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1. Einleitung

1.1 Gamma-Aminobuttersaure (GABA)

Gamma-Aminobuttersaure ist der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter des
motorischen Systems im Zentralnervensystem von Saugetieren. Etwa ein Drittel
aller Synapsen im Saugerhirn sind GABAerg (Bloom et al., 1971; Turner et al.,
1983). Die meisten GABAergen Neurone sind inhibitorische Interneurone, d.h.
Neurone mit kurzem Axon und lokaler Verschaltung (Goodchild, 1993). GABA
ist im ZNS weit verbreitet, wobei insgesamt hohere Konzentrationen im
Vergleich zu anderen Neurotransmittern gefunden wurden (Enna et al., 1976).
Die hochsten Konzentrationen finden sich in den Basalganglien, im
Hippokampus, im Kleinhirn und im Hypothalamus, sowie in den Riuckenmarks-
Hinterhornern (Goodchild, 1993).

Im Zytosol einer Nervenzelle findet sich eine Konzentration von 50-150uM
(Fykse et al., 1988) wahrend der extrazellulare Spiegel unter 1uM liegt
(Erecinska, 1987). Im peripheren Gewebe sowie in Organen wie Leber, Niere
und Pankreas kann GABA ebenfalls in niedrigen Konzentrationen nach-
gewiesen werden.

Das im Gehirn vorkommende GABA ist endogenen Ursprungs, da es in der
Regel nicht fur die Blut-Hirn-Schranke durchlassig ist. Es entsteht im
Stoffwechsel aus Glukose, welche Uber den Zitratzyklus in a-Ketoglutarsaure
und weiter durch die Pyridoxal-5-Phosphat-Transaminase (PALP) in den
Mitochondrien der GABAergen Neurone in Glutamat umgewandelt wird.
Glutamat wird dann wiederum ins Zytosol transportiert und dort mit Hilfe der
Glutaminsauredecarboxylase (GAD) zur GABA metabolisiert. Es sind zwei
Isoformen der GAD bekannt, die sich unter anderem in ihrer Grofde und
Aminosauresequenz  unterscheiden. Sie werden entsprechend der
Sequenzlange GADss und GADs7 genannt (Erlander et al., 1991). Die GADess
liegt hauptsachlich als inaktives, PALP-abhangiges Apoenzym vor, wahrend die
GADe7 zu einem grof3en Anteil als aktives, bereits an PALP gebundenes
Holoenzym zur Verfugung steht. Nach Kaufman, Houser und Tobin (1991)
zeigen lediglich Inhibitoren PALP-abhangiger Enzyme einen Einfluss auf die
Aktivitat des GADes-Isoenzyms.
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Ein weiterer Unterschied findet sich in der subzellularen Verteilung der
Isoenzyme. Wahrend die GADes hauptsachlich in Terminalien von GABAergen
Neuronen gefunden werden konnte, zeigte sich von GADe7 eher eine
gleichmalige Verteilung in Zellkorpern und Nervenendigungen (Esclapez et al.,
1994). Es wird davon ausgegangen, dass GADgs mit vesikularen Membranen
assoziiert und somit fur die Produktion vesikular freigesetzter GABA
verantwortlich ist. Dahingegen wird GADe7 mit der Produktion von GABA-
Molekulen eines nicht-vesikularen GABA-Pools in Verbindung gebracht
(Ruppert et al., 1993).

Bereits ab dem 12.Tag des Embryonalstadiums lasst sich GABA im ZNS von
Nagern nachweisen (Lauder et al., 1986; Lauder et al., 1998). Es konnte in
mehreren Arbeiten nachgewiesen werden, dass das GABAerge Neuro-
transmittersystem eine wesentliche Rolle in der Beeinflussung der neuronalen
Entwicklung (Michler et al., 1990; Barbin et al., 1993; Liu et al., 1997), des
neuronalen Uberlebens (Liu et al., 1997; lkeda et al., 1997; Fiszman et al.,
1999), der Synaptogenese (Belhage et al., 1998), Zellproliferation (Fiszman et
al., 1999) und Zellmigration (Behar et al., 1994; Behar et al., 2000) spielt. Bei
bestimmten Epilepsieformen, bei Angststorungen, sowie Lern und Gedachtnis-
defiziten konnen Storungen des GABA-Systems vorliegen (Goodchild, 1993).

1.1.1 Die synaptische Ubertragung von GABA

Durch ein ankommendes Aktionspotential an der prasynaptischen Membran
werden spannungsabhangige Kalziumkanale aktiviert, was zum Einstrom
extrazellularen Kalziums in die Zelle fuhrt und die Freisetzung des Transmitters
GABA aus den Vesikeln in den synaptischen Spalt bewirkt (Katz et al., 1970;
Haycock et al.,1978; Sandoval, 1980; McMahon et al.,1991). AnschlielRend
diffundiert GABA durch den synaptischen Spalt und binden an GABA-
spezifische Rezeptoren der postsynaptischen Membran. Die Bindung von
GABA an seinen spezifischen Rezeptor bewirkt die Entstehung eines IPSCs
(inhibitorischen postsynaptischen Stromes) durch Einstrom von Chlorid, was
wiederum die Entstehung eines IPSPs (inhibitorisches postsynaptisches
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Potential) zur Folge hat. Das heif3t, eine Hyperpolarisation der postsynaptischen
Membran (Sakmann et al., 1983; Schofield et al., 1987; Betz, 1990;
Stephenson, 1991; Delorey et al, 1992; Laurie et al. 1992; Macdonald et al.,
1994; Tyndale et al., 1994; Jones et al., 1995; Smith et al., 1995; Klinke, 1996;
Waldvogel et al.,, 2008). Die Dauer eines IPSCs bestimmt die Dauer der
Hyperpolarisation. Eine Verlangerung von GABAergen IPSCs ist demnach ein
entscheidender Mechanismus fur die zentral-hemmende Wirkung durch
Veranderung der Rezeptorkinetik bzw. der Zeitkonstante durch Benzodiazepine
oder Anasthetika (Tanelian et al, 1993).

1.2 Der GABAA-Rezeptor

Gamma-Aminobuttersaure (GABA)-Rezeptoren sind Transmembranproteine in
Neuronen, an die spezifisch der Neurotransmitter Gamma-Aminobuttersaure
(GABA) bindet und die innerhalb des Zentralnervensystems postsynaptisch
lokalisiert sind. GABAa-Rezeptoren kommen gehauft in den Basalganglien und
im Cerebellum vor. Diese Bereiche sind vor allem fur die Steuerung der Motorik
zustandig. Im Ruckenmark befinden sich GABAa-Rezeptoren auf
Motoneuronen. Sie sind an der Reflexverschaltung ebenso wie der Koordination
von Bewegungsablaufen beteiligt.

Es werden ionotrope (GABAa, GABAc) und metabotrope (GABAg) GABA-
Rezeptoren unterschieden. GABAa-Rezeptoren kontrollieren Chloridkanale.
Das Molekulargewicht des GABAa-Rezeptor-Komplexes betragt etwa 300 kDa
(Kuriyama et al.,, 1993). Es handelt sich bei GABAx-Rezeptoren um Hetero-
pentamere (Sanchis-Segura et al., 2007), die sich aus funf Untereinheiten (UE)
zusammensetzen. Sie besitzen eine Bindungsstelle fur GABA sowie weitere
allosterische Bindestellen fur Barbiturate und Neurosteroide, die die
Offnungsdauer der Chloridkanéle verlangern und fiir Benzodiazepine, welche
die Offnungswahrscheinlichkeit der Chloridkandle erhéhen. So wird die

hemmende Wirkung des GABAa-Rezeptors gesteigert.
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Aufgrund der dadurch mdoglichen Manipulation der GABAa-Rezeptoren wird
dieser haufig als Zielrezeptor pharmakologischer Intervention genutzt (Fritschy
et al., 1992; Forth et al., 1996; Walker, 2008; Herd et al., 2008).

Die GABAa-Rezeptoren sind im menschlichen Gehirn und Ruckenmark zum
grolten Teil aus zwei a-, zwei B- und einer y-UE aufgebaut (Fritschy et al.,
1995). Sie variieren allerdings in der Kombination ihrer UE je nach Hirnregion
und bis heute fehlt eine umfassende Beschreibung aller UE (Wafford et al.,
1994; Mohler et al., 1996; Gutierrez et al., 2006; Li et al., 1997; Herd et al.,
2008). Durch die verschiedenen Kombinationen der UE werden die
entsprechenden GABAa-Rezeptoren jeweils unterschiedlich stark durch
Substanzen wie Pharmaka beeinflusst. Stoérungen bzw. Manipulationen im
GABAergen System werden fur viele neurologische und psychiatrische
Erkrankungen wie z.B. Morbus Parkinson, Epilepsie, Morbus Alzheimer oder
auch Schizophrenie verantwortlich gemacht (Mohler et al., 1990; Connolly et al.,
1996; Mizukami et al., 1998; Steiger et al., 2004; Hempelmann et al., 2007). Sie
tragen auch zur Entstehung und Ausbreitung epileptischer Anfallsaktivitat,
Angststorungen und Sucht bei. Genau so wie GABA werden auch GABAa-
Rezeptoren mit ihren UE im frihen Embryonalstadium von Ratten in Hirnstamm
(ab dem 14.Embryonaltag), Medulla und Pons (ab dem 15.Embryonaltag)
entwickelt (Ugarte et al., 2001). Somit ist die Manipulation von GABAax-
Rezeptoren im zentralen Nervensystem von Ratten im neonatalen wie auch im
adulten Alter moglich (Fritschy et al.,, 1994). Auf Grund der guten
Handhabbarkeit bezuglich der Anasthesie (geringe Anasthetikummenge,
intraperitoneale Injektion) und Praparation (weiche Schadelkalotte, einfach zu
trepanieren), kurzerer Wartezeit bis zum erreichten Praparationsalter und der
kostengunstigeren jungen Tieren wurde in dieser Arbeit mit 12-15 Tage alten
Sprague Dawley (SD) Ratten gearbeitet.

Seite | 4



1.2.1 GABAA-Untereinheiten

In Saugetieren sind 19 unterschiedliche Polypeptide bekannt, die als UE des
GABAa-Rezeptors fungieren konnen: alphas-alphas, betasi-betas, gammas-
gammas, delta, epsilon, pis-pis, theta und rho (Fritschy et al., 1995; Whiting et
al., 1999; Darlison et al., 2005; Waldvogel et al., 2008; Herd et al, 2008).

Laut Li et al. (1997) haben die a-, - und y-UE in Ratten eine Peptidgro3e von
57, 55 und 57kDa. Jede UE des GABAa-Rezeptors besteht aus einem langen,
extrazellularen globularen Anteil, vier hydrophoben transmembranaren o-
Helices und einem globularen intrazellularen Anteil zwischen der dritten und
vierten Transmembranregion (Betz, 1990; Olsen et al., 1990; Stephenson,
1991; DelLory et al., 1992; Macdonald et al., 1994; Tyndale et al., 1994; Smith
et al, 1995; Jensen et al., 2002).

Innerhalb der UE-Klassen (a, B, v, pi) besteht eine 70-80%ige Aminocarbon-
saure-Sequenz-Gleichheit, wahrend sie zwischen den Klassen bei 30-50% liegt
(Tyndale et al., 1994). Von den vielen moglichen UE-Kombinationen kommen in
der Natur allerdings nur relativ wenige vor (Hirouchi et al., 1994). Die im
menschlichen ZNS am haufigsten anzutreffende Kombination eines Rezeptors
ist 2012B21y2 (Fritschy et al., 1995; Chang, 1996). Diese sieben Klassen
homologer variabel angeordneter UE bilden einen zentralen Kanal, um
Chloridionen durch die Zellmembran leiten zu konnen. GABAA-Rezeptoren mit
R-UE sind hauptsachlich im Telencephalon, im Hippokampus, im Thalamus und
Cerebellum lokalisiert. Nach Benke et al. (1994) beinhalten die meisten GABAa-
Rezeptoren jeweils nur einen Typ der GABAAR-UE.

Seite | 5



1.2.2 Schematische Darstellung eines GABAa-Rezeptors
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Abbildung 1.2.2: Schematische Darstellung eines GABAx-Rezeptors. Er besteht aus
5 Untereinheiten (UE), i.d.R. aus 2a-, 2B- und 1y-UE. Die
bevorzugten Bindungsstellen fir GABA sind die a- und B-UE. Fur
Benzodiazepine die a- und y-UE. Fur Barbiturate und Neurosteroide
die B-UE. Die UE bilden einen zentralen Chloridionenkanal.

