Jeweils 5 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum
wurden mit einer Glycerin-Kultur, einer anderen Suspensionskultur oder mit von einer
Agarplatte gepickten Bakterienkolonie angeimpft. Die Ubernachtkultur wurde im
Inkubator bei 37°C beir 210 rpm fiir 12-16 h kultiviert. Fiir die lidngerfristige
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Aufbewahrung wurde die UNK mit 18% (v/v) Glycerin gemischt. Glycerin schiitzt die
Bakterien, indem es die Kristallbildung beim Einfrieren und Auftauen verhindert. Die
glyzinhaltige Bakteriensuspension wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei

-70°C aufbewahrt (Sambrook et al., 1989).

2.2.2 Proteinbiochemische Arbeitsmethoden

2.2.2.1 Proteinhomogenat aus Hirngewebe

Die Zell-Homogenate fiir die Koimmunprezipitations- und Glutathion-S-Transferase
(GST)-Pulldown-Analysen wurden aus Ratten- oder Mausehirn hergestellt. Sie wurden
zundchst mit Halothan (Rebopharm, Bocholt) betdubt und anschlieBend durch
Genickbruch getotet. Alle weiteren Schritte wurden auf Eis oder bei 4 °C durchgefiihrt.
Das entnommenen Gesamtgehirn wurde gewogen und in 5 Volumenanteilen HBS
aufgenommen. Das Gewebe wurde unter Verwendung eines elektrischen Potters fiir 2
min auf Eis bei 1000 rpm homogenisiert und im Anschluss die Zellkerne bei 320g fuer 5
min abzentrifugiert. Dem Uberstand wurde mit einer Endkonzentration von 0,5% (v/v)
Triton-X-100 und 1 mM DTT zugefiigt, die Probe fiir 30 min bei 4 °C inkubiert und im
Anschluss erneut fiir 15 min bei 18.000 g zentrifugiert. Das Detergenzextrakt wurde

anschlieflend sofort verwendet.

2.2.2.2 Herstellung von Proteinextrakten aus HEK-Zellen

Fiir die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurden Proteinextrakte aus
Eukaryontenzellen hergestellt. 24 bis 48 Stunden nach der Transfektion wurden das
Transfektionsmedium von den auf 10cm Schalen ausplatierten Zellen abgenommen,
einmal mit kaltem PBS (+Ca”", +Mg*") gewaschen und jede Schale mit 1 ml Triton-X-
100-haltigem Lysispuffer (LP1) abgeldst. Die anschlieSende 20-miniitige Inkubation auf
Eis diente der Solubilisierung der Plasmamembran, anschlie die Proben wurden
zundchst fiir 5 min bei 320g zentrifugiert. Der Detergenzextrakt wurde erneut bei

18.000g fiir 15 min zentrifugiert und anschlieend sofort verwendet.
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2.2.2.3 Proteinexpression in Bakterien

Fusionsproteine aus Glutathion-S-Transferase (GST) und beliebigen Zielproteinen
wurden mit Hilfe von pGEX-Vektoren (Amersham, Freiburg) in E.coli BL-21
exprimiert. Die verwendeten Vektoren erlauben eine Induktion der Proteinexpression
mittels Isopropyl-f3-D-Thiogalaktopyranosid (IPTG). BL-21-Bakterien wurden mit dem
gewiinschten Expressionsplasmid transfiziert und eine Ubernacht-Vorkultur in LB-
Ampicillin-Medium wurde angeimpft. Hieraus wurde eine Kultur von 200 ml Volumen
angeimpft. Nach Anwachsen der Kultur auf eine optische Dichte (OD) von 0,7 wurde
die Proteinexpression mit 40 pul 1M IPTG induziert. Die Expressionsdauer betrug 4-8 h
bei 37°C; fiir die GST-oder His-gekoppelten Gephyrinkonstrukte wurde die Expression
auf 18-24 h bei 25°C verlangert. Anschliefend wurden die Bakterien zentrifugiert und
bei —20 °C eingefroren.

2.2.2.4 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Alle Schritte der Proteinaufreinigung erfolgten bei 4°C oder auf Eis, Losungen wurden
vorgekiihlt. Die Pellets der induzierten BL-21-Bakterien wurden in kaltem Lysispuffer
(LP2) (50 wl/ml Kultur) suspendiert und die Zellmembran durch Ultraschall
aufgebrochen. Der Uberstand wurde anschlieBend mit 1% (v/v) Triton-X-100 versetzt,
fiir weitere 30 min bei 4°C inkubiert und anschlieBend fiir 10 min bei 10.000g
zentrifugiert. Pro 100 ml Kulturvolumen wurden 2 ml 50% Gluthathion-Sepharose
(Amersham Bioscience, Freiburg) zugegeben und fiir weitere 2 h bei 4°C inkubiert. Die
Ansitze wurden 5 min bei 500g abzentrifugiert und das verbleibende Glutathion-Pellet
dreimal mit PBS gewaschen. Zur Elution der gebundenen GST-gekoppelten Proteine
wurde die Glutathion-Matrix mit 1 pl Glutathion-Elutionspuffer pro ml eingesetzten
Kulturvolumens fiir 20 min bei RT inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (2000g / 5

min) wurde der Uberstand abgenommen und die Elution weitere zweimal wiederholt.

2.2.2.5 Aufreinigung von Hisc-gekoppelten Proteinen

Alle Schritte der Proteinaufreinigung erfolgten bei 4°C oder auf Eis. Die Losungen
wurden vorgekiihlt. Die BL-21-Bakterienkultur wurde nach der Induktion mit IPTG in

50 ml-Aliquots abzentrifugiert und die Pellets mit kaltem Lysispuffer (1 ml/50 ml
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Kultur) gelost. AnschlieBend wurde die Zellmembran der Bakterien durch Ultraschall
aufgebrochen. Der Uberstand wurde fiir 30 min bei 10.000g zentrifugiert. Pro 50 ml
Ausgangskulturvolumen wurden 125 pl Ni*"NTA-Agarose (Qiagen, Hilden)
zugegeben, die zuvor mit Lysispuffer gewaschen wurde. Die Ansdtze wurden 2 h bei
4°C inkubiert, fiir 1 min bei 13.000g zentrifugiert und das verbleibende Pellet dreimal
mit Waschpuffer gereinigt. Die gebundenen Hisec-gekoppelten Proteine wurden mit
33 ul Elutionspuftfer eluiert und der Schritt weitere zweimal wiederholt. Die Effizienz
der Aufreinigung wurde mittels SDS-Gelelektrophorese und Coomassie-Farbung des
Gel evaluiert bevor die gereinigten Proteine fiir weiterfithrende Experimente eingesetzt

wurden.

2.2.2.6 Metabolische Markierung von HEK293T-Zellen mit (32P)-0rth0-Phosphat

HEK293T Zellen wurden in normalem Kulturmedium bis zu einer Konfluenz von 80%
angezogen, zweimal mit warmen phosphatfreiem Medium gewaschen und anschlieBend
mit 0,5 mCi (**P)-Orthophosphat pro 5 ml phosphatfreiem Medium fiir 4 h bei 37°C
weiterkultiviert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde jede Schale mit 1 ml
Lysispuffer (LP1) abgeldst. AnschlieBende 20 min Inkubation auf Eis diente der Lyse
der Plasmamembran; die Proben wurden zunéchst fiir 5 min bei 320g zentrifugiert, und
der verbleibende Uberstand danach erneut bei 18.000g fiir 15 min zentrifugiert. Das

Detergenzextrakt wurde fiir die Immunprézipitation eingesetzt.

2.2.2.7 Immunprizipitation

Lysate transfizierter HEK293T-Zellen oder adultes Rattenhirnextrakt wurden zunédchst
fir 1 h bei 4°C mit 50 pl Protein G-Sepharose-Suspension (Amersham, Freiburg)
praadsorbiert und anschlieBend fiir 4 h oder {iber Nacht bei 4°C auf einem Schiittler mit
den Primérantikorpern (Tabelle 2.1.8) inkubiert. Die Protein G-Sepharose wurde zuvor
fiir 2 h in Blockierungslosung inkubiert, um eventuelle unspezifische Bindungsstellen
abzudecken. Antigen-Antikorperkomplexe wurden anschlieBend an 40 ul Protein G-
Sepharose immobilisiert und viermal gewaschen. Spezifisch gebundene Proteine
wurden 5 min bei 95°C in 1x SDS-Probenpuffer eluiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt

und zur Detektion auf Nitrozellulosemembran transferiert.
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2.2.2.8 GST-Pulldown-Assay

Die Immunprezipitation dient hauptsdchlich dazu in vivo Bindungen nachzuweisen.
Mittels eines sogenannten GST-Pulldown-Analyse ist es moglich Protein-Interaktionen
in vitro nachweisen. Zundchst wird ein Fusionsprotein mit Glutathion-S-Transferase
(GST)-Anhang hergestellt und in BL-21 Bakterien exprimiert. Anschlieend wird das
aufgereinigte Protein an einer Glutathion-Sepharose-Matrix immobilisiert. GST bindet
mit hoher Affinitdt an Glutathion. Pro Ansatz wurden 30 pl Glutathion-Sepharose-
Suspension (Amersham, Freiburg) einmal mit PBS gewaschen. Die Sepharose wurde
mit 100 pul GST-Fusionsprotein fiir 2 h min bei 4 °C auf einem Schiittler inkubiert. Nach
erneutem Waschen mit PBS wurden 200 ul des zu untersuchenden Zell-Homogenats
zugegeben. Nach erneuter Inkubation fiir 2h , viermaligem Waschen mit PBS, wurde
das Eppendorf-Gefa3 gewechselt, um eventuell prazipitiertes Protein zuriickzulassen.
Die Sepharose wurde mit 20-40 pl 1x SDS-Probenpuffer 5 min bei 95°C eluiert. Der
Nachweis erfolgt mittels SDS-PAGE und Western Blot Analyse.

2.2.2.9 Phosphorylierungsuntersuchung an GST-Fusionsproteine

Jeweils 100 pl aufgereinigtes GST-Gephyrin und GST-GE45 wurden mit je 60 pl
Glutathion-Sepharose-Perlen versetzt und fiir 2 h bei 4°C schiittelnd inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen wurden jeweils 100 pl 2x Kinasepuffer und 100 pl Zellextrakt
(HEK293T- oder Hirnhomogenat von adulten Ratten) zupipettiert und der
Reaktionsansatz 30 min bei 30°C inkubiert. Die Proben wurden im Abstand von 10 min
durchmischt. Die Matrix wurde nach dreimaligem Waschen in 50 pl 2x SDS-
Probenpuffer aufgenommen, 5 min bei 95°C erhitzt und anschliefend mittels SDS-

PAGE und Autoradiographie analysiert.

2.2.2.10 Aktin-Sedimentations-Experiment

Um die Interaktion zwischen Aktin und Aktin-bindenden Proteinen zu untersuchen
wurde ein spezialisierter Aktin-Binding-Kit der Firma Cytoskeleton (Denver, USA)
verwendet. Das Experiment wurde entsprechend den Herstellerangaben mit den im Kit
enthaltenen Pufferlosungen durchgefiihrt. GST-Gephyrin und His-VASP wurden

rekombinant in E.coli BL-21 Bakterien exprimiert und mittels Ni*"-NTA-Agarose
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(Qiagen, Hilden) oder Gluthathion-Sepharose (Amersham Bioscience, Freiburg)
aufgereinigt. G-Aktin wurde nach Protokoll in BSAOI-Aktinpuffer gelGst. Alle
verwendeten Proben, sowohl His-Gephyrin, GST-VASP als auch das bereits im Kit
enthaltende G-Aktin wurden vor Beginn des Experimentes fiir 1 h bei 30.000g
zentrifugiert um alle préizipitierbaren Anteile auszufédllen. Die Fusionsproteine wurden
anschlieBend mit dem aufgereinigten G-Aktin aus dem Kit sowohl unter
polymerisierenden als auch unter nicht-polymerisierenden Bedingungen fiir 30 min bei
37°C inkubiert und erneut fir 1 h bei 30.000g zentrifugiert. Ein Nachweis des
Fusionsproteins im resultierenden Pellet gilt laut Hersteller als Nachweis einer positiven
Bindung an Aktin. Sowohl die Pelletfraktionen als auch die verbleibenden Uberstande

wurden mittels SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot analysiert.

2.2.2.11 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Es wurde die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach der
Methode von Laemmli (1970) angewendet. Es wurde eine Gelelektrophoresekammer
(Mini-Protean 1I, BioRad, Miinchen) nach Anweisung des Herstellers verwendet. Die
Elektrophorese erfolgte bei 25 mA pro Gel fiir 1-2 h in Tris/HCI-Glyzin-
Elektrophoresepuffer. Die Proteinproben wurden im Verhéltnis 4:1 mit 5x
SDS-Probenpuffer gemischt, fiir 5 min bei 95°C erhitzt und aufgetragen. 10 pul eines
Protein-Standardmarkers wurden zusitzlich aufgetragen. Wenn die Lauffront das Ende
des Trenngels erreicht hatte, wurde die Elektrophorese gestoppt. Anschlieend wurden
die Proteine entweder mit Coomassie-Losung gefarbt oder fiir den Western Blot auf

Nitrozellulosemembranen transferiert.

2.2.2.12 Farbung von SDS-Gelen mit Coomassie-Brillant-Blau

Die Proteinfarbung mit Coomassie-Brillant-Blau beruht auf elektrostatischen Bindungen
und apolaren Wechselwirkungen zwischen dem Farbstoff und dem Protein. Coomassie
detektiert einzelne Proteinbanden ab 0,1 pg Proteingehalt (Harlow und Lane, 1988).
Hier wurden die Gele 30 min mit Coomassie-Brillant-Blau-L6sung unter Schiitteln bei
RT inkubiert. AnschlieBend wurde mit Coomassie-Brillant-Blau-Entfarbelosung solange

entfarbt, bis die Proteinbanden sichtbar wurden und dokumentiert werden konnten.
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2.2.2.13 Western-Blott

Zur Immundetektion spezifischer Proteine wurden die SDS-Gele nach der
elektrophoretischen Auftrennung auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Bei
kleinen Proteinen (>20kDa) kam dabei eine Porengréfle von 0,1 um, ansonsten eine
Membran mit 0,45 pm Porengréf3e zum Einsatz. Fiir den Transfer wurde eine Nassblot-
Apparatur (Amersham, Freiburg) verwendet. Die Membran und jeweils 5 Lagen
Whatmann-Papier pro Membranseite wurden zunichst in Transferpuffer pridinkubiert
und anschliefend das Gel auf die angefeuchtete Membran aufgelegt. Der Transfer
erfolgte entweder bei konstanter Stromstirke von 400 mA fiir 2 h bei 4°C oder bei
konstanter Spannungsstdarke von 10V bei RT {iber Nacht. Der Nachweis von reaktiven
Proteinbanden erfolgte mittels indirekter Immundetektion. Hierbei werden priméren
Antikorper iiber Enzym-gekoppelte sekundidre Antikorper spezifisch gebunden und
visualisiert. Die Nitrocellulosemembran wurde zum Absittigen unspezifischer
Bindungsstellen in Blockierungslosung iiber Nacht bei 4°C oder fiir 2 h bei RT unter
Schiitteln inkubiert. Alle weiteren Inkubations- und Waschschritte fanden auf dem
Wippschiittler be1 RT statt. Nach dem Abnehmen der Blockierungslosung wurde der
Blot kurz mit 1x TBS gewaschen. Dann folgte eine 2 h Inkubation mit dem priméren
Antikorper (Tabelle 2.1.8). AnschlieBend wurde dreimal je 5 min mit 1x TBST
gewaschen, bevor sich die 45 miniitige Inkubation mit dem sekundédren Antikorper
anschloss. Nach dreimaligem Waschen fiir 5 min mit 1x TBST erfolgte die

Nachweisreaktion mittels ECL-System nach Herstellerangaben.

2.2.2.14 ECL-Nachweisreaktion

Verwendet wurde das Dura ECL-Detektions-Reagenz der Firma Pierce. Die
Nachweisgrenze der verstirkten Chemolumineszenz (ECL) lag bei 1 pg Protein. Der
sekundidre AK ist mit HRP (horse radish peroxidase) gekoppelt, das als Substrat H,O,
benotigt. Bei der Reaktion entsteht ein Sauerstoffion, das unter Einfluss des
Reduktionsmittels Luminol (Diazylhydrazid = 5-Amino-2, 3-dihydrophthalazin-1,
4-dion) oxidierte. Luminol wurde dabei zu 3-Aminophthalat umgewandelt, das bei
Riickkehr in den Grundzustand Photonen der Wellenldnge 425 nm emittiert. Diese
Lichtemissionen wurden durch 4-Jodophenol verstirkt. Der Blot wurde in der
Dunkelkammer fiir drei Minuten mit der Detektionslosung iiberschichtet, die Membran

auf Filterpapier angetrocknet, in eine Plastikfolie eingeschlagen, in die
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Expositionskammer gelegt und Rontgenfilme aufgelegt. Die Expositionszeit betrug

zwischen 30 sec und 10 min.

2.2.2.15 Antikorper-Elution

Nach der Detektion mit dem ECL-System konnten Antikdrper wieder von der Membran
eluiert werden. Dadurch war es moglich, die Membran mit einem anderen priméren und
sekunddren Antikorper zu inkubieren. Fiir die Elution wurde die Membran dreimal 5
min mit 1x TBST gewaschen, anschlieend fiir 10 min mit Elutionspuffer {iberschichtet,
wieder dreimal 5 min mit 1x TBST gewaschen und nochmals fiir 10 min mit
Elutionspuffer inkubiert. Die pH-Spriinge fiihrten dabei zum Losen der
Antigen-Antikorper-Bindungen. Zuletzt erfolgte ein Waschschritt mit 1x TBS. Im
Anschluss wurde die erneute Inkubation mit den Primér- und Sekundér-Antikdrpern und

die erneute Detektion mittels ECL-System durchgefiihrt.

2.2.3 Zellbiologische Arbeitsmethoden

2.2.3.1 Gefrierkonservierung und Auftauen von Eukaryontenzellen

Die mittels Trypsinierung abgeldsten Zellen wurden fiir 10 min bei 400 g zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in 5 ml Einfriermedium resuspendiert. Dieses enthielt 10% (v/v)
DMSO, das als Gefrierschutzmittel Kristallbildungen wéhrend des Einfriervorgangs
verhinderte. Je 1 ml der suspendierten Zellen wurden in Kryoréhrchen umgefiillt und fiir
2 h bei —20°C im Gefrierschrank vorgekiihlt, bevor sie fiir maximal zwei Wochen bei —
70°C im Gefrierschrank gelagert wurden. Die Endlagerung erfolgte in fliissigem
Stickstoff. Diese stufenweise Adaptation an die Temperatur von -196°C ermdglicht den
Zellen die osmotische Abgabe von Wasser. Zum Auftauen wurde ein Kryordhrchen mit
eingefrorenen Zellen in einem 37°C Wasserbad aufgetaut. Es wurden 5 ml frisches
Kulturmedium tropfenweise zugesetzt, um die bei RT schidliche DMSO-Konzentration
zu verdiinnen, und die Zellsuspension fiir 10 min bei 400g zentrifugiert. Das Zellpellet

wurde in Kulturmedium resuspendiert und in Kulturflaschen ausgesit.
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2.2.3.2 Kultivierung von HEK 293T-Zellen

Die adhdrent wachsenden HEK293T-Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37°C und
5% CO,-Begasung kultiviert. Das Kulturmedium wurde vor Gebrauch auf 37°C
erwidrmt. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter Verwendung einer Sterilbank
durchgefiihrt. Sobald die Zellen zu einem 70% konfluenten Rasen herangewachsen
waren, wurde das Kulturmedium entfernt, einmal mit PBS gewaschen und die Zellen
durch Trypsinierung mit Trypsin-EDTA (Invitrogen, Karlsruhe) von der Kulturschale
abgelost. Die Zellen wurden anschlieBend in einer Verdiinnung von 1:3 bzw. 1:5 mit

10 ml frischem Kulturmedium ausgesit.

2.2.3.3 Fibronektionbeschichtung von Deckglischen (HEK293T Zellen)

Damit sich die Kulturzellen im Verlauf einer Transfektionen oder Immunfirbungen
nicht von der Kulturunterlage ablosen, wurden die Zellen zunichst auf Deckglidschen
ausgesit, die vorher mit Fibronektin (Sigma) beschichtet worden waren. Pro Vertiefung
der Kulturplatten wurde ein Glasdeckgldschen (14 mm Durchmesser in einer
Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen) eingefiigt und mit 500 pl Beschichtungslosung
(25 pg/ml) fiir 2h bei 37°C oder bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Die Beschichtungslésung
wurde abgenommen und konnte mehrfach weiterverwendet werden. Die Deckgldschen
wurden im Anschluss zweimal mit PBS gewaschen und konnten in je 500 ul PBS pro

Well bei 4°C bis zu einer Woche lang aufbewahrt werden.

