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1 Zusammenfassung

Es ist hinlanglich beschrieben, dass die Regulation der Stabilitat des Gerustproteins
Gephyrin von grolRer Bedeutung fur die Oberflachenclusterung von Rezeptoren der
inhibitorischen Postsynapse ist. Interaktionen zwischen Gephyrin und GABAa-, sowie
Glyzin Rezeptoren spezifischer Zusammensetzung sind publiziert.

Weitaus weniger ist jedoch Uber die Regulation der Oberflachenexpression und —
lokalisation von Gephyrin selbst bekannt. Aufgrund der Interaktion mit oben
beschriebenen Rezeptoren kommt der Regulation von Gephyrin daher eine grolle
Bedeutung im Hinblick auf Bildung und Stabilitat inhibitorischer Postsynapsen zu.

In dieser Arbeit wurde dabei in einem ersten Abschnitt die Etablierung und
Durchfuhrung eines RNAI basierten Screeningsystems in den Vordergrund gestellt.
Dabei wurden 710 verschiedenen Kinasen oder Kinase-assoziierte Proteine auf ihre
Effekte in der Gephyrin-Regulation untersucht. Dieses Screeningsystem basiert auf
der Uberexpression von Gephyrin und anderen Komponenten der inhibitorischen
Postsynapse in HeLa Zellen.

Die 39 im Screen identifizierten, sogenannten Hits wurden dann in systematische
Signalwege eingeordnet. Hierbei wurden verschiedene Rezeptortyrosinkinasen, aber
auch typische den Rezeptortyrosinkinasen zugeordnete Signalwege identifiziert.

Zur weiterfUhrenden Untersuchung in primaren Neuronen wurden die
Rezeptortyrosinkinasen TrkB und EphA7 ausgewahlt.

Die weitere Validierung dieser Rezeptortyrosinkinasen auf Effekte in der
Gephyrinclusterung, wurden im primaren und hochrelevanten Zellsystem primarer
Neurone mit Hilfe weiterer siRNA basierter-, aber auch unabhangiger Experimente,
wie zum Beispiel der Stimulation mit rekombinanten Proteinen durchgefihrt.

Im weiteren Verlauf konnten Uber Koprazipitationsanalysen gezeigt werden, dass die
Interaktion von Gephyrin und mTOR durch diese Rezeptortyrosinkinasen und ihre
intrazellular aktivierten Signalwege beeinflusst wird, was einen modglichen
Regulationsmechanismus darstellte. Somit ergab sich insgesamt ein madglicher
Regulationsmechanismus der Gephyrinaggregation tber Rezeptortyrosinkinasen und

ihre intrazellular weiterfUhrenden Signalwege.
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2 Einleitung

Das menschliche Gehirn ist ein hoch komplexes Organ, welches sich in strukturelle
Einheiten unterteilen I&sst. Im Vertebratengehirn sind hierfir der Hippocampus, der
Kortex, das Kleinhirn oder auch die strukturell klar abgegrenzte Amygdala Beispiele
(Jarrard, 1993, Gallagher and Chiba, 1996). Die einzelnen Gehirnabschnitte konnen
durch neuronale Verbindungen miteinander kommunizieren (Bear et al., 2009). Diese
Verbindungen bestehen, aus von Neuronen, ausgesandten Axonen. Eine
Gesamtzahl von ca. 100 Milliarden Neuronen bewerkstelligt dabei eine hochgradig
vielfaltige Verbindung einzelner Gehirnabschnitt miteinander, aber auch
Verbindungen innerhalb eines funktionellen Gehirnabschnitts (Hyman, 2005).
Neurone bestehen aus einem Zellkérper (Soma), dendritischen Auslaufern, sowie
meist einem Axon. Das Axon bildet dabei die funktionelle Einheit, Uber welche das
Neuron Erregungen auf andere Neurone weiterleiten kann. Ein einzelnes Neuron
kann dabei Uber sein Axon und dessen Verzweigungen bis zu 1000 synaptische
Kontakte mit anderen Neuronen ausbilden. So kann man im gesamten Gehirn von
einer Anzahl an ca. 10" — 10" Synapsen ausgehen (Hyman, 2005). Die Synapsen
werden frih in der Entwicklung gebildet, sind aber nicht statisch, sondern kénnen
durch Lernprozesse aber auch durch Erkrankungen kurzfristig oder auch dauerhaft
verandert, neu ausgebildet oder eliminiert werden (Turrigiano, 1999, Harrison, 2004,
Luscher and Keller, 2004, Jin et al.).

2.1 Die Synapsen

Man unterscheidet zwischen elektrischen und chemischen Synapsen. Elektrische
Synapsen erlauben eine direkte Ladungsubertragung Uber gap junctions, welche aus
hexameren Komplexen, den sogenannten Connexonen, aufgebaut sind. Diese
hexagonalen Komplexe bilden Poren aus, welche die passive Erregungsweiterleitung
erlauben (Purves D, 2001a, Flores et al., 2012). Wahrend elektrische Synapsen zum
Beispiel im Herz oder auch dem Nucleus reticularis des Thalamus vorkommen
(Purves D, 2001a), sind chemische Synapsen im Vertebratengehirn weiter verbreitet
(Eric R. Kandel, 2000).

2.2 Die chemische Synapse

Chemische Synapsen bestehen immer aus pra- und postsynaptischen Bereichen, die

sich exakt gegenuberliegen (Craig et al., 2006). In der Prasynapse findet man
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spezialisierte Strukturen (aktive Zonen), die nach Eintreffen eines Aktionspotentials,
Ca?" abhangig Neurotransmitter in den synaptischen Spalt ausschiitten (Eric R.
Kandel, 2000, Schneggenburger and Neher, 2000). Freigesetzte Neurotransmitter
diffundieren durch den synaptische Spalt und binden an der postsynaptischen
Membran an fur sie spezifische Rezeptoren (Purves D, 2001b). Diese Art der
Ubertragung fiihrt zwar zu einer Verlangsamung der Erregungsibertragung im
Vergleich zu elektrischen Synapsen, jedoch kann die Ubertragung moduliert werden.
Uber die Art der Neurotransmitter auf der prasynaptischen- und die Art der
Rezeptoren auf der postsynaptischen Seite wird eine exzitatorische oder
inhibitorische Wirkung ausgebildet. (Gray, 1959, Eric R. Kandel, 2000, Scheiffele,
2003, Lardi-Studler and Fritschy, 2007).

221 Die exzitatorische Gray Typ | Synapse

Gray Typ | Synapsen sind exzitatorisch, haben einen synaptischen Spalt von 30 nm,
und sind durch klare runde Neurotransmittervesikel charakterisiert. Auflerdem
erscheint die Synapse auf Grund von ungleich verteilten Proteinen auf der pra- und
postsynaptischen Membran asymmetrisch in elektronenmikroskopischen Aufnahmen
(Gray, 1959, Eric R. Kandel, 2000). Die Neurotransmitter auf der prasynaptischen
Seite, sowie die Rezeptoren auf der Postsynapse definieren den Typ der
exzitatorischen Synapse. So finden sich auf der prasynaptischen Seite
Neurotransmittervesikel, welche vor allem exzitatorisch wirkendes Glutamat
enthalten. Auf der postsynaptischen Seite befinden sich fur Glutamat spezifischen
Rezeptoren. Hierbei unterscheidet man ligandgesteuerte metabotrope (mGIuR) und
ionotrope  Glutamatrezeptoren. Metabotrope Rezeptoren bestehen aus 7
Transmembrandomanen und aktivieren nach Bindung eines Liganden uber
verschiedene G-Proteine eine second messenger Kaskade, die vor allem bei
modulatorischen- und Plastizitatsprozessen eine grof3e Rolle spielt (Bortolotto et al.,
1994, Nakanishi, 1994). Die schnellen ionotropen Rezeptoren wie NMDA oder auch
AMPA/Kainat Rezeptoren andern nach Ligandenbindung ihre Konformation und
erlauben so den direkten Einfluss von lonen durch einen nun offenen, selektiven
Porenkanal (Eric R. Kandel, 2000). Vor allem NDMA Rezeptoren sind besonders zu
erwahnen, da sie in Lernprozessen (long term potentiation, LTP) eine grof3e Rolle
spielen (Lu et al., 2001). Neben den verschiedenen Rezeptortypen ist diesbeziglich
auch die Kalzium-Calmodulin abhangige Kinase (CaMKIl) fur Lernprozesse von
grol3er Bedeutung (Malinow et al., 1989, Wu et al., 2006). Diese Kinase fuhrt



Einleitung -4 -

phosphorylierungsabhangig zur vermehrten Rekrutierung von AMPA/Kainat
Rezeptoren in die postsynaptische Membran. Gleichzeitig wird durch die CaMKII die
Leitfahigkeit dieser lonenkanale gesteigert (Soderling, 1993). Des Weiteren findet
man in der postsynaptischen Dichte (beinhaltet alle Proteine der Postsynapse)
Proteine der MAGUK Familie (membranassoziierte Guanylatkinase-Familie), deren
bekanntester Vertreter PSD95 (postsynaptic density protein 95) ist (Kim and Sheng,
2004, Xu). Uber seine drei PDZ Doméanen (PSD95/Discs large/Zona occludens-1)
interagiert PSD95 mit NDMA Rezeptoren, Zelladhdsionsmolekilen sowie mit
Molekulen des Zytoskeletts. So ist PSD95 an der Verankerung und Organisation der
postsynaptischen Neurotransmitterrezeptoren beteiligt (Allison et al., 1998, Goda and
Davis, 2003, Kim and Sheng, 2004, Lardi-Studler and Fritschy, 2007). Auch
AMAPA/Kainat Rezeptoren werden indirekt durch PSD95 reguliert. Diese
Rezeptoren binden an Stargazin, welches seinerseits, mit PSD95 interagiert (Chen et
al., 2003).

222 Die inhibitorische Gray Typ Il Synapse

Die Gray Typ Il Synapsen sind meist inhibitorisch, haben eher elliptische
Neurotransmittervesikel und die Synapse erscheint im Elektronenmikroskop
symmetrisch aufgebaut (Gray, 1959, Eric R. Kandel, 2000, Lardi-Studler and
Fritschy, 2007). Auf der prasynaptischen Seite von inhibitorischen Synapsen
kommen vor allem die Neurotransmitter GABA und Glyzin vor. AuRerdem beinhaltet
die Prasynapse, Proteine, welche zur Wiederaufnahme von zum Beispiel GABA aus
dem synaptischen Spalt (GAT-1, GABA Transporter) benétigt werden (Borden, 1996,
Chaudhry et al., 1998), sowie Enzyme, welche den Abbau von GABA enzymatisch
katalysieren (GAD65, Glutamat Decarboxylase) (Wu et al., 2007). Diese Transporter
und Enzyme sind sehr gut geeignet, um als Markerproteine fur den Nachweis
inhibitorischer Prasynapsen zu dienen (O'Sullivan et al., 2009). Auf der
postsynaptischen  Seite inhibitorischer Synapsen sind ebenfalls diverse
Neurotransmitterrezeptoren zu finden. GABA Rezeptoren machen im Bereich des
ZNS den grofRten Anteil aus, wobei zu den inhibitorischen Rezeptoren auch die
Glyzin-Rezeptoren zahlen. Diese sind vor allem im Hirnstamm und dem Ruckenmark
zu finden. Es gibt 3 Haupttypen an GABA Rezeptoren, namlich die GABAx GABAg
und GABAc Rezeptoren. Die GABAg-Rezeptoren sind metabotrope Rezeptoren,
bestehend aus 7 Transmembrandomanen, welche ihre Erregung meist an

inhibitorisch wirkende G(i)-Proteine weiterleiten und so zur Ausbildung von IPSPs
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(inhibitory postsynaptic potential) fuhren. Die GABAg-Rezeptoren wirken so oft als
Ca** abhangige Feedback Regulatoren (Klaus Aktories, 2005). GABAs und GABAc
Rezeptoren hingegen sind ionotrope Rezeptoren. Die GABAc-Rezeptoren
unterscheiden sich von den GABAa-Rezeptoren vor allem in ihrer Sensitivitat
gegenuber verschiedenen pharmakologischen Inhibitoren. GABAA- und GABAc-
Rezeptoren bestehen aus 5 Untereinheiten in unterschiedlicher Zusammensetzung.
Insgesamt unterscheidet man bei den GABAa-Rezeptoren 6 a-, 4 B- und 3 y-
Untereinheiten sowie die seltener exprimierten p, O, €, 6, oder - Untereinheiten. Die
am haufigsten im Gehirn vorkommenden GABAa-Rezeptoren bestehen aus zwei q,
zwei B und einer y Untereinheit (Fritschy et al., 2003, Luscher et al.). lonotrope
Glyzinrezeptoren sind ebenfalls pentamer aufgebaut und bestehen hauptsachlich
aus drei a und zwei B Untereinheiten. Ein weiteres wichtiges Protein der
inhibitorischen Postsynapse ist das Gerlstprotein Gephyrin. Es ist bekannt, das
Gephyrin mit GABAa Rezeptoren der Zusammensetzung ayPszy2 in primaren

Neuronen in vitro und in vivo kolokalisiert (Essrich et al., 1998).