(Quelle: Rupprecht R., 2003)

1.2.3 GABAaBetas-Untereinheit

Die fur diese Arbeit relevante GABAaB3-UE wird in einem Gen von 250kb
kodiert mit 9 Exons in der Grolde von 68-504bp (Glatt et al., 1997). Durch
Immunhistologie mit spezifischen Antikorperbindungen der Benzodizepine N-
(methyl.*H) Flunitrazepam (FNZ) und (Methylen->H) Muscimol konnte der
GABAAB3-Rezeptor mit einem 64%-igem Anteil im Hippokampus, einem 48%-
igem Anteil im zerebralen Cortex und einem 33%-igem Anteil im Cerebellum

nachgewiesen werden (Li et al., 1997).
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Es konnte ebenso eine hohe Aktivitdt des GABAAB3-Gens (GABAa-Rezeptor-
UE-R3) wahrend der Embryogenese beobachtet werden. Das GABAAB3-Gen
befinden sich auf dem Chromosomenabschnitt 15q11-q13, dessen Mutation fur
das Angelman-Syndrom (AS) und das Prader-Willy-Syndrom verantwortlich
gemacht wird (Wagstaff et al., 1991; Knoll et al., 1993; Greger et al., 1995; Glatt
et al., 1994). Daraus lasst sich schlieRen, dass das GABAaBs:-Gen eine
wesentliche Rolle in der Entwicklung des Zentralnervensystems und bei der
Verhaltenskontrolle spielt. Die GABAAB3-UE hat einen Anteil von 19-25% an
GABAa-Rezeptoren wahrend der GABAaR2-UE- Anteil 55-60% betragt und
GABAAR4+-UE einen Anteil von 16-18% hat (Benke et al., 1994).
Pharmakologisch unterscheiden sich Rezeptoren mit der GABAaR2-UE von
denen mit der GABAAR-UE oder GABAAR3-UE in ihrer ungleichen Affinitat fur
Benzodiazepin-Rezeptor-Liganden (Benke et al., 1994). Nach Benke et al.
(1994) ist z.B. die Affinitat fur Zolpidem in Rezeptoren, welche die GABAAR-UE
oder GABAAR3-UE beinhalten, um das 5-8-fache geringer, als fur Rezeptoren,
welche die GABAAR2-UE einbinden. Es ist des Weiteren bekannt, dass
GABAaB3 im Thalamus an der Einleitung und Aufrechterhaltung des Wach-
Schlaf-Rhythmus beteiligt ist (Laposky et al., 2001; Hamet et al., 2006; Zecharia
et al., 2009).

In einer wissenschaftlichen Arbeit von Jensen et al. (2002) wurde mit mutierten
GABAAB3 gearbeitet. Sie fanden unter anderem heraus, dass 3pM Zink die
GABA-Antwort um 63 + 6% beim mutierten und um 95 + 1% beim WT-Rezeptor
blockiert. Ebenfalls blockt Bicucullin die GABA-Antwort zu 38 £ 1% in mutierten
a2B3SG-EK-Rezeptoren und um 59 £ 7% in WT-azB3-Rezeptoren. Sie
erforschten so die Rolle der GABAxBs-UE innerhalb der Porenformation der
GABAAa-Rezeptor-UE. Sie zeigten, dass die GABAABs-UE ins besondere flur die
lonen-Selektivitat fur Chloridionen zustandig ist.

Zecharia et al. (2009) untersuchten in einer in vitro Studie GABAnerge IPSCs
im Nukleus tuberomamilaris (TMN) des Hypothalamus sowie IPSCs aus der
Area perifornicales (Pef.) des lateralen Hypothalamus und IPSCs aus dem
Locus coeruleus (LC) in Wildtyp-Mausen (WT) und Mausen mit einer Mutation
der GABAARB3-UE (33N265M) unter Propofol-Einfluss.
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Ihre Ergebnisse zeigten, dass IPSCs der WT-Neurone aus Pef., TMN und LC
sensitiv auf Propofol reagierten. Die durchschnittliche Dauer des Abklingens
des IPSC stieg in Pef.-Neuronen von 20,6 + 2,3ms auf 41,0 £ 5,2ms, in TMN-
Neuronen von 25,1 + 1,6ms auf 54,4 £ 6,2ms und in LC-Neuronen von 36,5 *
3,6ms auf 62,4 + 5,8ms. Im Vergleich zu den WT-Neuronen zeigten die Pef-
und TMN-Neuronen der R33N265M-Mause keine signifikante Veranderung der
Reizempfindlichkeit durch Propofol. Sie konnten damit eine Sensitivitat des
GABAAB3s-Rezeptors auf das Anasthetikum Propofol nachweisen.

Die GABAAR3-UE spielt nach Jovanovic et al. (2004) eine wesentliche Rolle in
der Phosphat-abhangigen Regulation des GABAx-Rezeptors. Sie testeten den
Phosphorylisierungszustand der GABAaR3-UE in vitro unter Gabe des
Neurotrophins BDNF (brain-derived neurotrophic factor ) und fanden heraus,
dass dies zu einer Erhohung der IPSC-Amplitude gefolgt von einer
andauernden Absenkung fuhrte. Diese Beobachtung ging mit einem schnellen
Anstieg der Phosphorylierung der GABAaB3-UE an den intrazellularen
Positionen der Aminosaurereste Serin 408 (S408) und Serin 409 (S409) durch
die Proteinkinase C (PKC) einher, entsprechend gefolgt von einer
Dephosphorylierung des GABAa-Rezeptors durch die Protein-Phosphatase-2
(PP2A). Durch die Phosphorylierung der S408/409 im GABAaBs-Rezeptor kann
somit der GABAAaBs-Rezeptor in seiner Aktivitat beeinflusst werden.

Auch Houston et al. (2008) berichten in ihrer Arbeit von einem Anstieg der
Dauer des Abklingens der IPSCs durch Beeinflussung der GABAAfBs-
Rezeptoren durch in vitro Phosphorylierung mit Hilfe der Kalcium/ Calmodulin-
abhangige Proteinkinase Il (a-CaMK-Il). Sie beschreiben eine Erhohung der
Dauer des Abklingens der IPSCs von 26,1 £ 1,7ms auf 49,9 + 5,7ms.

Jurd et al. (2002) pruften in ihrer Arbeit die Wirkung der Hypnotika Etomidat und
Propofol in vivo in Mausen mit einer Punktmutation (N265) in der zweiten
Transmembrandomane des GABAaB3-Rezeptors (R3N265M). Das auffalligste
Ergebnis war, dass die Unterdrickung der durch Noxen hervorgerufenen
Vorgange unter Etomidat und Propofol komplett aufgehoben wurde und die

schmerzlindernde Antwort auf diese Mittel signifikant reduziert war.
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Jurd et al. (2002) vermuten, dass ein spezifischer Rest (N265), welcher im
GABAaBs3-Rezeptor  lokalisiert sein soll, fur die Vermittlung der
Verhaltensantwort auf bestimmte Anasthetika, wie die oben benannten, von
groler Relevanz sein muss. Elektrophysiologisch und biochemisch wurde
bestatigt, dass ein Teil des GABAaB3-Rezeptors in 33N265M den Prozess von
ublichen klinischen Anasthetika beeinflussen soll. Jurd et al. (2002)
beobachteten in diesem Zusammenhang eine signifikante Reduktion der
spontanen Aktionspotentiale in GABAAaB3-Rezeptor positiven neokortikalen
Zellen in R3N265M-Mausen.

In einer weiteren Arbeit von Drexler et al. (2006), ebenfalls an R3N265M-
Mausen, wurde bei Konzentrationen zwischen dem MAK-,awake® (MAK=
minimale alveolare Konzentration, bei der 50% der Patienten die Augen 6ffnen)
und MAK-,immobility® (minimale alveolare Konzentration eines Inhalations-
narkotikums, bei der 50% aller Patienten auf einen Hautschnitt nicht mehr
reagieren =,chirurgischer MAK®) eine zur sedativen Wirkung von Enfluran im
Neokortex beitragende Beeinflussung durch GABAaB3-Rezeptoren beobachtet.
Die R3N265M soll einerseits einen prolongierenden, andererseits einen
blockierenden Effekt auf Enufluran an GABAaBs-Rezeptor-vermittelten
inhibitorischen postsynaptischen Stromen in neokortikalen Neuronen haben.
Zusammenfassend ist zu sagen, dass genetische Manipulation des GABAABs-
Rezeptors notig sind, um den Rezeptor zu beherrschen und dessen Aktivitat zu
kontrollieren. Damit kann in das Dopamin-System eingegriffen werden, was mit
einer veranderten Ausfuhrung von motiviertem Verhalten Kkorreliert. Die
funktionelle Bedeutung der UE wird deutlich, wenn das entsprechende Gen
ausgeschaltet wird. Dies kann unter anderem durch Knock-Out-Mause erreicht

werden.
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1.3 Limitation von Knock-Out Versuchen und Alternativen

Ein Knock-Out-Versuch ist ein gezielter Gen-Knock-Out am lebenden Tier, also
eine Deaktivierung eines oder auch mehrerer gezielter Gene mittels genetischer
Manipulation. Das bedeutsamste Merkmal der genetischen Manipulation fur
Knock-Outs ist die Spezifitat fur ein Zielgen zum Ausdruck zu bringen. Als
Versuchstieren werden dafur hauptsachlich Mause genutzt. Diese
Gendeaktivierung wird durch Manipulation der embryonalen Stammzellen, die
dann in die Keimbahn einer Maus eingebracht werden, erzeugt. Diese Methode
hat allerdings nennenswerte Limitationen. Ein Nachteil des klassische Knock-
Out-Ansatzes ist, dass sich auf diese Weise weder Gene hinzufugen noch
aktivieren lassen. Die Knock-Outs sind also irreversibel und somit schlecht zu
steuern. Sie beeinflussen den gesamten Organismus systemisch, da das
manipulierte Gen in jeder einzelnen Zelle ausgeschaltet wird. Somit kann mit
dieser Methode kein spezifisches Organ oder Gewebe einzeln und gezielt lokal
beeinflusst werden. Wenn also Gene ausgeschaltet werden, die fur die
Entwicklung und das Uberleben in der friihen embryonalen- und postnatalen
Phase notwendig sind, sind die Entwicklung sowie die Uberlebensfahigkeit der
Versuchstiere kritisch zu betrachten. Dem entsprechend kommt es zu einer
hohen Anzahl an Nebenwirkungen bis hin zum Versterben der Tiere in der
Entwicklungsphase. In klassischen Knock-Out-Ansatzen ist keine Gen-
expression zum spateren Zeitpunkt (z.B. in einer spateren Entwicklungsphase)
moglich. Hinzu kommt, dass wenn ein Gen erst einmal eliminiert ist, das
Ausgangsstadium nicht wieder hergestellt werden kann. Somit kdnnen auch
keine Verhaltensprozesse an Knock-Out-Versuchstieren untersucht werden, da
dieses eine mogliche Wiederherstellung vom Ausgangsstadium zum Vergleich
voraussetzen wiarde. Man weill nicht genau, welche Schaden der
entsprechende Knock-Out mit sich bringt. Ebenso konnten Kompensations-
Mechanismen in der Entwicklungsphase dazu fuhren, dass der Phanotyp sich
unterschiedlich ausbildet und somit durch andere Gene reguliert wird. Einige
Probleme dieser Methode wurden durch neue Varianten der Technik bis zu
einem bestimmten Grad Uberwunden (Tsien et al., 1996). Die Erzeugung von
Knock-Out-Mausen ist allerdings immer noch mit hohen Kosten verbunden.
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Des Weiteren ist man auf bestimmte Tiergruppen beschrankt. Tiere mit
komplexeren kognitiven Funktionen, wie z.B. der Rhesusaffe, sind fur Knock-
Out-Versuche ungeeignet, da die Zeitspanne fur eine Aufzucht uber
Generationen bis zu ihrer jeweiligen Reifealter viele Jahre dauern wirde. Um
die Nachteile der Knock-Out-Methode zu umgehen konnen andere Techniken
angewandt werden, mit denen gezielt in bestimmten Arealen Gene beeinflusst
werden konnen, wie z.B. der GABAaRB3-Rezeptor im Neokortex junger Ratten.

Eine alternative Methode zur Manipulation einer Zielgenexpression ist die RNA-
Interferenz (RNAI). Bei dieser Technik wird small interfering RNA (siRNA) zur
Hemmung der Zielgenexpression eingesetzt, die aus doppelstrangiger RNA von
21-23 Nukleotiden Lange besteht (Fire et al., 1998; Elbashir et al., 2002) Mit
dem Einschleusen der siRNA in einer begrenzten Zielregion im Gehirn mittels
Elektroporation wurde eine neuartige Methode entwickelt, die es ermdoglicht,
durch einen geringen zeitlichen Aufwand lokal eine Reduktion der Ziel-
Genexpression zu erzeugen. Hinzu kommt, dass mit reversibler RNAi ein
temporarer Effekt erzielt werden kann. Dies konnte in Zukunft eine nutzliche
Rolle fur die zeitliche Manipulation eines Gens im ZNS und damit fur die

Erforschung des funktionellen Vorganges in der gezielten Hirnregion spielen.

1.4 RNA-Interferenz

Als RNA-Interferenz (RNAi) oder RNA-Silencing ist ein intrinsischer
Mechanismus, der durch small interfering RNA (siRNA) vermittelt wird. RNAi
reguliert post-transkriptionell die Genexpression und bewirkt genspezifisch eine
Verringerung der mRNA-Expressionsrate. Er tritt in eukaryontischen Zellen von
Pflanzen, Tieren und auch beim Menschen auf und tragt Anteil an der
Genregulation. Dieser Prozess bewirkt also eine Hemmung der Genexpression
bestimmter einzelner Gene.