2.2.3.4 Poly-L-Ornithin Beschichtung (hippokampale Primérkulturzellen)

Pro Vertiefung der Zellkulturplatte wurde ein Glasdeckglidschen (14 mm Durchmesser
in einer Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen) eingefiigt und mit 500 ul
Beschichtungslosung tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Beschichtungslosung kann
jeweils nur einmal verwendet werden und ist nach dem Ansetzen in PBS nicht stabil.
Die Deckgldaschen wurden im Anschluss dreimal mit PBS gewaschen und mit 500 pl
DMEM-Kulturmedium mit Zuséitzen iiberschichtet. Die beschichteten Platten miissen
direkt verwendet werden und konnen im Gegensatz zu den Fibronektin beschichteten

Deckgldschen nicht aufbewahrt werden.
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2.2.3.5 Kalziumphosphat-Transfektion eukaryotischer Zellen

Fiir die Transfektion wurden zunidchst HEK293T Zellen entweder auf Fibronektin
beschichtete Deckgldschen oder in 10 cm Kulturschalen ausgesdt. Im Falle der
Kalziumphosphat Methode nach Chen und Okayama (1987) wurden die Kulturen ab
einer 40-60% Konfluenz transfiziert. Fiir die Transfektion einer 10 cm-Schale wurde die
DNA (10 pg Plasmid-DNA) mit 300 pl 250 mM CaCl,, 300 ul 2x BBS und jeweils 5,4
ml DMEM Kulturmedium gemischt. Fiir die Transfektion der 24 Well Platten wurden 1
pg Plasmid-DNA pro Well in 25 pl 250 mM CaCl,, 25 pl 2x BBS und 450 pl
Kulturmedium angesetzt. Die Zellen wurden fiir 7 h (24 Well Platte) oder fiir 24 h bis
48 h (10 cm Schalen) bei 37°C und 3% (v/v) CO, weiterkultiviert und anschliefend
einmal mit PBS gewaschen. Die transfizierten Deckgldschen wurden mit 4% (w/v)
Paraformaldehyd (PFA) bei RT oder durch Methanol bei —20°C fixiert. Aus den 10 cm

Kulturschalen wurden Proteinhomogenate hergestellt.

2.2.3.6 Lipofektamin-Transfektion eukaryotischer Zellen

Fiir diese Transfektion wurden ebenfalls HEK293T Zellen eingesetzt. Die Zellen
wurden bis zu 80-90% Konfluenz angezogen, und das Kulturmedium wurde nach
Herstellerangaben gegen ein Transfektionsmedium ohne Antibiotika ausgetauscht. Fiir
Transfektionen von 24er Well-Platte wurden DNA und Lipofektamin (Invitrogen,
Karlsruhe) nach den Herstellerangaben im Verhiltnis 1:3 (2 pg DNA zu 6 pl
Lipofektamine) zunichst separat mit je 50 ul Transfektionsmedium angesetzt und nach
5 min Inkubation bei RT miteinander vermischt. Im Verlauf der anschliefenden 20
miniitigen Inkubation bildeten sich die fiir die Transfektion benétigten Lipofektamin-
DNA-Komplexe. Das normale Kulturmedium der Zellen wurde nun abgenommen, die
Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit 450ul pro Well des antibiotikafreien
Transfektionsmedium iiberschichtet. Pro Well wurden 50 pl des Transfektionsansatzes
eingesetzt und die Zellen erneut bei 37°C und 5% (v/v) CO; fiir weitere 7 h kultiviert.
AnschlieBend erfolgte die Fixierung in 4% Paraformaldehyd (PFA) bei RT oder mittels
Methanol bei —20°C fiir die Immunféarbung. Die Transfektion von 10 cm Kulturschalen
erfolgte mit einem DNA zu Lipofektamine Verhédltnis von 1:2 (20 pl DNA zu 40ul
Lipofektamin) nach Herstellerangaben. Die Zellen wurden nach der Transfektion

zunéchst fiir 24 h oder 48 h weiterkultiviert, bevor sie lysiert wurden.
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2.2.3.7 Priparation von hippokampalen Priméirkulturen

Zur Isolation von hippokampalen Neuronen (Fuhrmann et al., 2002) wurden schwangere
Wistar Ratten am Embryonaltag E18 unter Verwendung von Halothan (Rebopharm,
Bocholt) betdubt und mittels Genickbruch getotet. Nach Entnahme der Embryonen
wurde zundchst deren Kopf abgetrennt, die Schiddelknochenanlage und die
unterliegenden Hirnhdute entfernt und nach sorgfiltiger Separierung der beiden
Hirndlften der Hippokampus herauspripariert. Das Gewebe wurde zunichst in
PBS/10 mM Glukose gesammelt und anschlieBend in PBS/10 mM Glukose mit 10ug/ml
DNAse I und 0,5mg/ml Papain (Sigma, Taufkirchen) fiir 20-25 min bei 37°C inkubiert.
Dadurch wurden die Zellen aus dem Gewebeverband vereinzelt. Dem anschlieenden
Waschen mit 10 ml DMEM-Kulturmedium folgte die Trituierung der Zellen in 1 ml des
gleichen Mediums. Dazu wurden die Zellen mittels einer blauen Eppendorfspitze
mehrfach pipettiert und so der Zellverband vereinzelt. Nach Bestimmung der
Zellzahl/ml mittels einer Neubauer-Zdhlkammer wurden sie in einer Dichte von 40.000
Zellen pro Well (fir Toxinbehandlungen) oder 60.000 Zellen pro Well (fiir
Transfektionsexperimente) in Ausplatiermedium ausgesdt, welches nach drei Stunden
durch das Neuronenkulturmedium ausgetauscht wurde. Drei Tage nach Priparation der
Kultur wurden pro Well 3 uM 1-[b-D-Arabinofuranosyl]cytosin (Sigma, Taufkirchen)
zu den Kulturen gegeben. Diese Substanz dient dazu, die Zellproliferation zu stoppen.

Die Kulturen wurden fiir 3, 6, 14 oder 21 Tage in Kultur (DIV) gehalten.

2.2.3.8 Toxinbehandlungen der hippokampalen Primérkulturen

Alle Toxine wurden entsprechend der Herstellerangaben geldst (DMSO, Ethanol oder
H,0) und aus konzentrierten Stock-Lésungen dem jeweiligen Kulturmedium zugefiigt.
Die jeweilige Endkonzentration der Losungsmittel DMSO oder Ethanol betrug maximal
0,2%. Nach 3, 6, 10, 14 oder 21 Tagen der Kultur in Vitro (DIV) wurden die Zellen mit
Konzentrationsreihen (abhédngig von den IC50 Werten) der jeweiligen Wirktoffen
(Tabelle 2.1.7) fir 1 h, 3 h, 6 h, 24 h oder 4 Tagen behandelt. Im Anschluss an die
Inkubation wurden die Zellen fiir nachfolgende Immunférbungen fixiert. Kontrollzellen

wurden mit einer vergleichbaren Menge an DMSO oder Ethanol kultiviert.
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2.2.4 Histologische Arbeitsmethoden

2.2.4.1 Schneiden am Gefriermikrotom

Das Schneiden der préparierten Gehirne erfolgte mittels eines Gefriermikrotoms.
Vorbereitend wurde das Gerét etwa eine halbe Stunde vor Beginn auf 25°C gekiihlt. Auf
den ebenfalls vorgekiihlten Stahlzylinder wurde zunichst ein Tropfen Einbettmedium
(Polysciences Europe, Eppelheim) gegeben, und nach leichtem Anfrieren der Masse
wurde die sagittal geschnittene Gehirnhilfte aufgelegt. Die eingestellte Schnittdicke
betrug durchschnittlich 9 pm. Die angefertigten Schnitte wurden einzeln auf
durchnummerierte Objekttrager aufgezogen. Nach 30 min Lufttrocknen wurde die
Schnitte bis zum weiteren Gebrauch in einer Kunststoffbox bei —70°C gelagert. Bevor
die Schnitte fiir die Farbungen eingesetzt wurden, muflten sie zuerst fiir 1 h bei RT

aufgetaut werden.

2.2.4.2 Indirekte Immunfluoreszenz

Im Fall der indirekten Immunfluoreszenz sind sekundidre Antikorper, die spezifisch
gegen einen der primédren Antikdrper gerichtet waren, mit fluoreszierenden Farbstoffen
markiert, die durch Licht der entsprechenden Wellenldnge zur Emission von Photonen

angeregt werden konnten.

¢ Gefrierschnitte

Nach dem Auftauen wurden die Schnitte zunéchst fiir 5 min bei 4°C mit 4% PFA fixiert
und anschlieBend 1 h bei RT in einer feuchten Kammer mit Blockierungslosung
inkubiert, um alle unspezifischen Antikorperbindungsstellen abzuséttigen. Im Anschluss
folgte die Inkubation fiir 2 h mit den monoklonalen bzw. polyklonalen Primérantikorper
(Tabelle 2.1.8) in den angegebenen Verdiinnungen bei RT, nach dreimaligem Waschen
in PBS folgte die Inkubation mit den Sekundérantikorper (Tabelle 2.1.8) fiir 30-60 min
bei RT im Dunkeln. Nach dreimaligem Waschen in PBS wurde zusétzlich eine DAPI-
Kernfarbung durchgefiihrt. Im Anschluss wurden die Schnitte mit PolyAquaMount

(Polysciences Europe, Eppelheim) eingebettet und unter dem Mikroskop ausgewertet.
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* hippokampale Primérkulturzellen oder HEK293T Zellen

Die auf den zuvor beschichteten Deckgldschen kultivierten Zellen wurden vor dem
Einsatz fiir die Farbung aus dem Kulturmedium entnommen und kurz mit PBS gespiilt.
Die Zellen wurden je nach Spezifitit des Antikorpers entweder mit kaltem Methanol,
Aceton, oder 4% PFA fixiert. Der Fixierungsprozess erfolgte im Falle der organischen
Fixierungslosungen bei -20°C fiir 10 min, die PFA-Fixierung bei 4°C fiir 5 min. In
organischen Fixierungslosungen werden Proteine dehydratisiert und immobilisiert. Es
entstehen Liicken in der Plasmamembran, durch welche die Antikorper in die Zellen
eindringen konnten. Im Falle der PFA-Fixierung ist zum Permeabilisieren der Zellen ein
zusdtzlicher Inkubationsschritt notig. Daher wurden die Zellen fiir 20 min zunéichst in
der Permeabilisierungslosung inkubiert und anschlieBend fiir weitere 2 h in der feuchten
Kammer mit den monoklonalen bzw. polyklonalen Primérantikérpern (Tabelle 2.1.8)
inkubiert. Die Deckglidschen wurden dreimal mit PBS gewaschen und anschlieend mit
dem fluoreszenz-markierten sekunddren Antikorper (Tabelle 2.1.8) fiir 30 min bei RT
im Dunkeln in PBS inkubiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde mit Rhodamin-Phalloidin
angefarbt (Invitrogen, Karlsruhe). Es wurde zusitzlich eine DAPI-Kernfarbung
durchgefiihrt.Es folgten weitere dre1 Waschschritte mit PBS, bevor die Deckgldschen
auf einen Objekttriger mit PolyAquaMount (Polysciences Europe, Eppelheim)

eingebettet und unter dem Mikroskop ausgewertet wurden.

2.2.4.3 DAPI-Kernfirbung

Um den Zustand der Zellen nach den Toxinbehandlungen zu bewerten, wurde im
Verlauf der Auswertung eine zusitzliche DAPI-Kernfarbung durchgefiihrt. Apoptose ist
unter anderem charakterisiert durch eine GroBenabnahme des Zellkerns
(Chromatinkondensation). Diese apoptotischen Effekte lassen sich durch DAPI-Farbung
nachweisen (Kim et al., 2004. Die Deckgldschen mit Kulturzellen wurden direkt im
Anschluss an die Inkubation mit dem Sekundérantikdrper zweimal in PBS gewaschen
und fiir 10 min bei RT in einer feuchten Kammer im Dunkeln mit der DAPI-Losung
inkubiert. Im Anschluss an drei nachfolgende Waschritte (je 3 min in PBS) konnten die

Préparate versiegelt und ausgewertet werden.
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2.2.4.4 Mikroskopiertechniken

Die Analyse der Immunfluoreszenzfirbungen erfolgte durch  konfokale
Lasermikroskopie mit einem Leica TCS-SP Laser Scanning-Mikroskop (Leica
Mikrosystems, Bensheim,). Der groe Vorteil der konfokalen Lichtmikroskopie ist die
Moglichkeit, das von einer Probe reflektierte oder emittierte Licht aus einer einzigen
Ebene zu sammeln. Eine Lochblende, die zur Fokusebene konjugiert (konfokal)
angeordnet ist, sorgt dafiir, dal sdmtliches Licht, das nicht aus dieser Ebene stammt,
auch nicht vom Detektor erfaf3t werden kann. Beim Laser Scanning Mikroskop wird die
Probe Punkt fiir Punkt und Zeile fiir Zeile sequentiell abgetastet. Der so erzeugte
optische Schnitt ist ein kontrastreiches in x, y und z hochaufgeldstes Abbild der Probe.
Zur Aufnahme von Fluoreszenzbildern wurde die Software Leica-TCS-NT (Version
1.6.551) verwendet. Alle Bilder wurden im Format 1023x1023 Pixel in den
Vergrosserungen 40x, 63x und 100x aufgenommen. Die weitere Bildbearbeitung

erfolgte durch Adobe Photoshop CS und Adobe Illustrator.

2.2.4.5 Statistische Auswertung

Von jedem Deckglas (Kontrolle und Behandlung) wurden fiinf Aufnahmen (63x) von
zufillig ausgewdhlten Bereichen eines gegen Gephyrin und VIAAT gefirbten
Deckgliaschens mittels konfokaler Mikroskopie angefertigt. Die Dendriten (ca. 5-10 pro
Neuron je nach Entwicklungsstadium) der auf dem Bild sichtbaren Neuronen (ca. 1-2
Neuronen pro Bild) wurden zunéchst vermessen (uM-Gesamtldnge) und anschliessend
die Gesamtzahl der Gephyrin- und VIAAT-positiven Kontakte der Neuronen ermittelt.
Gephyrin-positiven Cluster wurden zusétzlich in zwei Untergruppen entsprechend ihres
Durchmessers eingeteilt: a) grosse (>1 uM) und kleine (~0.5 uM) Cluster und erneut
ausgezdhlt. In einem Experiment wurde fiir jede Alkaloid-Konzentration (0 nM-200
nM) somit die Anzahl der Gephyrincluster von ca. 50-70 Dendriten ausgezéhlt. Fiir
jeden ausgezihlten Dendriten wurde die Anzahl der Cluster pro 50 uM-Dendritenldnge
errechnet (Mittelwert +/- SEM). Die statistische Auswertung beruht auf mindestens

zwel unabhingigen Experimenten.
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3. Ergebnisse

3.1 Pharmakologische Beeinflussung der Signaltransduktionskaskaden

Intrazelluldre Signaltransduktionskaskaden sind von fundamentaler Bedeutung fiir
Entwicklungs- und Differenzierungsprozesse von Zellen. Die Bindung von Liganden an
Rezeptoren 10st dabei zytoplasmatische Enzymkaskaden aus, in deren Verlauf das
empfangene Signal in Form von posttranslationalen Modifizierungen von Proteinen
weitergeleitet und letztendlich auf ein Effektormolekiil iibertragen wird. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, durch gezielte pharmakologische Aktivierung oder
Inhibition von Schliisselenzymen jene Signalwege zu identifizieren, die am Transport,
der Stabilisierung oder der Degradation von Gephyrin an inhibitorischen Synapsen
beteiligt sind. Die Untersuchungen wurden an hippokampalen Primérkulturen
(Fuhrmann et al.,, 2002) unterschiedlicher Differenzierungsstadien durchgefiihrt. Die
ersten Gephyrin-positiven inhibitorischen Synapsen sind bereits nach 3 Tagen in Kultur
(DIV) zu erkennen. Die Primérkulturzellen wurden mit ausgewéhlten Aktivatoren und
Inhibitoren (2.1.7) in Konzentrationen inkubiert, die auf den jeweiligen IC50-Wert des
Wirkstoffs (Konzentration, bei der die halbmaximale Hemmung erreicht wird)
abgestimmt waren und anschlieBend die  Gephyrin-Verteilung  mittels
Immunfluoreszenzfarbung analysiert. In Kontrollzellen liegen Gephyrin-positive Punkte
(Gephyrincluster) im Soma und in den Dendriten der Neuronen vor und sind sowohl
synaptisch (70-80%) als auch extrasynaptisch lokalisiert. Synaptisch-lokalisierte
Gephyrincluster wurden durch parallele Farbung des prisynaptischen Markerproteins
VIAAT (Vesicular inhibitory amino acid transporter) identifiziert. Um sicherzustellen,
dass Anderungen in der Gephyrin-Verteilung nicht auf apoptotische Nebeneffekte der
eingesetzten Wirkstoffe zuriickzufithren sind, wurden alle Kulturen einer DAPI-
Kernfirbung unterzogen. Kulturen, bei denen nach der Behandlung eine Anderung in
der Kerngrée (Chromatinkondensation) oder ein Effekt auf die prasynaptische VIAAT-
Verteilung zu beobachten war, wurden fiir die weitere Auswertung nicht beriicksichtigt.

Die Ergebnisse dieser pharmakologischen Untersuchungen konnen in zwei
Gruppen eingeteilt werden. Die erste Gruppe von Wirkstoffen hatte bei kurzzeitiger
Inkubation im Bereich der 1C50-Konzentrationen keinen sichtbaren Effekt auf die
Anzahl und Verteilung der Gephyrincluster, die priasynaptische VIAAT-Farbung oder

die Kerngrofle. Diese Substanzen fiihrten jedoch in hoherer Konzentration oder bei
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langerer Inkubation zu unerwiinschten apoptotischen Nebeneffekten und wurden nicht
weiter bertlicksichtigt. Die zweite, weitaus interessantere Gruppe dagegen verursachte
bereits bei Applikation von geringen Konzentrationen eine deutliche Anderung der
Gephyrin-Immunreaktivitit, ohne Auswirkung auf die VIAAT-Verteilung und die
KerngroBe. Alle verwendeten Wirkstoffe und die beobachteten Effekte sind in der

Tabelle 1 zusammengefasst.

3.1.1 cAMP/PKA-Signalkaskaden

Fiir den GABAx-Rezeptor wurde ein modulatorischer Einfluss des cAMP-Signalwegs
an der inhibitorischen Synapse bereits belegt. Frithere Studien zeigen, dass die p-
Untereinheiten des GABAa-Rezeptors durch die cAMP-abhéngige Proteinkinase A
(PKA) phosphoryliert werden (McDonald et al., 1998; Brandon et al., 2003).

Um den Einfluss der cAMP-Signalkaskade auf die Anzahl und Lokalisation von
Gephyrinclustern wihrend der Ausbildung von inhibitorischen Synapsen zu analysieren,
wurden hippokampale Primérkulturen (3DIV) mit den membranpermeablen Analogen
8-Br-cAMP und 8-Br-cGMP (jeweils 1 uM-1 mM) fiir eine Dauer von 7 Tagen
inkubiert. Diese Behandlung hatte keine Auswirkung auf die Anzahl oder die
synaptische Lokalisation der Gephyrincluster oder die priasynaptische VIAAT-
Immunreaktivitit (Daten nicht gezeigt) und entsprach den Ergebnissen der
Kontrollfarbung. Die Inkubation von bereits differenzierteren Primérkulturen (14 DIV)
mit Pertussistoxin (PTX) oder Choleratoxin (ChX) fiir 1, 6 oder 12 h ergab im
Konzentrationsbereich von 0,01 ug/ml-0,5 ug/ml ebenfalls keine signifikante Anderung
der Anzahl oder Verteilung der Gephyrincluster oder der VIAAT-Immunreaktivitét
(Daten nicht gezeigt). PTX, bzw. ChX sind Endotoxine, welche die ADP-Ribosylierung
von Proteinen wie Gi und Go katalysieren und so den intrazelluliren cAMP-Spiegel
irreversibel erh6hen. Hohere Konzentrationen der Toxine (>1 ug/ml) hatten eine
Ablosung der Primidrkulturzellen von den Deckgldsern zur Folge, langere
Inkubationszeiten (24-48 h) resultierten in einem vollstindigen Verlust der Gephyrin-
Immunreaktivitit (Abb.4 B, griiner Kanal). Allerdings ergab sich fiir die prasynaptische
VIAAT-Verteilung (Abb.4 B, roter Kanal) ebenfalls ein verdndertes, diffuser
erscheinendes Farbemuster; der Effekt ging mit einer apoptotischen Verdnderung des

Zellkerns einher (Abb.4 B, blauer Kanal).
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Signalkaskade Wirkung Wirkstoff Anzahl der Zytoplasmatischer VIAAT-Verteilung Chromatin-
Gephyrincluster Gephyrinanteil Kondensation
(Apoptose)
cAMP/PKA Analog 8-Br-cAMP - - - -
Analog 8-Br-cGMP - e - -
Aktivator Cholera Toxin ) - ¥ +
Aktivator Pertussis { - ¥ +
IP3/PKC Inhibitor Calphostin C [l - ¥ +
Aktivator PMA — - - -
Ca’*-abhiingig Inhibitor Thapsigargin | (somatische) - - -
Chelator Bapta ¥ - - -
Inhibitor TTX l - y
TrK Nativ BDNF — - - -
Nativ NT-3 - - e -
Inhibitor U0126 l - y +
Inaktive Uo0124 - - - -
PI3 Inhibitor Ly294002 [l - ¥ +
Inhibitor Wortmannin ] — ¥ +
Phosphatasen Inhibitor Okadaic acid ¥ 1 - -
Inhibitor Calyculin A { i - -
Inhibitor Cantharidin Y f — -
Inhibitor FK506 ! — y .
Mikrofilamente Inhibitor Latrunkulin - - - -
Inhibitor Jasplakinolide - - - -
Inhibitor Cytochalasin D } — — -

Tabelle 1: Auswirkung der pharmakologischen Beeinflussung von Signalkaskaden auf die Gephyrincluster- und VIAAT-Verteilung. Primérkulturen (3, 6, 14 DIV) wurden
mit den aufgefiihrten Wirkstoffen behandelt und auf die Anzahl und Lokalisation der Gephyrincluster und den priasynaptischen Marker VIAAT analysiert. Apoptotische
Nebeneffekte der Substanzen (Chromatinkondensation) wurde mittels DAPI-Farbungen nachgewiesen.