2.2.2.1 Das Gerustprotein Gephyrin

Gephyrin besteht aus 2 Hauptdomanen (E und G-Domane), welche durch die
prolinreiche und zentralgelegene C-Domane verbunden sind. Im Gegensatz zu

typischen Strukturproteinen der exzitatorischen Postsynapse enthalt Gephyrin keine

B PDZ Doméne, bildet aber in vitro,
GABAerge Prasynapse o
wahrscheinlich durch
Autooligomerisierung,  unterhalb  der
Membran ein Gerust aus (Langosch et
L P ® Neurexin
e © ©  Neuroligin2 al.,, 1992, Lardi-Studler and Fritschy,
2007). Dabei bildet die N-terminale G-

Domane in Losung Trimere, wahrend die

i3k C-terminale E-Domane zur Dimerisierung
gggggggggggggg%{;gggggg@ggg%{;gggggggggf tendiert (Lardi-Studler and Fritschy, 2007,

" fAMena/VASP
,e.na e Saiyed et al., 2007). Gephyrin bindet an
s Profiin G .
/%O\belstmv Cdcf;‘;‘kt'" eine  Vielzahl von Proteinen der
/0‘ GTP ’:
‘"‘*“*“’—“i'~“*‘*“'{" Gz inhibitorisch postsynaptischen Membran.

Abbildung 1 Schema einer inhibitorischen Es interagiert mit dem zytoplasmatischen

Postsynapse. Dargestellt sind mogliche  Protein Collybistin, welches fur die
Interaktionspartner des Gerustproteins Gephyrin.
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Translokation von Gephyrin an die Membran unerlasslich ist. Collybistin ist ein
kleines GTP-Austausch Molekul (GEF, GTP exchange factor), welches
normalerweise Cdc42 und somit dessen Wirkung auf das Aktinzytoskelett reguliert.
Man unterscheidet drei Collybistin Isoformen (Collybistinl; Collybistinll und hPEM-2
like) sowie verschiedene Varianten, die sich durch die Prasenz einer N-terminale
SH3 Domane unterschieden werden (Bsp.: CBllsns+ und CBllsnz.). Die
vorherrschende Variante im Gehirn der Ratte stellt das SH3 Domane beinhaltende
Collybistin (CBllsns+) dar. Die SH3 Domane wirkt als ein Negativregulator der
Translokation von Gephyrin an die Membran (Fallon, 2000, Kins et al., 2000, Harvey
et al., 2004, Reddy-Alla et al.). In Neuronen wird diese inhibitorische Wirkung
wahrscheinlich durch die Bindung an das Zelladhasionsmolekul Neuroligin-2
(ebenfalls ein Interaktionspartner von Gephyrin) aufgehoben (Graf et al., 2004,
Poulopoulos et al., 2009, Thomson and Jovanovic, 2010). In artifiziellen Systemen
kann die CBllsys. Variante zur Uberexpression verwendet werden, wodurch eine
Translokation von Gephyrin an die Zellmembran dauerhaft stattfinden kann (Fallon,
2000, Harvey et al., 2004). Die Bindung von Gephyrin an Collybistin verhindert die
Interaktion von Collybistin mit Cdc42, was eine indirekte Wirkung auf das
Aktinzytoskelett zur Folge hat. Gleichzeitig bindet Gephyrin selbst an verschiedene
Komponenten des Zytoskeletts, wie zum Bespiel die Mena/Vasp (mammalian
enabled/vasodilator stimulated phosphoprotein) Familie, sowie an Profilin
(Giesemann et al.,, 2003, Lardi-Studler and Fritschy, 2007). Auf3erdem bindet
Gephyrin an polymerisiertes Tubulin und an das Mikrotubuli-abhangige Motorprotein
Dynein, was fur Stabilitat sorgt und den zytoplasmatischen Transport von Gephyrin
erleichtert (Fallon, 2000, Luscher and Keller, 2004, Fritschy et al., 2008). Eine direkte
Interaktion von Gephyrin konnte mittlerweile mit der p-Untereinheit von
Glyzinrezeptoren, sowie mit den a, und as Untereinheiten der GABAa-Rezeptoren
beschrieben werden (Kirsch et al., 1995, Fallon, 2000, Luscher and Keller, 2004,
Lardi-Studler and Fritschy, 2007, Jacob et al., 2008, Tretter et al., 2008, Saiepour et
al., 2010, Tretter et al., 2011). Der Komplex aus Gephyrin, Collybistinll und GABAAa
Rezeptoren bedingt gegenseitig die Oberflachenlokalisation. In Collybistin-
defizienten Mausen zeigt sich ein deutlich reduziertes Niveau an Gephyrin, sowie der
y2-Untereinheit der GABAa-Rezeptoren (Kneussel et al., 1999, Papadopoulos et al.,
2007, Yu et al., 2007, Papadopoulos et al., 2008, Saiepour et al.). Gleichzeitig fuhrt

die Herunterregulation von Gephyrin zu einer Abnahme der y,-Untereinheit
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beinhaltenden GABAa Rezeptoren, wahrend eine Herunterregulation der vy,.
Untereinheit im Tiermodell zu einer Reduktion von Gephyrin an der Oberflache fuhrt
(Essrich et al., 1998, Schweizer et al., 2003, Jacob et al., 2005, Yu et al., 2007). Dies
unterstreicht die wichtige Rolle von Gephyrin in der Stabilisierung von GABAA — und

Glyzin Rezeptoren.

2.23 Bildung Regulation und Stabilitat inhibitorischer synaptischer

Verbindungen

Initiale Zellkontakte von pra- und postsynaptischer Membran werden wahrscheinlich
uber Zelladhasionsmolekule wie SynCAM oder Neurexin-Neuroligin stabilisiert
(Biederer et al., 2002, Graf et al., 2004). Durch falsche Paarungen, von zum Beispiel
exzitatorischen Pra- und inhibitorischen Postsynapsen kann keine elektrische
Aktivitat zustande kommen. In diesem Fall kénnen diese fehlgepaarten Synapsen
wieder eliminiert werden (Fritschy et al., 2003, Huang and Scheiffele, 2008). Eine
Voraussetzung fur neuronale Aktivitat ist die Organisation postsynaptischer
Rezeptoren. Wahrend der Entwicklung und Bildung synaptischer Rezeptoren scheint
Gephyrin hier auf glyzinergen Rezeptoren zu wirken (Levi et al., 2004). GABAerge
Rezeptorkomplexe konnen sich dahingegen auch ohne die Anwesenheit von
Gephyrin ausbilden, wahrend es fur die Stabilisierung bestimmter GABAa-
Rezeptoren (in einer Zusammensetzung von z.B. azBsy2) bendtigt wird (Essrich et al.,
1998, Luscher and Keller, 2004).

Die Stabilisierung von GABAa- und Glyzinrezeptoren ist also zu Teilen abhangig von
Gephyrin. Wie aber die Stabilitat von Gephyrin selbst reguliert wird, konnte bis heute
noch nicht genau beschrieben werden. In einigen Publikationen wird dem Zytoskelett
eine Beteiligung an der Gephyrinregulation zugeschrieben. Veranderungen im
Zytoskelett (sowohl Mikrotubuli, als auch des Aktinzytoskeletts) fihren hierbei zu
Veranderungen in der Organisation von Gephyrin und Glyzin Rezeptoren (Kirsch and
Betz, 1995). Hierbei ist vor allem die Rolle der GTPase Cdc42 kontrovers diskutiert.
Es ist beschrieben, dass eine Inaktivierung des Cdc42 Gens im Vorderhin keinen
Effekt auf Gephyrincluster hat. In der gleichen Veroffentlichung wurde gezeigt, dass
die PH Domane von CBllsys- ausreichend fur die Gephyrintranslokation an
synaptische Cluster ist (Reddy-Alla et al.). Auf der anderen Seite konnte durch
(Tyagarajan et al.) gezeigt werden, dass nach Uberexpression einer Collybistinll

Variante ohne PH Domane, Gephyrin nicht mehr in Membrancluster lokalisiert ist.
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Dieser Phanotyp konnte durch eine konstitutiv aktive Variante von Cdc42 ,gerettet"
werden (Tyagarajan et al., 2011a).

Auf der anderen Seite sind einige Arbeiten bekannt, die bei der Regulation von
Gephyrin auf die Mdglichkeit von Phosphorylierungs/Dephosphorylierungsvorgangen
zuruckgreifen. Es konnte schon friih gezeigt werden, dass Gephyrin an bestimmten
Serin- und Threoninbereichen phosphoryliert wird (Langosch et al., 1992). Aul3erdem
ist bekannt, dass Gephyrin durch die Glykogen Synthase Kinase3f3 (GSK3p)
phosphoryliert wird und mit der Proteinphosphatase1 interagiert (Bausen et al., 2010,
Tyagarajan et al., 2011b). Dies konnte einen Hinweis auf kinaseabhangige

Regulationsmechanismen in der Gephyrinclusterung geben.

2.3 Rezeptortyrosinkinasen

Rezeptortyrosinkinasen sind Transmembranproteine, welche nach ihrer Aktivierung
spezifische intrazellulare Signalwege modulieren kénnen (Harvey Lodish, 2004). Der
Ablauf der Aktivierung und Weiterleitung der Signale ist bis auf einige wenige
Ausnahmen sehr ahnlich. Nach Bindung eines fur den Rezeptor spezifischen
Liganden kommt es bei den Rezeptortyrosinkinasen zur Dimerisierung. Durch
Transphosphorylierung kommt es zur Aktivierung der Kinasedomanen, welche
anschlielRend die phosphorylierungsbedingte Rekrutierung von Adaptermolekilen
bewirken. Weitere Signalmolekule binden an die Adaptermolekule und werden meist
durch Phosphorylierung aktiviert. Die Art der Phosphorylierungen und der
Adaptermolekule entscheidet dabei Uber die Aktivierung verschiedener Signalwege
(Harvey Lodish, 2004, Reichardt, 2006).