Bis zur Entdeckung der RNA-Interferenz Ende der 90er Jahre wurde
Ribonukleinsaure (RNA) nur in klassischen Konzepten die Rolle einer
einstrangigen Botensubstanz zugeteilt. Guo und Kemphues (1995) zahlen zu
den ersten, die in ihrer Arbeit von RNA-Interferenz in Caenorhabditis elegans
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durch eine mRNA zielerkennende spezifische Sense-RNA und Antisense-RNA
mit folgender Degradierung dieser mRNA und embryonaler Letalitat berichten.
Das Schlusselexperiment zum Verstandnis dieses Prozesses wurde von Fire et
al. (1998) veroffentlich, die RNA-Interferenz als eine zur Ziel-mRNA
komplementare doppelstrangige RNA (dsRNA) beschreiben, die zu einem
spezifischen Knock-Down des Zielgens fuhrt. Dies belegten sie am Beispiel des
Fadenwurms Caenorhabditis elegans, dessen Muskelfunktion durch
doppelstrangige RNA beeinflusst wurde, die passend zur entsprechenden
Gensequenz des Erbguts war. Im Jahre 2006 teilten sich die beiden US-
Wissenschaftler Andrew Z. Fire und Craig C. Mello fur die Entdeckung des
Mechanismus der RNA-Interferenz den Nobelpreis fur Physiologie oder

Medizin.

1.4.1 Mechanismus und Funktion der RNA-Interferenz

RNAiI-Interaktion doppelstrangiger RNA vermindert mRNA-Expression. RNAI
kann auf dem Einsatz von doppelstrangiger RNA in Form von Micro-RNA
(miRNA), piwi-interacting RNA (piRNA) oder small interfering RNA (siRNA)
basieren. piRNAs bestehen aus 26-31 Nukleotiden (nt) und sind fur die Bindung
an PIWI-Proteine =zustandig (Saito et. al.,, 2007). Sie befinden sich
ausschlieBlich in Geschlechtszellen, wo sie essentiell fur die Spermatogenese
sind und sich an der Gene-Silencing von Retrotransposons beteiligen (Grivna et
al., 2006; Beyret et al., 2006). Die miRNA ist 17-24nt lang und wird innerhalb
des Genoms durch RNA-Polymerase Il aus pre-miRNA transkribiert (Ruvkun
G., 2001). siRNAs sind 21-23nt lang, sie entsteht durch das Zerschneiden einer
langeren doppelstrangigen RNA (dsRNA) in kurze Bruchstlcke (Elbashir et al.,
2002). In der Regel stammt diese dabei aus Transposons oder RNA-Viren
(Ambros et al., 2003). siRNAs sind in der Lage sich an eine komplementare
Sequenz der mRNA zu binden und dadurch ihren Schnitt zu veranlassen
(Hammond et al., 2000; Zamore et al., 2000).

Seite | 12



Bei dem Versuch, die von Mello und Fire verwendete Strategie der RNAi durch
Injektion genspezifischer Doppelstrang-RNA-Molekilen auf Wirbeltiere zu
ubertragen, traten jedoch erhebliche Probleme auf, da die verwendeten Zellen
die langen doppelstrangigen RNAs nicht zu tolerieren schienen. Durch die
Aktivierung der Proteinkinase R (PKR) kam es zum Zelltod durch Apoptose.

Elbashir et al. (2001) stellten fest, dass mRNA-Manipulationen uber
konventionelle Antisense-RNA-Wege mit RNAs >30 Nukleotiden im Gegensatz
zur siRNA keine RNAi zeigten. Dieses Problem konnte umgangen werden,
indem kurze doppelstrangige RNAs (=dsRNA) von 21nt Lange verwendet
wurden, die in der Lage waren einen Knock-Down zu erzeugen, jedoch nicht zu
einer Aktivierung von PKR fuhrten. Sie stellten ebenfalls fest, dass
interessanterweise siRNAs mit einem Uberhang von 2-3 Nukleotiden an den 3'-
Enden effektiver sind als stumpfendige siRNAs ohne Uberhang. Funktionelle
siRNA entsteht, wie oben bereits gesagt, durch das Zerschneiden einer
langeren dsRNA in kurze Bruchstucke. Dies geschieht mit Hilfe des
Enzymproteins Dicers (DCR) (Bernstein et al., 2001). Dicer ist im Menschen
220kDa grof® und im Zytoplasma lokalisiert (Billy et al., 2001). Es kommt in allen
Organismen vor, in denen RNAI beschrieben wurde (Sontheimer, 2005). Es ist
eine Typ-lll-Ribonuklease mit zwei RNase-lll-Domanen, einer PAZ-Domane
(Hammond et al., 2001), einer dsRNA-Bindestelle (dsRBD) und eine DEXD-
Helikase-Domane (Cerutti et al., 2006). Dicer liegt in der Zelle assoziiert mit
Proteinen der Argonaut-Familie vor, die wichtige Funktionen bei der RNAi
wahrnehmen. Dicer erkennt spezifisch dsRNA und zerschneidet diese in ca.
21nt lange siRNA-Fragmente. Je nach Organismus findet man unterschiedliche
Anzahlen von Dicer-Proteinen, die z.T. unterschiedliche Funktionen
wahrnehmen (z.B. miRNA bzw. siRNA-Pathways). Menschen haben nur ein
Dicer-Protein (DCR) (Collins et al., 2006) wahrend in der Fruchtfliege
Drosophila zwei Dicer-Proteine DCR1 und DCR2 fur miRNA bzw. siRNA
bekannt sind (Hammond et al., 2005). Der Mechanismus des mRNA-Silincing
kann trotz kleiner Unterschiede der RNAIi, wie z.B. der Anzahl der Dicer-
Proteine zwischen Saugetieren und Fliegen, gut am Beispiel von Drosophila

erlautert werden.
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DCR2 spaltet lange dsRNA in ca. 21nt lange doppelstrangige siRNA mit
Uberhangen von 2-3nt an den 3’-Hydroxyl-Enden und einem Phosphat an den
5-Enden (Bernstein et al., 2001). Das dsRNA-bindende Protein R2D2 mit
seinen beiden dsRNA-Bindungsstellen (R2), bildet einen Komplex bestehend
aus DCR2, R2D2 und dsRNA. Dabei bindet R2D2 an das DCR2-Spaltprodukt,
die siRNA (Liu et al., 2003). Die RNA-Doppelstrange werden unter ATP-
Verbrauch entwunden und in den RNA-induced silencing complex (RISC)
integriert (Hammond et al., 2000). RISC ist ein Ribonukleoproteinkomplex
(RNP), der zur Argonaut-Familie zahlt. Bei Drosophila hei3t das entsprechende
Protein mit RISC-Aktivitat Argonaute 2 (AGO2) (Hammond et al., 2001). Er
besitzt eine PAZ-Domane und eine PIWI-Domane zum Zerschneiden der Ziel-
MRNA (Cerutti et al., 2000). Welcher der beiden RNA-Strange im RISC als
Vorlage fur die komplementare mRNA-Sequenz genutzt wird, entscheidet sich
anhand ihrer thermodynamischen Stabilitat der siRNA-Enden. Und zwar wird
der siRNA-Strang mit der geringeren thermodynamischen Stabilitat am 5" -Ende
als Leitstrang (Antisense-Strang) ausgewahlt (Tomari et al., 2004). Das konnte
mittels Photo-cross-linking gezeigt werden, bei der DCR2 am bzw. in der Nahe
des 5-Ende des weniger stabilen Doppelstrangendes bindet und R2D2
hingegen am bzw. in der Nahe des stabileren 5’-Endes. Die thermodynamische
Stabilitat ergibt sich durch die Anzahl der Wasserstoffbrickenbindungen. Somit
ist die Guanin-Cytosin-Verbindung mit drei Wasserstoffbricken chemisch
stabiler als die Adenin-Uracil-Verbindung mit nur zwei Wasserstoffbricken.
DCR2, R2D2 und siRNA bilden zusammen den RISC-loading-complex (RLC),
der also den Antisense-Strang determiniert und die siRNA an den RISC
ubergibt. Nachdem also die dsRNA durch Dicer zu 21nt Fragmente geschnitten
wurde, bindet die siRNA im RISC an die Endonuklease AGOZ2, wobei das
DCR2-gebundene 5°-Ende an die 5°-Ende-Bindungsstelle und das R2D2-3'-
Ende entsprechend an die PAZ-Domane von AGOZ2 bindet. Der Rest (Sense-
Strang) wird abgespalten und durch Exonukleasen abgebaut (Matranga et al.,
2005; Rand et al., 2005). RISC und siRNA (Antisense-Strang) binden an die
komplementare mRNA, die durch den RISC innerhalb der zur siRNA
komplementaren Nukleotid-Sequenz gespalten wird. RISC fungiert hierbei als
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Endonuclease fur den mRNA-Strang (Martinez et al., 2004). Und zwar wird die
Phosphodiester-Bindung der mRNA zwischen der 10. und 11. Position
aufsteigend ab der ersten zur siRNA komplementaren Nukleodide zahlend
gespalten (Elbashir et al., 2001). AnschlieBend losen sich die mRNA-
Fragmente vom RISC ab und unterliegen unterschiedlichen Exonuklease-
Abbaumechanismen, wobei das Fragment mit dem Poly-A-Schwanz am 3°-
Ende von seinem 5°-Ende durch 5°-3'-Exoribo-nuklease 1 (XRN1) und das
Fragment mit dem 5°-Cap-Struktur-Ende durch Exosome abgebaut werden
(Orban et al., 2005). RISC steht nun wieder einem neuen Zyklus zur
Verfugung. Durch den Mechanismus der RNAi kommt es somit zu einem

Knock-Down des Zielgens.
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1.4.2 Schematische Darstellung der RNAI

Dicer
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Abbildung 1.4.2: Schematische Darstellung der RNA-Interferenz.

dsRNA wird durch die Ribonuklease Dicer in 21-23nt lange siRNA-
Duplexe zerschnitten. Der Strang mit der geringeren Bindungs-
energie am 5 -Phosphatende wird in den RNA-induced silencing
complex (RISC), einen Nuklease-Komplex, inkorporiert. Das
dadurch aktivierte RISC wird durch den siRNA-Strang zur
komplementaren mRNA geflhrt und zerschneidet diese durch eine
Endonuklease-Aktivitat. AnschlieRend degradiert die homologe
MRNA und der RISC I6st sich, um wieder einen neuen Zyklus zu
durchlaufen.

(Quelle: Immisch C., 2006)
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1.5 siRNA Transfer

Es gibt unterschiedliche Methoden fir den Transfer einer siRNA in lebendes
Gewebe. Welche Strategie angewandt werden soll hangt von der Fragestellung
ab. Man wird unterschiedliche Strategien in einer Zellkultur als fur einen in vivo
Knock-Down anwenden mussen. So ware z.B. eine intravenose Injektion von
unmodifizierter (nativer) siRNA oder der siRNA Transport in Zellkulturen via
lipid- bzw. peptidbasierten Transfektions-Methoden vollig ungeeignet fur einen
effizienten in vivo Transfer in die Zelle, da es zu einem schnellen RNAse-Abbau
der siRNA durch den Blutfluss oder auch Organe wie die Leber oder die Nieren
kame. Des Weiteren wirde eine intravenose Injektion nicht effizient auf ein
Zielgen innerhalb des Zentralnervensystems wirken, da Molekule mit einem
Molekulargewicht >500Da nicht fur die Blut-Hirn-Schranke durchgangig sind.
Zumindest nicht in pharmakologisch wirksamen Mengen (Pardridge, 2001).

Um die Blut-Hirn-Schranke bei Transfektionszielen innerhalb des Zentral-
nervensystems umgehen zu konnen, kann siRNA direkt intrathekal in den
zerebralen Ventrikel oder stereotaktisch in ein klar definiertes Zielgebiet injiziert
werden. Eine Uberlegung bei der Methodenwahl ware dementsprechend, ob
man gezielt ein bestimmtes Organ bzw. ein gezieltes Gewebe oder eine
systemische Manipulation Uber das Ventrikelsystem bezwecken mochte. Die
Eignung von siRNA-Oligonukleotiden fur einen Knock-Down einer
Proteinexpression hangt von ihrem effizienten und zielgenauen Transfer in die
Zellen ab. Ein vielversprechender Ansatz zum Transfer von siRNA kann die
Elektroporation sein, da sie bei bestimmten Zelltypen, die als schwer
transfizierbar gelten, gute Ergebnisse zeigt (Gresch et al., 2004; Heidenreich et
al., 2003) und gut reproduzierbar ist (Echeverriet al., 2006).

Die Verwendung Fluoreszenz-markierter siRNA konnte hierbei Aussagen uber
die Effizienz des Transfers in die Zellen mittels Elektroporation treffen (Chan et
al., 2006; Gresch et al., 2004; John et al., 2003). Dabei werden Transfektions-
raten von 50% (Chan et al., 2006) bis nahezu 100% (Gresch et al., 2004;
Heidenreich et al., 2003; Skapenko et al., 2004) beschrieben.
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Isacson et al. (2003) hingegen injizierten Uber eine konstante mini-osmotische
Langzeitinfusionspumpe native siRNA gegen den Dopamin-D-Rezeptor in das
Hirnparenchym einer Ratte. Sie erzielten dadurch keine signifikante Abnahme
des Proteinlevels. Allerdings erzielten sie mit der gleichen siRNA durch
Oligofectamin Transfektion ein effektives Ergebnis in Zellkulturen. Oligofectamin
ist ein Transfektionsreagenz, welches mit Oligonikleotiden oder siRNA einen
lipophilen Komplex bildet und das Einbringen von Fremd-DNA in

eukaryontische Zellen erleichtert.