Legende: — (kein Effekt); 1 (Erhohung); | (Reduktion/kompletter Verlust); + (Chromatinkondensation); - (Kern wie Kontrolle)
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, A Kontrolle 24h
Gephyrin Ll DAPI
B Pertussis toxin
10ug/ml 24h
Gephyrin DAPI

Abbildung 4: Der Verlust der Gephyrin-Immunreaktivitit nach Inkubation mit Pertussistoxin

(PTX) ist auf apoptotische Nebeneffekte des Toxins zuriickzufiihren. Hippokampale Priméarkulturen
(14 DIV) wurden fiir 24h mit 10 pg/ml PTX behandelt. A) Die Kontrollfdrbung zeigt eine normale
Gephyrincluster-Verteilung (griiner Kanal), den prasynaptischen Marker VIAAT (roter Kanal) und grof3e
ovale Zellkerne vitaler Neuronen (blauer Kanal). B) Nach Behandlung mit PTX war keine
Gephyrinfarbung mehr detektierbar (griiner Kanal); die VIAAT-Féarbung erschien diffuser im Vergleich
zur Kontrolle (roter Kanal), wéhrend eine deutliche Chromatinkondensation des Kern zu verzeichnen war

(blauer Kanal). Bar 10uM

3.1.2 IP3;/PKC-Kinase Signalweg

Der Einfluss der IP3;/PKC-Signalkaskade an der inhibitorischen Synapse wurde fiir
GABAA-Rezeptoren bereits intensiv untersucht. Die GABA s-Rezeptor 3-Untereinheiten
werden durch die Kalzium-Phospolipid-abhidngige Proteinkinase C (PKC)
phosphoryliert. Dies fiihrt zu einer Anderung in der Oberflichendichte der GABA,-
Rezeptorverteilung. Die Rezeptordichte wird signifikant reduziert nach PKC
Aktivierung; eine Inhibition des Enzyms kann die Rezeptorendozytose allerdings nicht
vollstindig blockieren (Connolly et al., 1999; Song et al., 2005), hat jedoch eine erhdhte
GABA-Rezeptoraktivitit zur Folge (Brandon et al., 2000). Eine Auswirkung der PKC-
Inhibition auf die in der Gephyrin-Verteilung wurde nicht analysiert. Die Behandlung
der Primérkulturen (14 DIV) mit Calphostin C (500 nM-10 uM), einem spezifischen
Inhibitor der Proteinkinase C, oder Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), einem PKC-
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Aktivator (100 nM-10 uM) fiir 1, 6 oder 24 h hatte keine Auswirkung auf die Anzahl

und Verteilung der Gephyrincluster oder der VIAAT Immunreaktivitt.

3.1.3 Kalzium-abhiingige Signalkaskaden

In embryonalen Riickenmarkkulturen hat die Inhibition der Glyzinrezeptor-Aktivierung
durch den Antagonisten Strychnin eine Reduktion der postsynaptischen Rezeptorcluster
und eine Internalisation des Proteins zur Folge. Blockierung des extrazelluldren
Kalziumeinstroms durch Inkubation mit Tetrodotoxin (TTX), einem Antagonisten fiir
Na'-Kanile, oder L-Typ Ca®’-Kanalblocker verhindert nicht nur die postsynaptische
Akkumulation der Glyzin-Rezeptoren (Kirsch und Betz, 1998; Levi et al., 1998),
sondern auch die korrekte Lokalisation von Gephyrin. In hippokampalen Priméarkulturen
dagegen hatte eine Inkubation mit dem selektiven GABAa-Rezeptor Antagonist
Bicucullin keinen Effekt auf die postsynaptische Lokalisation des Rezeptors (Referenz).
Ein Aktivitits-induzierter Ca*"-Einstrom scheint nicht das primire Signal fiir die
Ausbildung der inhibitorischen Synapsen und die Akkumulation der GABAAa-
Rezeptoren zu sein; er konnte jedoch durchaus regulatorische Funktionen fiir die
Unterscheidung zwischen funktionellen und nicht-funktionellen synaptischen Kontakten
haben.

Die Blockierung des extrazelluldren Kalziumeinstroms durch TTX (100 nM-50
uM fiir 1, 6, oder 24h) hatte keinen Effekt auf die Anzahl oder synaptische Lokalisation
der Gephyrincluster oder der VIAAT-Immunreaktivitit (Daten nicht gezeigt). Um die
Auswirkung einer Erhéhung der Ca’"-Konzentration aus intrazelluldren Speichern zu
analysieren, wurden Kulturen mit Thapsigargin (500 nM-50 uM), einem spezifischen
Inhibitor der endoplasmischen retikuldren Ca’"ATPase, fiir 1, 6 oder 24h behandelt.
Dies hatte eine selektive Reduktion der somatisch lokalisierten Gephyrincluster zur
Folge. Dendritische Gephyrincluster waren weder in der Anzahl noch in der
synaptischen Lokalisation betroffen (Daten nicht gezeigt). Leider lief3 sich der Effekt fiir
statistische Auswertungen nicht stabil genug reproduzieren. Um die Auswirkung eines
sehr starken und schnellen Anstiegs von intrazellulirem Kalzium zu analysieren,
wurden Kulturen (14DIV) mit dem Kalziumkomplexbildner BAPTA (1 uM-100 uM)
inkubiert. Bei kiirzerer Inkubation (1h, 6h) zeigte sich kein Effekt auf die Gephyrin-
Verteilung, nach 24h jedoch war ein vollstindiger Verlust der Gephyrin-
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Immunreaktivitit zu verzeichnen, ohne nennenswerten Einfluss auf die VIAAT-

Verteilung oder die KerngroBe (Daten nicht gezeigt).

3.1.4 TrK-Rezeptor-Signalkaskaden

Eine spezifische Aktivierung von Tyrosin-Kinase-gekoppelten Rezeptoren (TrK)
moduliert die GABAx-Rezeptorverteilung. Frithere Untersuchungen konnten bereits
einen Anstieg der GABAja-Rezeptor-Akkumulation nach Inkubation mit Insulin
nachweisen (Wan et al., 1997). Die Aktivierung des TrKB-Rezeptors durch BDNF
beeinflusst sowohl die Aktivitidt als auch die Oberflichenexpression des GABAx-
Rezeptors in hippokampalen Primdrkulturen (Briining et al., 2001; Mizoguchi et al.,
2003; Jovanovic et al., 2004).

Um die Auswirkungen des TrK-Rezeptor-Signalwegs auf die Anzahl und
synaptische Lokalisation der Gephyrincluster zu analysieren, wurden Kulturen (3DIV)
mit BDNF (Brain derived neurotrophic factor) (20- 200 ng/ml) und NT-3
(Neurotrophin-3) (20- 200 ng/ml) fiir 7 Tage inkubiert. Die Behandlung ergab bei keiner
der eingesetzten Konzentrationen einen signifikanten Effekt auf die Anzahl oder die
Verteilung der Gephyrincluster oder der préasynaptischen VIAAT Immunreaktivitét
(Daten nicht gezeigt). Die Zellen entsprachen vollstindig den Kontrollfarbungen. Die
Behandlung der Priméarkulturen (14 DIV) mit U0126 (0,5 uM-50 uM), einem Inhibitor
fir MEK1 und MEK2 (MAP/ERK-Kinase), fiir 1, 3 oder 6h ergaben zunichst eine
deutliche Reduktion in der Anzahl der synaptischen und extrasynaptischen
Gephyrincluster (<15 uM). Konzentrationen > 20 uM hatten einen vollstindigen
Verlust der Gephyrin-Immunreaktivitit zur Folge (Abb.5B griiner Kanal). Die VIAAT-
Féarbung war nicht betroffen (Abb.5A/B roter Kanal). Zu Kontrollzwecken wurde die
inaktive Isoform UO0124 ebenfalls getestet, welche keinen Effekt auf die
Gephyrincluster-Verteilung hatte (Abb.5C griiner Kanal).

3.1.5 PI3-Kinase-Signalweg
Signale, die iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren vermittelte werden, konnten
ebenfalls aktiv Einfluss auf inhibitorische Synapsen ausiiben. Die Aktivierung der

Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und die Synthese von Phosphatidylinositol-

(3,4,5)-P; konnte eine Rekrutierung von Collybistin und Profilin zu aktivierten
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A Kontrolle DMSO 6h

UO126 50pM 6h

C UO124 50uM 6h

Gephyrin

Abbildung 5: Inkubation mit dem MEK1/2 Inhibitor U0126 fiihrt zum Verlust der Gephyrin-
Immunreaktivitit. Hippokampale Primérkulturen (14 DIV) wurden fiir 6h mit 50 uM U0126 oder
U0124 behandelt. A) Die Kontrollfairbung zeigt die normale Gephyrincluster-Verteilung (griiner Kanal
und VergroBerung), den prisynaptische Marker VIAAT (roter Kanal und VergréfBerung) und die
synaptische Lokalisation beider Proteine (Merge und VergroBerung) B) Nach Behandlung mit U0126 ist
keine Gephyrinfarbung mehr nachweisbar (griiner Kanal und VergroBerung); die VIAAT-Féarbung der
Kontrolle entspricht (roter Kanal und Vergroferung). C) Inkubation mit U0124 hat keinen Einfluss auf

die Gephyrin- oder VIAAT-Féarbung (griiner, roter Kanal, Merge und Vergroferung). Bar 10 uM
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Membrandoménen zur Folge haben und Gephyrin {iber seine Bindungspartner an
potentielle Synapsen rekrutiert werden. (Kneussel und Betz, 2000). Die Inhibition der
PI3K durch Ly294002 (5 uM-200 uM) und Wortmannin (1 nM-500 nM) fiir 1, 6 oder
24h ergaben keine deutliche Verdnderung der Anzahl oder der Verteilung der
Gephyrincluster oder der VIAAT Firbung in Primérkulturen (14DIV) im Vergleich zur
Kontrolle (Daten nicht gezeigt). Eine Beeinflussung der Gephyrincluster durch die PI3-

Kinase-Kaskade konnte somit fiir differenzierte neuronale Kulturen nicht belegt werden.

3.1.6 Phosphatase-Inhibitoren

Die spezifische Phosphorylierung von liganden-gesteuerten Ionenkanilen ist ein
wichtiger Regulationsmechanismus von Rezeptoren und assoziierten Proteinen. Wie
Jovanovic et al. (2004) bereits zeigten, kann die Oberflichenexpression und die
Aktivitdt des GABAa-Rezeptors durch eine erhohte PKC-abhingige Phosphorylierung
der B3-Untereinheit des Rezeptors und dauerhafte Dephosphorylierung durch Protein-
Phosphatase 2A (PP2A) moduliert werden. Gephyrin wird ebenfalls an Serin/Threonin
Positionen phosphoryliert; die entsprechende Kinase wurde noch nicht identifiziert
(Langosch et al., 1992). Die Aktivitdt von nachgeschalteten Kinasen und Phosphatasen
kann nicht nur den Grad der Phosphorylierung der (-und y-Untereinheit des
GABARezeptors beeinflussen, sondern moglicherweise auch den
Phosphorylierungsstatus von Gephyrin regulieren. Dadurch konnte unter anderem der
Transport der Proteine zur Synapse oder die Rezeptorakkumulation moduliert werden.
Um den Einfluss von Phosphatasen auf die Gephyrincluster-Verteilung zu untersuchen,
wurden differenzierte hippokampale Primérkulturen (14 DIV) mit Inhibitoren fiir die
Protein-Phosphatase 1 (PP1), Protein-Phosphatase 2A (PP2A) und Protein-Phosphatase
2B (Calcineurin) behandelt und anschlieBend die Verteilung und Anzahl der

Gephyrincluster analysiert.

3.1.6.1 Die Inhibition von PP2B hat keinen Einfluss auf die Anzahl oder

Lokalisation der Gephyrincluster

Hippokampale Primérkulturen (14 DIV) wurden mit FK506, einem Inhibitor der Ca*'-
abhingigen Phosphatase 2B (Calcineurin) fiir 1h, 6h oder 24h inkubiert.
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A *Kontrolle DMSO 6h

.

Gephyrin
D: Calyculin A 50nM.6h

Gephyrin

Abbildung 6: Die Inhibition von PP1 / PP2a fiihrt zu einer Reduktion der synaptisch-lokalisierten
Gephyrincluster und einem Anstieg der zytoplasmatischen Gephyrin-Immunreaktivitiit.
Hippokampale Primérkulturen (14 DIV) wurden fiir 6h mit Phosphatase-Inhibitoren behandelt. A)
Gephyrin-Immunreaktivitit (griner Kanal), der priasynaptische Marker VIAAT (roter Kanal) und die
synaptische Kolokalisation (Merge). B) FK506 Behandlung hatte keinen Effekt auf Gephyrin (griiner
Kanal), VIAAT (roter Kanal) oder die synaptischen Kolokalisation (Merge). C) Okadaic acid Inkubation
fiihrte zu einem Anstieg der zytoplasmatischen Gephyrinfarbung (griiner Kanal), die VIAAT-Verteilung
wurde nicht beeinflusst (roter Kanal). Der Anteil der synaptisch-lokalisierten Gephyrincluster war
reduziert (Merge). D) Calyculin A Behandlung hatte einen Anstieg der diffusen Gephyrinfarbung zur
Folge (griiner Kanal), bei normaler VIAAT-Farbung (roter Kanal). Es war ebenfalls eine deutliche

Reduktion in der synaptischer Lokalisation der verbleibenden Gephyrincluster zu verzeichnen (Merge).
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Die Behandlung der Zellen mit FK506 hatte im Konzentrationsbereich von 100 nM bis
zu 1 uM keine Verdnderungen in der Anzahl oder Verteilung der Gephyrincluster
(Abb.6B griiner Kanal) oder der VIAAT Immunreaktivitit (Abb.6B roter Kanal) zur
Folge. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit fritheren Untersuchungen zur
Regulation von GABA-Rezeptoren, bei denen ebenfalls kein Effekt durch Calcineurin

Inhibition durch FK506 festgestellt werden konnte (Nusser et al., 1999).

3.1.6.2 Die Inhibition von PP1 / PP2a fiihrt zur Destabilisierung synaptisch-

lokalisierter Gephyrincluster

Okadaic acid (Dinophysi sp) und Calyculin A (Discoderma calyx) inhibieren PP1 und
PP2A mit unterschiedlichen 1C50-Werten (2.1.7). Inkubation der Zellen fiir 1 h, 6 h,
12 h mit Okadaic acid (1 nM-1 uM) und Calyculin A (0.1 nM-200 nM) hatten eine
Reduktion in der Anzahl der synaptisch-lokalisierten Gephyrincluster und einen Anstieg
der zytoplasmatischen Gephyrin-Immunreaktivitit zur Folge (Abb.6 C+D). Die
Gephyrin-Immunreaktivitit in der Kontrolle zeigt keinerlei zytoplasmatischen
Hintergrund (Abb.6 A, griiner Kanal) und einen hohen Anteil an synaptisch-
lokalisierten Clustern (Abb.6 A, Merge). Die mit 200 nM Okadaic acid (Abb.6 C) oder
50 nM Calyculin A (Abb.6 D) fiir 6 h behandelten Kulturen wiesen dagegen eine
deutlich erhohte zytoplasmatische Gephyrinfairbung auf. Die grofite Intensitét
konzentrierte sich im Soma der Zelle, reichte aber bis weit in die feinen dendritischen
Strukturen hinein (Abb.6 C und D, griiner Kanal). Es konnte kein Effekt auf die
prasynaptische VIAAT-Verteilung (Abb. 6 C-D, roter Kanal) festgestellt werden, aber
der Anteil der synaptisch-lokalisierten Gephyrincluster war deutlich verringert (Abb. 6
C-D Merge).

Da Phosphorylierungen auch in der Modulation von Zytoskelettstrukturen eine
wichtige Rolle spielen, wurden die behandelten Kulturen zusitzlich einer Phalloidin-
Anfarbung des Aktin-Zytoskeletts unterzogen, um eventuelle Effekte der Toxine auf die
Mikrofilamentstrukturen abzuschétzen. Inkubationen mit 200 nM Okadaic acid oder 50
nM Calyculin A fiir 3h ergaben vergleichbare Effekte auf die Gephyrincluster-
Verteilung (Abb.7 B/B1 + C/C1, griiner Kanal) ohne Beeintrachtigung der Struktur des
Aktin-Zytoskeletts (Abb.7 B2, 3/C2, 3, grauer Kanal).
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Abbildung 7: Der Anstieg der zytoplasmatischen Gephyrinfirbung ist nicht auf eine Zerstérung des

Aktin-Zytoskeletts zuriickzufiihren. Hippokampale Primérkulturen (14 DIV) wurden fiir 3h mit
200 nM Okadaic acid oder 50 nM Calyculin A behandelt. A+Al) In der Kontrolle erkennt man
Gephyrincluster im Soma und den Dendriten, ohne zytoplasmatische Immunreaktivitdt (griiner Kanal)
A2+A3) Anfarbung des Aktinzytoskelett mit Phalloidin zeigen die intakte Struktur der Dendriten (grauer
Kanal). B+B1) 50 nM Calyculin A hat einen Anstieg der zytoplasmatischen Gephyrin-Immunreaktivitat
zur Folge (griiner Kanal). B2+B3) Die Struktur des Aktin-Zytoskelett entspricht der Kontrolle (grauer
Kanal). C+C1) 200 nM Okadaic acid hatten einen Anstieg der diffusen Gephyrin-Immunreaktivitit zur
Folge (griiner Kanal). C2+C3) die Struktur des Aktin-Zytoskelett wird dabei nicht beeintriachtigt (grauer
Kanal).

Der Anstieg des zytoplasmatischen, nicht-synaptisch-lokalisierten Gephyrin-Anteils
konnte verschiedene Ursachen haben. Entweder wird neu-synthetisiertes Protein nicht
korrekt zur Synapse transportiert und reichert sich im Soma und den Dendriten der
Neuronen an, oder bereits synaptisch-lokalisierte Gephyrincluster werden aufgrund der
Inhibition der entscheidenden Phosphatasen hyperphosphoryliert und dadurch
destabilisiert. Der Effekt von Ocadaic acid und Calyculin A auf die Gephyrin-
Verteilung lieB3 sich jedoch auch nach Pré-Inkubation der Primdrkulturen mit 60 uM

Cycloheximide (Inhibitior der Proteinsynthese) fiir 12 h stabil reproduzieren (Daten
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nicht gezeigt). Somit ldsst sich die zytoplasmatische Gephyrin-Immunreaktivitdt nicht
auf neu-synthetisiertes Protein zurlickfilhren. Die gleichzeitige Abnahme der
synaptischen Kolokalisation mit VIAAT deutet auf eine Destabilisierung bereits korrekt

positionierten Gephyrincluster hin.