2.31 Neurotrophinrezeptoren — TrkB

Ein typisches Beispiel fur Rezeptortyrosinkinasen sind die Neurotrophinrezeptoren.
Die Gene von Neurotrophinen zeigen untereinander eine sehr hohe Homologie. Das
Gleiche gilt auch fur ihre Rezeptoren (Reichardt, 2006). Man unterscheidet 4
verschiedene Neurotrophin Rezeptoren: p75NTR, TrkA, TrkB und TrkC. Drei dieser
Rezeptoren gehdren der Trk Unterfamilie an (TrkA, TrkB und TrkC). Die
extrazellularen Domanen dieser Rezeptoren bestehen alle aus einer Abfolge eines
Cystein-reichen Bereichs, gefolgt von 3 Leucinreichen Einheiten, auf die wiederum
ein weiterer Cystein-reicher Bereich sowie 2 zusatzliche immunglobulindhnliche
Domanen folgen. Aul’erdem beinhalten die Rezeptoren eine Transmembrandomane,

sowie eine im zytoplasmatischen Bereich befindliche Tyrosinkinasedomane (Shelton
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et al., 1995, Reichardt, 2006). Im Gegensatz zum p75NTR Rezeptor, welcher selbst
keine Rezeptortyrosinkinase ist, folgen die Trk Rezeptoren der oben beschriebenen
ublichen Aktivierung und Aktivierungsfortleitung von Rezeptortyrosinkinasen. Die
Liganden fur die Trk Rezeptoren sind Neurotrophine, welche mit unterschiedlicher
Affinitat ihre Rezeptoren binden und aktivieren kénnen. Dabei bindet NGF (nerve
growth factor) vor allem den TrkA Rezeptor, NT-4 (Neurotrophin-4) und BDNF (brain
derived neurotrophic factor) vor allem den TrkB Rezeptor, sowie NT-3 (Neurotrophin-
3) den TrkC Rezeptor (Schecterson and Bothwell, 2010). Alle diese Liganden, sowie
ihre Vorlauferformen binden ebenfalls den 4. Neurotrophinrezeptor p75NTR
(Reichardt, 2006). Der p75NTR Rezeptor gehért zur Familie der tumor-necrosis
receptor Unterfamilie. Diese Art Rezeptor besitzt kein katalytisches Motiv, durch die
direkte Bindung an nachgeschaltete Molekule kann aber trotzdem eine
Signalweiterleitung stattfinden (He and Garcia, 2004).

In dieser Arbeit findet vor allem der TrkB Rezeptor besondere Beachtung. Der
BDNF/NT-4 — TrkB Rezeptorsignalweg ist sowohl wahrend der Entwicklung, als auch
im adulten Gehirn von grofer Bedeutung. So werden diesem Signalweg besondere
Aufgaben wahrend des Neuritenwachstums, dem Zelliberleben, dem Wachstum von
Dornfortsatzen (Spines), der Regulation der Balance zwischen inhibitorischen und
exzitatorischen Synapsen sowie der Stabilisierung und Bildung von Synapsen
zugeschrieben (Patapoutian and Reichardt, 2001, Elmariah et al., 2004, Fayard et
al., 2005, Ji et al., 2005, Chao et al., 2006, Cunha et al., 2010, Fobian et al., 2010).
Besonders wichtig flr diese Arbeit ist die Rolle des TrkB Rezeptors und seiner
Liganden in der Bildung und Stabilisierung von inhibitorischen Synapsen. Die
Literatur ist hier allerdings sehr kontrovers. Es gibt sowohl Meinungen, welche eine
Verminderung aber auch solche, die eine Zunahme der postsynaptischen GABA,-
Rezeptoren nach BDNF Stimulation beschreiben (Brunig et al., 2001, Luscher and
Keller, 2004). Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass die Herunterregulation
(shRNA vermittelt) oder Blockierung (antikbrpervermittelt) des TrkB Rezeptors zur
Reduktion inhibitorischer synaptischer Rezeptoren fuhrt. Des Weiteren scheint
BDNF, die auBerdem fir die Ausbildung von synaptischen Endigungen wichtige
neuronale Erregung zu unterstutzen (Bao et al., 1999, Marty et al., 2000, Seil and
Drake-Baumann, 2000, Elmariah et al., 2004, Chen et al.). Als madglicher
Kompromiss zwischen den entgegenstehenden Meinungen konnte mittlerweile

gezeigt werden, dass bei kurzzeitiger BDNF Behandlung eine Reduktion der GABAA
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Rezeptoren zu messen ist, wahrend nach langerer Behandlung die Anzahl an
GABAA Rezeptoren deutlich zunimmt (Elmariah et al., 2004). Gleichzeitig konnte hier
gezeigt werden, dass die Zunahme an GABAa Rezeptoren zeitlich vor der Zunahme
von NDMA-Rezeptoren und PSD-95 stattfindet. Diese zeitliche Differenz deutet
darauf hin, dass die Aktivitdt der GABAa Rezeptoren flr die Bildung neuer
exzitatorischer synaptischer Rezeptoren grundlegend ist (Elmariah et al., 2004). Des
Weiteren kénnen Ca®* abhangige Mechanismen zur positiven Feedback-Regulation
zwischen BDNF und GABAa-Rezeptoren beitragen (Porcher et al., 2011).

2.3.2 Eph Rezeptoren — EphA7

Die Eph Rezeptoren bilden die groRte bekannte Rezeptortyrosinkinasefamilie
(Pasquale, 1997). Sie besteht aus 14 Mitgliedern, wobei 9 zu den EphA Rezeptoren
und 5 zu den EphB-Rezeptoren zahlen (1997, Flanagan and Vanderhaeghen, 1998,
Lai and Ip, 2009). Aufgebaut sind die Rezeptoren aus N-terminalen Ig-Domanen,
gefolgt von einem Cystein-reichen Bereich sowie zwei Fibronectin ahnlichen
Domanen. Es folgen die Transmembrandomane sowie der zytoplasmatische Tell,
welcher eine Kinasedomane besitzt (Pasquale, 1997). Die Eph Rezeptoren kénnen
durch Dimerisierung, aber besonders effizient durch eine Multimerisierung aktiviert
werden (Davis et al.,, 1994, Lackmann et al., 1998). Die Liganden dieser
Rezeptortyrosinkinasefamilie unterteilen sich, wie die Rezeptoren selbst, in eine A
und eine B Subklasse. Es gibt 5 EphrinA- und 3 EphrinB Liganden. Die Bindung der
Liganden ist nicht sehr spezifisch fur ihre Rezeptoren, jedoch kann bis auf die
Ausnahme EphA4 beschrieben werden, dass EphrinA Liganden hauptsachlich an
EphA Rezeptoren binden. Die Liganden liegen dabei untypischerweise
membrangebunden vor (EphrinA-Liganden Uber GPI Anker, EphrinB-Liganden mit
Transmembrandomane) (Lai and Ip, 2009). Diese Besonderheit der Ephrin-Liganden
ermdglicht eine beidseitige Signallibertragung. Das heif3t, sowohl die Liganden, als
auch die Rezeptoren kdonnen Signalweiterleitung in der Zelle auslésen (,reverse
signaling®) (Klein, 2009, Lai and Ip, 2009). Beispiele fur durch EphA-Rezeptoren
aktivierte Signalwege sind der PI3 Kinase- und der Ephexin-Aktinzytoskelett-
Signalweg (Shamah et al., 2001, Gu and Park, 2003). Die Funktionen von Eph
Rezeptoren sind sehr weitreichend. Vor allem in der Entwicklung ist die repulsive
Wirkung von Eph Rezeptoren in der axonalen Wegfindung sehr gut beschrieben
(Flanagan and Vanderhaeghen, 1998, Yue et al., 2002). AuRerdem sind vor allem fur

die EphB Rezeptoren auch Funktionen in der Synapsenbildung beschrieben. EphB
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Rezeptorstimulation fuhrt dabei zur Ausbildung vermehrter exzitatorischer Synapsen
sowie zur Reifung und Ausbildung dendritischer Spines (Kayser et al., 2006, Klein,
2009, Lai and Ip, 2009).

24Typische nachgeschaltete intrazellulare Signalwege von
Rezeptortyrosinkinasen

Es existieren verschiedene Signalwege, welche nach der Aktivierung von
Rezeptortyrosinkinasen angesprochen werden koénnen. Auch die eigentliche
Aktivierung erfolgt je nach Zelltyp und Rezeptor Uber verschiedene Adapterproteine.
Es wird daher im Folgenden nur ein grober Uberblick Uber zwei mdgliche

Signalkaskaden gegeben.

Abbildung 2 Schematische
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241 Der Ras/Erk/MAPK Signalweg

Der mitogen activated protein (MAP) Kinase Signalweg ist ein sehr gut
beschriebener und weit verbreiteter Signalweg, wobei er auf zahlreiche Zielproteine
wirken kann. So kann es nach Aktivierung dieses Signalwegs zu zellularen
Prozessen wie Differenzierungsreaktionen, neuronalen morphologischen Prozessen
(Morphologie), Uberleben der Zellen, Proliferation, aber auch zum programmierten
Zelltod kommen (Pearson et al., 2001, Harvey Lodish, 2004, Buchser et al., 2010).
Am Beispiel des TrkB Rezeptors kommt es nach dessen Autophosphorylierung zur
Rekrutierung von Shc am Tyrosin515 des Rezeptors. Shc wird durch den TrkB

Rezeptor phosphoryliert und rekrutiert das Adapterprotein Grb2. Dieses rekrutiert
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und aktiviert das GEF (GTP exchange factor) SOS (son of sevenless). SOS hilft
inaktives Ras durch Austausch von GDP gegen GTP zu aktivieren (Yoshii and
Constantine-Paton, 2010). Ras selbst phosphoryliert und aktiviert Raf, welches selbst
MEK aktivieren kann. MEK wiederum fuhrt durch Phosphorylierung zur Aktivierung
von Erk. Erk kann dann verschiedene Prozesse in der Zelle auslésen. Die Erk1/2
abhangige Phosphorylierung von Synapsin ist zum Beispiel wichtig fur die short-
term-plasticity (Kurzzeitplastizitat) (Giachello et al., 2010). Auflerdem ist die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB fur die long-term-plasticity
(Langzeitplastizitat) wichtig (Reichardt, 2006, Yoshii and Constantine-Paton, Carriere
et al., 2011).