1.5.1 Virale Vektoren

Virale Vektoren werden in der Gentechnik genutzt, um gezielt genetisch
verandertes Material in Zielzellen einzubringen. Grundlage dieses Systems ist
die Entdeckung der Entstehung replikationsfahiger adeno-assoziierten-Viren
(AAV)-DNA nach Transfektion in Saugerzellen. Eine Besonderheit von AAV ist,
dass es fur eine produktive Vermehrung auf bestimmte Helferfunktionen
angewiesen ist, die durch andere, nicht-verwandte Viren, wie Adeno- oder
Herpesviren, bereitgestellt werden konnen (Atchison et al., 1965; Buller et al.,
1981). In Abwesenheit von Helferviren kann es eine latente Infektion
hervorrufen, in deren Verlauf das virale Genom stabil in die DNA der Wirtszelle
integriert wird (Cheung et al., 1980; Samulski et al., 1982; Kotin et al., 1990;
Samulski et al., 1991). Durch Infektion der Zelle mit einem geeigneten
Helfervirus wird das integrierte AAV aus der Latenz reaktiviert und eine
produktive Vermehrung eingeleitet (Cheung et al., 1980; Laughlin et al., 1986;
McLaughlin et al., 1988). Somit konnen Viren, die sich durch Transfektion von
Plasmid-DNA  herstellen lassen, aufgrund der bestehenden DNA-
Rekombinationstechniken sehr schnell manipuliert, verandert und zur
Integration von Fremd-DNA verwendet werden. Daflir muss zunachst die
gewunschte DNA-Sequenz in das Genom der Viren kloniert werden, indem

bestimmte Bereiche des viralen Genoms ersetzt werden.
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Eine Rekombination kann nahezu ausgeschlossen werden, da sich die trans-
aktiven Elemente wie die Gene fur die Rep- und Cap-Proteine von den cis-
aktiven Regionen, den ITR (invertet terminal repeat), vollstandig trennen lassen
und den Viren somit z.B. regulatorische Sequenzen oder die Gene fur Enzyme,
Kapsid- oder Hullmembranproteine fehlen. Sie kdnnen sich demnach nicht
unkontrolliert nach Infektion der Zielzelle weitervermehren, was die Sicherheit
dieser Methode bedingt. Darlber hinaus wird gewahrleistet, dass die Viren nur
eine lokale Infektion erzeugen und keine weitreichende Infektion hervorrufen
konnen. Virale Vektoren konnen angewandt werden, um z.B. Gene zu
exprimieren, die fur Proteine codieren, mit dem Hintergrund ihre Funktionen zu
erforschen. Des Weiteren konnen virale Vektorsysteme auch fur den Transfer
von siRNA und somit zur Erzeugung von RNAI eingesetzt werden.

AAV, die fur small hairpin RNA (shRNA) codieren, werden Uuber Dicer
verarbeitet und kdnnen mit ihrer siRNA eine Ziel-mRNA manipulieren (Xia et al.,
2004; Xiao et al., 1998). AVV integrieren bevorzugt in aktive Gene (Nakai et al.,
2003). Als weitere virale Vektoren werden Retroviren (RV) eingesetzt. RV sind
behtllte Einzel-Strang-RNA-Viren, deren Erbinformation als RNA vorliegt und
die als DNA in das Genom der Wirtszelle eingebaut wird. Zu ihrer Familie
gehoren unter anderem Gammaretroviren. Gammaretrovirale Vektoren
infizieren vor allem in sich in Teilung befindende Zellen und konnen durch die
starken Enhancer-Elemente (=Transkriptionsverstarker, die die Anlagerung des
Transkriptionskomplexes an den Promotor beeinflussen und so die
Transkriptionsaktivitat eines Gens verstarken) in ihrer 200-600bp langen DNA-
Wiederholungseinheit (LTR) leicht zur potenziellen Protoonkongenaktivierung
(= Krebs-Gene, die zum ungebremsten Tumorwachstum fuhren) in der Nahe
ihres Integrationsortes fuhren. Um dem entgegen zu wirken wurden SIN-
Vektoren (self inactivating) mit fehlenden Enhancer im 3'-LTR-Bereich
entwickelt. Nach erfolgter reverser Transkription und Integration des Provirus
(=latenter Virus) in das Wirtsgenom fehlen die Enhancer auch im 5-LTR-
Bereich. Es konnte von Modlich et al. (2006) und Zychlinski et al. (2008) ein
Risikoverringerung fur eine potentielle Onkogenaktivierung, jedoch keine
komplette Verhinderung dieser nachgewiesen werden.
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Aus der Familie der RV finden des Weiteren Lentiviren(LV) Verwendung. Sie
haben ein potenziell breites Anwendungsspektrum, da sie wie auch AAVs
neben aktiven sich teilenden Zellen ebenso sich nicht-teilende Zellen, wie z.B.
Nervenzellen, infizieren konnen (Kafri, 2004; Kaplitt et al., 1994; Barquinero et
al., 2004). Far LV wurden SIN-Vektoren erzeugt (lwakuma et al., 1999; Yang et
al., 2007), da sie genau so wie die Gammaretroviren ein erhdhtes Risiko auf
ungewollte auslosende Onkogenaktivitat durch ihre tendentielle Integrations in
Gennahe aufweisen (Wu et al., 2003; Barquinero et al., 2004). LV wurden in
Forschungsarbeiten genutzt, um unter anderem die Replikation von humanen
Immundefizienzvirus (HIV-1) in Patienten mit Aids zu unterdricken (Kohn et al.,
2007). Diese Replikation des HIV wurde durch RNAIi gegen virale Gene wie tat
(transactivator of transcription), rev (regulator of expression of virion proteins),
nef (negative factor) und gag (group-specific antigen) in Zellkulturmodellen
inhibiert (Capodici et al., 2002; Coburn et al., 2002; Hu et al., 2002).

In AAV oder LV transportierte shRNA kann stabil nach Integration in ihrer
Zielzelle exprimiert werden (Xia et al., 2004; Ralph et al., 2005). Allerdings ist
eine dauerhafte Expression nicht immer als positiv zu werten. Dauerhafte RNAI
ist winschenswert, wenn z.B. mit therapeutischer Perspektive ein beschadigtes
Gen herrunterreguliert werden soll. Allerdings muss beachtet werden, dass
dieser Vorgang irreversibel ist. Um eine Expression in bestimmten Zielzellen zu
ermdoglichen, kann ein viraler Vektor mit einem zelltypspezifischen Promotor
entworfen werden (Yu et al., 1986).

FUr eine mogliche Anwendung in der Gentherapie im Zentralnervensystem
werden hohe Erwartungen an virale Vektoren und somit an den siRNA-Transfer
gesetzt. Um diesen gerecht zu werden, mussen noch einige Hindernisse
uberwunden werden. Zu denen gehdren neben den bereits genannten, dass
einige Vektoren trotz Berichten Uber mogliche adenovirale Transfektion nach
Infektion jenseits der Blut-Hirn-Schranke (Moon et al., 2003), die Blut-Hirn-
Schranke nicht Uberwinden koénnen wenn nicht eine Zerstérung dieser
vorausging (Doran et al., 1995). Um Risiken einer zerstorten Blut-Hirn-Schranke
zu vermeiden, ist die direkte Injektion ins Gewebe bzw. in die Ventrikel eine

mogliche Alternative.
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Diese beinhaltet allerdings eine Infektionsgefahr, eine Inflammationsgefahr und
auch die Gefahr zur Schadigung der auf dem Weg zur Zielregion befindenden
Hirnstrukturen. Die therapeutische Nutzung im Menschen wird sicher durch das
geringe aber nicht vollig ausschlieBbare Risiko einer Onkogenese
eingeschrankt.

Schlief3lich konnte es bei Injektion viraler Vektoren zu einer Immunantwort des
Wirtes kommen, wie sie bei intraokularer Injektion von AAV und LV beobachtet
wurde. Dort kam es zu einer humoralen Immunantwort mit Bildung von 1gG1
und IgG2b (Th2-Typ) Antikdrpern. Auch die fur eine Th2-Typ charakteristische
Zytokine, wie der transformierenden Wachstumsfaktor TGF-3 oder Interleukine
IL-4, IL-10 wurden gebildet (Bennett, 2003).

Zusammenfassend sollten virale Vektoren einen gewissen Grad an Sicherheit,
geringe Gen- und Zytotoxizitat, Stabilitdt und eine Zelltypspezifitat aufweisen.
Des Weiteren ist zu jedem Zeitpunkt bei Arbeiten mit viralen Vektoren die
entsprechende Sicherheitsstufe einzuhalten, um Kontaminationen von Labor-
personal, z.B. mit LV, zu vermeiden. LV konnen durch offen Wunden oder
durch das Stechen mit einer kontaminierten Injektionanadel in den
menschlichen Korper gelangen. Die Bildung von Aerosolen, die LV enthalten,
stellt ein Restrisiko fur den Anwender dar.

1.5.2 Elektroporation

Elektroporation ist eine geeignete Methode, um exogene Molekule wie Proteine,
RNA oder DNA in eine Zelle durch Membranoffnung einzubringen (Neumann et
al., 1999). In den meisten Fallen wurden als Ziele fur in vivo Elektroporation
ganze Organe wie z.B. die Leber genutzt. Der Vorgang wurde allerdings auf
Organe von Kuken- und Mauseembryonen beschrankt (Agarwala et al., 2001).
Wei et al. (2003) etablierten ein Elektroporations-Protokoll fur den DNA-
Transfer in Neurone des prafrontalen Cortex in ausgewachsenen Mausen und
Ratten. Sie injizierten entweder DNA fur grun fluoreszierendes Protein (GFP)

oder fur mutiertes Calmodulin (CaM) in den prafrontalen Cortex.
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Anschlie®end platzierten sie zwei Elektroden im Bereich der Injektionsstelle,
durch die in Rechteckpulsen Stromstolie abgegeben wurden, wodurch sich
vermutlich die Membran offnete und die DNA durch die Membranporen
einflieRen konnte. Ahnlich haben auch Fukuchi-Shimogori und Grove (2001)
DNA in Neuronen embryonaler Mause eingefuhrt.

Akanea et al. (2005) nutzten Elektroporation zum Einschleusen von siRNA
gegen Cyclooxygenase-1 (Cox-1) und siRNA gegen Glutamat-Rezeptor-2
(GluR2) in die CA1-Region des Hippokampus und in den visuellen Cortex. Sie
untersuchten dabei unterschiedliche Elektroporations-Parameter wie Spannung,
Frequenz oder Pulsdauer, um einen bestmoglichen Effekt erzielen zu konnen.
Dieser wird laut Akanea et al. (2005) durch das Abgeben eines kurzen Impulses
mit hoher Spannung, der von einem langen Impuls mit niedriger Spannung
gefolgt wird erreicht. Dabei soll die hohe kurze Spannung als ,poring pulse“ das
Offnen der Membranporen und die lange kurze Spannung als ,driving pulse*
das Eintreten der siRNA in das Zytosol durch Elektrophorese bewirken. Sie
fanden heraus, dass die mRNA-Level am 5.Tag nach Behandlung auf bis zu
20% ihrer regularen Expression abnahm und dieser Effekt bis zu 30 Tage
anhielt. Diese Verringerung der Expression fand nur in den Regionen statt, in
denen elektroporiert wurde. Des Weiteren wurde mit dem TUNEL-Assay (=
terminal transferase dUTP nick end labeling) untersucht, ob DNA-Bruchstticke
sichtbar waren, die bei der Apoptose, dem programmierten Zelltod oder durch
die Enzymaktivitdt von Endonukleasen entstehen. Mit einem Fluoreszenz-
Farbstoff markierte dUTP-Nukleotide wurden durch das Enzym Terminal-
Transferase an die DNA-Bruchenden gebunden und markierte Stellen in der
beschadigten DNA mit Hilfe von Fluoreszenz-Mikroskopie sichtbar gemacht. Es
konnten keinerlei Hinweise auf Apoptosevorgange beobachtet werden, was
zeigt, dass die Elektroporation keinen wesentlichen Zellschaden zur Folge hat.
Eine andere in vivo Arbeit in Ratten mit siRNA targeting BDNF-Tyrosinkinase-B-
Rezeptor (TrkB) und Elektroporation im Bereich der rostral-ventro-medialen
Medulla zeigte eine Reduktion des TrkB-Proteins um 45% einen Tag nach
Behandlung und um 30% drei Tage nach Behandlung (Guo et al., 2006).

Seite | 22



Die erfolgreiche RNAi konnte mit einer Abschwachung der Hyperalgesie im
Verhaltenstest nach induzierter Inflammation belegt werden. Der mRNA-Level
wurde hier nicht gemessen. Allerdings konnte fluoreszenzmarkierte Kontroll-
siRNA innerhalb der Zellen im Bereich der Injektionsstelle nachgewiesen
werden.

Der grof3e Vorteil dieser Methode gegenuber anderen, wie z.B. die durch virale
Vektoren vermittelte oder auf Lipid basierende RNAI, liegt in der geringen
Intoxizitat (Akanea et al., 2005), obwohl bei den hohen Spannungspulsen uber
eine langere Laufzeit, so wie sie bei der Elektroporation angewandt wird,
Sauerstoffradikale (ROS) zu beobachten waren (Bonnafous et al., 1999).
Ebenfalls wurden bei so hohen Spannungen vaskulare Veranderungen und
damit einhergehend eine Reduktion des Blutflusses beobachtet (Gehl et. al.,
2002). Die Methode ist auch deswegen vielversprechend, da man die Technik
der auf Elektroporation basierenden Einschleusung der siRNA zu jedem
Zeitpunkt der Entwicklung - als auch im Adulttier - durchfihren kann.