3.1.6.3 PP1 kolokalisiert in hippokampalen Primiirkulturen partiell mit Gephyrin

Da Okadaic acid und Calyculin A im Bereich der Konzentrationen, fiir die der Anstieg
der diffusen Gephyrin-Immunreaktivitit zu verzeichnen war, sowohl PP1 als auch PP2A
inhibieren, konnte der Effekt keiner der beiden Phosphatasen eindeutig zugeordnet
werden. Uber eine direkte oder indirekte Interaktion von Gephyrin mit PP1 oder PP2A
war nichts bekannt. Im Falle einer direkten Interaktion von Gephyrin mit PP1 oder
PP2A in vivo wire eine Kolokalisation der Phosphatasen mit synaptischen
Gephyrinclustern zu erwarten. Fiir PP1 wurde eine Lokalisation an exzitatorischen
Synapsen bereits mehrfach nachgewiesen (Mulkey et al., 1993; Terry-Lorenzo et al.,
2005).

Die Farbung unbehandelter Primérkulturen (6 DIV, 14 DIV) mit spezifischen
Antikdrpern (Tabelle 2.1.8) gegen PP1, PP2A und den priasynaptischen Marker VIAAT
oder gegen Gephyrin, GABAaal und PSD-95 als postsynaptische Marker ergab eine
teilweise Uberlappung der punktuellen PP1-Immunreaktivitit mit synaptisch-
lokalisierten Gephyrincluster (Abb.8, Merge). Die PP1-Immunreaktivitit ergab eine
punktformige Férbung entlang der Dendriten zusétzlich zu einer zytoplasmatischen
Verteilung des Proteins (Abb.8 Al, roter Kanal). Ein geringer Prozentsatz der
punktformigen PP1-Immunreaktivitét kolokalisierte mit Gephyrinclustern (Abb.8 A+A1
Merge). Die Anzahl der Gephyrin/PP1 positiven Kontakte lag dabei jedoch nur
zwischen 10%-15% und es wurden PPIl-positive, aber Gephyrin-negative Punkte
beobachtet (Abb.8 A+Al, Merge). Bei letzterem handelt es sich moglicherweise um
eine exzitatorische Lokalisation von PP1. Deshalb wurden Firbungen mit dem
postsynaptischen Marker PSD-95 durchgefiihrt. Sie ergaben eine partielle Uberlappung
der PPl-Immunreaktivitit mit PSD-95 an exzitatorischen Synapsen (Abb.§ B/Bl
Merge). Fiir PP2A wurde bereits die Kolokalisation an exzitatorischen Synapsen (Ma et
al., 2004) und eine Interaktion der Phosphatase mit der B3-Untereinheit des GABAAx-
Rezeptors an inhibitorischen Synapsen beschrieben (Jovanovic et al., 2004). Da der

verwendete PP2A-Antikorper aus der gleichen Spezies wie der Gephyrin- und der PSD-
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Abbildung 8: PP1 kolokalisiert partiell mit Gephyrin und PSD-95. Hippokampalen Priméarkulturen

(6DIV) wurden gegen PP1, PSD-95 und Gephyrin angefarbt. A) Es ist eine deutliche Anreicherung (ca.
15-20% aller Cluster) des endogenern PP1-Anteils (roter Kanal) in Gephyrinclustern (griiner Kanal) zu
erkennen (Merge). Al) VergroBerungen des Dendriten zeigen ebenfalls eine partielle Kolokalisation
(Merge) von PP1 (roter Kanal) mit Gephyrin (griiner Kanal). B) Farbungen mit PSD-95 (griiner Kanal)

ergaben zusitzlich eine partielle Kolokalisation (Merge) mit PP1 (roter Kanal). Bar 20 uM

95-Antikorper stammt, war in diesem Fall keine parallele Féarbung moglich.
Immunfluoreszenzfarbungen der Primirkulturen (14DIV) gegen Gephyrin und die
GABAal-Rezeptoruntereinheit (Abb.9A/A1, griiner und roter Kanal) ergaben eine fast
vollstindige Kolokalisation (Abb.9A/Al, Merge). Die PP2A-Immunreaktivitit lag
groBtenteils zytoplasmatisch im Dendriten und dem Soma der Neuronen vor. Es konnte
keine Kolokalisation mit GABA al (Abb.9 B/BI, Roter Kanal) beobachtet werden
(Abb.9B/B1, Merge). Auffillig waren jedoch einzelne punktférmige Anreicherungen,
die nicht direkt auf dem Dendriten zu liegen schienen (Abb.9 B/B1, Griiner Kanal).
Dies deutet erneut auf eine mogliche Lokalisation des Proteins an exzitatorischen

Synapsen hin.
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Abbildung 9: PP2A kolokalisiert nicht mit GABA,ol-positiven inhibitorischen Synapsen.

Hippokampale Primérkulturen 14 DIV wurden gegen Gephyrin, GABA ol und PP2A gefirbt. A+Al)
Gephyrin-Immunreaktivitdt (griiner Kanal) kolokalisiert zu etwa 90% mit GABAal (roter Kanal).
B+B1) Endogene PP2A-Immunreaktivitit (griiner Kanal) zeigte keine Uberlappung (Merge) mit
GABA sal-Farbung. Bar 20 uM

3.1.6.4 PP1 wird in GFP-Gephyrin-Aggregaten angereichert

Um eine direkte Protein-Interaktion von Gephyrin mit PP1 oder PP2A zu analysieren,
wurden HEK293T-Zellen (Human embryonic kidney cells 293T) als Expressions-
System ausgewihlt. GFP-Gephyrin-Konstrukte bilden nach Uberexpression in
HEK293T-Zellen groBe runde zytoplasmatische Aggregate (Kirsch et al., 1995).
Proteine, die mit Gephyrin zu interagieren vermogen, reichern sich sowohl endogen als
auch nach Koexpression in diesen Makroaggregaten an. Dies konnte erstmals fiir die B-
Untereinheit des Glyzin-Rezeptors (Kirsch et al., 1995) gezeigt werden.

GFP-Gephyrin wurde in HEK293T-Zellen exprimiert und die Lokalisation des
endogenen PP1- und PP2A-Anteils der Zellen mittels Immunfarbung analysiert. Dabei

handelte es sich um ein Fusionsprotein von Gephyrin mit einem EGFP- tag (Enhanced
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GFP-Gephyrin

Abbildung 10: Endogenes PP1 wird in Gephyrin-Makroaggregaten angereichert. GFP-Gephyrin
wurde fiir 7 h in HEK293T-Zellen exprimiert und die Lokalisation des endogenen PP1 und PP2A-Anteils
der Zellen mittels Immunfiarbung analysiert. A) Es ist eine deutliche Anreicherung des endogenen PP1-
Anteils (roter Kanal) in den Gephyrin-Makroaggregaten (griiner Kanal) zu erkennen (Merge). Die PP2A-
Immunreaktivitit lag diffus verteilt vor (Roter Kanal) und es zeigte sich keine erhohte Konzentration in

den GFP-Gephyrin-Aggregaten (Merge). Bar 8uM

green fluorescent protein) am N-Terminus. Der groBte Anteil der transfizierten Zellen
enthielt keine Gephyrin-Aggregate, sondern zeigte eine diffuse Verteilung des Proteins
im Zytoplasma (statistische Verteilung 3.1.7). Zusétzlich ergab sich eine geringe Anzahl
von Zellen mit wenigen, groen zytoplasmatisch lokalisierten Gephyrin-
Makroaggregaten. Eine Antikorper-Farbung gegen den endogenen PPI1-Anteils in
HEK?293T-Zellen ergab eine deutliche Anreicherung des Proteins in den Gephyrin-
Makroaggregaten (Abb.10A, roter Kanal und Merge).

Die endogene PP2A-Immunreaktivitit in den untransfizierten HEK293T-Zellen lag
diffus zytoplasmatisch verteilt vor (Daten nicht gezeigt) und zeigte keine Anreicherung
in den Positionen der Makroaggregate nach Transfektion der Zellen mit GFP-Gephyrin
(Abb.10B roter Kanal und Merge). Zumindest im HEK293-System scheint es keine
Interaktion zwischen GFP-Gephyrin und PP2A zu geben aber es konnte erstmals eine

direkte Interaktion von Gephyrin und PP1 nachgewiesen werden.
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3.1.6.5 PP1 und PP2A koprizipitieren mit Gephyrin in vitro

Um die Interaktion von PP1 und PP2A mit Gephyrin genauer zu analysieren, wurden
zusétzlich Immunprézipitationen aus transfizierten HEK293T-Lysaten und adultem
Rattenhirnlysat durchgefiihrt (Abb.11 A). Prézipitationen mit Antikorpern, die
spezifisch gegen PP1 oder PP2A gerichtet waren, ergaben eine deutliche Anreicherung
von Gephyrin aus transfizierten HEK293T-Zellen und aus adultem Rattenhirnlysat
(Abb.11 A). Umgekehrt waren Gephyrin-Antikorper in der Lage, PP1 und PP2A mit zu
prézipitieren (Abb.11 A). Als Negativkontrolle wurden alle Experimente zusitzlich mit
untransfizierten HEK293T-Zellen durchgefiihrt, um die Spezifitit der Interaktion zu
bestdtigen (Abb.11). Es war ebenfalls moglich, PP1 und PP2A iiber eine Bindung an
GST-Gephyrin-Fusionsproteine aus adultem Rattenhirnlysat anzureichern. Eine
Bindung von PPI1- und PP2A-Immunreaktivitit konnte sowohl mit GST-Gephyrin als
auch mit der C-terminalen Doméne von Gephyrin GST-GE45 (Sola et al., 2004)
nachgewiesen werden (Abb.11 B).

3.1.7 Depolymerisation des Aktin-Zytoskeletts

Die Interaktion von Gephyrin mit Mikrotubuli ist bereits eingehend charakterisiert
worden; iiber die Verankerung mit dem Aktin-Zytoskelett ist jedoch noch wenig
bekannt. Inkubationen von kultivierten Riickenmarksneuronen mit dem Alkaloid
Cytochalasin D (Kirsch und Betz, 1995), welches das Aktin-Zytoskelett
depolymerisiert, hatte eine Reduktion der Anzahl und GroéBe der postsynaptischen
Gephyrincluster zur Folge. Die verbleibenden Aggregate wiesen jedoch eine deutlich
hohere Dichte auf (Kirsch et al., 1995). Eine zweite Studie in hippokampalen
Primérkulturen dagegen konnte keinen Hinweis auf die Abhéngigkeit der
Gephyrincluster von F-Aktin oder Mikrotubulistrukturen belegen (Allison et al., 2000).
Diese gegensitzlichen Resultate sind moglicherweise auf unterschiedliche
Differenzierungsstadien der verwendeten Kulturen oder auf unterschiedliche
Spleivarianten von Gephyrin in Riickenmarkskulturen vs. Hippokampale
Primérkulturen zurlickzufiihren. Eine direkte Interaktion von Gephyrin mit dem Aktin-
Zytoskelett konnte nicht nachgewiesen werden; es ist also anzunehmen, dass die

Interaktion {iber ein intermedidres Protein zwischen Gephyrin und Aktin vermittelt wird.
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Abbildung 11: PP1 und PP2A koprizipitieren mit Gephyrin in vitro. A) HEK 293T-Zellen wurden
mit GFP-Gephyrin fiir 24h transfiziert. Lysate der transfizierten HEK293T-Zellen und Hirnlysat wurden
fiir Immunprézipitationen (IP) eingesetzt und mittels Western Blot (WB) analysiert. A) Prézipitationen
gegen PP1 und PP2A hatten eine Anreicherung von Gephyrin aus transfizierten HEK293T-Zellen und aus
adultem Hirnlysat zur Folge. Gephyrin-Antikorper koprézipitierten ihrerseits PP1 und PP2A.
Untransfizierte HEK293T-Zellen zeigten keine Anreicherung von PP1, PP2A oder Gephyrin. B) GST-
Fusionsproteine von Gephyrin (GST-Gephyrin) und dem C-terminalen Abschnitt von Gephyrin (GST-
GE45) waren in der Lage, PP2A aus adultem Rattenhirnlysat anzureichern. Die GST-Kontrolle zeigte

keine Koprizipitation.

3.1.7.1 Gephyrin-Mikroaggregate werden in alkaloid-induzierte F-Aktin-Patches

rekrutiert

Um die Art der Interaktion von Gephyrin mit dem Aktinzytoskelett genauer zu
analysieren, wurde erneut die HEK293T-Zelllinie als Expressionssystem verwendet.
Die kultivierten Zellen wurden zunichst mit GFP-Gephyrin-Konstrukten transfiziert.
Nach 7 h Transfektion zeigte die Mehrheit der transfizierten Zellen (ca. 60-70%) eine
gleichmiBige zytoplasmatische GFP-Gephyrin-Verteilung ohne Aggregatbildung. In
den restlichen transfizierten Zellen bildeten sich GFP-Gephyrin-Aggregate; ca. 30%
enthielten dabei wenige groe Gephyrin-Aggregate (Makroaggregate) und etwa 5%
viele kleine Aggregate (Mikroaggregate). Fiir quantitative Analysen der Transfektionen
wurden jeweils 100 Zellen pro Deckglas ausgewertet (Abb.1A; unbehandelt) und die

transfizierten Zellen in Gruppen mit a) diffuser Verteilung des Proteins ohne Aggregate
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Abbildung 12: Alkaloid-induzierte Degradation des Aktin-Zytoskeletts fiihrt zur Bildung von
Gephyrin-Mikroaggregaten, die mit F-Aktin-Patches kolokalisieren. HEK293T-Zellen wurden mit A)
GFP-Gephyrin oder B) GFP-Gephyrin-d181-243 fiir 4h transfiziert, bevor sie fiir weitere 3h mit 2 uM der
angegebenen Alkaloide behandelt wurden. Inkubation mit Latrunkulin hatte keine Auswirkung auf die
Verteilung der Gephyrin-Aggregate (A, C). Jasplakinolide und Cytochalasin D Behandlung hatte einen
signifikanten Anstieg der Zellen mit Gephyrin-Mikroaggregaten zur Folge (D, E), die mit F-Aktin Patches
kolokalisierten. (B) Der Effekt ist abhéngig von der Gephyrin-Linkerregion, da die Deletionsmutante
GFP-Gephyrin-d181-243 in allen Behandlungen der Kontrolle entspricht. Fiir die quantitative Analyse der
Transfektionen wurden jeweils 100 Zellen pro Deckglas ausgewertet (Abb.1A; unbehandelt) und die
transfizierten Zellen in Gruppen mit a) diffuser Verteilung des Proteins ohne Aggregate (ausgefiillter
Kreis), b) weniger als 20 Aggregaten pro Zelle (leerer Kreis) und c) mehr als 20 Aggregaten pro Zellen
(ausgefiillte Dreiecke) eingeteilt. Bar 8uM

(ausgefiillter Kreis), b) Zellen mit weniger als 20 Aggregaten (leerer Kreis) und c)
Zellen mit mehr als 20 Aggregaten (ausgefiillte Dreiecke) eingeteilt (statistische
Auswertung Abb. 12C).

Die Markierung des Aktin-Zytoskeletts durch Rhodamin-Phalloidin, einem
Alkaloid, das spezifisch F-Aktin anzufirben vermag, ergab, dass die GFP-Gephyrin-

Aggregate in unbehandelten Zellen nicht mit den Mikrofilamentstrukturen
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kolokalisierten (Abb.12A; Kontrolle). Die Reduktion von filamentdsem Aktin durch
Inkubation der mit GFP-Gephyrin transfizierten HEK293T-Zellen fiir 3h mit 2 uM
Latrunkulin, einem Alkaloid, welches an G-Aktin Monomere bindet und deren
Inkorporation in F-Aktin-Filamente verhindert (Witteck et al., 2003), hatten keinen
sichtbaren Effekt auf die Anzahl und GréBe der vorhandenen Gephyrin-Aggregate oder
die Zellmorphologie (Abb.12A; Latrunkulin; Statistik Abb. 12C). Die Stabilisation der
groen  zytoplasmatischen = Gephyrin-Aggregate  ist nicht von  intakten
Mikrofilamentstrukturen abhidngig. Weitere, das Aktin-Zytoskelett angreifende Toxine
dagegen, wie zum Beispiel Jasplakinolide und Cytochalasin D, sind dafiir bekannt,
abnormal angereicherte F-Aktin-Strukturen (F-Aktin-Patches) in unterschiedlichen
Zellinien zu erzeugen (Mortensen und Larson, 2003; Witteck et al., 2003).

Die Visualisierung der F-Aktin-Patches gestaltet sich fiir Jasplakinolide
schwieriger, da das Toxin mit Phalloidin um die gleiche Bindungsstelle an F-Aktin
konkurriert (Witteck et al., 2003). Die Inkubation der GFP-Gephyrin-transfizierten
HEK?293T-Zellen mit Jasplakinolide (2 pM, 3h) fithrte zu einem Anstieg der
transfizierten Zellen mit Gephyrin-Mikroaggregaten und einer Abnahme der Zellzahl
mit wenigen groen Gephyrin-Makroaggregaten abnahm (Abb.12 D). Der Anteil der
transfizierten Zellen ohne Aggregate blieb unveridndert. Die entstandenen
Mikroaggregate zeigten eine deutliche Kolokalisation mit den induzierten F-Aktin-
Patches (Abb.12A; Jasplakinolide). Der Effekt trat erst ab einer Alkaloid-Konzentration
von mehr als 500 nM auf.

Cytochalasine sind Pilzmetaboliten von niedrigem Molekulargewicht, die
spezifisch mit Aktin interagieren und eine Reihe von unterschiedlichen Effekten zur
Folge haben, abhidngig von der Zelllinie, der Kulturdichte, des eingesetzten
Cytochalasin-Typs (A oder D) und der verwendeten Konzentration. Im Fall niedriger
Konzentrationen (~2 nM) wird die Anlagerung von monomerem G-Aktin Einheiten
durch das Anbinden der Cytochalasine am Schwanz-(Plus-) Ende des F-Aktin
verhindert (Bonder und Moosker, 1986; Cooper, 1987), wodurch sie die Polymerisation
verlangsamen oder ganz verhindern (Verkappung) (Bear et al., 2002). Hohere
Konzentrationen dagegen depolymerisieren F-Aktin, stabilisieren Oligomere,
stimulieren F-Aktin ATPase-Aktivitit und interagieren mit G-Aktin (Bear et al., 2002).
Es wurde wiederholt beobachtet, dass eine Inkubation mit Cytochalasinen die
Organisation des geordneten isotropen Aktin-Zytoskeletts auflost und zu einer lokalen

Akkumulation von F-Aktin-artigen Strukturen fiihrt, so genannte F-Aktin-Patches. Die
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Inkubation von mit GFP-Gephyrin transfizierten HEK293T-Zellen mit Cytochalasin D
(2 uM, 3h) fiihrte, vergleichbar der Jasplakinolid-Behandlung, ebenfalls zu einem
erhohten Anteil von Gephyrin-Mikroaggregaten bei gleichzeitiger Abnahme der
Zellzahl mit wenigen Makroaggregaten. Der Prozentsatz der transfizierten Zellen ohne
GFP-Gephyrin-Aggregate blieb erneut unveridndert (Abb. 12E). Die Mikroaggregate
kolokalisierten auch in diesem Fall mit den F-Aktin Patches (Abb. 12A; Cytochalasin
D). Allerdings erfolgte die Induktion der Mikroaggregate erst bei Konzentrationen tiber
100 nM. Die Behandlung der GFP-Gephyrin-transfizierten HEK293T-Zellen mit
Cytochalasin D oder Jasplakinolide hatte in beiden Féllen die Induktion von Gephyrin-
Mikroaggregaten zur Folge, welche sehr wahrscheinlich auf eine Destabilisierung der
Gephyrin-Makroaggregate zuriickzufiihren ist. Die Assoziation der Mikroaggregate mit
den alkaloid-induzierten F-Aktin-Patches deutet auf einen Effekt hin, der iiber eine
Disaggregation ,,gekappter” F-Aktin-Filamente und eine nachfolgende Akkumulation
von Gephyrin in ,,ungekappte* F-Aktin Patches vermittelt wird. Diese Vermutung wird
von der Beobachtung unterstiitzt, dass erst hohere Konzentrationen von Cytochalasin D
die beobachteten Mikroaggregate induzieren.