242 PI3K - mTOR Signalweg

Der PI3 Kinase Signalweg ist wie auch der MAP Kinase Signalweg sehr gut
beschrieben und wird verschiedenen zellularen Prozessen zugeordnet. In Neuronen
ist zum Beispiel die Regulation der neuronalen Morphologie, die dendritische Grolie
und die Ausbildung komplexer dendritischer Netzwerke, aber auch die Zellmigration
vom PI3 Kinase Signalweg beeinflusst (Gu and Park, 2003, Kumar et al., 2005,
Buchser et al., 2010). Um beim Beispiel der TrkB Rezeptor Aktivierung zu bleiben,
kann es Uber das phosphorylierte Tyrosin490 zur Rekrutierung von Shc oder auch
FRS2 kommen (Yoshii and Constantine-Paton, 2010). Dies wiederum erlaubt die
Rekrutierung von PI3 Kinasen. Die Aktivierung sowie Anderung der Lokalisierung der
P13 Kinase in die unmittelbare Nahe zu den Phospholipiden der Membran erlaubt die
Phosphorylierung der Phoshpholipide. PIP2 (Phosphatidylinositol-2-phosphat) wird
phosphoryliert, wobei PIP3 (Phosphatidylinositol-2,3bisphosphat) entsteht. PIP3
kann dann Akt (Proteinkinase B) sowie PDK1 rekrutieren, was zusammen zu einer
Aktivierung von Akt fuhrt. Es wurde beschrieben, dass Akt selbst die B2 Untereinheit
von GABAa Rezeptoren phosphoryliert und so die Oberflachenexpression von 3,
Untereinheit-beinhaltenden GABAA Rezeptoren steigert (Wang et al., 2003). Akt kann
aber ebenfalls den TSC/1/2 Komplex inhibieren, was die Inhibierung von TSC1/2 auf
Rheb verhindert. Das GEF Rheb wird daraufhin aktiviert und fuhrt zur gleichzeitigen
Aktivierung von mTOR. mTOR selbst wurde schon in Kapitel 2.4.1 mit synaptischer
Plastizitat in Zusammenhang gebracht (Reichardt, 2006, Yoshii and Constantine-
Paton). Neben den zwei eben beschriebenen Zielproteinen wirkt Akt aulRerdem
inhibitorisch auf die Glykogensynthase Kinase 3 beta (GSK3p3) (Baki et al., 2004,
Beaulieu et al., 2009). Die GSK3[ abhangige Phosphorylierung von Gephyrin wirkt,
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wie vorher schon beschrieben inhibierend auf die neue Ausbildung von

Gephyrinclustern (Tyagarajan et al., 2011b).

Die eben beschriebenen Signalwege laufen unter physiologischen Bedingungen aber
nicht so eindeutig voneinander getrennt ab. Es existieren durchaus Verbindungen,
die zum Beispiel auch eine Einwirkung des MAPK Signalwegs auf mTOR erlauben.
Diese Verknuipfung zum mTOR Signalweg wird Uber die Erk1/2 abhangige
Inhibierung des TSC1/2 Komplexes erreicht. Au3erdem ist bekannt, dass Erk1/2
auch Raptor phosphorylieren kann (Kumar et al., 2005).
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3 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung regulatorischer Proteine und Signalwege flr
die Oberflachenaggregation von Gephyrin.

Mittels RNAi-Interferenz sollte der Einfluss von Kinasen und kinase-assoziierter
Proteine untersucht werden. Dazu sollte zunachst ein robustes zellbasiertes in vitro
Screeningsystem etabliert werden, das es ermoglicht eine grol3e Zahl verschiedener
siRNAs zu transfizieren und bildbasiert zu analysieren.

Einige der bei diesem Screen identifizierten Proteine, welche nach
Herunterregulation eine Auswirkung auf die Gephyrinaggregation aufweisen, sollten
weitergehend untersucht werden. Diese weiterfUhrende Analyse sollte in primaren
hippocampalen Neuronen der Ratte und somit in einem relevanten Zellsystem
durchgefuhrt werden. Hierbei sollten neben, ebenfalls auf RNA Interferenz basierten
Experimenten auch unabhangige Analysen zur Validierung der im Screen als
wirksam beschriebenen Proteine durchgefuhrt werden.

Die sich hieraus ergebenden Ergebnisse sollen dazu genutzt werden, ein mdgliches
Modell zur Regulation der Stabilitdt von Gephyrinclustern an der postsynaptischen

Membran von Dendriten zu entwickeln.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

411 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterialien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen
CARL RoTH GmbH & Co. KG (Karlsruhe), EPPENDORF AG (Hamburg), GREINER BIO-
ONE INTERNATIONAL AG (Frickenhausen), MERCK KGaA (Darmstadt), PAA
Laboratories GmbH (Célbe), RocHE Holding GmbH (Mannheim), und SIGMA-ALDRICH
Inc. (Steinheim) bezogen.

Produkt Hersteller

Eppendorfgefalle EPPENDORF AG, Hamburg
Tetenal AG & Co. KG, Nordstedt

CARL RoTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Fotolaborchemikalien
Gel-Blotting Filterpapier
(Whatmanpapier)
Handschuhe B.Braun, Melsungen

Nitrillhandschuhe CARL ROTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Nitrozellulose Membran CARL ROTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Parafilm CARL RoTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Petrischalen Greiner bio-one International AG,
Frickenhausen

Pipettenspitzen
Frickenhausen
Roéntgenfilme
Spritzen
Sterilfilter

Zellkulturflaschen /schalen

Praparationsbesteck

Skalpellklinge Nr. 10

Skalpellklinge Nr. 11
Skalpellklinge Nr. 15

Greiner bio-one International AG,

GE Healthcare Europe GmbH, Minchen
B.Braun Melsungen

CORNING GmbH, Kaiserslautern

Greiner bio-one International AG,
Frickenhausen

FINE ScIENCE TooLs GmBH, Heidelberg &
Aesculap AG, Tuttlingen

SCHREIBER INSTRUMENTE GmbH, Fridingen
SCHREIBER INSTRUMENTE GmbH, Fridingen
SCHREIBER INSTRUMENTE GmbH, Fridingen
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41.2 Kits

Produkt

Amaxa® Rat Nucleofector® Kit
Amersham ™ ECL+™ Kit

BCA Protein Assay Kit

PCR Master Mix

QuickChange®Lightning
site-directed Mutagenesis Kit
Qiagen Plasmid Midi Kit
Qiagen RNeasy Kit

41.3 Gerate

Hersteller

Lonza Group Ldt., Basel, Schweiz

GE HEALTHCARE LIFE SCIENCE, Mlnchen
Thermo Fisher Scientific, Bonn

Applied
GmbH, Darmstadt

Biosystems/Life technologies

AGILENT TECHNOLOGIES GMBH, Boblingen
QIAGEN GMBH, Hilden
QIAGEN GMBH, Hilden

Folgende Gerate wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet.

Produkt

Autoklav

Automatikpipetten

Binokular Stemi V6

Blot Kammer, Semi-Dry
Brutschrank

Digitalkamera Coolpix P5100
Elektrophoresekammer fur
Polyacrylamid Gele

7500 Fast Real — Time PCR System
GFL Wasserbad
Magnetrihrer

Mikroskop Axiovert 200M
Mikroskop CLSM 510 Meta
pH-Meter

Photometer

Hersteller

H+P Labortechnik GmbH, Oberschleil3heim
EPPENDORF AG, Hamburg

ZEIss AG, Oberkochen

PeglLab Biotechnologies GmbH, Erlangen
BINDER GmbH, Tuttlingen

NiIkoN GmbH, Dusseldorf

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Life Technologies GmbH, Darmstadt
Gesellschaft fur Labortechnik GmbH
IKA®- Werke GmbH, Staufen

ZEISS AG, Oberkochen

ZEISs AG, Oberkochen
METTLER-TOLEDO GmbH, Giessen
EPPENDORF AG, Hamburg
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PowerPac Basic Power Supply Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Sterilbank BDK GmbH, Sonnenbuhl-Genkingen
Thermomixer compact EPPENDORF AG, Hamburg

Typhoon Scanner GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen
Vortex-Gerat Heidolph Instruments GmbH, Schwabach
Waage BP 3100S SARTORIUS AG, Gottingen

Waage AE160 METTLER-TOLEDO GmbH, Giessen
Zentrifuge Andreas Hettich GmbH & Co KG, Tuttlingen
Zentrifuge 5424 EPPENDORF AG, Hamburg

Zentrifuge 5415R EPPENDORF AG, Hamburg

Zentrifuge Mini Spin EPPENDORF AG, Hamburg

414 Antikorper, rekombinante Proteine & Inhibitoren

4.1.4.1 Antikorperliste

Folgende Antikorper wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet.

Bezeichnung Antigen Wirts- Arbeits- Hersteller
spezies konzentrat
-ion

Primarantikorper

anti-Akt (pan) Akt1,2und 3 - Kaninchen 1:1000 Cell Signaling/ NEB ,

Frankfurt am Main

anti-phospho- Ser474 Akt Maus 1:1000 Cell Signaling/ NEB ,
Akt Frankfurt am Main
anti-Erk1/2 Erk1/2 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling/ NEB ,

Frankfurt am Main

anti-phospho- Thr202/Tyr204 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling/ NEB ,
Erk1/2 Erk1/2 Frankfurt am Main
(Thr202/Tyr204)

anti-GABAA R. GABAAR. Maus 1:200 MILLIPORE GmbH,
B2/3 -UE B2/3 Eschborn

Untereinheit

anti-GABAAR. GABAAR. Kaninchen 1:200 Synaptic Systems
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y2-UE y2-Untereinheit GmbH, Géttingen
anti-GADG6 Glutamat- Maus 1:1000 Developmental
(Hybridoma- decarboxlase Studies  Hybridoma
Uberstand) Bank, The University
of lowa, lowa City,
USA
anti-GADG65 Glutamat- Kaninchen - 1:1000 Chemicon,
decarboxlase Hampshire, UK
anti-Gephyrin Gephyrin Maus 1:100 Synaptic Systems
(Hybridoma- GmbH, Goéttingen
Uberstand)
anti-Gephyrin Gephyrin Kaninchen = 1:100 Synaptic Systems
GmbH, Gottingen
anti-GSK3p GSK3p3 Maus 1:1000 Cell Signaling/ NEB ,
Frankfurt am Main
anti-phospho Ser9 GSK3[3 Kaninchen @ 1:1000 Cell Signaling/ NEB ,
GSK3p (Ser9) Frankfurt am Main
anti-mTOR mTOR Kaninchen | 1:50 Cell Signaling/ NEB ,
Frankfurt am Main
anti-phospho Ser2448 mTOR ' Kaninchen = 1:1000 Cell Signaling/ NEB ,
MTOR (p2448) Frankfurt am Main
anti-phospho Ser2481 mTOR : Kaninchen  1:1000 Cell Signaling/ NEB ,
MmTOR (p2481) Frankfurt am Main
anti-NF Neurofascin Kaninchen 1:1000 laboreigen
Sekundarantikorper
AlexaFluor 647- Kaninchen-Fc - Esel 1:2000 Life Technologies
anti rabbit GmbH, Darmstadt
Cy3- anti-mouse  Maus Fc Ziege 1:400- DIANOVA GmbH,
1:800 Hamburg
Cy3- anti-rabbit  Kaninchen- Fc ~ Ziege 1:400- DIANOVA GmbH,
1:800 Hamburg
Cy5- anti-goat Ziege schwere : Kaninchen 1:200- DIANOVA GmbH,
& leichte Kette | Hamburg

1:400
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Cy5- anti-mouse Maus Fc Ziege 1:400- DIANOVA GmbH,
1:800 Hamburg
Cy5- anti-rabbit | Kaninchen-Fc | Ziege 1:400- Jackson
1:800 ImmunoResearch
Laboratories Inc.,
West Grove, PA, USA
HRP-anti-rabbit  Kaninchen- Fc - Ziege 1:2000 DIANOVA GmbH,
Hamburg
HRP-anti-mouse Maus Fc Ziege 1:2000 DIANOVA GmbH,
Hamburg

4.1.4.2 Rekombinante Proteine & Inhibitoren

Folgende rekombinante Proteine und Inhibitoren wurden in der vorliegenden Arbeit

verwendet.