Hinzu kommt der Vorteil der Moglichkeit zur klaren Definition des Zielgewebes.
AuBerdem ist eine RNAI induzierbar, wie dies auch in dieser Arbeit durch
Einschleusung von gegen GABAAR; gerichteter siRNA in kortikale Neurone mit
kombinierter Elektroporation durch einen signifikanten Knock-Down der
GABAAR3-mRNA-Expressionspiegel nachgewiesen werden konnte.

Ein nennenswerter Nachteil bleibt der invasive Eingriff mit all seinen Risiken.
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1.5.2.1 Schematische Darstellung einer Elektroporation

:—»l‘ ‘*l»\\
Electrical pulses \
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Elektroden im Impulsabgabe und
Gewebe incl.
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siRNA Injektion. elektrischen

Cell membrane

© o Geschlossene

: . Zellmembran mit
Das elektrische Feld erzeugt eine temporare  intrazellularer siRNA.

Offnung der Zellmembran und erméglicht
somit das Einschleusen der siRNA ins
Zytoplasma.

Temporary openings

Schema 1.5.2.1: Das Prinzip der Elektroporation mit siRNA-Transfer ins Zytoplasma
einer Zelle.
(Quelle: Simmerman, 2002, Technology Overview, Electroporation-
Based DNA Delivery, How Electroporation Works)

1.6 Fragestellung

In dieser Arbeit wurde die Expressionsveranderung von GABAAaRs nach
Injektion von gegen GABAaR; gerichteter siRNA in  Kombination mit
Elektroporation durch RNAi im behandelten neokortikalen Areal im Verhaltnis
zur kontralateralen Seite untersucht, um zu klaren, ob hierdurch eine Reduktion,
also ein signifikanter ,Knock-Down der GABAAR3-mRNA zu erreichen ist.

Seite | 24



2. Material und Methoden

2.1 Tiere und Anasthesie

Es wurden Sprague Dawley (SD) Ratten der Firma Harlan Winkelmann GmbH,
Borchen, Deutschland, im Alter zwischen 12 und 15 Tagen verwendet. Die
Tiere wurden bis zum Versuchszeitpunkt erst durch eine Amme und
anschlie3end bis zum Praparationszeitpunkt tber 24 Stunden mit Wasser und
Futter ad libitum ernahrt sowie in einem 12-Stunden Tag/Nacht Rhythmus
gehalten.

Die Ratten wurden fur den Zeitraum des operativen Eingriffes, der siRNA-
Injektion sowie die Elektroporation mit einer intraperitonealen Injektion von
einem Gemisch aus Xylazinhydrochlorid (10mg/kg Korpergewicht, Rompun
Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) und Ketaminhydrochlorid
(100mg/kg Korpergewicht, Ketamin-Hydrochlorid, Ratiopharm GmbH, Ulm,
Deutschland) anasthesiert. Im Verlauf des Eingriffes wurde wenn notig die
Anasthesie durch zusatzliche Injektionen aufrecht gehalten. Das Nachlassen
des Anasthetikums konnte an Reflexen der hinteren Extremitaten und des
Schwanzes durch gezielte taktile Provokation an diesen erkannt werden.
Wahrend des anasthesierten Zustandes wurde die Korpertemperatur der Ratten
mit Hilfe eines mit warmem Wasser gefullten Warmekissens bewahrt. Im
Wachzustand wurde dafur eine Infrarotlampe (Infraphil, Philips GmbH,

Hamburg, Germany) genutzt.

2.2 Injektion der siRNA und Elektroporation

Nachdem die Ratten anasthesiert wurden, wurde ein ca.2,5cm mittiger
Felllangsschnitt am Schadel der jeweiligen Ratte mit einem Spitzskalpell
durchgefuhrt. Daraufhin folgte eine vom Scheitelbein ausgehende linksseitige
5x2mm Schadeltrepanation auf Bregmahohe mit Hilfe einer kleinen Schere
(FST Medizintechnik, Bad Oeynhausen, Deutschland).

In der Mitte dieser Kalottenoffnung wurde die siRNA-Injektionsnadel platziert:
fur den visuellen Cortex: 1mm posterior zum Bregma, 3mm lateral des

Scheitelbeins, 1mm tief in den Cortex.
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Fur die Injektion wurde eine 26S-Hamilton-Mikroinfusionsspritze (0,47mm
AuRendurchmesser, Hamilton, Bonaduz, Schweiz) verwendet.

Injiziert wurde ein kommerziell erworbener siRNA-Pool, der aus 4 siRNAs
bestand. Das Ziel war die GABAa-Rezeptor-Untereinheit-Betas (GABAARs-
Rezeptor) (Accession Number: NM_017065, ON-TARGET plus SMARTpool,
Dharmacon Inc., Lafayette, CO, USA).

5uL 20uM siRNA wurden uber 10 Minuten hinweg injiziert. Die Nadel verblieb
vor Enthahme noch weitere 5 Minuten im Cortex. Es folgte die Einfuhrung der
Elektroporationsnadeln 1,5mm medial und 1,5mm lateral der Einstichstelle der
Injektionsnadel in 3mm Tiefe im Neokortex. Die Elektroden waren parallel in der
Vertikalen zueinander angeordnet. Fur die Elektroporation wurden Elektroden
aus Wolframdraht (Science Products GmbH, Hofheim, Deutschland) mit einem
Durchmesser von 250um verwendet, die an einen Elektroporator (CUY 2,
NEPA GENE CO., LTD., Ichikawa, Chiba, Japan) angeschlossen wurden. Die
Elektroporation wurde mit 7 Rechteckpulsen von 50ms Dauer und 40 Volt
Spannung mit einer Frequenz von 1Hz durchgeflhrt.

Im Anschluss an die Elektroporation wurden die Elektroden wieder senkrecht
herausgefahren. Durch die angewandte Frequenz wurden eine Porendffnung
der Plasmamembran und ein Eindringen der siRNA ins Zytosol angestrebt.

Der Fellschnitt wurde mit drei Stichen durch Einzelknopfnaht geschlossen.
Nach Ausklingen der Anasthesie innerhalb von einer Stunde nach dem oben
beschriebenen operativen Eingriff wurden die Tiere Uber 24 Stunden bis zum
erneuten Praparationszeitpunkt mit Wasser und Futter ad libitum ernahrt sowie
in einem 12-Stunden Tag/Nacht Rhythmus gehalten.
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2.2.1 Kontrollen

Als Kontrolltiere wurden SD-Ratten gleichen Alters wie die Versuchstiere
verwendet. Der Versuchsablauf war ebenfalls identisch, nur das hier keine
spezifische gegen GABAAaR; gerichtete siRNA injiziert wurde, sondern 5l
Natriumchlorid (Kochsalz, NaCl).

2.3 Gewebeentnahme und Frontalschnitt

24 Stunden nach Elektroporation und siRNA-Injektion wurden die Ratten erneut
nach dem gleichen Verfahren wie bereits beschrieben anasthesiert und die
Schmerzfreiheit und somit die Tiefe der Anasthesie durch starke taktile
Schmerzprovokation der hinteren Extremitaten Uberpruft, um eine
Schmerzfreiheit der Tiere wahrend des erneuten Eingriffes und der Totung zu
gewabhrleisten. Es wurde wieder ein ca. 2,5cm Felllangsschnitt am Schadel mit
einem Spitzskalpell durchgefuhrt. Die Schadelkalotte wurde durch einen
Ringsumschnitt beidseits vom Foramen Magnum ausgehend Richtung ventral
mit einer kleinen Schere gelockert und nach frontal geklappt, so dass das
Gehirn mit einem Lo6ffel entnommen werden konnte und damit das Tier getotet
wurde. Dann wurde mit einer Rasierklinge (Rotbart extra dinn, Procter u.
Gamble Service GmbH, Schwalbach am Taunus, Deutschland) ein kompletter
Frontalschnitt ventral der Bregmahohe durchgefuhrt und das Gehirn mit
Cyanacrylat-Klebstoff in aufrecht stehender mit der Schnittstelle nach unten
gerichteten Lage fixiert. Zur Stabilisierung des Gehirns beim Schneiden wurde
es einseitig durch einen kleinen Agarwurfel (1x1cm) gestutzt. Um das
Degradieren der RNA zu vermeiden, wurde das Gewebe in RNAlater (Ambion)
gehalten. Dann wurden mit einem DTK-1000 Mikroslicer (Ted Pella, Redding,
CA, USA) 1mm dicke Frontalschnitte angefertigt. Aus dem Schnitt, in dem die
Injektionsstelle zu erkennen war, wurde eine 1mm breit und 2mm tiefe
Gewebeprobe auf der ipsilateralen behandelten Seite im Bereich der
stattgefundenen Injektion sowie der kontralateral unbehandelten Hemisphare
ausgestanzt. Beide Gewebeproben wurden in 600ul RNAlater-Stabilisierungs-

reagenz bis zur weiteren Bearbeitung verwahrt.
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2.4 RNA Isolation

Die RNA wurde aus den Gewebeproben mit Hilfe des RNeasy Mini Kit
(QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) gewonnen. Dabei wurden die
Gewebeprobe zusammen mit 600ul RLT Puffer und R-Mercaptoethanol (1ul 13-
Mercaptoethanol pro 1ml RLT Puffer) in Reagenzglaser Ubertragen. Die
jeweilige Probe wurde mit einem Ultra-Turrax T8 Homogenisator (IKA-Werke
GmbH u. Co. KG, Staufen, Deutschland) fur 30 Sekunden gemixt und
anschlie3end fur 3 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert.

Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorfréhrchen umgefillt. Dann wurden
600pl 70%iges Ethanol hinzugefugt und durch Pipettieren gemischt. Die Probe
wurde in eine RNeasy-Drehrohrchen (englisch: Spin-Column) Gberfuhrt, welche
in einem Sammelrohrchen platziert war. Diese Probe wurde bei maximaler
Geschwindigkeit fur 15 Sekunden zentrifugiert und der Durchlauf verworfen.
Darauf wurde 700ul RW1 Puffer ins Drehrohrchen hinzugefigt und bei
maximaler Geschwindigkeit fur 15 Sekunden zentrifugiert. Das Drehrohrchen
wurde in ein neues Sammelrohrchen platziert. Nun wurden 500ul RPE Puffer
hinzugefigt und erneut bei maximaler Geschwindigkeit fur 15 Sekunden
zentrifugiert und der Durchlauf verworfen.

Im nachsten Schritt wurden 500ul RPE Puffer hinzugefugt und bei maximaler
Geschwindigkeit fur 2 Minuten zentrifugiert. Der Durchlauf wurde wieder
verworfen. Das Drehrohrchen wurde in ein neues Sammelréhrchen platziert.
Die Probe wurde bei maximaler Geschwindigkeit fur 1 Minute zentrifugiert.

Im letzten Schritt wurde das Drehrohrchen in ein neues Eppendorfrohrchen
platziert und 40pl Nuklease-Freies Wasser ins Drehrohrchen hinzugefugt und
die RNA durch Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit fur 1 Minute
eluiert.
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2.5 DNA-freie Reaktion

Far die DNase Reaktion wurde das DNA-free Kit (Ambion, Austin, TX, USA)
verwendet, welches DNasen sowie Kationen entfernt.

FiUr diesen Vorgang wurden 4ul 10xDNase1 Puffer und 1pl rDNase 1 zur RNA
hinzugefugt und vorsichtig gemischt. Die Probe wurde bei 37°C fur 20 Minuten
inkubiert. Dann  wurden 5pyl DNase-Inaktivierungsreagenz  (englisch:
resuspended DNase Inactivation Reagent) zur RNA hinzugeflugt und die Probe
gut durchmischt. Anschlie®end wurde die Probe bei Raumtemperatur fur 2
Minuten inkubiert und bei maximaler Geschwindigkeit fur 1 Minute zentrifugiert.

2.6 Photometrische Bestimmung

Bei der photometrischen Bestimmung (Biophotometer, Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) wurde die Menge an RNA in einer 1:10 Lésung (10ul
isolierte RNA + 90ul Nuklease-freies Wasser (Ambion, Austin, TX, USA))
gemessen. Es wurde die Dichte bei 260nm Wellenlange und einem 260/280nm
Verhaltnis angegeben.

Die Ausbeute variierte von 200-500ng. Diese Messung wurde gemacht, um bei
allen Proben vergleichbare Konzentrationen an RNA zu erhalten.

2.7 Reverse Transkription

Wahrend der Reversen Transkriptase (RT) wird RNA in cDNA umgeschrieben.
Diese Reaktion wurde mit dem SuperScript || RT Kit durchgefuhrt. Dafur
wurden folgende Komponenten in einem Eppendorfrohrchen zusammengefugt.

10ul unverdinnte RNA (200-500ng) (laut Photometrischer Bestimmung so viel
RNA + Nuklease-freies Wasser, um insgesamt bei allen Proben vergleichbare
Konzentration an RNA zu erhalten) plus 1pl pd(N)6 willktrliche Hexameter
(englisch: random hexamers) 200ng/pl (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA)
und 1yl dNTP Mix 10mM (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland).