Frithere Studien in unserer Arbeitsgruppe belegen eine entscheidende Funktion
der Linkerregion von Gephyrin (Aminosduren 181-243) fiir den intrazelluldren
Transport des Proteins (Fuhrmann et al., 2002) und die Interaktion mit Mikrotubuli-
assoziierten Strukturen. Wie bereits bei Fuhrmann et al. (2002) beschrieben, ergab die
Transfektion der entsprechenden Deletionsmutante GFP-Gephyrin (A181-243) einen mit
GFP-Gephyrin vergleichbaren Anteil an transfizierten Zellen ohne Aggregate (60-70%)
und einen ca. 20-30% Anteil an Zellen mit Gephyrin-Makroaggregaten, welche in
unbehandelten Zellen keine sichtbare Kolokalisation mit dem endogenen Aktin-
Zytoskelett aufwiesen (Abb.12B). Ebenfalls in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
fiir GFP-Gephyrin hatte auch fiir die Mutante die Inkubation mit 2 uM Latrunkulin
keinen sichtbaren Effekt auf die Anzahl der transfizierten Zellen mit groBBen Aggregaten
(Abb.12 B, Latrunkulin). Die Inkubation mit Cytochalasin D (Abb.12 B, Cytochalasin
D) oder Jasplakinolid (Abb.12 B, Jasplakinolid) dagegen ergab zwar die
charakteristischen F-Aktin-Patches, aber keines der beiden Toxine war in der Lage,
GFP-Gephyrin (A181-243)-Mikroaggregate zu induzieren. Quantitative Analyse der
transfizierten Zellen ergab gleich-bleibende Prozentzahlen fiir Zellen ohne Aggregate
als auch solche mit wenigen, grolen Gephyrin-Makroaggregaten (Daten nicht gezeigt).

Es ist daher anzunehmen, dass der Aminosdureabschnitt 181-243 in der Gephyrin-
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Sequenz fiir die Induktion und nachfolgende Kolokalisation der Mikrocluster mit F-

Aktin-Patches entscheidend ist.

3.1.7.2 GFP-y-Aktin kolokalisiert mit Gephyrin-Aggregaten in HEK 293 Zellen

Wie in den vorherigen Experimenten bereits nachgewiesen wurde, interagiert GFP-
Gephyrin nicht direkt mit den intakten F-Aktin-Mikrofilamenten in HEK293T-Zellen,
wird aber in F-Aktin-Patches lokalisiert, die ,,ungekapptem® F-Aktin &hneln. Um zu
untersuchen, ob durch Bindung von G-Aktin, dem monomeren Zustand von F-Aktin, an
Gephyrin dieses moglicherweise in Gephyrin-Aggregate rekrutiert werden konnte,
wurde GFP-y-Aktin (Fischer et al., 1998) entweder einzeln oder unter Koexpression von
VSV-Gephyrin in HEK293 Zellen transfiziert. Die Transfektion von GFP-y-Aktin hatte
eine diffuse zytoplasmatische Verteilung des Proteins zu Folge (Daten nicht gezeigt).
Aufgrund der kurzen Transfektionsdauer (7 h) war keine deutliche Anreicherung des
GFP-y-Aktin in Mikrofilamentstrukturen zu verzeichnen. Koexpression von GFP-y-
Aktin mit VSV-Gephyrin dagegen resultierte in einer deutlichen Anreicherung von
GFP-y-Aktin in den Gephyrin-Makroaggregaten (Abb.13 A). Die Applikation von 2 uM
Cytochalasin D fiir 3 h induzierte F-Aktin-Patches, die im Fall der Einzeltransfektion
stark mit GFP-y-Aktin angereichert waren (Daten nicht gezeigt). Bei einer Koexpression
von VSV-Gephyrin und GFP-y-Aktin fiihrte die Alkaloid-Behandlung erneut zur
Induktion von Gephyrin-Mikroaggregaten, die jedoch nicht nur mit den F-Aktin-Patches
kolokalisierten, sondern auch mit GFP-y-Aktin angereichert waren (Abb.13 B/B1).

3.1.7.3 Die Linker-Region 181-243 in der Gephyrin-Sequenz wird fiir eine
Interaktion mit ena/VASP benotigt

Eine mogliche Erkldrung, warum Gephyrin mit G-Aktin, nicht aber mit F-Aktin-
Mikrofilamenten zu interagieren vermag, konnte in der besonderen Struktur von F-
Aktin zu finden sein. F-Aktin ist wie bereits erwdhnt am Ende ,,gekappt. Das Aktin
»entkappende® Protein ena/VASP bindet bevorzugt an Proteine, welche Poly-Prolin-
reiche Abschnitte in ihrer Sequenz aufweisen. Ein derartiges Epitop findet sich in der
Linkerregion von Gephyrin (Krause et al., 2000). Nach Expression von GFP-Gephyrin
(7 h) in transfizierten HEK293T-Zellen ergab die Analyse des endogen vorkommenden

ena/VASP-Anteils eine deutliche Anreicherung des Proteins in den Gephyrin-
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Abbildung 13: GFP-y-Aktin wird bei Koexpression mit VSV-Gephyrin in Gephyrin-
Makroaggregate und in Alkaloid-induzierte Mikroaggregate rekrutiert. A) Koexpression von GFP-
y-Aktin (griiner Kanal) mit VSV-Gephyrin (roter Kanal) zeigt eine deutliche Anreicherung in den
Gephyrin-Makroaggregaten (Merge). B+B1) Behandlung fiir 3 h mit 2 puM Cytochalasin D fiihrte zu einer
Anreicherung von GFP-y-Aktin in den Alkaloid-induzierten Gephyrin-Mikroaggregaten. Bar SuM

Makroaggregaten (Abb.14 A). In untransfizierten HEK293T-Zellen lag der endogene
ena/VASP-Anteil diffus verteilt vor mit einigen wenigen, stirker angereicherten
Strukturen (vermutlich aktive Positionen von Aktin-Polymerisation). Cytochalasin D
Inkubation (2 uM fiir 3 h) induzierte Gephyrin-Mikroaggregate, welche deutlich mit
ena/VASP angereichert waren (Abb.14 B). Im Gegensatz zur dem Wildtyp-Konstrukt
war die Deletionsmutante GFP-Gephyrin (A181-243), in welcher der Poly-Prolin-reiche
Abschnitt der Linkerregion fehlt (Fuhrmann et al., 2002), nicht in der Lage, ena/VASP
in den Makroaggregaten anzureichern (Abb.14 C). Die Alkaloid-Behandlung induzierte
fiir die Deletionsmutante keine Mikrocluster (Abb.14 D). Ena/VASP wurde in die
Alkaloid-induzierten F-Aktin-Patches rekrutiert (Abb.14 D). Daher liegt die
Schlussfolgerung nahe, dass der Abschnitt 181-243 in der Linkersequenz von Gephyrin
fiir die Interaktion mit ena/VASP eine wichtige Rolle spielt. Dies steht allerdings im

Widerspruch zu vorherigen Studien, in welchen der C-terminale Abschnitt von
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Abbildung 14: ena/VASP wird in Gephyrin-Aggregaten angereichert; die Rekrutierung ist
abhiingig von den Aminosduren 181-243. HEK 293T-Zellen wurden fiir 4 h mit GFP-Gephyrin (A, B)
oder GFP-Gephyrin-A181-243 (C, D) transfiziert und fiir 3 h mit DMSO (A, C) oder 2 uM Cytochalasin
D (B, D) behandelt. (A) Die Anfiarbung des endogenen ena/VASP-Anteils ergab eine deutliche
Anreicherung in den Gephyrin-Makroaggregaten der unbehandelten Zellen und den (B) Gephyrin-
Mikroaggregaten nach der Inkubation mit Cytochalasin D. (C) Die Deletionsmutante GFP-Gephyrin-
A181-243 zeigte keine Anreicherung von ena/VASP in den Makroaggregaten. (D) Die Mutante bildete
keine Gephyrin-Mikroaggregate nach Cytochalasin D Behandlung, und der endogene ena/VASP-Anteil
wurde in F-Aktin-Patches rekrutiert. Bar 8uM
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Gephyrin als Bindungsregion von ena/VASP charakterisiert wurde (Giesemann et al.,
2003). Daher wurden Koimmunprizipitationen mit GFP-Gephyrin transfizierten
HEK293T-Zellextrakten durchgefiihrt, um die Bindung biochemisch zu bestitigen und
genauer zu analysieren. Die Zellen wurden sowohl mit GFP-Gephyrin als auch mit der
bereits zuvor beschriebenen Deletionsmutante (A181-243) transfiziert und nach 24 h bis
48 h lysiert. Zur Immunprézipitation wurden Antikorper aus unterschiedlichen Spezies
eingesetzt, die entweder gegen Gephyrin, den GFP-tag, ena/VASP oder Aktin gerichtet
waren (2.1.8). Die Prézipitationen mit ena/VASP-Antikorper hatten eine Anreicherung,
sowohl von GFP-Gephyrin als auch von der Deletionsmutante GFP-Gephyrin A181-243
zur Folge (Abb.15 A). Der Anteil an prézipitiertem GFP-Gephyrin A181-243 war im
Vergleich zu GFP-Gephyrin signifikant reduziert (Abb.15 A). Beide Gephyrin-
Konstrukte waren ebenfalls in der Lage, ena/VASP zu prézipitieren, allerdings konnte
hier keine Reduktion des ena/VASP-Anteils fiir die Deletionsmutante festgestellt
werden (Daten nicht gezeigt). Die Prézipitation durch Gephyrin-spezifische Antikorper
ergab sowohl fiir das Wildtyp-Konstrukt als auch fiir die Deletionsmutante einen
vergleichbaren Anteil an koprézipitiertem Aktin. Diese Ergebnisse konnte mittels
Aktin-spezifischer Antikorper bestitigt werden. Die Menge an angereichertem Gephyrin
fiel fiir Mutante und Wildtyp vergleichbar aus (Daten nicht gezeigt). Um die
Bindungsstelle von ena/VASP an Gephyrin néher eingrenzen zu konnen, wurden GST-
Fusionsproteine der N-terminalen (1-181) und C-terminalen (316-736) Abschnitte von
Gephyrin, der Linkerregion (169-323) und von Gephyrin-Wildtyp hergestellt und mit
bakteriell-exprimiertem und aufgereinigten His-VASP inkubiert. Nur GST-Gephyrin
und das GST-Linker (169-323) Fusionsprotein waren in der Lage rekombinantes His-
VASP zu binden (Abb.15 B). Das Bindungsepitop fiir ena/VASP liegt somit eindeutig
im Poly-Prolin-reichen Abschnitt der Linkerregion und nicht wie von Giesemann et al.
(2003) angegeben in der C-terminalen Doméne.

Frithere Studien belegen eine Interaktion von Mena, dem neuronalen ena/VASP
Homolog, mit Gephyrin in Immunprézipitationen aus Hirnlysaten (Giesemann et al.,
2003). Um diese Interaktion zu bestétigen, wurden GST-Fusionsproteine mit Lysaten
aus adultem Rattenhirn inkubiert und anschlieBend im Western Blot auf ihre Mena- und
Gephyrin-Anreicherung untersucht. Da die Glyzin-Rezeptor f3-Untereinheit mit hoher
Affinitit an Gephyrin bindet (Meyer et al., 1995), wurde ein GST-Fusionsprotein der (3-
Untereinheit fiir die Untersuchungen eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde

aufgereinigtes GST verwendet. Neben der zu erwartenden Gephyrin-Bande (Abb.15 D)
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Abbildung 15: ena/VASP interagiert mit Gephyrin und Aktin unter anderem iiber die
Aminosiuren 181-243. A) HEK 293T Zellen wurden transfiziert mit GFP-Gephyrin oder GFP-Gephyrin-
A181-243 fiir 24h, lysiert und mittels Immunprézipitation (IP) und Western Blot (WB) analysiert. (A)
Prézipitationen mit VASP-spezifischen Antikorper ergaben eine Koprézipitation von GFP-Gephyrin und
GFP-Gephyrin A181-243. Es war eine deutliche Reduktion in der Anreicherung der Deletionsmutante zu
verzeichnen (B) GST-Fusionsproteine des N-terminalen (1-181) und C-terminalen (316-736) Abschnitts
von Gephyrin, der Linkerregion (169-323) und Gephyrin-Wildtyp wurden mit His-VASP inkubiert. Nur
Gephyrin-Wildtyp und die Linkerregion waren in der Lage, VASP zu binden. (C) Aufreinigung von
Gephyrin aus Hirnextrakten durch Bindung an ein GST-Fusionsprotein des intrazelluldren Abschnittes der
Glyzin-Rezeptor 3-Untereinheit hatte ebenfalls die Anreicherung von Mena zur Folge. Auch Gephyrin-

spezifische Antikorper koprézipitierten Mena.

war es moglich, zwei der drei bekannten Mena Banden von 140kDa und 88kDa
(Giesemann et al., 2003) im Hirnlysat nach dem GST-Pulldown nachzuweisen (Abb.15
D). Die Negativkontrolle zeigte keine Gephyrin- oder Mena-Bande und bestitigte damit
die Spezifitidt der Bindung. Die Immunprézipitation aus den gleichen Hirnlysaten mit
einem gegen Gephyrin gerichteten Antikorper hatte ebenfalls eine Anreicherung von

Mena zur Folge (Abb.15 C). Somit konnten die Interaktion von Gephyrin mit ena/VASP
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im eukaryontischen Modellsystem, und die Kolokalisation von Gephyrin mit Mena an

inhibitorischen Synapsen eindeutig belegt werden.

3.1.7.4 Ena/VASP agiert als Adapter zwischen Gephyrin und dem Aktin-
Zytoskelett

In den bisherigen Untersuchungen zur Interaktion von Gephyrin mit ena/VASP und dem
Aktin-Zytoskelett wurden transfizierte HEK293T-Zellen oder deren Lysate eingesetzt.
HEK?293T-Zellen enthalten jedoch eine groB3e Anzahl weiterer endogener F-Aktin oder
G-Aktin-bindender Proteine, welche neben ena/VASP als potentielle Linker zwischen
Gephyrin und Aktin in Frage kommen. Um die Interaktion von Gephyrin, ena/VASP
und Aktin erneut in einem zellfreien System zu {iberpriifen, wurde aufgereinigtes G-
Aktin unter polymerisierenden (Zugabe von ATP) oder nicht-polymerisierenden
Bedingungen (ohne ATP) mit aufgereinigtem His-Gephyrin und GST-ena/VASP nach
Herstellerangaben inkubiert, abzentrifugiert (2.2.2.10) und die einzelnen Pellet- und
Uberstandfraktionen anschlieBend analysiert. Die Inkubationen, in denen kein F-Aktin
zugegeben wurde, zeigten keine Anreicherung von Gephyrin oder ena/VASP im Pellet,
unabhéngig davon, ob Gephyrin einzeln oder aber in Kombination mit ena/VASP im
Ansatz vorlag (Abb.16 Reihe 1,2,3). Beide Proteine konnten weiterhin im Uberstand
nachgewiesen werden. Die Bindung von ena/VASP an Gephyrin reicht offensichtlich
nicht aus, um die Proteine zu prézipitieren. Auch die Inkubation von Gephyrin mit F-
Aktin (mit ATP) oder G-Aktin (ohne ATP) fiihrte zu keiner Gephyrin-Prézipitation
(Abb.16 Reihe 6,7). Das Protein konnte weiterhin mit G-Aktin im Uberstand
nachgewiesen werden, wihrend F-Aktin im Pellet detektiert wurde. Dabei handelt es
sich um eine erneute Bestdtigung, dass keine direkte Bindung zwischen Gephyrin und
F-Aktin erfolgt, und dass zur Vernetzung der Proteine ein Linkerprotein bendtigt wird.
Ausschlieflich die Pri-Inkubation von Gephyrin mit ena/VASP hatte eine signifikante
Koprizipitation der beiden Proteine mit polymerisiertem F-Aktin zur Folge (Abb.16
Reihe 4). Sowohl Gephyrin als auch ena/VASP konnten in der Pelletfraktion
nachgewiesen werden, was eine Bindung an F-Aktin bestitigt. Ein geringer Anteil von
Gephyrin wurde zusidtzlich unter nicht polymerisierten Bedingungen im Pellet
nachgewiesen (Abb.16 Reihe 5). Normalerweise sollte ohne ATP keine Transition von

G-Aktin zu F-Aktin erfolgen. Das aufgereinigte G-Aktin konnte jedoch einen geringen
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Abbildung 16: ena/VASP agiert als Linker zwischen Gephyrin und F-Aktin. Aufgereinigtes G-Aktin
wurde mit GST-ena/VASP und/oder His6-Gephyrin mit/ohne ATP fiir 30 min inkubiert, zentrifugiert und
Prizipitat und Uberstand auf Gephyrin-, ena/VASP- und Aktin mittels Western-Blot (WB) analysiert. Es
konnte keine Prazipitation von Gephyrin (Spur 3), ena/VASP (Spur 1) oder beiden Proteinen zusammen
(Spur 2) nachgewiesen werden. Eine Kosedimentation von Gephyrin erfolgte nur in den Ansétzen, die
neben ena/VASP auch F-Aktin enthielten (Spur 4). Ohne ena/VASP konnte Gephyrin nicht im F-Aktin-
Pellet angereichert werden (Spur 6). Eine schwache Gephyrin-Bande war ebenfalls im Prizipitat des G-

Aktin-Ansatzes nachweisbar (Spur 5).

Anteil an F-Aktin-Kontamination enthalten haben, welcher fiir die Vernetzung und
somit fiir die Sedimentierung von Gephyrin ausreichend war. Die Ergebnisse belegen
eindeutig, dass ena/VASP als Linkerprotein die Interaktion von Gephyrin mit F-Aktin
vermittelt und dass diese Bindung ausreicht um Gephyrin an das Aktin-Zytoskelett zu

rekrutieren und zu binden.

3.1.7.5 Mena ist an inhibitorischen Synapsen lokalisiert und wird in Alkaloid-

induzierten F-Aktin-Patches rekrutiert

Giesemann et al. (2003) konnten bereits nachweisen, dass Mena in kultivierten
Neuronen partiell mit Gephyrin kolokalisiert. Um zu analysieren, ob sich diese
Gephyrin/Mena-positiven Kontakte an inhibitorischen Synapsen befinden, wurden
Priméarkulturen hippokampaler Neuronen (Fuhrmann et al., 2002) fiir 3, 6 oder 10 DIV
kultiviert, um die Ausbildung von funktionellen Synapsen zu unterschiedlichern
Entwicklungsstadien zu ermoglichen. Als exemplarisches Beispiel fiir die

nachfolgenden Untersuchungen wurden Kulturen des Entwicklungsstadiums 6 DIV
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Kontrolle 6DIV 6h B Cytochalasin D 50nM 6h

Abbildung 17: Mena ist an inhibitorischen Synapsen lokalisiert und wird in alkaloid-induzierte F-
Aktin-haltige Strukturen rekrutiert. Hippokampale Neuronen (6DIV) wurden fiir 6h entweder mit
DMSO (A) oder 50 nM Cytochalasin D (B) behandelt. A, A1) Mena kolokalisiert partiell mit VIAAT.
A2) Mena-positive Punkte liegen auf dem intakten Dendriten. B, B1) Nach Cytochalasin D-Inkubation
nimmt der Anteil der Mena/VIAAT-positiven Punkte deutlich ab und Mena wird in F-Aktin-Patches
rekrutiert (B2). Bar 16uM und 4 uM

ausgewdhlt. Immunfluoreszenzfairbungen mit einem Mena-spezifischen Antikdrper
ergaben neben einer diffusen Verteilung des Proteins im Soma und im Dendriten der
Neuronen zusitzlich ein punktférmiges Farbemuster in den Dendriten (Abb.17 A, Al
griiner Kanal). Die Mena-positiven Kontakte kolokalisierten fast vollstindig mit dem
prasynaptischen Marker VIAAT (Abb.17 A, Al). Die Anfarbung des Aktin-Zytoskeletts
mit fluoreszent-markiertem Phalloidin ergab eine Uberlappung der Mena-positiven
Kontakte mit den F-Aktin Filamenten in den Dendriten (Abb.17 A2). In HEK293T-
Zellen hatte die Inkubation mit Cytochalasin D eine Rekrutierung des endogenen
ena/VASP-Anteils in die alkaloid-induzierten F-Aktin-Patches zur Folge. Die
Inkubation mit Cytochalasin D (50 nM-200 nM) fiir 1h, 6h oder 3 DIV ergab ab einer
Konzentration von 50 nM Cytochalasin D (6h) eine Rekrutierung von Mena in F-Aktin-
Patches (Abb.17 B2). Der priasynaptische Marker VIAAT war von der Alkaloid-
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Behandlung nicht betroffen (Abb.17 B, B1). Mena ist somit an inhibitorischen Synapsen
lokalisiert und wird in Alkaloid-induzierte F-Aktin-Patches rekrutiert.

3.1.7.6 Die Abhéngigkeit synaptisch-lokalisierter Gephyrinclustern vom Aktin-

Zytoskelett nimmt mit steigender neuronaler Differenzierung ab.