Produkt Spezies Hersteller

BDNF human Sigma Aldrich, Steinheim

EphrinA5-Fc human R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt

NF166-Fc Huhn Laboreigen

LY294002 MERcK KGaA, Darmstadt

Uo126 MEeRcK KGaA, Darmstadt

Rapamycin SIGMA-ALDRICH GMBH, Steinheim

41.5 Chemikalien

Folgende Chemikalien wurden bezogen von:

Produkt Hersteller

Acrylamidlosung, 40% CARL ROTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Agarose CARL ROTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Ammoniumpersulfat (APS) SIGMA-ALDRICH GMBH, Steinheim

Ampicillin CARL ROTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe
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B27 Supplement

Bacto™ Agar

Bacto™ Tryptone

Bacto™ Yeastextract

BMB, Blocking reagent for Elisa
Bovines Serumalbumin (BSA)

Calciumchlorid

D(+)-Glukose-Monohydrat
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat

Essigsaure (konz. Eisessig)

Ethanol (99,9% unvergallt;

96% vergallt)

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Fotales Kalberserum (FKS)
Glyzin

HBSS

HCI

H3BO3

Hefeextrakt (Bacto™ Yeast Extract)
HEPES

Kanamycin
L-Glutamin (100x)

NaCl
NazB407

INVITROGEN GmbH, Karlsruhe

BD Bioscience, Heidelberg

BD Bioscience, Heidelberg

BD Bioscience, Heidelberg

RocHE HOLDING GmbH, Mannheim
PAA Laboratories GmbH, Colbe

SIGMA-ALDRICH GMBH, Steinheim

SIGMA-ALDRICH GMBH, Steinheim
CARL RoTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe
SIGMA-ALDRICH GMBH, Steinheim

CARL RoTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe
CARL RoTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe

CARL RoTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe
CARL RoTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe

PAA Laboratories GmbH, Colbe

CARL RoTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe

PAA Laboratories GmbH, Cdlbe
CARL ROoTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe
SIGMA-ALDRICH GMBH, Steinheim
CARL ROTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe
SIGMA-ALDRICH GMBH, Steinheim

CARL RoTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe

PAA Laboratories GmbH, Colbe

CARL RoTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe
SiIGMA-ALDRICH GMBH, Steinheim
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NaHC03
Na-Pyruvat

Paraformaldehyd (reinst, DAC)
PBS

Penicillin-Streptomycin (100x)
Pferdeserum

Poly-L-Lysin Hydrobromid

SDS

Tris-Base
Triton X-100, reinst

41.6 Puffer und Losungen

MEeRcK KGaA, Darmstadt
SIGMA-ALDRICH GMBH, Steinheim

CARL ROTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe
PAA Laboratories GmbH, Colbe
INVITROGEN GmbH, Karlsruhe

PAA Laboratories GmbH, Colbe
SIGMA-ALDRICH GMBH, Steinheim

CARL RoTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe

CARL RoTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe
CARL RoTH GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Folgende Puffer und Lésungen wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet.

Blockierungsreagenz (10x)

100 g Blocking Reagent for ELISA (Roche Diagnostics, Mannheim)

in 100 ml H,0

autoklavieren

Boratpuffer

1,24 g H3;BO3
1,90 g NazB4O7
ad 400 ml  H0O,
pH 8,5, sterilfiltriert

Blottingpuffer
100 ml 10x Proteinlaufpuffer

200 ml Methanol
ad 11 H,0O
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DNA-Probenpuffer (5%)

40 % (w/v) Saccharose
0.05 % (w/v) Bromphenolblau
1 mM EDTA, pH 7.5-8
0.1 % (w/v) SDS

Ethidiumbromid-Losung
10 mg/mi Ethidiumbromid
in H,0

Fixierldsung
4% Paraformaldehyd in PBS

pH 7,4

Hepes-Puffer (1M)
23,83 g HEPES
ad 100 ml  H0,
pH 7,3, sterilfiltriert

Glucose (20%)
20g D(+)-Glukose-Monohydrat
ad 100 ml  HyO, sterilfiltriert

(IP)-Lysepuffer

10 mM Tris-HCI ph7,5
100 mM EDTA

10 mM NaCl

0,5% (v/v) Triton-X-100

0,5% (w/v) Natriumdesoxycholat

NaHCO3 (5,5 %)
ad 100 ml  H»,O, sterilfiltriert
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PBS
140 mM NaCl
2,6 mM KClI

1,4 mM KH2P04
8,1 mM Na,HPO4
pH 7,4

Permeabilisierungslosung
0,2 % Triton X-100
in 1x BMB/1xPBS

Poly-L-Lysin-(PLL)-L6sung (1mag/ml)
1 mg Poly-L-Lysin Hydrobromid

1 ml Boratpuffer, sterilfiltriert

Proteinladepuffer / LDS Sample Buffer (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

1ml LDS Sample Buffer (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)
32 ul B-Mercaptoethanol

10x Proteinlaufpuffer (Grundrezept)
250 mM Tris-HCI
1,92 M NaCl

Pyruvatlosung (100x)

1,19 Na-Pyrvat
ad 100 ml  H»,O sterilfiltriert

SDS-PAGE Laufpuffer

100 ml 10x Proteinlaufpuffer
10 ml 10% (w/v) SDS

ad 11H;0
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TAE-Puffer (50%) (DNA-Gelpuffer)
2M Tris

250 mM Natriumacetat

50 mM EDTA

pH 7.4 mit 96% (v/v) Essigsaure

TBS 10x

60,57 g Tris Base
80,0¢g NaCl

pH 7,4

0,1% TBST

100 ml 10x TBS
1ml Tween-20
ad 11 H,O

41.7 Medien

4.1.7.1 Bakterienmedien

LB-Medium (Luria-Bertani Medium)
1% (w/v)  BD Bacto™ Tryptone
0.5 % (w/v) Bacto™ Yeastextract

0.8 % (w/v) NaCl

autoklaviert

NZY+ Medium

109 NZ Amine

59 Bacto™ Yeastextract
59 NaCl

ad 11 H,O

pH 7,5 (NaOH), autoklaviert

Zugabe direkt vor Verwendung
12,5 mi 1 M MgCl,
12,5 ml 1 M MgSOq4
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20 ml 20% (w/v) Glukose

Aqgar-Platten

™
159 Bacto -Agar (Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg)
in 1000 ml LB-Medium
Autoklavieren, auf ca. 55° C abkihlen lassen und unter sterilen

Bedingungen in 10 cm Schalen giel3en

4.1.7.2 Zellkultur

Zellkulturmedien wurden, wenn nicht anders angegeben, von der Invitrogen GmbH
(Karlsruhe) oder der PAA Laboratories GmbH (Cdlbe) bezogen.

HelLa-Kulturmedium

500 ml MEM with Earle’s Salts

50 ml FKS

5 ml L-Glutamin

5 ml NEAA (Non essential aminoacids)

4.1.7.3 Neuronenkultur

HBSS-Hepes-Puffer

1000 ml HBSS

7 mi 1M Hepes-Puffer, pH7,3

10 ml Penicillin-Streptomycin (100x)

Neuronen-Kultivierungsmedium

10 ml 10x MEM Earle’s ohne Glutamin, ohne NaHCO3
1 ml Pyruvatlésung (100x)

1 mi 200 mM Glutamin

4 ml NaHCO3

3 ml Glucose (20%)

2mi B27 Supplement

ad 100 ml  H»0O
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Trypsin-EDTA-Hepes-Puffer

100 ml Trypsin-EDTA (1x)
1 mi 1M Hepes-Puffer, pH7,3
1 ml Penicillin-Streptomycin (100x)

Neuronen-Waschmedium

10 ml 10x MEM Earle’s ohne Glutamin ohne NaHCO3
1 ml Pyruvatlésung (100x)

1 ml 200mM Glutamin

4 ml NaHCO3

3ml Glukose (20%)

ad 100 ml  H»0O

41.8 Zelllinien

Zelllinie / Firma Bemerkung

HelLa, American Type Zervixkarzimonzelllinie
Culture Collection

(ATCC), Manassas,

VA, USA

4.2 Methoden

421 Molekularbiologische Methoden

4.2.1.1 Transformation von Bakterien

Die Transformation beschreibt eine Methode, um Fremd-DNA in Bakterien
einzuflhren. Diese Methode wird fur die Amplifikation von Plasmid-DNA verwendet.
Die Transformation von Bakterien kann auf unterschiedliche Arten durchgefuhrt
werden. In diesem Fall wurde die Hitzeschockmethode verwendet.

Hierbei wurde die Plasmid-DNA vorsichtig mit auf Eis aufgetauten, chemisch
kompetenten Bakterien (Stbl3) gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Die Plasmid-
DNA lagert sich hierbei an die Bakterien an. Durch einen anschlieRenden 30
sekundigen Hitzeschock bei 42°C wird die Plasmid-DNA von den Bakterien

aufgenommen. Nach Zugabe von 250 pyl SOC-Medium wurden die Bakterien 1 h bei
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37°C inkubiert. Anschlieend wurden ca. 200 pl der Bakteriensuspension auf
Selektionsagar ausplattiert.
Die Agarplatten wurden ca. 12 h bei 37°C inkubiert.

4.2.1.2 Plasmid-DNA Praparation

DNA-Minipraparation

Zur schnellen Aufreinigung geringer Mengen an Plasmid-DNA wurde die Methode
der alkalischen Lyse angewendet. Fur die DNA-Minipraparation wurden 2 ml
Selektionsmedium mit Bakterien angeimpft und bei 37°C 6 - 12h inkubiert. Diese
wurden dann bei 6000 x g fiir 7 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Bakterienpellet wurde in 150 pyl Resuspensionspuffer (Qiagen, Hilden)
aufgenommen und nach vollstandiger Losung des Pellets mit 150 pl Lysepuffer
(Qiagen, Hilden) versetzt. Anschlielend erfolgte die Neutralisation durch Zugabe von
300 pl Neutralisationspuffer (Qiagen, Hilden). Hierdurch fielen Proteine und andere
Zellbestandteile aus, welche durch Zentrifugation bei 12000 x g flr 20 min pelletiert
und verworfen wurden. Der Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefaR tberfiihrt
und die Plasmid-DNA durch Zugabe von 600 ul Isopropanol geféllt und erneut bei
12000 x g fur 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet bei RT
getrocknet und in 30 pl ddH,O aufgenommen. Die DNA Konzentration wurde
anschlieldend photometrisch bestimmt

DNA-Midipraparation

FUr die Aufreinigung reinerer und groRerer Mengen an Plasmid DNA wurde das

Qiagen Plasmid Midi Kit verwendet. Hierbei wurde eine 50 ml Ubernachtkultur
angeimpft und bei 37°C 12 h inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde am folgenden
Tag, bei 6000 x g und 4°C fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Bakterienpellet in 4 ml Resuspensionspuffer aufgenommen. Durch Zugabe
von 4 ml Lysepuffer und mehrmaligem invertieren wurden die Bakterien lysiert.
AnschlieBend wurden 4 ml Neutralisationspuffer zugegeben, wodurch
Zellbestandteile und Proteine in Form weillen Niederschlags ausfielen. Die
Suspension wurde dann in eine mit Filter bestlckte Spritze uberfuhrt und 10 min bei
RT inkubiert. Anschliel3end wurde die Suspension mit Hilfe der Spritze gefiltert und
die resultierende Losung in einem neuen Gefald aufgefangen. Nach Zugabe von 2 ml
BB Puffer und mischen durch wiederholtes invertieren wurde die Suspension auf die
Qiagen Plasmid Plus Midi Filtersaulen aufgetragen. Mit Hilfe einer Vakuumpumpe

wurde die Flussigkeit bei ca. 300 mBar durch die Saule gesogen. Es folgten 2



Material und Methoden - 28 -

Waschschritte erst mit 0,7 ml ETR- und anschlieRend mit 0,7 ml PE Puffer, wobei
beide Male die Vakuumpumpe verwendet wurde. Nach dem letzten Waschschritt
wurde die Saule in ein leeres Eppendorfgefal® uberfuhrt und 1 min bei 10 000 x g
zentrifugiert, um Reste des PE-Puffers zu entfernen. Anschliellend wurde die DNA
im Filter der Saule durch Zentrifugation bei 10 000x g mit 200 ul H,O eluiert. Die
DNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmit.