Das Gemisch wurde bei 65°C fur 5 Minuten inkubiert.
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Dann wurde die Probe fur 3 Minuten auf Eis gekuhlt und bei maximaler
Geschwindigkeit fur 15 Sekunden zentrifugiert. Nun wurden 4pl 5x First-Strand
Puffer, 2ul 0,1 M DTT und 1yl RNase OUT (40 Units/pl) hinzugefugt.

Nun wurde die Probe gemischt und bei Raumtemperatur fur 2 Minuten
inkubieren. Danach wurden 1ul (200 Units) SuperScript Il RT Enzym
hinzugefugt.

Die Probe wurde erneut gemischt und bei Raumtemperatur fir 10 Minuten
inkubiert. Im Anschluss wurde die Probe bei 42°C fur 50 Minuten inkubiert und
zum Schluss bei 70°C fur 15 Minuten, um die SuperScript || RT Enzyme zu

inaktivieren.

2.8 Real-Time-PCR

Die quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (englisch: Real-Time-
Polymerase-Chain-Reaction = RT-PCR) ist eine Methode zur Vervielfaltigung
von Nukleinsduren mit gleichzeitiger Darstellung der Quantifizierung der
gewonnenen DNA durch Fluoreszenzmessungen. Dabei wird mit jedem
Amplifikationsschritt durch Verwendung eines fluoreszierenden Farbstoffes
(SYBR Green PCR Master Mix, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) der
Anstieg dieses Farbstoffes durch Bindung an doppelstrangige DNA gemessen,
welches mit der jeweils vorhandenen Menge an PCR-Produkten korrelierte.
Durch Wellenlangendetektion des Farbstoffes durch das Gerat (ABI PRISM
7900 HT Sequence Detection System, Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) kann der Ablauf der Reaktion nachvollzogen werden. Der SYBR Green
PCR Master Mix enthielt SYBR Green 1 Farbung, AmpilTaqg Gold DNA
Polymerase, dNTPs mit dUTP, Passive Reference 1 (ROX) und

Pufferkomponenten zur Optimierung.
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2.8.1 Primer-Sequenzen

Die Primer Sequenzen fur HPRT2-rat und GABAAR; (Applied Biosystems, ABI)
wurden mit Hilfe des ABI Prism Express 2.0 Software bestimmt und lauteten
folgendermalen:

GABAAR3 -Vorwarts (Startposition: 517) (20b):
5 GCT GTA CGG GCT CAG GAT CA 3;

GABAAR3 -Ruckwarts (Startposition: 587) (23b):
5 GCT CAT CCAGTG GGT ATCTTC TG 37;

HPRT,-rat-Vorwarts (Startposition: 579):
5TGT TGG ATA CAG GCC AGACTT TGT 37

HPRT,-rat-Ruckwarts (Startposition: 702):
5 TGT GTC ATC AGC GAA AGT GGA 3’;

2.8.2 Amplicon-Sequenzen

Um eine gute Auswertung des Gen-Expressions-Spiegel zu erreichen, wurden
fur die Standardkurven Oligonucleotide (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) mit der gleichen Sequenz wie das zu erwartende Amplicon
entsprechend der jeweiligen Primer erzeugt. Die Amplicons wurden
logarithmisch verdunnt, so dass sie eine Serie von insgesamt 4
unterschiedlichen Verdiinnungsstufen (107 bis 107"° Kopien / pl) ergab. Damit
konnte die Wirksamkeit der Reaktion und die absolute Menge des PCR

Produktes errechnet werden. Die Sequenzen lauteten folgendermalien:
GABAAR3 -Amplicon (71b):

5 GCT GTA CGG GCT CAG GAT CAC CAC CAC AGC AGC TTG CAT GAT
GGA CCT CAG AAGATACCCACT GGATGA GC 37
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HPRT2-rat-Amplicon:

5 TGT TGG ATA CAG GCC AGA CTT TGT TGG ATT TGA AAT TCC AGA
CAA GTT TGT TGT TGG ATA TGC CCT TGA CTA TAA TGA GCA CTT CAG
GGATTT GAATCATGT TTG TGT CAT CAG CGAAAG TGGA 3.

2.8.3 Real-Time-PCR Procedere

Die cDNA Proben wurden im Verhaltnis 1:10 mit Nuklease-freiem Wasser
verdunnt. 5ul dieser verdinnten Probe wurden mit 10pyl PCR-Master-Mix
bestehend aus 7,5u1 SYBR-Green-Master-Mix, 0,9ul Primer-Vorwarts, 0,9ul
Primer-Ruckwarts und 0,7pl Nuklease-freies Wasser zu einem Gesamtvolumen
von 15ul auf einer PCR-Platte (Abgene, Epsom, UK) zusammengefugt. Die
Platte wurde mit einer dinnen Folie (Abgene, Epsom, UK) verschweil3t. Fur die
Verdunnungsreihe der Standardkurve wurden gleiche Mengen verwendet. Jede
Probe wurde als Duplikat aufgesetzt. Zusatzlich wurden fur jeden Primer
Wasserproben (eglisch: NTC-Proben = no-template-controls) zur Kontrolle
eventueller Kontaminationen der Master Mix Komponenten oder auch Primer-
Dimer-Effekte aufgetragen.

Die Bedingungen der PCR waren wie folgt: 50°C fur 2 Minuten und 95°C fur 10
Minuten; fur 40 Zyklen 95°C fur 15 Sekunden gefolgt von 60°C Uber 1 Minute.
Am Ende der PCR wurde fur jede Probe an Hand der Schmelztemperatur des
PCR-Produktes eine Dissoziationskurve ermittelt.

2.9 Datenanalyse

Die PCR-Daten wurden zur HPRT cDNA in Beziehung gesetzt (=Normalisiert)
und mit der ABI Prism SDS Software analysiert. Dabei wurden wahrend der
Reaktion die Fluoreszenzen aufgezeichnet und der Quotient aus den
Fluoreszenzemissionen von Reporter (SYBR Green) und passivem
Referenzfarbstoff (ROX) das normalisierte Reportersignal (R,-Wert) gebildet.
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Dann wurde von den ersten PCR-Zyklen vom R,-Wert (relatives
Reportersignal) der R,-Wert (Hintergrundfluoreszenz) subtrahiert und somit der
Delta-Rn,-Wert ermittelt. Nun konnte durch Auftragen des logarithmierten Delta-
Rn-Wertes (Abszisse) gegen den entsprechenden PCR-Zyklus (Ordinate) in ein
Koordinatensystem ein  Amplifizierungsverlauf  erstellt werden. Die
Dissoziationskurven wurden auf einzelne Peaks hin kontrolliert, um eventuelle
andere PCR-Produkte, die wahrend des Vervielfaltigungsprozesses entstanden
sein konnten, wie z.B. Primer-Dimer, ausschliefen zu konnen. Alle Reaktionen
mit mehreren Peaks wurden aus der Wertung ausgeschlossen. Ebenso wurden
Dissoziationskurven der NTC-Proben auf eine flache Kurve hin kontrolliert, um
Kontaminationen ausschlieBen zu konnen. Die Grundlinie konnte aus den
Fluoreszenzdaten der PCR-Zyklen (i.d.R. Zyklus 6-15) errechnet werden. Diese
war wichtig fur die Bestimmung des Grenzwertes, ab dem ein Signal eine
Fluoreszenzstarke als positiv gewertet wurde und so die Phase der
exponentiellen Amplifikation erreicht hatte. Der errechnete relative PCR-Zyklus,
bei dem der Amplifizierungsverlauf den Grenzwert Uberschritt, wurde als
CtWert (englisch: Threshold Cycle) angegeben. NTC-Vervielfaltigungskurven
oberhalb des Grenzwertes wurden in die Wertung mit einbezogen, so lange ihr
Cr-Wert mindestens 5 Zyklen vom hochsten Ct-Wert der Probe abwich. Laut
Bustin und Nolan (2004) stimmt eine Zyklusdifferenz von 5 Zyklen mit einer
(1+Effizienz)>-fache Differenz im PCR-Produkt (berein. Bei einer idealen
Effizienz von 100% oder 1 wiirde die Differenz bei (1+1)° = das 32-fache liegen,
das heil3t die NTC-PCR-Produktmenge wurde 1/32 = 3% der zu vergleichenden
PCR-Probenmenge betragen. Diese prozentual geringe Abweichung kann bei
der Auswertung der Daten ignoriert werden.

Delta Rn = Rn — Durchschnitt zyien 6-15 (Rn)

Fluoreszenz sver Green

Mit R, =
Fluoreszenz rox
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2.9.1 Standardkurve

Eine Standardkurve fur das Zielgen sowie das Haushaltsgen (=nicht-reguliertes
Gen, konstitutiv exprimiertes Gen, englisch: Housekeeping-Gen) wurden aus
den Ct-Werten der betreffenden Verdunnungsreihen durch logarithmische
Auftragung der Verdunnung gegen den Ct- Wert errechnet.

Die lineare Regressionslinie (Standardkurve) y basierend auf der Methode der
kleinsten Quadrate ergibt sich aus der Steigung m und y-Abschnitt b, sowie
auch den R?Wert welches der Benennungskoeffizient ist. Dieser Koeffizient
gibt einen Einblick bezuglich der Reliabilitat und Prazision der Regression.

Ein R®>-Wert > 0,95 sollte erreicht werden.
Die lineare Regressionskurve ergibt sich aus:
y=mx+b

m= Steigung

b= y-Abschnitt
y= Cr-Wert

Die Wirkungsgrade W fur die Zielsequenz sowie fur das Haushaltsgen konnte

ermittelt werden durch

-1
W=10 — -1
m

Im Idealfall liegen die PCR Wirkungsgrade um den Wert 1 (entspricht einer
Steigung von m = -3,34), welches eine Verdoppelung jedes DNA-Stranges in

jedem Zyklus ausdruckt.
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2.9.2 Die relative Genregulation

Um die Expressionsspiegel vergleichen zu kdnnen mussen die Cr-Werte in
absolute oder relative Mengen des PCR-Produktes umgeschrieben werden. Die
Menge des PCR-Produktes fur einen bestimmten Cr-Wert kann durch
Erstellung einer linearen Regressionskurve berechnet werden. Da sich die
Regression aus der logarithmischen Dekade der Standardkurve errechnet,
errechnet sich die relative Menge des PCR-Produktes grel. durch

y-b
Qre. = 10 ——
m

Bei dieser relativen Quantifizierung wird die Expression des Zielgens sowie die
des Haushaltsgenes von Gewebeproben der ipsilateral bearbeiteten und der
kontralateral unbearbeiteten Kortexseite in Relation zueinander gesetzt. Dafur
mussten die relativen Mengen der Zielsequenz der behandelten und
unbehandelten Kortexseite durch Division des Zielgens auf das Haushaltsgen

normalisiert werden.

q rei. (Zielsequenz)

d norm =

q rel. (Haushaltsgen)

Um nun die Regulation R der Zielsequenz mRNA auf der behandelten
Kortexseite in Relation zu der unbehandelten Kortexseite stellen zu konnen,
musste die behandelte Kortexseite durch die unbehandelte Kortexseite dividiert

werden.

g norm (behandelte Kortexseite)

d norm (Unbehandelte Kortexseite)
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2.9.3 Statistik

Es konnte ein signifikanter Unterschied zwischen der normalisierten
behandelten ipsilateralen und der normalisierten unbehandelten kontralateralen
Kortexseite der Versuchstiere - entsprechend gnorm - durch Nachweis in einem
Paired-t-Test sowie bei der Gegenuberstellung der Versuchsgruppe im
Vergleich zur Kontrollreihe in einem t-Test bestatigt werden.

m
T= — Vn
o
1
mit m=—3"- & (Stichprobenmittelwert)
n

0i= g normi (behandelt) - q normi (unbehandelt)

1
o =/ =1 (B — m)? (Standardabweichung)

n = Probenanzahl

Die Gaul’sche Normalverteilung wurde fur jede Gruppe mit Hilfe des
Kolmogorow-Smirnow-Anpassungstest (mit Lillieforts-Modifikation) gesichert.
Um eine Signifikanz zwischen den durchschnittlichen relativen GABAaR;-
MRNA-Spiegel einer jeden Gruppe errechnen zu kdnnen, wurde eine einfache
Varianzanalyse (englisch: One-Way ANOVA) angewandt.

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Computerprogrammes SigmaStat
3.11 erstellt. Die Auswertung erfolgte mit SigmaPlot 9.0. (beides Systat
Software Inc., San Jose, CA, USA).
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Die EffektgroRe konnte durch Berechnung von Cohens d bestimmt werden:

M behandelt — M unbehandelt

d=

aN2(1-r)

1
mit m=—— Y"1 gnomi (Durchschnitt der betr. Gruppe)

n
_ O'behandelt2 - O'unbehandelt2
o= (Standardabweichung)

2
> "i=1 (q norm i (behandelty — M behandelt) (3 norm i (unbehandelty — M unbehandelt)

R =

(N = 1) O behandelt O unbehandelt

(Korrelationskoeffizient)

o? = Abweichung

Die Effektstarke ist ein gutes und unmittelbares standardisiertes Mal
Mittelwertunterschiede zwischen zwei Gruppen mit korrelationsgewichteten
Standardabweichungen darzustellen.