Es ist fiir Mena seit langerem bekannt, dass es bei dynamischen Verdnderungen von F-
Aktin-haltigen Strukturen eine wichtige Rolle spielt. Solche dynamischen
Verianderungen erfolgen hauptsichlich in frithen Stadien der Primarkultur. Wenn Mena
in Neuronen als Adapterprotein zwischen Gephyrin und dem Aktin-Zytoskelett fungiert,
wire zu erwarten, das Cytochalasin D-Inkubationen der hippokampalen Primérkulturen
einen stirkeren Effekt auf die Anzahl und Verteilung der Gephyrincluster in jlingeren
Stadien aufweisen im Vergleich zu differenzierten Kulturen (Kirsch und Betz, 1995;
Allison et al., 2000). Zu diesem Zweck wurden hippokampale Primirkulturen der
Differenzierungsstadien 3 DIV, 6 DIV und 10 DIV fir 1h, 6h, und 3 Tage mit
Cytochalasin D inkubiert und die Anzahl und GroBe der Gephyrincluster pro 50 uM
Dendritenlidnge statistisch ermittelt. Die Alkaloid-Behandlung hatte abhidngig vom
jeweiligen Differenzierungsstadium der Kulturen unterschiedliche Effekte (Abb.18 A-
D). 6 DIV alte Neuronen zeigten bei ansteigender Cytochalasin D-Konzentration etwa
33% Reduktion in der Anzahl der Gephyrincluster pro 50 uM Dendrit (Abb.18 C grauer
Balken), wéhrend in differenzierten Kulturen (10 DIV) bei gleicher Behandlung keine
Abnahme der Gephyrincluster-Anzahl festgestellt werden konnte (Abb.18 D grauer
Balken). Fiir die Anzahl und Verteilung der VIAAT-positiven prasynaptischen Kontakte
konnte in allen untersuchten Entwicklungsstadien nur geringen Einfluss festgestellt
werden (Abb.18 A, Al, B, B2).

Die Variationen in der Grofle einzelnen Gephyrincluster konnte Unterschiede in
ihrer synaptischen Apposition widerspiegeln, wobei groere Gephyrincluster synaptisch
und kleiner Cluster eher extrasynaptisch lokalisiert sind (Allison et al., 2000). Daher
wurden die Cytochalasin D behandelten Neuronen zusitzlich nach den
Grofenunterschieden in den verbleibenden Gephyrincluster quantifiziert (grof3 >1uM;
klein >0,5 uM.). Die statistische Analyse ergab, das die Anzahl kleinerer
Gephyrincluster in den 6 DIV alten Neuronen um bis zu 75% durch die Behandlung
reduziert wurde (Abb.18 C schwarzer Balken), wéihrend die Zahl der groBBeren Cluster

schwicher betroffen war (Abb.18 C weiller Balken). In 10 DIV alten Kulturen dagegen
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Abbildung 18: Die Abhiingigkeit synaptisch-lokalisierter Gephyrinclustern vom Aktin-Zytoskelett
nimmt mit steigender neuronaler Differenzierung ab. Hippokampale Neuronen (6DIV und 10DIV)
wurden fiir 6h mit DMSO (A) oder 50 nM Cytochalasin D (B) behandelt. Nach der Fixierung erfolgte
eine Anfarbung von Gephyrin, VIAAT und des Aktin-Zytoskeletts mittels Alexa-633 Phalloidin (A, A1)
Die Gephyrin-und VIAAT-Farbung (B, B1) deutliche Groenreduktion der synaptischen Gephyrincluster
(C, D) Kontrolle und Behandlung wurden statistisch ausgewertet. Jeweils (5 Aufnahmen (63x) pro
Toxinkonzentration)/pro Experiment. In jedem Bild wurden die Dendriten (ca.10-15) der Neuronen
vermessen (uUM-Linge) und die Anzahl und GréBe der Gephyrin-cluster ermittelt C+D) Gesamt (grauer
Balken) Grofle (>1 uM) Cluster (weiser Balken) und kleine (~0.5 uM) Cluster (schwarzer Balken). Die
Werte wurden auf die Anzahl der Cluster pro 50 uM Dendritenldnge umgerechnet (Mittelwert +/- SEM).
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war keine signifikante Verdnderung in der Zahl der groBen Gephyrincluster nach der
Behandlung mit 50 nM oder 200 nM Cytochalasin D zu verzeichnen (Abb.18 D weiller
Balken). Allerdings war auch hier eine Reduktion der kleineren Kontakte zu beobachten
(Abb.18 D schwarzer Balken). Die Ergebnisse stimmen mit vorherigen Untersuchungen
zur Anzahl und Verteilung von Gephyrincluster in frithen Stadien der synaptischen

Entwicklung iiberein.
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4. Diskussion

Intrazelluldre Signaltransduktionskaskaden sind von fundamentaler Bedeutung fiir
Entwicklungs- und Differenzierungsprozesse von Zellen. Der FEinfluss von
Signalkaskaden auf die Lokalisation und Funktionalitit von GABAa- oder Glyzin-
Rezeptoren wurde bereits intensiv untersucht, doch fiir Rezeptor-assoziierte Proteine
wie Gephyrin existieren nur wenige relevante Daten. Das Ziel der vorliegenden Arbeit
war es, durch pharmakologische Beeinflussung von Schliisselenzymen jene Signalwege
zu identifizieren, welche am Transport von Gephyrin and die Synapse, der
Stabilisierung des Proteins im postsynaptischen Netzwerk oder an seiner Degradierung
beteiligt sind. Die Ergebnisse der pharmakologischen Untersuchungen konnten in zwei

Gruppen eingeteilt werden:

4.1 Signalkaskaden ohne Effekt auf die Gephyrincluster-Verteilung

Die Aktivierung oder Inhibition der ersten Gruppe von Signalkaskaden hatte keinen
Effekt auf die Anzahl und Lokalisation der Gephyrincluster in hippokampalen
Primérkulturen. Die Ergebnisse sind nachfolgend fiir die einzelnen Signalkaskaden
separat diskutiert. Meine Befunde lassen vermuten, dass diese Signalwege in
hippokampalen Neuronen entweder wihrend der analysierten Entwicklungsstadien nicht
an der Regulation der synaptischen Gephyrincluster beteiligt sind, oder aber generell
keinen Einfluss auf die Lokalisation oder Stabilisierung von Gephyrin an der

inhibitorischen Synapse ausiiben.

4.1.1. cAMP/PKA-Signalkaskaden

Vorherige Untersuchungen zur cAMP/PKA-abhingigen Regulation des GABAAa-
Rezeptors ergaben, dass eine Phosphorylierung der p-Untereinheiten des GABAAa-
Rezeptors durch Proteinkinase A (PKA) einen Anstieg oder Reduktion der GABAA-
Rezeptoraktivitit zur Folge hat. Der Effekt ist abhdngig von der jeweiligen Position der
Phosphorylierung (McDonald et al.,, 1998). Da es sich um eine rein funktionelle
Modifikation des Rezeptors handelt und keine Anderung der Oberflichendichte bewirkt
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wird, ist eine Regulation von verankernden Proteinen wie Gephyrin iiber cAMP/PKA-

Signale offensichtlich nicht notwendig.

4.1.2 IP3/PKC-Kinase Signalweg

Die PKC-vermittelte Phosphorylierung von GABAa-Rezeptor -Untereinheiten spielt
eine entscheidende Rolle nicht nur bei der Regulation der Rezeptoraktivitdt (Moss et al.
1992; Machu et al. 1993; Krishek et al. 1994; Brandon et al., 2000; Wang et al. 2003),
sondern auch bei der postsynaptischen Verankerung der Rezeptoren (Meier et al. 2003).
Die PKC-Aktivierung fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der Oberfldchendichte
des GABA-Rezeptors (Connolly et al., 1999; Song et al., 2005). Die Inhibition der
PKC durch Calphostin C ergab in den vorliegenden Untersuchungen jedoch keinen
Effekt auf die Gephyrincluster-Verteilung. Eine mogliche Erkldrung wire, dass die
Reduktion in der GABAa-Rezeptordichte in hippokampalen Neuronen nicht iiber einen
Abbau der postsynaptischen Matrix, sondern iiber eine Anderung der Rezeptor-
Recyclingraten erfolgt. Weitere Untersuchungen der y-Untereinheit des GABAa-
Rezeptors in Riickenmarkkulturen belegen ein potentielles PKC-
Phosphorylierungsmotiv.~ im  zytoplasmatischen =~ Abschnitt ~ zwischen  den
Transmembrandoménen 3 und 4 in einzelnen Spleissvarianten der Untereinheit. Die
PKC-Aktivierung erhohte den Anteil an synaptisch-lokalisierter y-Untereinheit und die
Kolokalisation mit Gephyrin (Meier und Grantyn, 2004). Geht man somit von der
Hypothese aus, dass die Phosphorylierung bestimmter Spleissvarianten der vy-
Untereinheit durch PKC fiir die korrekte synaptische Lokalisation des Rezeptors
verantwortlich ist, so wire bei einer Inhibition der Kinase zwar eine Reduktion der
GABAA-Rezeptor-Oberflachendichte zu erwarten; der Effekt wére aber Gephyrin-
unabhiingig und sollte keine Anderung in der Clusterverteilung zur Folge haben. Meine

Ergebnisse bestitigen diese Hypothese.

4.1.3 Kalzium-abhiingige Signalkaskaden

Die Behandlung der Kulturen mit Tetrodotoxin (TTX), einem Nervengift, das
spannungsaktivierte Natrium-Kanéle in Neuronen blockiert und somit die Auslosung
von Aktionspotentiale verhindert, hatte keine Anderung der Gephyrincluster-Verteilung

zur Folge. Diese Beobachtung steht in Ubereinstimmung mit Untersuchungen an
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hippokampalen Neuronen, bei denen TTX-Inkubation keine Auswirkung auf PSD-95,
GluR1 oder Gephyrin ergab (Harms und Craig, 2005). In embryonalen
Riickenmarkkulturen ~ verhinderte die Blockierung des extrazelluliren Ca®'-
Kalziumeinstroms durch die Inkubation mit TTX nicht nur die postsynaptische
Konzentration der Glyzin-Rezeptoren (Kirsch und Betz, 1998; Levi et al., 1998) sondern
ebenfalls die korrekte Lokalisation von Gephyrin. Dieser Gegensatz konnte
moglicherweise auf unterschiedliche Spleissvarianten von Gephyrin zurilickzufiihren
sein (Liischer und Keller, 2004). Im Vergleich zu Riickenmarkskulturen scheint in
hippokampalen Primarkulturen somit der Ca*"-Einstrom nicht das primére Signal fiir die
Ausbildung der inhibitorischen Synapse und die Konzentration der GABAs-Rezeptoren
zu sein. Es konnte jedoch durchaus regulatorische Funktionen fiir die Unterscheidung
zwischen funktionellen und nicht-funktionellen Kontakten haben.

Eine Erhohung der Ca’’-Konzentration aus intrazelluliren Speichern durch
Stimulation der Zellen mit Thapsigargin fiihrte zu einer selektiven Reduktion der
somatischen Gephyrincluster ohne sichtbaren Effekt auf die dendritische Gephyrin-
Verteilung. Die selektive Reduktion von somatischen Cluster kdnnte auf eine verstérkte
Proteindegradation nach der lokalen Erhdhung des Ca®’-Spiegels hindeuten. Eine
weitere Erkldrung wire eine Verringerung in der Proteinsynthese durch den Ca®'-
Anstieg bei gleich bleibender Degradation der Gephyrincluster. In beiden Féllen wéren
Kontakte in der Ndhe des Somas primir betroffen, wihrend weiter entfernte

dendritische Cluster spéter beeinflusst wiirden.

4.1.4 TrK-Rezeptor-Signalkaskaden

Interessanterweise hatten auch die Inkubationen mit den Neurotrophinen BDNF oder
NT-3 keinen signifikanten Effekt auf die Anzahl oder die Verteilung der
postsynaptischen Gephyrincluster. Untersuchungen zur Wirkung von BDNF auf die
GABAA-Rezeptordichte hitten einen Anstieg in der Anzahl der postsynaptischen
Gephyrincluster erwarten lassen. Die spezifische Aktivierung von Tyrosin-Kinase-
gekoppelten Rezeptoren (TrK) moduliert die GABAA-Oberfldchendichte (Tanaka et al.,
1997; Brunig et al.,, 2001; Rico et al., 2002). Die Ergebnisse sind jedoch
widerspriichlich. BDNF-Behandlung ergab sowohl einem Anstieg in der
Rezeptordichte, der Aktivitit und der postsynaptischen Lokalisation des GABAa-

Rezeptors (Elmariah et al., 2004; Jovanovic et al., 2004), als auch eine Reduktion in der
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Oberflachenexpression und Aktivitit des Rezeptors (Brunig et al., 2001). Applikation
von NT-3 hatte vergleichbar den vorliegenden Ergebnissen keinen Effekt auf die
GABA-Rezeptorverteilung. Die Inhibition des TrK-Signalwegs fithrte zu einer
Abnahme in der Anzahl und der postsynaptischen Lokalisation des Rezeptors (Elmariah
et al., 2004). BDNF-Applikation hatte in den vorliegenden Untersuchungen keinen
Einfluss auf die Lokalisation oder Anzahl der neuronalen Gephyrincluster. Dies konnte
moglicherweise durch das endogen im Kulturmedium enthaltene BDNF erkléart werden.
Sollte die endogene BDNF-Konzentration bereits zu einer vollstindigen Rezeptor-
Sattigung gefiihrt haben, so wiirde eine erneute Zugabe von BDNF keinen signifikanten

Effekt verursachen.

4.2 Signalkaskaden, die an der Stabilisierung postsynaptischer Gephyrincluster
beteiligt sind

Eine Beeinflussung der zweiten Gruppe von Signalkaskaden hatte eine deutliche
Anderung in der Lokalisation und Anzahl der Gephyrincluster zur Folge. Offensichtlich
sind einzelne Signalkaskaden spezifisch an der Lokalisation und Stabilisierung von
Gephyrin in der postsynaptischen Membran inhibitorischer Synapsen beteiligt, wobei
besonders der Phosphorylierungsgrad von Gephyrin entscheidend fiir die Stabilisierung

der postsynaptischen Cluster zu sein scheint.

4.2.1 MAP-Kinase-Signalweg

Inhibition der MAP-Kinase-Kinase (MEK1/2) fiihrte zu einer deutlichen Reduktion der
Gephyrincluster, bis zum vollstdndigen Verlust jeglicher Gephyrin-Immunreaktivitit.
MEK1/2 agieren in der Signalkette unterhalb des Tyrosin-Kinase Rezeptors. Der
Verlust der synaptischen Gephyrincluster deutet auf eine Beteiligung der MAPK-
Signalkaskade an der Stabilisierung der postsynaptischen Kontakte hin und bestétigt
bereits publizierte Effekte von UO0126 auf die Oberflichendichte von GABA,-
Rezeptoren. Die Aktivierung der TrK-Signalkaskade durch Applikation von Insulin
hatte zunéchst einen Anstieg der GABA-Rezeptordichte zur Folge (Wan et al., 1997,
Wang et al., 2003b). Der Anstieg konnte durch Applikation von UO126 selektiv
blockiert werden, nicht jedoch durch PI3-Kinase-Inhibitoren wie Wortmannin oder

Ly294002 (O'Malley et al., 2003). Bulleit et al. (2000) konnten nachweisen, dass nach
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UO126-Inkubation auch die durch BDNF-induzierte Insertion einzelner GABAAa-
Rezeptor-Untereinheiten in die Plasmamembran blockiert wurde.

In den vorliegenden Ergebnissen konnte somit nachgewiesen werden, eine Inhibition
der MAPK-Kaskade durch U0126 nicht nur die GABAx-Rezeptordichte verringert,

sondern ebenfalls die Anzahl der postsynaptischen Gephyrincluster reduziert.

4.2.2 Protein Phosphatasen 1 und 2A

Die Inhibition von PPl und PP2A hatte einen signifikanten Anstieg der
zytoplasmatischen Gephyrinfarbung und eine deutliche Reduktion in der Anzahl der
Gephyrincluster zur Folge (3.1.6.2 Abb.6). Der Effekt ist spezifisch fiir PP1 und PP2A;
PP2B-Inhibitoren verursachten keine Anderung der Gephyrin-Verteilung (3.1.6.1
Abb.6). Die erhohte diffuse Gephyrin-Immunreaktivitit war nicht auf eine
Akkumulation von neu-synthetisiertem Protein oder auf die Zerstorung von
Mikrofilamentstrukturen  zuriickzufiihren. Die Ergebnisse deuten auf eine
Destabilisierung  bereits  synaptisch-lokalisierter =~ Gephyrincluster  hin,  die

moglicherweise auf eine Hyperphosphorylierung des Proteins zuriickzufiihren ist.

Bislang ging man davon aus, dass Regulationen an der Synapse nur iiber eine
direkte Phosphorylierung von GABA- oder Glyzin-Rezeptor-Untereinheiten erfolgen.
Meine Ergebnisse belegen erstmals, dass auch der Phosphorylierungsgrad von
verankernden Proteinen fiir die Regulation synaptischer Kontakte von Bedeutung sein
kann. Okadaic acid und Calyculin A binden jeweils an die katalytische Untereinheit der
Serin/Threonin Protein-Phosphatasen PP1 und PP2A und inhibieren dadurch die
Enzymaktivitdt (Bialojan und Takai, 1988), wenngleich mit unterschiedlichen 1C50-
Werten (Schonthal et al., 1998; Chatfield et al., 2004). Auch bei Inkubation der
Kulturen mit hohen Konzentrationen der PP1/PP2A-Inhibitoren wurde keine Apoptose
in den Primédrkulturen induziert. Dieser Befund bestitigt die publizierte anti-
apoptotische Effekte von Okadaic acid und Calyculin A (Morana et al., 1991; Chatfield
et al., 2004). Interessanterweise dhneln die Destabilisierung der postsynaptischen
Gephyrincluster und der Anstieg der zytoplasmatischen Gephyrin-Immunreaktivitdt im
Zellsoma und den Dendriten bereits publizierten Effekten zur Hyperphosphorylierung
von Tau oder dem Mikrotubuli-assozierten Protein 2 (MAP2). Tau und MAP2 werden
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Abbildung 19: Potentielle PP1-Bindungsstelle im C-Terminus von Gephyrin. Gephyrin besteht aus
drei unterschiedlichen Sequenzabschnitten: einer N-terminalen G-Doméne, einer Poly-Prolin-reichen
Zentralen Domiéne (Linkerregion) und einer C-terminalen E-Doméne. Die Linkerregion enthilt eine

potentielle ena/VASP-Bindungsstelle und der C-Terminus ein potentielles PP1-Motiv.

durch PP2A und teilweise auch PP1 dephosphoryliert (Sanchez et al., 1996). Die
Inhibition der Phosphatasen ergab unter anderem eine Redistribution der Proteine aus
axonalen oder dendritischen Kompartimenten ins Zellsoma (Arendt et al., 1994).
Gephyrin wird ebenfalls an Serin/Threonin Positionen phosphoryliert (Langosch et al.,
1992). In der Sequenz des Proteins befinden sich mehrere potentielle
Phosphorylierungsstellen, einige davon jedoch in Strukturbereichen, welche in vivo
nicht zuginglich sein diirften. Die Linkerregion von Gephyrin dagegen beinhaltet
nebeneiner 14 Aminosduren langen Sequenz, die eine hohe Homologie MAP-2 und Tau
aufweist und als Bindungsmotiv fiir Interaktion mit dem Zytoskelett gehandelt wird,
auch spezifische Ser/Thr-Phosphorylierungsstellen. Hyperphosphorylierungen in diesem
Bereich konnten somit die Bindung von Gephyrin vom Zytoskelett 16sen und eine
Destabilisierung der postsynaptischen Cluster zur Folge haben. Es kann zwar nicht
ausgeschlossen werden, dass eine Hyperphosphorylierung des GABAx-Rezeptors die
Interaktion der y2-Untereinheit des Rezeptors mit Gephyrin beeintrdchtigt und dadurch
eine Destabilisierung der postsynaptischen Matrix auslost. Allerdings hatte die
Inhibition von PP1 und PP2A durch Okadaic acid keinen Effekt auf die GABAx-
Rezeptorverteilung (Minier et al., 2000; Palma et al., 2004).