4.2.1.3 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration doppelstrangiger DNA wurde mit Hilfe photometrischer Messung
bestimmt. Hierbei wurde die DNA 1:50 (2 pl DNA und 98 pul H20) verdunnt und die
optische Dichte der Probe mittels eines Photospektrometers bei einer Wellenlange
von 260 nm bestimmt. Dabei entspricht eine OD von 1 einer DNA Konzentration von

50 ug/ml.

4.2.1.4 Restriktionsanalyse

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, welche doppelstrangige DNA an
spezifischen Sequenzmotiven schneiden konnen. Diese Eigenschaft macht man sich
zur Analyse von Plasmid-DNA mit bekannter DNA Sequenz zu Nutze. Der
Restriktionsverdau setzt sich, wie in Tabelle 1 beschrieben, zusammen. Dieser
Ansatz wurde 1 h bei 37°C inkubiert.

Tabelle 1: Standardansatz eines Restriktionsverdaus

Plasmid DNA 1ug

Restriktionsendonuklease 1 | 1pl

Restriktionsendonuklease 2 | 1pl

Puffer 1ul
Bei Bedarf BSA 1ul
ddH,0 Ad 10 pl

Im Anschluss wurde der Ansatz mittels Agarosegelelektrophorese der GréfRe nach
aufgetrennt (4.2.1.5).

4.2.1.5 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese wird verwendet, um DNA Fragmente der Grof3e nach

aufzutrennen.  Hierbei ~wurden die aufzutrennenden  DNA-Suspensionen



Material und Methoden - 29 -

standardmalig mit 5x DNA-Ladepuffer versetzt und auf 1 %ige Agarosegele
aufgetragen. Es wurde eine Spannung von 110 V an die Gele angelegt, wodurch die
negativ geladenen DNA Molekile zur Kathode wandern und durch die Netzstruktur
der Agarosegele ihrer Grole nach aufgetrennt werden. Hierbei wandern die
kleineren Molekule relativ zu den GréReren schneller. Die GréRe der DNA Molekile

kann durch die Verwendung von DNA-Gro3enstandards bestimmt werden.

4.2.1.6 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der spezifischen Amplifikation von
Nukleinsauren. Hierbei werden Oligonukleotide verwendet, welche spezifisch am 5'-
Ende des Sinn- bzw. Gegensinnstranges der zu amplifizierenden
Nukleinsauresequenz binden. Diese sogenannten Primer werden als Startpunkt fur
die Polymerase verwendet, welche komplementare Basen einbaut und so wieder
eine doppelstrangige DNA produziert. Durch Temperaturanderungen werden die
Strange wieder getrennt und die Primer kdnnen sich erneut anlagern. Dieser
zyklische Vorgang wird ca. 30 Mal wiederholt was zu eine exponentiellen
Amplifikation der Nukleinsaure fuhrt.

Ein Standard PCR-Ansatz ist in Tabelle 2 dargestellt:

Tabelle 2 : Standardansatz Polymerasekettenreaktion

H>O 39,9 ul
10x PCR-Puffer 5ul
MgSO. 1,5 pl
dNTP (25nM) 0,4 yl
template DNA (1ug) 1ul
Forward Primer (10uM) 1l
Reverse Primer (10uM) 1l
Taqg-Polymerase 1U
Total 50 i

4.2.1.7 Mutagenese

Mit Hilfe des QuickChange® Lightning site directed Mutagenesis Kit von Agilent
Technologies konnen spezifisch Basen in einem bestehenden Plasmidvektor mutiert
werden. Der Vorteil dieser Methode ist, dass der komplette Plasmidvektor

vervielfaltigt wird und der mutierte Genabschnitt somit im gleichen Vektorsystem
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vorliegt, wie der originale Genabschnitt. Die Mutagenese wurde wie in der Anleitung
beschrieben durchgefuhrt. Dafur wurden spezifische Primer gestaltet, welche eine
Lange zwischen 25 und 45 Basenpaaren aufwiesen sowie die gewulnschten
Basenaustausche beinhalteten. Da dieser Basenaustausch keine Paarung der
Primer mit dem template in der PCR ausfliihren, musste dieser sogenannte
missmatch Bereich von mindestens 10 richtig paarenden Basen zu beiden Seiten
flankiert werden. Zusatzlich war darauf zu achten, dass die Primer eine
Schmelztemperatur von = 78°C hatten. Auf diese Art und Weise konnten einzelne
aber auch mehrere Basenaustausche je nach Primerdesign in einen bestehenden
Plasmidvektor eingeflihrt werden.

Folgende Primerpaare wurden verwendet:

EphA7 Rezeptor dominant negative Isoform:

Forward Primer: 5’ GAGATGTTGC AGTAGCCATA ATGACCCTGA
AAGTTGGTTA CAC ¥

Reverse Primer: 5 GTGTAACCAA CTTTCAGGGT CATTATGGCT
ACTGCAACAT CTC &

Fir die PCR vermittelte Vervielfaltigung des gesamten Plasmidvektors wurde eine
spezielle DNA-Polymerase und eine langere Amplifikationszeit verwendet.

Eine typische Mutagenese-Reaktion ist in Tabelle 3, die Durchfuhrung in Tabelle 4

dargestellt.

Tabelle 3: Ansatz der Polymerasekettenreaktion im QuickChange®Lightning site directed
mutagenesis Kit

Reaction buffer 5ul
dsDNA template (original | 10-100ng
Plasmidvektor)

Primer 1 125 ng
Primer 2 125 ng
dNTP mix 1l

QuickSolution reagent 1,5 ul
QuickChange®Lightning | 1 pl

Enzyme
H.O Ad 50 pl
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Tabelle 4: Einstellungen der Polymerasekettenreaktion

Zyklen | Temperatur Dauer
1 95°C 2 min
18 95°C 20s
60°C 10s
68°C 30 s/kb
Plasmidgroflie
1 68°C 5 min

Im Anschluss an die Polymerasekettenreaktion folgt durch Zugabe von 1 pl Dpnl
Enzym ein 5 minatiger Verdau. Das Dpnl Enzym baut spezifisch das doppelstrangige
DNA-template ab, welches methyliert oder nach dem 1. PCR-Zyklus hemimethyliert
ist. Nachdem nur die urspringlich verwendeten Plasmide methyliert sind, bleiben auf
diese Art und Weise nur noch die mutierten vervielfaltigten dsDNA Plasmidvektoren
ubrig, welche keine Methylierung tragen. Diese werden dann in einer
Transformationsreaktion in X10-Gold Ultrakomptene Zellen eingebracht. Hierfur
werden 45 yl X10-Gold Ultrakompetente Zellen 2 pl B-Mercaptoethanol zugegeben
und 2 min auf Eis inkubiert. Anschliel}end werden 2 pl des Dpnl verdauten PCR-
Ansatzes zugegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Es folgt ein Hitzeschock bei 42°C
fur 30 s. Nach dem Hitzeschock werden die Zellen mit 500 pl NZY+ Medium versetzt
und 1 h bei 37°C inkubiert. Im Anschluss daran werden 200 ul dieses Ansatzes auf
Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikazusatz ausplattiert und U.N. bei 37°C
inkubiert. Die Praparation der Plasmid-DNA erfolgte wie in Abschnitt 4.2.1.2
beschrieben. Die gewonnen Plasmid-DNA wurde dann sequenziert (4baselab GmbH,

Reutlingen) um so die korrekte Sequenz mit eingefugter Mutation nachzuweisen.

4.2.1.8 RNA Isolation

Fiur die Isolierung von RNA aus kortikalen Neuronen in Kultur wurde das RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Zellen (aus Versuch 4.2.2.5, Nucleofection) in
einer Dichte von ca. 1 x 10° wurden in 350 pl RLT Puffer durch Schaben mit der
Pippettenspitze vom Zellkulturschalenboden entfernt und aufgenommen. Diese
Losung wurde dann mit 350 pl Ethanol (70 %) gemischt und anschlieRend in ein
RNeasy Mini-Saulchen geladen. Dieses wurde dann 30 s bei 8000 x g zentrifugiert
und der Durchlauf verworfen. Der erste Waschschritt erfolgte mit 700 pl RW1-Puffer

gefolgt von 2 Waschschritten mit je 500 ml RPE-Puffer. Das Saulchen wurde dann in
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ein neues Sammelréhrchen Uberfuhrt um durch Zentrifugation bei 8000 x g fir 1 min
den restlichen Waschpuffer zu entfernen. Das Saulchen wurde dann in ein
Eppendorf Reaktionsgefald uberfihrt und die RNA wurde mit 30 yl RNAse freiem
H>0 durch Zentrifugation bei 8000 x g fur 1 min eluiert.

4.2.1.9 DNAse Verdau

Um eventuelle Kontaminationen genomischer DNA zu entfernen erfolgt im Anschluss
an die RNA Isolation ein Verdau mit einem DNA abbauenden Enzym (DNase).
Hierfir wurde die RQ1-DNase der Firma Promega verwendet. Folgender Ansatz
wurde fur 30 min bei 37°C inkubiert:

Tabelle 5: Ansatz DNase Verdau

16 RNA-L6sung
2 ul 10 x DNasepuffer (Promega)
2 ul RQ1 DNase (2 Units, Promega)

Nach 30 min Inkubation wurden 2 ul Stopreagenz (Promega) zugegeben und weitere

10 min bei 65°C inkubiert, um die DNase zu inaktivieren.

4.2.1.10 Reverse Transkription

Fir die Methode der quantitativen Real Time PCR (gRT-PCR) muss die RNA in
cDNA umgeschrieben werden. Dieser Vorgang wird als reverse Transkription
bezeichnet. Fur die reverse Transkription wurde die M-MuLV-Transkriptase (New
England Biolabs, Ipswich, MA, GB) verwendet. Es wurde ein Mastermix bestehend
aus 0,3 pl dNg-Primern (150ug/ml), 0,5 yl dNTPs sowie 2,2 yl ddH,O je Probe
hergestellt. Die RNA (10 pl) wurde dann mit je 3 yl dieses Mastermixes gemischt
und 10 min bei 70°C sowie anschlieRenden 5 min bei 0°C inkubiert. Erst dann wurde
1,5 pl 10 x RT-Puffer sowie 1,0 yl M-MuLV reverse Transkriptase hinzugefugt. Als
Negativkontrolle fur die spatere gRT-PCR wurde ein weiterer Ansatz gleich zu dem
beschriebenen aber ohne Zugabe der M-MuLV hergestellt. Beide Ansatze wurden
dann 10 min bei 25°C, 50 min bei 42° und anschlief3end 15 min bei 70°C inkubiert.
Die Negativkontrolle dient der spateren Detektion von eventuellen Verunreinigungen

mit genomischer DNA.
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4.2.1.11 Quantitative Real-time PCR (qRT-PCR)
Mit Hilfe der quantitativen RT-PCR ist es im Gegensatz zum Standard-PCR

Verfahren mdglich, das entstehende PCR Produkt direkt quantitativ zu bestimmen.
Die Quantifizierung erfolgt uber die Detektion von Fluoreszenzsignalen. Proportional
zur Menge des entstehenden PCR-Produkts nimmt dabei ebenfalls das
Fluoreszenzsignal zu.