Bei der Regulation vom mRNA-Spiegel R (Korrelationskoeffizient) wurden
mogliche Ausreil3er mit Dixons Q-Test fur Erkennung von einzelnen Ausreil3ern

untersucht und von der Analyse ausgeschlossen.
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3. Ergebnisse

Es wurde eine Methode etabliert, mit der man die Expression von GABAal; im
Neokortex junger SD-Ratten mittels Injektion von gegen GABAAR3 gerichteter
siRNA (RNA-Interferenz) kombiniert mit lokaler Elektroporation in vivo
manipulieren kann. Hierzu wurden 5uL 20uM siRNA aus einem kommerziell
erworbenen siRNA-Gemisch, welches gegen GABAR; gerichtet ist, unilateral
in den Neocortex 12-15 Tage alter SD-Ratten injiziert. Beidseits der
Injektionsstelle wurden Elektroden ins Gewebe abgesenkt, Uber die eine Folge
von 7 Rechteckpulsen (50ms Dauer, 40 Volt, 1Hz Frequenz) appliziert wurde.
Es wird angenommen, dass diese Pulse die Zellmembran elektroporieren und
die Aufnahme der siRNA in die Zielzelle ermoglichen. Die hierdurch
aufgenommene siRNA flieRt in den RNA-Interferenz-Ablauf ein, was wiederum
zum Knock-Down der Ziel-mRNA und somit zu einer Reduktion des
Proteinspiegels fuhren soll. 24 Stunden nach siRNA-Injektion mit kombinierter
Elektroporation wurden sowohl aus der elektroporierten Region wie auch aus
der unbehandelten kontralateralen Region (Kontrolle) im gleichen Tier
Gewebeproben entnommen und die Gesamt-RNA (,total RNA®) isoliert, von
welcher anschlief3end Mittels reverser Transkription cDNA erzeugt wurde.
Durch quantitative Real-Time-PCR wurden mit spezifischen Primern die
GABAAR3-mRNA-Expressionsraten relativ zum stabil exprimierten

Haushaltsgen HPRT bestimmt.

In  Abbildung 3.1 werden GABAaRs;-mRNA-Spiegel der individuellen
Versuchstiere relativ. zum Spiegel der HPRT-mRNA der jeweiligen
Hemispharen (ipsi- und kontralateral) fur alle individuellen Versuchstiere 24
Stunden nach Behandlung gegenubergestellt. Bei allen Tieren zeigte sich eine
Reduktion der relativen GABAAR3:-mRNA-Spiegel im behandelten Areal im
Vergleich zur unbehandelten kontralateralen Seite. Es konnte des Weiteren
eine grolRe individuelle Variabilitat im relativen mRNA-Spiegel unter den Tieren
beobachtet werden. Die unterschiedlichen mRNA-Expressionsspiegel unter den
Tieren spiegeln wahrscheinlich primar unterschiedliche Gesamt-RNA-
Ausbeuten (192,0 pg/ml MW £ 144,1 ug/ml SD, n=20) wieder, bzw. reflektieren
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Unterschiede in der Effizienz der RT-Reaktion. Da jedoch, wie nachfuhrend
erlautert, der Quotient aus behandelter und unbehandelter Hemisphare zur
Beurteilung der Genregulation analysiert wurde, kommt der absoluten mRNA-
Menge eine geringe Bedeutung bei, solange eine fur die Analyse hinreichende
Menge isoliert werden konnte.

behandelte Hemisphare munbehandelte Hemisphare

22

1,99

1,8 1

1.6 1 1,46

1.4 1 1,30
1,2 1,11
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1 | 0,89 0,94

08 | 0,76
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0,6 0,49 0,50

041 027 ooy 029 0,29

GABAAR3-mRNA-Spiegel relativ zu HPRT
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R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10

Hemispharen 24 Stunden nach siRNA Injektion + Elektroporation

Abbildung 3.1: Darstellung der GABAAR3-mRNA-Spiegel relativ zum HPRT-mRNA-
Spiegel der jeweiligen ipsilateralen behandelten und kontralateralen
unbehandelten Hemispharen der individuellen Versuchstiere(R1-R10)
24 Stunden nach siRNA-Injektion mit kombinierter Elektroporation.

Zur Ermittlung der Expressionsveranderung von GABAaR3; im behandelten
Areal im Verhaltnis zur kontralateralen Seite (folgend als normiertes GABAAR3-
MRNA-Spiegel bezeichnet) und um die Frage zu klaren, ob die Injektion von
siRNA in Kombination mit Elektroporation eine Reduktion der Ziel-mRNA zur
Folge hatte, also zu einem Knock-Down fuhrte, wurden diese GABAAR;-mRNA-
Expressionspiegel in Abbildung 3.2 dargestellt.
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Die auf die unbehandelten Hemispharen normierten relativen GABAAR3;-mRNA-
Spiegel sanken in den behandelten Versuchstieren unterschiedlich stark, wobei
eine Reduktion im Mittel auf 57% + 20% SD (n=10) der Ausgangswerte
beobachtet werden konnte.

1
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0,8 4
0 0,75
0,71
0,7 4
0,64
06 - 0,57
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0,5 - 0,44
0,41 0,38
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0,3 { 0,26
0,2 4
0,1 1

R5 R6 R7 R8 R9 R10

Hemispharen 24 Stunden nach siRNA Injektion + Elektroporation

normierte GABAAR3-mRNA-Spiegel

Abbildung 3.2: Darstellung der normierten GABAAR3-mRNA-Spiegel der individuellen
Versuchstiere (R1-R10) 24 Stunden nach siRNA-Injektion mit
kombinierter Elektroporation. Mittelwert (MW) und Standard-
abweichung (SD) werden mit durchgehende bzw. gestrichelten Linien
dargestellt.

Die Kontrollreihe wird in Abbildung 3.3 dargestellt. Diese Tiere wurden identisch
wie die Versuchstiere behandelt, mit dem Unterschied, dass an Stelle der
siRNA 5pl NaCl injiziert wurden. Hier werden die GABAaR3;-mRNA-Spiegel
relativ zum Spiegel der HPRT-mRNA der jeweiligen Hemispharen (ipsi- und
kontralateral) fur alle individuellen Kontrolltiere 24 Stunden nach Behandlung
gegenubergestellt.
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Bei den Kontrolltieren konnte, wie bei den Versuchstieren, eine grofRe
individuelle Variabilitat im relativen mRNA-Spiegel unter den Tieren beobachtet
werden. Die Ursache hierfur ist wie bei den Tieren der Versuchsgruppe in der
groRen Variabilitat der Gesamt-RNA-Ausbeute zu suchen (291,5ug/ml MW +
262,7ug/ml SD, n=14). Allerdings wichen die relativen mRNA-Spiegel der

beiden Hemispharen im gleichen Tier nicht sehr stark voneinander ab.
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Abbildung 3.3: Darstellung der GABAAR3-mRNA-Spiegel relativ zum HPRT-mRNA-
Spiegel der jeweiligen ipsilateralen behandelten und kontralateralen
unbehandelten Hemispharen der individuellen Kontrolltiere (K1-K7)
24 Stunden nach NaCl-Injektion mit kombinierter Elektroporation.

In Abbildung 3.4 werden analog zur Darstellung in Abbildung 3.2 die auf die
unbehandelten kontralateralen Hemispharen normierten relativen GABAAf;-
mRNA-Level der individuellen Tiere der Kontrollgruppe abgebildet. Hier zeigte
sich im Mittel (107% = 15% SD, n=7) nur eine geringe Veranderung zu den

Ausgangswerten.
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Abbildung 3.4: Darstellung der normierten GABAAR3-mRNA-Spiegel der individuellen
Kontrolltiere (K1-K7) 24 Stunden nach NaCl-Injektion mit kombinierter
Elektroporation. Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD)
werden mit durchgehend bzw. gestrichelten Linien dargestellt.

Abbildung 3.5 stellt die Mittelwerte der behandelten ipsilateralen Hemispharen
und die Mittelwerte der unbehandelten kontralateralen Hemispharen der
Versuchstiere denen der Kontrolltiere gegenuber. Die Versuchstiere zeigten 24
Stunden nach siRNA-Injektion mit kombinierter Elektroporation im behandelten
Areal einen signifikanten Unterschied des GABAAR3-mRNA-Expressionspiegel
im Vergleich zu den GABAAR3-mRNA-Expressionspiegel in den unbehandelten
Hemispharen. Im Kontrast dazu konnte zwischen den Hemispharen der
Kontrolltiere 24 Stunden nach NaCl-Injektion mit kombinierter Elektroporation
kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.
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Die statistische Auswertung mit einem gepaarten t-Test zeigte eine signifikante
(**) Reduktion des GABAAR3:-mRNA-Spiegel zwischen den beiden Hemispharen
der Versuchsgruppe (P= 0,002, n=10).

Hingegen ergab ein gepaarter t-Test der GABAAR3;-mRNA-Spiegel zwischen
den beiden Hemispharen der Kontrollgruppe keine Signifikanz (P= 0,358, n=7).
Der 95% Konfidenzinterwall lag bei der Versuchsreihe zwischen -0,754 und
-0,226, bei der Kontrollreihe zwischen -0,052 und 0,123.

Die EffektgroRe betrug -1,668 (Cohen’s d fur abhangige Proben) im
Hemispharen-Vergleich fur Versuchstiere und im Gegensatz dazu 0,390 fur
Kontrolltiere.
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1,8

1,6 {

1,4

1,2 {

0,8 1 T

0,6 {

04

0,2 { -
0,52

0,61

Durchschnittliche GABAAR3-mRNA-Spiegell relativ zu HPRT
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Abbildung 3.5: Darstellung der durchschnittlichen GABAaR3-mRNA-Expressionspiegel
der behandelten ipsilateralen und unbehandelten kontralateralen
Hemisphéaren relativ zu HPRT der Versuchstiere (n=10) 24 Stunden
nach siRNA-Injektion mit kombinierter Elektroporation im Vergleich zu
denen der Kontrolltiere (n=7) nach NaCl-Injektion mit kombinierter
Elektroporation. Die jeweilige Standardabweichung (SD) wird durch
vertikale Linien dargestellt.
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In Abbildung 3.6 werden die Mittelwerte (MW) und die Standardabweichung
(SD) der normalisierten GABAAR3-Spiegel der beiden Gruppen (Versuchstiere
vs. Kontrolle) gegenubergestellt. Die statistische Auswertung mit einem t-Test
ergab einen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen (P= <0,001,
n=7). Der 95% Konfidenzinterwall lag zwischen -0,692 und -0,316.
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Abbildung 3.6: Darstellung der durchschnittlichen normierten GABAaR3-mRNA-
Spiegel der Versuchstiere (n=10) 24 Stunden nach siRNA-Injektion
mit kombinierter Elektroporation im Vergleich zu denen der
Kontrolltiere  (n=7) nach NaCl-Injektion mit kombinierter
Elektroporation. Die jeweilige Standardabweichung (SD) wird durch
vertikale Linien dargestellt.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde eine Methode etablieret, mit der mittels Injektion von
gegen GABAAR3 gerichteter siRNA kombiniert mit lokaler Elektroporation und
darauf folgende RNAI, die GABAaR3-mRNA-Expression junger SD-Ratten in

vivo signifikant manipulieren kann.

4.1 Mogliche Nebeneffekte der Elektroporation und die Spezifitat der
Knock-Down Raten

Fiar die Elektroporation miussen Elektroden ins Gewebe eingebracht werden.
Dazu muss man die entsprechenden Uber dem Gewebe liegenden Schichten
freilegen bzw. diese mit den Elektroden bis zum Zielgewebe hin durchdringen.
Durch das invasive Vorgehen kann es zu den allgemeinen Risiken wie
Gewebe-, Nerven und Gefallschadigung kommen. Bei der Elektroporation
werden kurze elektrische Impulse mit hoher Spannung uber Elektroden in das
umliegende Gewebe abgegeben. Bei langen Impulsen mit hoher Spannung
konnte laut Bonnafous et al. (1999) die Bildung von Sauerstoffradikalen (ROS)
beobachtet werden. Ebenfalls wurden bei so hohen Spannungen vaskulare
Veranderungen mit einer Reduktion des Blutflusses beobachtet (Gehl et. al.,
2002). Laut Akanea et al. (2005) konnten keine Apoptosevorgange festgestellt
werden. Ein identischer Test wurde in dieser Arbeit nicht durchgefuhrt.
Apoptosevorgange konnen daher nicht ausgeschlossen werden. Bei moglichen
Entzindungsvorgangen, die mit dem Eingriff assoziiert sind, konnten
Entzindungsmediatoren freigesetzt worden sein, die wiederum die Neurone
und die Expressionsspiegel von GABAaR; und somit die Knock-Down Raten
beeinflusst haben konnten. Dies konnte jedoch nicht in der Kontrollgruppe
beobachtet werden. Es besteht allerdings die Moglichkeit, dass
Inflammationsprozesse erst nach mehreren Tagen sichtbar geworden waren.
Denkbar waren auch Gewebeschadigungen, die selektiv GABA und nicht das
Haushaltsgen betreffen. Eine mogliche Verfalschung der Knock-Down Raten
durch solch eine selektive Gewebeschadigung wurde in der vorliegenden Arbeit

nicht Uberpruft und kann somit nicht ausgeschlossen werden.
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Des Weiteren kann keine Aussage bezuglich der Feldstarke Uber das Gebiet
gemacht werden, in dem elektroporiert wurde, da nicht Uberpruft wurde, ob die
Feldstarken homogen waren, was auch messtechnisch schwer zu realisieren
ware. Dabei bestande die Moglichkeit, dass nicht alle Zellen des Gebietes
elektroporiert wurden, da lokal zu geringe Feldstarken vorherrschen konnten.
Es besteht daher die Mdglichkeit, dass die Knock-Down-Rate von 57% dem
Umstand geschuldet ist, dass die erfolgreich elektroporierten Zellen einen sehr
starken Knock-Down erzeugen, jedoch deren Anteil in der Gewebeprobe
anteilig zu gering ausfiel, um Knock-Down-Raten wie anderswo beschrieben
(Akanea et al., 2005; Guo et al., 2006) im Nachweis zu liefern. Dennoch zeigten
die Versuchstiere in dieser Arbeit 24 Stunden nach siRNA-Injektion mit
kombinierter Elektroporation im behandelten Areal einen signifikanten
Unterschied des GABAaR3-mRNA-Expressionspiegel im Vergleich zu den
GABAAR3-mRNA-Expressionspiegel in den unbehandelten Hemispharen. Im
Kontrast dazu konnte zwischen den Hemispharen der Kontrolltiere 24 Stunden
nach NaCl-Injektion mit kombinierter Elektroporation kein signifikanter
Unterschied nachgewiesen werden. Die statistische Auswertung mit einem
gepaarten t-Test zeigte eine signifikante Reduktion des GABAaR3-mRNA-
Spiegel zwischen den beiden Hemispharen der Versuchsgruppe wo hingegen
ein gepaarter t-Test der GABAalR;-mRNA-Spiegel zwischen den beiden
Hemispharen der Kontrollgruppe keine Signifikanz ergab. Dieses Ergebnis
zeigt, dass der Effekt nicht durch Zufall erklart werden kann.