Immunfarbungen an hippokampalen Neuronen konnten eindeutig bestitigen,
dass PP1-positive Kontakte sowohl in Kolokalisation mit PSD-95 an exzitatorischen
Synapsen als auch in einer kleinen Subpopulation von inhibitorischen, Gephyrin-
positiven Synapsen vorliegen (3.1.6.3 Abb.9). Dies bestitigt vorherige Befunde fiir das
PP1-verankernde Protein Spinophilin, das ebenfalls in einer Subpopulation von

inhibitorischen Synapsen nachgewiesen wurde (Ouimet et al., 2004). Die Lokalisation
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von PP1 in einer Subpopulation von inhibitorischen Synapsen unterstiitzt die Theorie,
dass Dephosphorylierung durch Proteinphosphatasen Zelltyp-spezifisch reguliert wird
(Poisbeau et al., 1999; Nusser et al., 1999). Fiir PP2A wurde sowohl eine Lokalisation
an exzitatorischen als auch inhibitorischen Synapsen publiziert, was in den vorliegenden
Untersuchungen jedoch nicht bestitigt werden konnte. PP2A assoziiert mit dem C-
terminalen Abschnitt der NR3A-Untereinheit des NMDA-Rezeptors und mit der p3-
Untereinheit des GABAa-Rezeptors (Ma et al., 2001; Jovanovic et al., 2004). Die
Koprézipitationsstudien aus transfizierten HEK293T-Extrakten und nativem Hirnextrakt
(3.1.6.5 Abb.11) ergaben, dass Gephyrin, PP1 und PP2A nicht nur gemeinsam an
inhibitorischen Synapsen vorliegen, sondern eine direkte Interaktion von Gephyrin mit
PP1 und PP2A besteht. Dabei handelt es sich um den ersten Nachweis einer direkten
Bindung von Gephyrin an Ser/Thr-Phosphatasen. Die Interaktion wird zusétzlich durch
Sequenzanalysen von Gephyrin gestiitzt, welche das Vorhandensein einer potentiellen
PP1-Bindungsstelle im C-terminalen Abschnitt des Proteins (Abb. 19) belegen. Obwohl
bisher iiber 300 Serin/Threonin-Kinasen identifiziert wurden, sind weniger als 40
entsprechende Ser/Thr-Phosphatasen bekannt (Sim et al., 2003). Trotz dieser geringen
Diversitit verfiigen sie iiber ausgereifte Kontrollmechanismen, um ihre Spezifitit zu
gewihrleisten. Spezifische Phosphatasen werden an festgelegten subzelluldren
Lokalisationen positioniert und die Substratspezifitit durch dynamische Anbindung an
spezielle regulatorische Partner erreicht. Zur Zeit sind etwa 50 unterschiedliche
regulatorische Proteine fiir PP1 bekannt, die meisten davon weisen entweder ein (RVxF)
oder (R/K)X1(V/)X2(F/W) Bindungsmotiv auf, bei dem X1 abwesend oder jede
Aminosdure ohne grofe hydrophobe Seitenketten sein kann, wihrend X2 X1 entspricht
(auBer Phosphoserin) (Sim et al., 2003). Dieses Bindungsmotiv scheint aber oftmals von
zusitzlichen Sequenzen in der Interaktion verstirkt zu werden. Eine Deletion des
entsprechenden Motivs in Gephyrin wird in Kiirze abgeschlossen sein. Handelt es sich
um eine direkt vermittelte Interaktion zwischen Gephyrin und PPI1, so sollte die
Bindung in der Deletionsmutante aufgehoben sein.

PP1 liegt als Teil eines Multiproteinkomplexes an der Synapse vor, der aus der
Phosphatase, der fiir die Lokalisation verantwortlichen regulatorischen Untereinheit und
dem Substratprotein (Bsp. PKA, NMDA-Rezeptor, GABAs-Rezeptor) besteht (Sim et
al., 2003). Es ist anzunehmen, dass PP1 und/oder PP2A gleichfalls als Teil eines Multi-
Protein-Komplexes mit Gephyrin in einer Subpopulation von inhibitorischen Synapsen

vorliegt. Die direkte Bindung von PP1 und/oder PP2A an Gephyrin konnten der
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Regulation des Phosphorylierungsgrades dienen. Eine Hyperphosphorylierung wichtiger
Sequenzabschnitten wie z.B. der Linkerregion konnte unter anderem die Assoziation des
Proteins mit dem Zytoskelett behindern oder sogar 16sen, wéhrend eine
Dephosphorylierung der Bereiche mdglicherweise die Stabilitit der Vernetzung erhoht.
Da die Degradation des Tubulin-Netzwerks keinen sichtbaren Effekt auf die
postsynaptische Lokalisation von Gephyrin und GABAa-Rezeptoren hat (Allison et al.,
2000), scheint eher das Aktin-Zytoskelett eine wichtige Rolle in der Stabilisierung

synaptischer Gephyrincluster auszuiiben.

4.3 Einfluss des Aktin-Zytoskeletts auf die Stabilisierung postsynaptischer
Gephyrincluster

Die Zerstorung des Aktin-Zytoskeletts durch die Alkaloide Cytochalasin D und
Jasplakinolide hatte die Destabilisierung der groBen GFP-Gephyrin-Aggregate und die
Induktion von Gephyrin-Mikroaggregaten zur Folge. Die Mikroaggregate entstanden
durch Destabilisierung der groBen Gephyrin-Aggregate und kolokalisierten mit
Alkaloid-induzierten F-Aktin-Patches. Die Applikation von Latrunkulin dagegen hatte
keinen Effekt und bestétigt frithere Befunde aus hippokampalen Primérkulturen (Allison
et al., 2000). Die gegensitzlichen Effekte sind wahrscheinlich auf unterschiedliche
Wirkungsmechanismen der  Alkaloide  zuriickzufiihren.  Cytochalasine  sind
Pilzmetabolite von geringem Molekulargewicht, die spezifisch mit Aktin interagieren
und eine Reihe von unterschiedlichen Effekten zur Folge haben. Im Fall niedriger
Konzentrationen (~2nM) wird die Anlagerung von monomeren G-Aktin Einheiten durch
das Anbinden der Cytochalasine am Schwanz-(Plus-) Ende von F-Aktin verhindert
(Bonder und Moosker, 1986; Cooper, 1987; Bear et al., 2002). Hohere Konzentrationen
dagegen depolymerisieren F-Aktin und erzeugen fiir Cytochalasin D und Jasplakinolide
stark angereicherte F-Aktin-Patches (Bear et al.,, 2002). Da die Dissoziation in
Mikroaggregate erst bei den Konzentrationen der Alkaloide auftrat, welche ebenfalls zur
Induktion der F-Aktin-Patches fiihrte, kann man davon ausgehen, dass die entstehenden
F-Aktin-Patches die Umverteilung von Gephyrin initiieren. Die Ergebnisse belegen,
dass eine Interaktion von Gephyrin mit dem Aktin-Zytoskelett fiir die Stabilisierung der
Gephyrincluster in HEK293T-Zellen von entscheidender Bedeutung ist.

Da in diesen Experimenten keine direkte Bindung von Gephyrin an F-Aktin

nachgewiesen werden konnte (3.1.7.4 Abb.15), erfolgt die Assoziation wahrscheinlich
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iiber ein Adapterprotein. Als Vermittler zwischen Gephyrin und dem Aktin-Zytoskelett
konnten unter anderem Mitglieder der ena/VASP Familie fungieren (Bear et al., 2002).
Diese Vermutung konnte mittels der durchgefiihrten biochemischen Analysen bestétigt
werden (3.1.7.3 Abb.14). Sie belegen die Bindung von ena/VASP an Gephyrin im
Bereich der Linkerregion (Abb. 19) und nicht wie von Giesemann et al. (2003)
angegeben in der C-terminalen Doméne. Ihre Proteinsequenz enthélt eine Abfolge von
vier aufeinander folgenden Prolinen (188-192) und korrespondiert somit mit der aktuell
publizierten Kernsequenz des ena/VASP Konsensusmotivs (D/EFPPPPXD/E) (Bear et
al., 2002). Dieser Abschnitt der ena/VASP Sequenz vermittelt die Adapterbindung an
polymerisiertes Aktin. Allerdings konnen zusdtzliche G-Aktin und/oder ena/VASP
Bindungsstellen in Gephyrin nicht ausgeschlossen werden (Giesemann et al., 2003). Zur
Interaktion konnten auflerdem andere Aktin- oder Gephyrin-bindende Proteine wie

Profilin (Mammoto et al., 1998; Giesemann et al., 2003; Neuhoff et al., 2005) beitragen.

Die Rolle der ena/VASP Familie an inhibitorischen Synapsen ist nicht aufgeklirt. Das
neuronale ena/VASP-Homolog Mena kolokalisiert mit Gephyrin-positiven synaptischen
Kontakten in hippokampalen Primirkulturen (vorliegende Arbeit; Giesemann et al.,
2003). Nach Alkaloidbehandlung konnte eine Rekrutierung von Mena aus der
synaptischen Lokalisation in F-Aktin-Patches nachgewiesen werden. Interessanterweise
war fiir junge Differenzierungsstadien (6 DIV) ebenfalls eine Reduktion in der Anzahl
und Grofe der endogenen postsynaptischen Gephyrincluster zu verzeichnen. Die
Ergebnisse stehen im Einklang mit fritheren Untersuchungen an Riickenmarkkulturen,
in denen nach Alkaloidbehandlungen dhnliche Auswirkungen auf die Organisation der
postsynaptischen Gephyrincluster beobachtet wurden (Kirsch und Betz, 1995). Welcher
Mechanismus dem Alkaloid-induzierten Verlust der Gephyrincluster in jungen Kulturen
zugrunde liegt, ist jedoch nicht bekannt. Die Alkaloid-Behandlungen der
differenzierteren Kulturen (10-14DIV) dagegen hatte keine signifikante Auswirkung auf
die Grofe oder Anzahl der Gephyrincluster. Dies stimmt mit bisherigen Befunden
iiberein, in denen postsynaptische Gephyrincluster (ebenso wie Glyzin- und GABAx-
Rezeptoren) in differenzierten Kulturen von einer Alkaloid-induzierten Zerstorung des
Aktin-Zytoskeletts nicht beeinflusst werden (Kirsch and Betz, 1995; Allison et al.,
2000). In hippokampalen Primérkulturen war eindeutig eine stirkere Sensitivitdt der
frilhen postsynaptischen Gephyrincluster in undifferenzierten Stadien zu verzeichnen.

Dies konnte auf einen regulatorischen Einfluss des Aktin-Zytoskeletts bei der Initiierung
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von inhibitorischen Synapsen deuten. Die Mena-vermittelte Interaktion zwischen
Gephyrin und F-Aktin konnte dazu beitragen, in hippokampalen Neuronen friihe
inhibitorische postsynaptische Kontakte zu stabilisieren. Eine Zerstorung der
Mikrofilamentstrukturen wiirde so zur Dissoziation von Mena und Gephyrin fithren und
somit zur Aufhebung der Mikrofilament-Stabilisierung der Cluster. Die daraus
resultierende Destabilisierung des postsynaptischen Netzwerkes sollte eine Reduktion in
der GroBe der synaptisch-lokalisierten Gephyrincluster zur Folge haben, welche
moglicherweise auf eine erhohte Degradation von Gephyrin zuriickzufiihren ist. Eine
mogliche Erkldrung, warum Gephyrin im Gegensatz zu Mena nicht in die F-Aktin-
Patches rekrutiert wird, konnte in einer ,,Maskierung® der Bindungsstelle in der

Linkerregion an der Synapse liegen.

4.4 Model

Berticksichtigt man die im Zuge der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten und
frithere Veroffentlichungen, so ergibt sich eine neue Hypothese fiir die Art der

Interaktion von Gephyrin mit dem Aktin-Zytoskelett (Model 1A):

1) Die Positionierung von Gephyrin an inhibitorischen Kontakten scheint von einem
intakten Mikrofilamentsystem abhéngig zu sein. Gephyrin konnte dabei transient iiber
Bindung an Mena mit dem schnell wachsenden Plus-Ende von F-Aktin interagieren und
auf diesem Weg an GABA-Rezeptor positiven Membrandoménen abgelegt werden.
Ein derartiger Prozess konnte durch Interaktion mit Profilin (Mammoto et al., 1998;
Neuhoff et al., 2005) oder anderen Aktin-bindenden und Gephyrin-assoziierten
Proteinen wie Collybistin (Kins et al., 2000; Harvey et al., 2004) unterstiitzt werden. Da
aber das GFP-Gephyrin-d181-243  Deletionskonstrukt — ebenfalls korrekt zu
inhibitorischen Kontakten transportiert wird (Fuhrmann et al., 2002), existiert
offensichtlich ein weiterer unabhingiger Mechanismus fiir eine Aktin-abhingige
Rekrutierung zur postsynaptischen Membran. Ob es sich um einen Transport von an
membranstindige Rezeptoren gebundene Gephyrinclustern handelt, ist nicht bekannt. Es
gibt jedoch Hinweise auf einen aktiven Transport von wahrscheinlich Vesikel-

assozierten Gephyrinclustern in Dendriten (Hanus et al., 2004).

91



4. Diskussion

A GABA ,
3 0 Q

000000 0000000000000 000000000( DOOOOOOOC

000000 0000000000000000000000¢ Il ! | \ 00000000 ¢

(2
PP1/PP2A \
* ot
4

dlc-1

Profilin G

Collybistin
/ l o F-Actin
Tubulin e s
Cdc42 (GDP) <——= Cdc42 (GTP)
B Stabilization Degradation
Mena .
® PP1/PP2A /
. Kinase

Model 1: Regulation von Gephyrin in der postsynaptischen Plasmamembran A) Gephyrin bindet
direkt an Tubulin und dicl. Die Bindung von Gephyrin an RAFT1 spielt wahrscheinlich bei der Kontrolle
der lokalen Proteinsynthese an der Synapse eine Rolle. Die Aktin-regulierenden Proteine ena/VASP,
Profilin und Collybistin ermdglichen eine lokale Regulation des Aktin-Zytoskeletts an der Synapse.
Assoziation von PP1 und/oder PP2A ermoglicht die Regulation des Phosphorylierungsstatus von
Gephyrin. B) Mena agiert als Adapter zwischen Gephyrin und dem Aktin-Zytoskelett. Die Bindung
erfolgt im Poly-Proline-reichen Abschnitt der Linkerregion. Hyperphosphorylierung der Linkerregion
durch eine noch nicht identifizierte Kinase hat die Dissoziation von Mena zur Folge und beeintrachtigt die
Verankerung der Gephyrincluster am Zytoskelett. Gezielte Dephosphorylierung durch PP1 oder PP2A

ermoglicht die Assoziation von Mena und somit die Stabilisierung der postsynaptischen Cluster.

2) In bereits gebildeten inhibitorischen Kontakten dient die Bindung von Gephyrin an
Mena und das Aktin-Zytoskelett der Stabilisierung des postsynaptischen Netzwerkes.
Die  Assoziation  wird  moglicherweise  durch  Phosphorylierung  bzw.
Dephosphorylierung der Linkerregion reguliert (Model 1B). Da die Bindung von Mena
im Bereich der Linkerregion erfolgt, konnte eine Ser/Thr-Hyperphosphorylierung des

entsprechenden Abschnitts mit dem dortigen Bindungsepitop fiir Mena interferieren und
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zur Dissoziation des Proteins fiihren. Dadurch wiirde die Verankerung der
Gephyrincluster am Zytoskelett beeintrachtigt oder geldst und die Degradation erhoht.

Eine Regulation der Bindung von Gephyrin an Mena iiber den Grad der
Phosphorylierung konnte somit dynamische Anderungen des postsynaptischen
Netzwerkes vermitteln, welche Vorraussetzung fiir eine konstante synaptische Plastizitét
sind. Das Aktin-Zytoskelett wiirde somit eine transiente Rolle fiir die Ausbildung und
Stabilisierung des Gephyrin-Netzwerkes in der frithen Entwicklung von inhibitorischen

GABAergen Synapsen austiben.
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5. Zusammenfassung

Neuronen haben fiir die Informationsiibertragung untereinander spezielle Strukturen
entwickelt, welche als Synapsen bezeichnet werden. Um eine schnelle und prizise
synaptische Signaliibertragung zu gewihrleisten, ist eine hohe Konzentration von
Neurotransmitter-regulierten lonenkanélen in der postsynaptischen Plasmamembran
notwendig. Die spezifische Verankerung der Rezeptoren wird durch intrazellulédre
Proteine der Postsynapse vermittelt. Das periphere Membranprotein Gephyrin spielt
eine essentielle Rolle in der synaptischen Lokalisation von Glyzin- und GABAAa-
Rezeptoren an inhibitorischen Synapsen. Um das postsynaptische Netzwerk zu
stabilisieren, ist eine Interaktion von Gephyrin mit Proteinen der Mikrofilamente und
der Mikrotubuli nétig.

In der vorliegenden Arbeit sollte analysiert werden, wie Gephyrin mit dem
Aktin-Zytoskelett interagiert, und ob die GroBe und Stabilitit neuronaler
Gephyrincluster durch das Aktin-Zytoskelett reguliert wird. Dies wurde mittels
Expression von GFP-Gephyrin-Konstrukten in HEK293T-Zellen und Aktin-
depolymerisierende  Alkaloidbehandlung von hippokampalen Primérkulturzellen
untersucht. Der Einfluss unterschiedlicher Signalkaskaden auf die Lokalisation und
Funktionalitit von GABAA- oder Glyzin-Rezeptoren wurde bereits intensiv untersucht,
jedoch fiir Rezeptor-assoziierte Proteine wie Gephyrin existierten nur wenig relevante
Daten. Ein weiteres Ziel war daher, durch pharmakologische Beeinflussung von
Schliisselenzymen in hippokampalen Primirkulturen jene Signalwege zu identifizieren,
die am Transport von Gephyrin, seiner Stabilisierung im postsynaptischen Netzwerk
und seinem Abbau beteiligt sind.

Im Verlauf der Arbeit konnte belegt werden, dass das Aktin-regulierende
Phosphoprotein ena/VASP als Adapter die Interaktion von Gephyrin mit F-Aktin
vermittelt, und dass diese Bindung ausreicht, um Gephyrin an das Aktin-Zytoskelett zu
rekrutieren. Entgegen fritheren Veroffentlichungen konnte die Bindung von ena/VASP
im Bereich der sog. Linkerregion von Gephyrin nachgewiesen werden. Aktin-
depolymerisierende Alkaloidbehandlungen von hippokampalen Neuronen bestdtigten,
das die Lokalisation von Gephyrin an sich entwickelnden inhibitorischen Kontakten von
einem intakten Mikrofilamentsystem abhingig zu sein scheint. Das Aktin-Zytoskelett
konnte somit eine transiente Rolle in der Ausbildung und Stabilisierung des Gephyrin-
Netzwerkes in der frithen Entwicklung von inhibitorischen GABAergen Synapsen
haben, wihrend die Abhéngigkeit der synaptisch-lokalisierten Gephyrincluster vom
Aktin-Zytoskelett mit steigender neuronaler Differenzierung abnimmt.

Zusitzlich konnte erstmals der Einfluss einzelner Signaltransduktionskaskaden
auf die synaptische Lokalisation von Gephyrin nachgewiesen werden. Dabei hatte die
Inhibition der Protein-Phosphatasen 1 und 2A eine Destabilisierung synaptisch-
lokalisierter Gephyrincluster bei gleichzeitigem Anstieg der zytoplasmatischen
Immunreaktivitidt zur Folge. Dies ist mdglicherweise auf eine Hyperphosphorylierung
wichtiger Sequenzabschnitten von Gephyrin zuriickzufiihren, wobei Anderungen im
Phosphorylierungsstatus der Linkerregion von Gephyrin unter anderem die Assoziation
mit dem Zytoskelett beeintrdachtigen oder 16sen konnten. Umgekehrt konnte eine
Dephosphorylierung  moglicherweise die  Stabilitit der Vernetzung erhoht.
Koprézipitationsstudien konnten zusitzlich nachweisen, dass Gephyrin, PP1 und PP2A
nicht nur gemeinsam an inhibitorischen Synapsen vorliegen, sondern dass eine direkte
Interaktion besteht. Dabei handelt es sich um den ersten Nachweis einer direkten
Bindung von Gephyrin an Ser/Thr-Phosphatasen. Die Komplexbildung von PP1 und
PP2A mit Gephyrin kénnten der Regulation des Phosphorylierungsgrades dienen. Der
genaue Mechanismus wird jedoch in weiteren Experimenten zu untersuchen sein
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7.1 Abkiirzungsverzeichnis

AK
BBS
bp
BSA
cDNA
Cy3
DNA
DIV
dNTP
DTT
dUTP
E.Coli
EDTA
EGTA
GABA
GABAA-R
GEF
GFP
GlyR
GST
GTP
HA
HBS
HEK
HEPES
HRP
IF

IP
IPTG
kDa
LB
MES
mRNA
i

um
mM
mRNA
nit
PAGE
PBS
PCR
PSD
RT
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SDS

Antikorper

BES-gepufferte Saline
Basenpaare
Rinderserumalbumin
komplementidre DNA
Indocarbocyanin
Desoxyribonucleinsidure

Tag/e in Kultur
Desoxyribonucleotidtriphosphat
Dithiothreitol
2’-Desoxy-Uracil-5’-Triphosphat
Escherichia Coli
Ethylendiamintetraacetat
Ethylenglycol-bis-(2-aminoethyl)-tetraacetat
y-Aminobuttersdure

GABA s-Rezeptor
Guaninnucleotidaustauschfaktor
griin fluoreszierendes Protein
Glyzin-Rezeptor
Glutathion-S-Transferase
Guanosintriphosphat
Héamagglutinin
HEPES-gepufferte Saline
Human embryonic kidney
N-[2-Hydroxyethyl]-Piperazin-N"-[2-Ethansulfonséure]
Horseradish Peroxidase
Immunfarbung
Immunprézipitation
[sopropyl-p-D-thiogalactopyranosid
kilodalton

Luria-Bertani
2-Morpholinoethansulfonsiure
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Mikroliter

Mikrometer

Milimolar

boten Ribonucleinsédure
Nitratreduktase
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphat-gepufferte Saline
Polymerasekettenreaktion
postsynaptische Dichte
Raumtemperatur

Umdrehung pro Minute
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SEM Standard Error of the Mean

TE Tris-EDTA

Tris Trishydroxymethylaminomethan

U Unit

WB Western Blot

v/v Volumen/Volumen

w/v Gewicht/Volumen

VIAAT Vesicular inhibitory amino acid transporter
X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indoyl-f3-D-Galactosid)

7.2 Abbildungsverzeichniss

Abbildung 1: Struktur und Diversitit von inhibitorischen Neurotransmitter-Rezeptoren a)
Allgemeiner Aufbau eines Liganden-gesteuerten Ionenkanals: Vier hydrophobe Transmembrandoménen
(TM). Der groe N-terminale Abschnitt liegt extrazelluldr und beinhaltet sowohl die Neurotransmitter- als
auch zuséitzliche modulatorische Bindungsstellen. Die intrazelluldre Doméne zwischen TM3 und TM4 ist
der am wenigsten konservierte Abschnitt und enthilt mehrere Konsensusmotive fiir Ser/Thr—und Tyr-
Phosphatasen. b) Pentamerer Aufbau von GABAA-, GABAc- und Glyzin-Rezeptor-Subtypen. Die
Mehrheit der GABA 5 Rezeptoren besteht aus o, f and y-Untereinheiten im Verhéltnis 2:2:1. Die 9, € and
0 Untereinheiten konnen in einigen Subtypen die y Untereinheit ersetzen. GABA¢ Rezeptoren bestehen
aus pl-3 Untereinheiten. Glyzin-Rezeptoren sind ebenfalls pentamer aufgebaut und setzen sich aus den

Untereinheiten oo und  zusammen im Verhéltnis 2:3 (Abbildung modifiziert aus Moss und Smart, 2001).