Die Quantifizierung erfolgte Uber die AACt Methode. Hierbei werden zuerst die Cr-
Werte ermittelt, welche den Zyklus angeben, bei dem die Fluoreszenz den Wert der
Hintergrundfluoreszenz uberstiegen hat und sich im linearen Anteil des Anstiegs des
Fluoreszenzsignals befindet. Um quantitative Aussagen zu treffen, wurde
anschlie3end der ACt berechnet, welcher sich durch Normierung auf eine definierte
Kontrolle (zum Beispiel die Messung des Haushaltsgens GAPDH) ergibt. Hierbei
wurde der Ct Wert des Haushaltsgens vom C; Wert des Gens von Interesse
abgezogen. Um einen AACt Wert zu erlangen wird ein weiterer Normierungsschritt
eingefuhrt. Hierbei wurde die Differenz der ACt-Werte einer definierten Probe
(Kontrollbehandlung) und der jeweiligen Behandlung von Interesse gebildet. Dieser
AACt-Wert wird dann in die Gleichung 2°T eingesetzt, was den Wert fiir eine

n-fache relative Expression ergibt.

TagMan® — quantitative Real-Time (qRT) — PCR

Die TagMan® gRT — PCR beruht auf dem gleichen Prinzip wie eine einfache
Standard-PCR. Bei der TagMan qRT — PCR wird aber zur gleichzeitigen
Quantifizierung der cDNA Mengen die sogenannte FRET (Forster-
Resonanzenergietransfer) Methode angewandt. Das Prinzip der FRET Methode
beruht auf der Ubertragung von Energie von einem angeregten Donor-Fluorochrom
(Reporter) auf ein in der Nahe befindliches Akzeptor-Fluorochom (Quencher). Dieser
Quencher wird hierdurch ebenfalls aktiviert und emittiert dann ein bestimmtes
Fluoreszenzsignal. VergroRert sich der Abstand zwischen Reporter und Quencher
nimmt das FRET Fluoreszenzsignal des Quenchers ab, wahrend das des Reporters
ansteigt. Bei der Methode der TagMan gqRT - PCR werden sogenannte
Oligonukleotid-Sonden verwendet, welche am 3‘-Ende einen Quencher sowie am 5’-
Ende einen Fluoreszenzfarbstoff als Reporter tragen. Die zu den Primerpaaren
komplementaren Sequenzen werden durch eine Taqg-Polymerase synthetisiert,

welche gleichzeitig eine 5-Exonukleaseaktivitat beinhaltet. Dies fuhrt dazu, dass die
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TagMan Sonde bei der DNA-Polymerisierung abgebaut wird. Dadurch wird das
Reportermolekul abgetrennt, welches sich so vom Quencher entfernt. In der Folge
nimmt das FRET Signal ab, aber das Fluoreszenzsignal des Reporters zu, welches
detektiert und gemessen wird. Als Referenz zur Ermittlung der relativen Menge
wurde wie erwahnt das Haushaltsgen GAPDH verwendet. Die Sonden flr das Gen
von Interesse sowie fur GAPDH sind dabei mit unterschiedlichen Reporterfarbstoffen
ausgestattet, sodass beide Sonden im gleichen Reaktionsansatz verwendet werden
konnten, was die Genauigkeit der Methode zur Quantifizierung weiter erhoht.

Folgendes Pipettierschema wurde verwendet:

Tabelle 6 Pipettierschema TagMan® gRT — PCR
1yl GAPDH Sonde (VIC)

1 i TrkB Sonde (FAM)

10 pl TagMan® Fast Universal PCR
Master Mix

1,5 pl cDNA

Ad 20 pl | Nuklease freies Wasser

Folgendes PCR Programm wurde verwendet:
Tabelle 7 PCR Programm fur die TagMan® gRT — PCR

Zyklen | Temperatur Dauer

1 95°C 20 Sekunden

40 95°C 3 Sekunden
60°C 30 Sekunden

Folgende Sonden wurden verwendet (Applied Biosystems/Life Technologies):

GAPDH- Ratte  (VIC/MGB) Rn01775763_g1
Ntrk2 (TrkB)-Ratte (FAM) Rn 01441749_m1
EphA7-Ratte (FAM) Rn 00592517_m1

4.2.1.12 Zelllyse

Fiar die Western Blot Analyse wurden primare kortikale Neurone 17 Tage in 12 well
Platten kultiviert. Die Zellen wurden dann mit den Inhibitoren LY294002 (PI3K-
Inhibition, Endkonzentration 10 uM), U0126 (MEK2 Inhibition, Endkonzentration 10
pMM), Rapamycin (mTOR Inhibition, Endkonzentration 200nM) oder DMSO als
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Losungsmittelkontrolle 30 min vorbehandelt. Im Anschluss daran wurden die Zellen
weitere 30 min mit BDNF (100ng/ml), EphrinA5-Fc (100ng/ml) oder NF166-Fc
(100ng/ml) stimuliert. EphrinA5-Fc aktiviert seinen Rezeptor nur dann effektiv, wenn
es als Oligomer vorliegt. Aus diesem Grund wurden EphrinA5-Fc und NF166-Fc
durch eine Vorinkubation mit einem gegen den Fc-Teil gerichteten Antikdrper 30 min
oligomerisiert.

FUr die Herstellung der Zelllysate wurden das Medium komplett abgesaugt und die
Zellen anschlieBend 1-2 x mit eiskaltem PBS gewaschen. Es wurde dann eine
entsprechende Menge IP-Puffer mit 1:25 Protease Inhibitor (Roche, Mannheim) auf
die Zellen gegeben (12-well 40 ul -80 pl, 10 cm Platte 600 pl - 800 ul) und 10 min auf
Eis inkubiert. Die Zellen wurden dann mit Hilfe eines Zellschabers von der Well-
Platte geldst und durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren lysiert. Das Lysat wurde
dann bei 16000x g 10 min zentrifugiert und das Pellet verworfen. Die
Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des BCA Protein Assays (Thermo Scientific,

Bonn) bestimmt.

4.2.1.13 Proteinkonzentrationsbestimmung

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das BCA Protein Assay Kit von
Pierce/Thermo Scientific verwendet. Die Proteinkonzentrationsbestimmung beruht
darauf, dass an Proteine gebundenes Kupfer in alkalischer Umgebung von Cu?* auf
Cu' reduziert wird. Die Farbreaktion zur Konzentrationsmessung wird ausgeldst,
indem Bicinchoninsaure (bicinchoninic acid, BCA), welche zur Proteinsuspension
gegeben, wird mit Cu' komplexiert. Die Komplexe aus Kupfer und Bicinchoninsaure
besitzen bei steigender Proteinkonzentration eine starke lineare Abosprtion bei 562
nm, welche spektrometrisch gemessen werden kann. Die Konzentrationsbestimmung
wurde wie in der Anleitung beschrieben durchgefuhrt. Dabei wurden in eine 96 well
Platte je in Doppelbestimmungen 10 uyl der Albumin-Standardiésung
(Konzentrationen von 2000 ug/ml, 1500 pg/ml, 1000 pg/ml, 750 ug/ml, 500 ug/ml,
250 ug/ml, 125 pg/ml, 25 pg/ml und 0 pg/ml), sowie der zu bestimmenden
Proteinlosungen pipettiert. Anschlieend wurden je 200 pl des working reagent
(Mischung 50:1 Reagent A : Reagent B) zugegeben und 30 min bei 37°C inkubiert.
Zur Analyse wurde die Absorption der Proben in einem Spektrophotometer (Perkin-
Elmer, Rodgau) bei einer Wellenlange von 562 nm gemessen. Die unbekannte

Proteinkonzentration wurde dann mit Hilfe der Eichgerade der Albumin-
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Standardlésung bestimmt, welche automatisch von der Software des

Spektophotometers erstellt wurde.

4.2.1.14 Western Blot Analyse

Die Western Blot Analyse bietet eine Moglichkeit, Proteine der Grole nach
aufzutrennen und so anhand ihrer spezifischen Molekulargewichte nachzuweisen.
Bei der Methode des Western Blot unterscheidet man zwischen der
elektrophoretischen Auftrennung der Proteine nach ihrer Gréfl3e in der sogenannten
SDS PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) sowie dem
eigentlichen Blotting Vorgang, bei welchem die aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen werden.

Bei der denaturierenden SDS PAGE werden durchschnittlich zwischen 8 und 30 pg
Proteinlysat mit Proteinladepuffer versetzt und bei 85°C aufgekocht. Dadurch werden
die Proteine denaturiert und die Eigenladung der Proteine wird durch negative
Ladung des im Proteinladepuffer enthaltenen SDS Uberlagert, was eine
GrolRenauftrennung im elektrischen Feld ermdglicht. Bei der SDS PAGE
unterscheidet man zwischen Sammel- und Trenngel. Nach anlegen der Spannung
von ca. 100V laufen die Proteine =zuerst in ein 3%iges Sammelgel
(Zusammensetzung siehe Tabelle 8), wo sie im Ubergangsbereich zum Trenngel
konzentriert werden. Nachdem sich die Proteine hier konzentriert haben erhéht man
die Spannung auf ca. 150-180V, wodurch die Proteine in das héher konzentrierte
Trenngel (Zusammensetzung fur 7%ige Trenngele siehe Tabelle 9 ) wandern und
sich der GroRe nach auftrennen lassen. Hierbei entscheidet die prozentuale
Zusammensetzung Uber die Auftrennungseffizienz in bestimmten Grélkenbereichen.
Parallel zu den Proteinproben verwendet man einen ProteingroRenmarker, welcher

spater hilft, die Bande auf spezifische Proteingrof3en zu beziehen.

Tabelle 8: Zusammensetzung eines 3 %igen Sammelgels

Tris-Glyzin Sammelgel

ddH.0 3,54 ml
Tris-HCI pH 6,8 860 pl
30% Acrylamid/ 500 pl
Bisacrylamid (29:1)

10 % (w/v) SDS 47,5
10% (w/v) APS 40 pl
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TEMED 10 pl

Tabelle 9: Zusammensetzung eines 7 %igen Tris-Glyzin Trenngels

Tris-Glyzin Trenngel

ddH,0 3,67 ml
Tris-HCI pH 6,8 1,95 ml
30% Acrylamid/ 1,75 ml
Bisacrylamid (29:1)

10 % (w/v) SDS 90 ul
10% (w/v) APS 40 pl
TEMED 10 pl

Im Anschluss an die SDS PAGE werden die hier aufgetrennten Proteine im
eigentlichen Blotting Vorgang auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Hierzu
wurde die sogenannte Semi-dry sandwich blotting Methode verwendet.

Hierfur ~ wurden in Blottingpuffer  getranktes Whatman-Papier, die
Nitrozellulosemembran sowie das Gel und anschlieliend wieder Whatman Papier in
Form eines sogenannten Sandwiches angeordnet und in die Blotting-Apparatur mit
der aniodischen Platte unten, sowie der kathodischen Platte oben eingelegt. Es
wurde dann ein konstanter Strom von 2 mA/cm? Membran angelegt durch welchen
die Proteine aus dem Gel auf die Membran Ubertragen werden.