4.2 Art der Gewebeentnahme

Fir die Gewebeentnahme wurden mit einem Mikroschneider 1Tmm dicke
Frontalschnitte angefertigt. Aus dem Schnitt, in dem die Injektionsstelle zu
erkennen war, wurde eine Gewebeprobe auf der ipsilateral behandelten Seite
im Bereich der stattgefundenen Injektion sowie der kontralateral unbehandelten

Hemisphare ausgestanzt.
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Es besteht die Mdglichkeit, dass durch die Art der Probenentnahme der relative
Anteil der Gebiete mit elektroporierten und nicht-elektroporierten Zellen
variierte. Hieraus konnte sich ein Teil der Varianzen in den Versuchs-Knock-
Down-Raten erklaren.

4.3 siRNA-Konzentrationund RNAi

Es wurden 5puL 20pM gegen GABAaf; gerichtete siRNA fur die Injektion
verwendet. Bei hohen siRNA-Konzentrationen besteht die Moglichkeit, dass die
Zelle mit siRNA uberfrachtet wird. Es gibt Hinweise darauf, dass diese siRNA
mit der miRNA der Zellen um die Bindung in den RISC-Komplex konkurriert
(Tang et al., 2003). Die auf miRNA basierende normale Genregulation kénnte
beeintrachtigt werden und die Folgen fur die Zellhomdostase sind schwer
hervorzusehen. Aus diesem Blickwinkel sind mogliche Therapieansatze
basierend auf RNAi Technologie kritisch zu hinterfragen und bedurfen einer
genauen Prufung der Dosis-Wirkung-Beziehung (Grimm et al.,, 2006).
Grimm et al. (2006) beschreiben in ihrer Arbeit Langzeitfolgen einer hohen
shRNA-Expression (englisch: short hairpin RNA), die durch Dicer zu siRNA
prozessiert wird, mit Uberflutung des endogenen RNAi-Pfades. Sie injizierten
49 verschiedene AAV8-(Adenovirus Typ8)/shRNA-Vektoren in die Leber von
Mausen, woher sich die shRNAs sowohl in ihrer Lange als auch in ihrer
Sequenz unterschieden und gegen sechs verschiedene Ziele gerichtet waren.
36 von ihnen Uberlasteten jeweils die zelleigene RNAi und flhren zu
Dosisabhangigen Leberschaden. In 23 Fallen starben die Mause an den
Nebenwirkungen. Die Morbiditat war assoziiert mit der Herunterregulation der in
Leberzellen produzierten miRNA. Grimm et al. (2007) gehen davon aus, dass
es, wie oben bereits erwahnt, zum Konkurrieren der RNAs um die fur die RNAI
notigen Zellfaktoren kam. Inwiefern im kurzen Beobachtungszeitraum von 24
Stunden diese Effekte in Erscheinung treten, bleibt jedoch fraglich. Es wird in
mehrere Arbeiten Uber eine Zeitabhangigkeit der RNAi diskutiert (Hannon,
2002; Akaneya et al., 2005).
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In wie weit diese eine Auswirkung auf die Beeinflussung der GABAAR3;-mRNA-
Expression hat und wie genau die Halbwertszeit (HWZ) der Wirkung der gegen
GABAAR3 gerichteten siRNA ist, wurde in dieser Arbeit nicht Gberpruft, da alle
Auswertungen 24 Stunden nach siRNA-Injektion mit kombinierter
Elektroporation stattgefunden haben. Es ist allerdings bekannt, dass RNA rasch
in den Zellen verstoffwechselt wird und somit ist mit einem transienten

Charakter des Knock-Downs zu rechnen (Schroeder et al., 2006).

4.4 siRNA-Transfer

Es gibt unterschiedliche Methoden fir den Transfer einer siRNA in lebendes
Gewebe. Welche Strategie angewandt werden soll hangt von der Fragestellung
ab. In dieser Arbeit wurde gezielt gegen GABAAR3 gerichtete siRNA in eine
begrenzte Zielregion im Neokortex junger SD-Ratten injiziert und durch
Elektroporation in die Zelle verholfen. Es ist allerdings nicht nachgewiesen
worden, in welchen Neuronen die siRNA tatsachlich angekommen ist. Dies
hatte durch Verwendung von Fluoreszenz-markierter siRNA zum Abschatzen
der Effizienz ihres Transfers in die Zellen beobachtet werden kdnnen, wie an
anderer Stelle dokumentiert worden ist (Chan et al.,, 2006; Guo et al., 2006;
Gresch et al., 2004; John et al., 2003). Durch Fluoreszenz-Markierung hatten
entsprechende Zellen visualisiert und gegebenenfalls sogar gezielt mittels
Laser-Culting-Microdissection aus dem Gewebe isoliert werden konnen, um
lokal elektroporierte von nicht-elektroporierten Zellen unterscheiden und

analysieren zu konnen.

4.5 Interferonantwort

In der Regel reagieren Saugetierzellen auf langere doppelstrangige RNA, wie
z.B. aus Viren stammend, mit einer verstarkten Interferonexpression, indem die
Proteinkinase R (PKR) aktiviert wird (Kuhlmann et al., 2004). Diese greift
hemmend in die Translation ein und verursacht letztendlich den apoptotischen
Zelltod.
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Dies scheint ein Schutzmechanismus dieser Zellen auf eine virale Invasion zu
sein (Sledz et al., 2003). Deshalb wurden kurze synthetische doppelstrangige
21nt lange RNAs zum ,Genesilencing“ eingesetzt (Elbashir et al., 2001). Diese
siRNAs sind vermutlich klein genug, um die PKR nicht zu aktivieren und
umgehen somit das zellulare Apoptoseprogramm. Mehrere Untersuchungen
zeigten aber, dass in Abhangigkeit von der siRNA-Dosis dennoch eine
Interferonantwort erfolgen kann (Kuhlmann et al., 2004; Bridge et al., 2003,
Flynn et al., 2004). Die zu erwartenden Inferferoninduzierten Nebenwirkungen
bei in vivo-Anwendung geben zu grofter Vorsicht Anlass (Kuhlmann et al.,
2004). Sledz et al. (2003) fanden heraus, dass gegen Glyceraldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) gerichtete siRNA zu einer erhohten
MRNA-Expression der Interferon-Stimulierenden Gene (ISGs) fuhrte. Bei
Akaneyas et al. (2006) Elektroporationsversuchen konnte allerdings keine
signifikante erhohte Expression der 5'-Oligoadenylatsynthase 1 (OAS1),
Interleukin-1R (IL-13) oder Tumornekrose-faktor a (TNFa) beobachtet werden.
In wie weit und ob Uberhaupt eine Interferonantwort einen Einfluss auf die

GABAAR3-mRNA-Expressionsrate hatte, kann nicht gesagt werden.

4.6 Schlussfolgerung und Perspektiven

Aus dieser Arbeit geht hervor, dass durch die in vivo Injektion von gegen
GABAARz gerichteter siRNA (RNA-Interferenz) kombiniert mit lokaler
Elektroporation mit einer Applikationsfolge von 7 Rechteckpulsen (50ms Dauer,
40 Volt, 1Hz Frequenz) eine signifikante Reduktion der GABAaR3-mRNA-
Spiegel nach 24 Stunden erreicht werden konnte.

Auf Grund der Ergebnisse scheint dieses Procedere fur die Manipulation des
GABAAR3-mRNA-Spiegel in Ratten, sowie vermutlich auch in anderen Sauge-
spezies, eine vielversprechende Methode zur lokalen und zeitlich begrenzten
RNAi im ZNS zu sein. Dennoch bedurfen einige Fragen, wie oben bereits
erwahnt, detaillierter Klarung.

Diese Arbeit soll methodisch den Weg zur Anwendung der auf siRNA mit
kombinierter Elektroporation in GABAaR3; exprimierenden Hirnarealen ebnen.
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Darauf aufbauend kann durch den lokalen Knock-Down von GABAAfR; gezielt in
die Kombination der Untereinheit des GABAa-Rezeptors eingegriffen werden
und die Funktion von GABAaR3 bezuglich ihrer Rolle in der Generierung von
IPSPs sowohl in vivo als auch im akuten Hirnschnitt untersucht werden.
Die beschriebene Methodik ermoglicht durch ihre lokale Anwendbarkeit eine
Manipulation auf Ebene kleiner Netzwerke, wie dies im klassischen Mausmodell
mit globaler Manipulation nur schwer oder gar nicht zu realisieren ware. Sie ist
gegenuber anderen lokalen genetischen Manipulationsmadglichkeiten, wie dem
Einsatz von viralen Vektorsystemen mit Blick auf die Kosten, den zeitlichen
Aufwand und nicht =zuletzt bezuglich der Sicherheitsfrage Uberlegen.
Die Methode bietet in der Perspektive auch die Moglichkeit einer Anwendung im
nicht-menschlichen Primaten mit der Aussicht, die Rolle einzelner Proteine bzw.
lonenkanale im Cortex hoherer kognitiver Funktionen zu beschreiben, wie dies
bisher in Ermangelung von Verfahren zur genetischen Manipulation dieser Tiere
nicht moglich ist.
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5. Zusammenfassung

GABAa-Rezeptoren sind in Nervenzellen postsynaptisch lokalisiert und besitzen
eine Bindungsstelle fur den inhibitorischen Neurotransmitter GABA sowie
weitere allosterische Bindestellen, unter anderem fur Barbiturate und
Neurosteroide an der B-Untereinheit (UE). Die Bindung von GABA aktiviert den
Einstrom von Chloridionen durch die Kanalpore, was zur Entstehung eines
inhibitorischen postsynaptischen Potentials (IPSP) fuhrt. Diese Hyper-
polarisation der Membran fuhrt zu einer verminderten Erregbarkeit der
postsynaptischen Neurone. Strukturell handelt sich bei den GABAa-Rezeptoren
um Heteropentamere, die zum grofdten Teil aus zwei a-, zwei B- und einer y-UE
aufgebaut sind. Die R3-UE der GABAa-Rezeptoren (GABAAR3) ist hauptsachlich
im Hippokampus, im zerebralen Cortex und Cerebellum lokalisiert.

In dieser Arbeit wurde die Expression von GABAaR3;-mRNA im Neokortex der
Ratte mittels RNA-Interferenz (RNAi) in vivo manipuliert. RNAi ist ein
intrinsischer Mechanismus, der durch small-interfering-RNA (siRNA) vermittelt
wird. Die aus 21-23 Nukleotiden lange doppelstrangige siRNA ist in der Lage
sich an eine komplementare Sequenz der mRNA zu binden und mit Hilfe des
RNA-induced-silincing-complex  (RISC) diese dort zu  schneiden.
Die Schnittprodukte werden intern abgebaut, was zu einem sogenannten
Knock-Down in ihrer spezifischen Ziel-mRNA, hier GABAaAR3-mRNA, und somit
zu einer Reduktion der Expressionsrate des Zielproteins fuhrt. Hierfir wurde
gegen GABAAR3 gerichtete siRNA in den Neokortex junger Ratten injiziert.
Die Aufnahme der siRNA in die Zellen wurde durch lokale Elektroporation
erreicht. Nach 24 Stunden wurden sowohl aus der elektroporierten Region wie
auch aus dem unbehandelten kontralateralen Gebiet im gleichen Tier
Gewebeproben entnommen und verarbeitet. Durch quantitative Real-Time-PCR
wurden die GABAAR3-mRNA-Expressionsraten relativ zum stabil exprimierten
Haushaltsgen HPRT bestimmt.

Es kann gezeigt werden, dass die GABAAR3-mRNA-Expressionslispiegel sowohl
in den behandelten Hemispharen als auch im Mittel verglichen mit einer NaCl-
injizierten Kontrollgruppe nach 24 Stunden signifikant reduziert waren.
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