Abbildung 2: Die Konzentration von Glyzin-Rezeptoren in der postsynaptischen Plasmamembran
erfolgt durch die intrazellulire Bindung an Gephyrin. Das Gephyrinnetzwerk verankert die
Rezeptoren direkt mit dem Mikrotubuliskelett. Die Aktin regulierenden Proteine Profilin und Collybistin
sind zusitzliche Interaktionspartner von Gephyrin und ermoglichen eine lokale Regulation des Aktin-
Zytoskelettes an der Synapse. Die Bindung von Gephyrin an RAFT1 kdnnte in der lokalen synapsen-

spezifischen Proteinsynthese eine Rolle spielen (Moss und Smart, 2001)

Abbildung 3: Einfluss von Gephyrin auf a) aktivitits-abhéingige oder b) durch tropische Faktoren
regulierte Signalwege an der inhibitorischen Synapsen. Ca’"-Einstrom und die lokale Aktivierung der
Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) sind mdglicherweise ausschlaggebend fiir den Aufbau des
postsynaptischen Gephyrin-Netzwerkes an sich entwickelnden inhibitorischen Synapsen. Die genaue
Wirkung des lokal erhdhten Ca®'-Einstroms ist noch unbekannt, beeinflussen aber sehr wahrscheinlich
das Aktin- und Tubulin-Zytoskelett. Die Aktivierung der PI3K konnte iiber entsprechende G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren erfolgen, die entweder auf noch unbekannte ,,Induktions-Faktoren* oder Hormone
als Liganden reagieren. Der resultierende Anstieg von PtdIns(3,4,5)P; konnte seinerseits zur Rekrutierung
von Collybistin und Profilin an die Membran fiihren und dadurch lokale Anderungen des Aktin-
Zytoskelettes auslosen. Durch Bindung an membran-assoziertes Collybistin und Profilin konnte Gephyrin

an die Synapse rekrutiert werden. Die erhdhte lokale Konzentration von Gephyrin wiederum stimuliert die
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Kinaseaktivitdt von RAFT1 und beeinflusst die synaptische Proteinsynthese. (Model nach Kneussel und

Betz., 2000)

Abbildung 4: Der Verlust der Gephyrin-Immunreaktivitit nach Inkubation mit Pertussistoxin
(PTX) ist auf apoptotische Nebeneffekte des Toxins zuriickzufiihren. Hippokampale Priméarkulturen
(14 DIV) wurden fiir 24h mit 10 ug/ml PTX behandelt. A) Die Kontrollfirbung zeigt eine normale
Gephyrincluster-Verteilung (griiner Kanal), den prasynaptischen Marker VIAAT (roter Kanal) und grof3e
ovale Zellkerne vitaler Neuronen (blauer Kanal) B) Nach Behandlung mit PTX war keine
Gephyrinfarbung mehr detektierbar (griiner Kanal); die VIAAT-Farbung erschien diffuser im Vergleich
zur Kontrolle (roter Kanal), wiahrend eine deutliche Chromatinkondensation des Kern zu verzeichnen war

(blauer Kanal).

Abbildung S: Inkubation mit dem MEK1/2 Inhibitor U0126 fiihrt zum Verlust der Gephyrin-
Immunreaktivitit. Hippokampale Primérkulturen (14 DIV) wurden fiir 6h mit 50 uM U0126 oder
U0124 behandelt. A) Die Kontrollfarbung zeigt die normale Gephyrincluster-Verteilung (griiner Kanal
und VergroBerung), den prisynaptische Marker VIAAT (roter Kanal und VergroBerung) und die
synaptische Lokalisation beider Proteine (Merge und Vergréflerung) B) Nach Behandlung mit U0126 ist
keine Gephyrinfarbung mehr nachweisbar (griiner Kanal und Vergroferung); wéhrend die VIAAT-
Féarbung der Kontrolle entspricht (roter Kanal und Vergréferung). C) Inkubation mit U0124 hat keinen
Einfluss auf die Gephyrin- oder VIAAT-Farbung (griiner, roter Kanal, Merge und Vergréf3erung)

Abbildung 6: Die Inhibition von PP1 / PP2a fiihrt zu einer Reduktion der synaptisch-lokalisierten
Gephyrincluster und einem Anstieg der zytoplasmatischen Gephyrin-Immunreaktivitit.
Hippokampale Primérkulturen (14 DIV) wurden fiir 6h mit Phosphatase-Inhibitoren behandelt. A)
Gephyrin-Immunreaktivitdt der Kontrolle (griiner Kanal), der présynaptische Marker VIAAT (roter
Kanal) und die synaptische Kolokalisation (Merge). B) FK506 Behandlung hatte keinen Effekt auf
Gephyrin (griiner Kanal), VIAAT (roter Kanal) oder den Anteil der synaptischen Kolokalisation (Merge).
C) Okadaic acid Inkubation fiihrte zu einem Anstieg der zytoplasmatischen Gephyrinfarbung (griiner
Kanal), die VIAAT-Verteilung wurde nicht beeinflusst (roter Kanal). Der Anteil der synaptisch-
lokalisierten Gephyrincluster war reduziert (Merge). D) Calyculin A Behandlung hatte einen Anstieg der
diffusen Gephyrinfarbung zur Folge (griiner Kanal), bei normaler VIAAT-Farbung (roter Kanal). Es war
ebenfalls eine deutliche Reduktion in der synaptischer Lokalisation der verbleibenden Gephyrincluster zu

verzeichnen (Merge).

Abbildung 7: Der Anstieg der zytoplasmatischen Gephyrinfirbung ist nicht auf eine Zerstorung des
Aktin-Zytoskelettes zuriickzufiihren. Hippokampale Primérkulturen (14 DIV) wurden fiir 3h mit
200 nM Okadaic acid oder 50 nM Calyculin A behandelt. A+Al) In der Kontrolle erkennt man
Gephyrincluster im Soma und den Dendriten, ohne zytoplasmatische Immunreaktivitit (griiner Kanal)
A2+A3) Anfirbung des Aktinzytoskelett mit Phalloidin zeigen die intakte Struktur der Dendriten (grauer
Kanal). B+B1) 50 nM Calyculin A hat einen Anstieg der zytoplasmatischen Gephyrin-Immunreaktivitit
zur Folge (griiner Kanal). B2+B3) Die Struktur des Aktin-Zytoskelett entspricht der Kontrolle (grauer
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Kanal). C+C1) 200 nM Okadaic acid hatten einen Anstieg der diffusen Gephyrin-Immunreaktivitit zur
Folge (griiner Kanal). C2+C3) die Struktur des Aktin-Zytoskelett wird dabei nicht beeintréchtigt (grauer
Kanal).

Abbildung 8: PP1 kolokalisiert partiell mit Gephyrin und PSD-95. Hippokampalen Primérkulturen
(6DIV) wurden gegen PP1, PSD-95 und Gephyrin angefarbt. A) Es ist eine deutliche Anreicherung (ca.
15-20% aller Cluster) des endogenern PP1-Anteils (roter Kanal) in Gephyrinclustern (griiner Kanal) zu
erkennen (Merge). Al) Vergroflerungen des Dendriten zeigen ebenfalls eine partielle Kolokalisation
(Merge) von PP1 (roter Kanal) mit Gephyrin (griiner Kanal). B) Farbungen mit PSD-95 (griiner Kanal)

ergaben zusétzlich eine partielle Kolokalisation (Merge) mit PP1 (roter Kanal).

Abbildung 9: PP2A kolokalisiert nicht mit GABA,ol-positiven inhibitorischen Synapsen.
Hippokampale Primérkulturen 14 DIV wurden gegen Gephyrin, GABA ol und PP2A gefirbt. A+Al)
Gephyrin-Immunreaktivitdt (griiner Kanal) kolokalisiert zu etwa 90% mit GABAal (roter Kanal).
B+B1) Endogene PP2A-Immunreaktivitit (griiner Kanal) zeigte keine Uberlappung (Merge) mit
GABA  01-Firbung.

Abbildung 10: Endogenes PP1 wird in Gephyrin-Makroaggregaten angereichert. GFP-Gephyrin
wurde fiir 7 h in HEK293T-Zellen exprimiert und die Lokalisation des endogenen PP1 und PP2A-Anteils
der Zellen mittels Immunfarbung analysiert. A) Es ist eine deutliche Anreicherung des endogenen PP1-
Anteils (roter Kanal) in den Gephyrin-Makroaggregaten (griiner Kanal) zu erkennen (Merge). Die PP2A-
Immunreaktivitét lag diffus verteilt vor (Roter Kanal) und es zeigte sich keine erhdhte Konzentration in

den GFP-Gephyrin-Aggregaten (Merge).

Abbildung 11: PP1 und PP2A koprizipitieren mit Gephyrin in vitro. A) HEK 293T-Zellen wurden
mit GFP-Gephyrin fiir 24h transfiziert. Lysate der transfizierten HEK293T-Zellen und Hirnlysat wurden
fiir Immunprézipitationen (IP) eingesetzt und mittels Western Blot (WB) analysiert. A) Prézipitationen
gegen PP1 und PP2A hatten eine Anreicherung von Gephyrin aus transfizierten HEK293T-Zellen und aus
adultem Hirnlysat zur Folge. Gephyrin-Antikorper koprézipitierten ihrerseits PP1 und PP2A.
Untransfizierte HEK293T-Zellen zeigten keine Anreicherung von PP1, PP2A oder Gephyrin. B) GST-
Fusionsproteine von Gephyrin (GST-Gephyrin) und dem C-terminalen Abschnitt von Gephyrin (GST-
GE45) waren in der Lage, PP2A aus adultem Rattenhirnlysat anzureichern. Die GST-Kontrolle zeigte

keine Koprézipitation.

Abbildung 12: Alkaloid-induzierte Degradation des Aktin-Zytoskeletts fiihrt zur Bildung von
Gephyrin-Mikroaggregaten, die mit F-Aktin-Patches kolokalisieren. HEK293T-Zellen wurden mit A)
GFP-Gephyrin oder B) GFP-Gephyrin-d181-243 fiir 4h transfiziert, bevor sie fiir weitere 3h mit 2 uM der
angegebenen Alkaloide behandelt wurden. Inkubation mit Latrunkulin hatte keine Auswirkung auf die
Verteilung der Gephyrin-Aggregate (A, C). Jasplakinolide und Cytochalasin D Behandlung hatte einen
signifikanten Anstieg der Zellen mit Gephyrin-Mikroaggregaten zur Folge (D,E), die mit F-Aktin Patches
kolokalisierten. (B) Der Effekt ist abhéngig von der Gephyrin-Linkerregion, da die Deletionsmutante
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GFP-Gephyrin-d181-243 in allen Behandlungen der Kontrolle entspricht. Fiir die quantitative Analyse der
Transfektionen wurden jeweils 100 Zellen pro Deckglas ausgewertet (Abb.1A; unbehandelt) und die
transfizierten Zellen in Gruppen mit a) diffuser Verteilung des Proteins ohne Aggregate (ausgefiillter
Kreis), b) weniger als 20 Aggregaten pro Zelle (leerer Kreis) und ¢) mehr als 20 Aggregaten pro Zellen

(ausgefiillte Dreiecke) eingeteilt

Abbildung 13: GFP-y-Aktin wird bei Koexpression mit VSV-Gephyrin in Gephyrin-
Makroaggregate und in Alkaloid-induzierte Mikroaggregate rekrutiert. A) Koexpression von GFP-y-
Aktin (griiner Kanal) mit VSV-Gephyrin (roter Kanal) zeigt eine deutliche Anreicherung in den
Gephyrin-Makroaggregaten (Merge). B+B1) Behandlung der Zellen fiir 3 h mit 2 pM Cytochalasin D
fiihrte zu einer Anreicherung von GFP-y-Aktin in den Alkaloid-induzierten Gephyrin-Mikroaggregaten.

Abbildung 14: ena/VASP wird in Gephyrin-Aggregaten angereichert; die Rekrutierung ist
abhingig von den Aminosiuren 181-243. HEK 293T-Zellen wurden fiir 4 h mit GFP-Gephyrin (A, B)
oder GFP-Gephyrin-A181-243 (C, D) transfiziert und fiir 3 h mit DMSO (A, C) oder 2 uM Cytochalasin
D (B, D) behandelt. (A) Die Anfirbung des endogenen ena/VASP-Anteils ergab eine deutliche
Anreicherung in den Gephyrin-Makroaggregaten der unbehandelten Zellen und den (B) Gephyrin-
Mikroaggregaten nach der Inkubation mit Cytochalasin D. (C) Die Deletionsmutante GFP-Gephyrin-
A181-243 zeigte keine Anreicherung von ena/VASP in den Makroaggregaten. (D) Die Mutante bildete
keine Gephyrin-Mikroaggregate nach Cytochalasin D Behandlung, und der endogene ena/VASP-Anteil

wurde in F-Aktin-Patches rekrutiert.

Abbildung 15: ena/VASP interagiert mit Gephyrin und Aktin unter anderem iiber die
Aminosiiuren 181-243. A) HEK 293T Zellen wurden transfiziert mit GFP-Gephyrin oder GFP-Gephyrin-
A181-243 fiir 24h, lysiert und mittels Immunprézipitation (IP) und Western Blot (WB) analysiert. (A)
Prizipitationen mit VASP-spezifischen Antikorper ergaben eine Koprézipitation von GFP-Gephyrin und
GFP-Gephyrin A181-243. Es war eine deutliche Reduktion in der Anreicherung der Deletionsmutante zu
verzeichnen (B) GST-Fusionsproteine des N-terminalen (1-181) und C-terminalen (316-736) Abschnitts
von Gephyrin, der Linkerregion (169-323) und Gephyrin-Volldnge wurden mit His-VASP inkubiert. Nur
Gephyrin-Volldnge und die Linkerregion waren in der Lage, VASP zu binden. (C) Aufreinigung von
Gephyrin aus Hirnextrakten durch Bindung an ein GST-Fusionsprotein des intrazelluldren Abschnittes der
Glyzinrezeptor B-Untereinheit hatte ebenfalls die Anreicherung von Mena zur Folge. Auch Gephyrin-

spezifische Antikdrper koprézipitierten Mena.

Abbildung 16: ena/VASP agiert als Linker zwischen Gephyrin und F-Aktin. Aufgereinigtes G-Aktin
wurde mit GST-ena/VASP und/oder His6-Gephyrin mit/ohne ATP fiir 30 min inkubiert, zentrifugiert und
Prizipitat und Uberstand auf Gephyrin-, ena/VASP- und Aktin mittels Western-Blot (WB) analysiert. Es
konnte keine Prizipitation von Gephyrin (Spur 3), ena/VASP (Spur 1) oder beiden Proteinen zusammen
(Spur 2) nachgewiesen werden. Eine Kosedimentation von Gephyrin erfolgte nur in den Ansétzen, die

neben ena/VASP auch F-Aktin enthielten (Spur 4). Ohne ena/VASP konnte Gephyrin nicht im F-Aktin-

111



7. Anhang

Pellet angereichert werden (Spur 6). Eine schwache Gephyrin-Bande war ebenfalls im Prézipitat des G-

Aktin-Ansatz nachweisbar (Spur 5).

Abbildung 17: Mena ist an inhibitorischen Synapsen lokalisiert und wird in alkaloid-induzierte F-
Aktin-haltige Strukturen rekrutiert. Hippokampale Neuronen (6DIV) wurden fiir 6h entweder mit
DMSO (A) oder 50 nM Cytochalasin D (B) behandelt. A, A1) Mena kolokalisiert partiell mit VIAAT.
A2) Mena-positive Punkte liegen auf dem intakten Dendriten. B, B1) Nach Cytochalasin D-Inkubation
nimmt der Anteil der Mena/VIAAT-positiven Punkte deutlich ab und Mena wird in F-Aktin-Patches
rekrutiert (B2).

Abbildung 18: Die Abhiingigkeit synaptisch-lokalisierter Gephyrinclustern vom Aktin-Zytoskelett
nimmt mit steigender neuronaler Differenzierung ab. Hippokampale Neuronen (6DIV und 10DIV)
wurden fiir 6h mit DMSO (A) oder 50 nM Cytochalasin D (B) behandelt. Nach der Fixierung erfolgte
eine Anfarbung von Gephyrin, VIAAT und des Aktin-Zytoskelettes mittels Alexa-633 Phalloidin (A, A1)
Die Gephyrin-und VIAAT-Férbung (B, B1) deutliche Gréf3enreduktion der synaptischen Gephyrincluster
(C, D) Kontrolle und Behandlung wurden statistisch ausgewertet. Jeweils (5 Aufnahmen (63x) pro
Toxinkonzentration)/pro Experiment. In jedem Bild wurden die Dendriten (ca.10-15) der Neuronen
vermessen (uWM-Lange) und die Anzahl und GréBe der Gephyrin-cluster ermittelt C+D) Gesamt (grauer
Balken) GroBle (>1 uM) Cluster (weiser Balken) und kleine (~0.5 pM) Cluster (schwarzer Balken). Die
Werte wurden auf die Anzahl der Cluster pro 50 M Dendritenlinge umgerechnet (Mittelwert +/- SEM).

Abbildung 19: Potentielle PP1-Bindungsstelle im C-Terminus von Gephyrin. Gephyrin besteht aus
drei unterschiedlichen Sequenzabschnitten: einer N-terminalen G-Doméne, einer Poly-Prolin-reichen
Zentralen Domiéne (Linkerregion) und einer C-terminalen E-Doméne. Die Linkerregion enthilt eine

potentielle ena/VASP-Bindungsstelle und der C-Terminus ein potentielles PP1-Motiv.

Model 1: Regulation von Gephyrin in der postsynaptischen Plasmamembran A) Gephyrin bindet
direkt an Tubulin und dlcl. Die Bindung von Gephyrin an RAFT]1 spielt wahrscheinlich bei der Kontrolle
der lokalen Proteinsynthese an der Synapse eine Rolle. Die Aktin-regulierenden Proteine ena/VASP,
Profilin und Collybistin ermdglichen eine lokale Regulation des Aktin-Zytoskeletts an der Synapse.
Assoziation von PP1 und/oder PP2A ermdglicht die Regulation des Phosphorylierungsstatus von
Gephyrin. B) Mena agiert als Adapter zwischen Gephyrin und dem Aktin-Zytoskelett. Die Bindung
erfolgt im Poly-Proline-reichen Abschnitt der Linkerregion. Hyperphosphorylierung der Linkerregion
durch eine noch nicht identifizierte Kinase hat die Dissoziation von Mena zur Folge und beeintrachtigt die
Verankerung der Gephyrincluster am Zytoskelett. Gezielte Dephosphorylierung durch PP1 oder PP2A

ermoglicht die Assoziation von Mena und somit die Stabilisierung der postsynaptischen Cluster.
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