Im Anschluss an den Blotting Vorgang wurde die Membran entnommen, kurz in 0,1
% TBST gewaschen und mit 5 % Milch/0,1 % TBST fur 1 h bei Raumtemperatur
geblockt. Die Membran wurde dann in Antikdrperlésungen (alle in 5 % BSA/0,1 %
TBST) zu Detektion spezifischer Protein Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Bevor die
Membran in eine Losung mit Meerrettichperoxidase  gekoppeltem
Sekundarantikorper (in 5 % Milchpulver (w/v) / 0,1% TBST) zur Detektion des
spezifischen Primarantikorpers Uberfuhrt wurde, wurde sie 3x 5 min in 0,1 % TBST
gewaschen. Die Inkubation mit Sekundarantikérper erfolgte fir 1,5 h bei
Raumtemperatur. Die an den Sekundarantikorper gekoppelte Meerrettichperoxidase
setzt nach Zugabe ihres Substrats (Luminol), dieses in seine oxidierte Form um,
welches dabei luminesziert. Diese Lumineszenz kann mit Hilfe von

Roéntgendetektionsfiimen detektiert werden. Vor Zugabe dieses Substrats wird die
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Membran erneut 3 x 5 min mit 0,1 % TBST gewaschen und erst dann 5 min mit dem
sogenannten Amersham-ECL-Detektionsreagenz (GE Healthcare Europe GmbH,
Munchen) inkubiert.

Durch Auflegen von Amersham-Hyperfim-ECL (GE Healthcare Europe GmbH,
Mianchen) kann die entstehende Lumineszenz detektiert werden. Zur Entwicklung
des Films wurde dieser fur max. 2 min in Entwicklerlosung (Tetenal) geschwenkt,
dann kurz in H,O gewaschen und anschlieend fur 1 min in Fixierlosung (Tetenal)
fixiert.

Als Alternative wurde der Typhoon Scanner von GE Healthcare verwendet. Hierflr
konnten sowohl Meerrettichperoxidase als auch fluoreszenzmarkierte sekundare
Antikorper verwendet werden. Fur Meerrettichperoxidase gekoppelte Antikorper
wurde die Membran ebenfalls mit ECL/ECL Plus Substrat 5 min inkubiert, dann aber
20 min getrocknet und Fluoreszenzsignale bei einer Anregung von 488 nm bei einer
Wellenlange von 520 nm detektiert. Noch einfacher war die Verwendung von
fluoreszenzgekoppelten sekundaren Antikorpern, die ebenfalls in 5% Milchpulver
(w/iv) 1 0,1 % TBST im dunkeln fir 1,5 h inkubiert und anschlieBend 3 x 5 min
gewaschen wurden. Es folgte die direkte Trocknung der Membran in Dunkelheit. Die
Detektion mittels Typhoon Scanner erfolgte bei einer Anregung von 543 nm bzw. 633
nm und einer Detektion der Fluoreszenzsignale mit dem 580BP30 bzw. 670BP30
Filter. Die Aufnahme des Fluoreszenzsignals war im Gegensatz zu den
Meerrettichperoxidase-gekoppelten Antikorpern ohne zeitliche Einschrankungen

maoglich.

4.2.1.15 Entfernung der Antikorper von der Nitrozellulosemembran (,,Strippen®)

Um auf einer Nitrozellulosemembran mehr als nur ein Zielprotein detektieren zu
konnen, ist es notig, den schon verwendeten primaren Antikrper von seinem
Zielprotein abzulésen um einen neuen Primarantikdrper gegen ein anderes
Zielprotein verwenden zu kénnen.

Zur Beseitigung der Protein — Protein Interaktion zwischen Zielprotein und
Detektionsantikorper auf der Nitrozellulosemembran wurde diese fur 10 min bei RT in
10 % Essigsaure inkubiert. Vor einer erneuten Inkubation in Blocking-Losung (5%-
Milch/0,1% TBST) wurde die Membran 2 x mit TBST gewaschen. Anschliefend
erfolgt die Inkubation in Primarantikérperlosung wie in Abschnitt 4.2.1.14

beschrieben.
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4.2.1.16 Koimmunprazipitation

Die Methode der Koimmunprazipitation wurde verwendet, um spezifische
Interaktionen zwischen zwei oder mehreren Proteinen nachzuweisen.

Zelllysate wurden wie in Abschnitt 4.2.1.8 ,Zelllyse“ beschrieben hergestellt. Fur die
Koimmunprazipitation wurden ca. 700 pg Protein eingesetzt. Dem Zelllysat wurde
dann ein spezifischer gegen das Protein von Interesse gerichteter Antikorper in
angegebener Verdinnung (anti-mTOR 1:100) zugegeben und fir 12 -24 h konstant
rotierend bei 4°C inkubiert. Hierbei sollte das Protein von Interesse in Komplex mit
allen daran gebunden Proteinen durch den spezifischen Antikdrper gebunden
werden. Dieser Suspension wurden dann 60 uyl 50 % (v/v) Protein Sepharose A
Beads (Sigma Aldrich, Steinheim) zugesetzt. Die Protein Sepharose A Beads wurden
daftr in 4 ml pro Gramm Sepharose-Puffer aufgeschwollen und in 60 pl Aliqouts
uberschichtet mit 60 pl Ethanol (70%) gelagert. Vor dem Gebrauch wurden diese
Beads 3x mit IP-Puffer gewaschen und bei 1000x g zentrifugiert. FUr Antikorper aus
der Spezies Maus, wurden Protein Sepharose G Beads (Sigma Aldrich, Steinheim)
verwendet. Diese wurden aber analog zu den Protein Sepharose A Beads behandelt
und verwendet.

Die Suspension nun bestehend aus Zelllysat, Antikdrper und 60 ul Protein
Sepharose A wurde fur weitere 12 - 24 h konstant rotierend bei 4°C inkubiert. Dabei
wird der Antikdrper von den Protein Sepharose A Beads gebunden. Im Anschluss an
die Inkubation wurden die Beads, nun gebunden an Antikorper und Proteinkomplexe,
5x mit 1 ml IP-Puffer gewaschen und jeweils bei 1000 x g zentrifugiert. Nach dem
letzten Zentrifugationsschritt wurden die Beads in 60 ul 4x Proteinladepuffer
aufgenommen und bei 85°C aufgekocht, wodurch die Bindungen zwischen
Sepharose A Beads, den Antikorpern sowie den Proteinkomplexe denaturiert und
somit getrennt wurden. Der Nachweis des Proteins von Interesse bzw. seiner
potentiellen Bindungspartner erfolgte dann in einem herkdmmlichen Western Blot wie
in Abschnitt 4.2.1.14 beschrieben.

4.2.1.17 Densitometrische Analyse von Western Blot Banden

Zur Beurteilung der Intensitat der Western Blot Banden wurde eine densitometrische
Messung immer bezogen auf ein Kontrollprotein durchgefuhrt. Hierfir wurden die
entwickelten Filme immer mit gleicher Intensitat und Helligkeit eingescannt (Hewlett-

Packard Photosmart B110a, Bdblingen). Die eingescannten Bilder wurden dann
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entweder mit der Gel-Pro® Analyzer Software (Media Cybernetics Inc., Bethesda,
USA) oder mit Hilfe der Imaged Software (Analyzer — Gel- Menu) (Wayne Rasband,
National Institute of Health, USA) analysiert.
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Abbildung 3 Durchfiihrung der densitometrischen Messung der Bandenintensitat mit Hilfe der Gel-
Pro® Analyzer Software.

Bei der Verwendung der Gel-Pro® Analyzer Software wurden die Banden fiir Ziel und
Kontrollprotein jeweils zueinander gehorig untereinander angeordnet und in das
Programm geladen. AnschlieRend wurden die verschiedenen Laufspuren und daran
angeschlossen die verschiedenen Banden im Programm automatisch detektiert.
Hierbei wurde nur unterstutzend eingegriffen um die Bandendefinition zu prazisieren.
Die Software konnte dann den Hintergrund aus dem Bild bestimmen und von der
Intensitat der Banden abziehen. AnschlieBend wurde festgelegt, welches die
Kontroll- und welches die Zielbande ist, sodass die Software direkt ein Verhaltnis aus

Ziel- und Kontrollbande bilden und prozentual ausgeben konnte (Abbildung 3).
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Abbildung 4 Durchfiihrung der densitometrischen Messung der Bandenintensitat mit Hilfe der ImageJ
Software.

Die Imaged Software wurde bei Auftreten von starkem Hintergrund (z.B. bei
Immunprazipitationen) verwendet. Hierbei wurden die eingescannten Bilder jeweils
einzeln aber analog zueinander ausgewertet, um das Verhaltnis aus Ziel und
Kontrollbanden zu bilden. Dazu wurde das Bild des entwickelten, eingescannten
Films in das Programm geladen und mit Hilfe der ,Rectangular selection Funktion
die Banden definiert. Dies erfolgte mit dem Plug-In Analyzer — Gel. ImageJ war dann
in der Lage, die zu den Banden gehdrigen Intensitatsplots (Kurvendiagramme)
auszugeben. Die Kurvendiagramme wurden mit Hilfe der ,straight line selection®
Funktion so bearbeitet, dass nur der Peak, welcher der eigentlichen Bande zugehdrig
war, nach unten hin auf Basisniveau markiert wurde. Mit Hilfe des ,Wand (tracing)
module® konnte die Software nach anklicken des Peaks die Flache von diesem
berechnen. Diese Flache entspricht der relativen Intensitat der Bande und wurde
dann mit dem analog behandelten Kontroll protein mit Hilfe von Excel ins Verhaltnis
gesetzt (Abbildung 4).
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4.2.2 Zellkultur
Kulturstart

Die Zellen wurden aus flliissigem Stickstoff entnommen und bei 37°C im Wasserbad
aufgetaut. Anschliefend wurden sie sofort in eine T-75 Kulturflasche mit 10 ml
Kultivierungsmedium (T-175 Kulturflasche mit 30 ml Medium) tberfuhrt. Dort wurden
sie bei 37°C und 5% CO; belassen. Ein Mediumwechsel wurde nach erfolgter

Adharenz der Zellen durchgeflhrt.

Zellpassage

HeLa Zellen sind eine sehr schnell wachsende Zelllinie, die bei einer Konfluenz von
ca. 80% ca. jeden 2. — 3. Tag passagiert wurden.

Hierbei wurde das Medium komplett abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS
gewaschen. Das PBS wurde ebenfalls abgesaugt und gegen 5 ml Trypsinlosung
ausgetauscht. Die Trypsinldsung wurde ca. 5 min bei 37°C inkubiert, um die Zellen
anschliellend durch Klopfen von der Kulturflasche zu I6sen. Die Wirkung des
Trypsins wurde durch Zugabe von 5 ml serumhaltigen Kultivierungsmedium
gestoppt. Die Zellsuspension wurde in einer Verdunnung von 1:5 — 1:10 in das

entsprechende vorgelegte Volumen Kultivierungsmedium ausgesat.

4.2.2.1 Beschichtung von Platten und Deckglaschen

FUr die Kultivierung von hippocampalen sowie kortikalen Neuronen wurden
Deckglaschen bzw. Well-Platten mit Polyethylenimin (PEI) beschichtet. Hierbei
wurden Deckglaschen bzw. Well-Platten aus Glas mit einer 3 %igen BM-LOsung ca.
4 h vorinkubiert und anschlieRend 3 x mit Wasser gewaschen. AnschlieRend wurden
die so vorbehandelten Glasbestandteile bzw. Well-Platten aus Plastik mit PEI benetzt
und 24h bei 37°C inkubiert. Das PEIl wurde dann abgesaugt und die behandelten
Deckglaschen 1x mit Wasser und anschlielend 2x mit Waschmedium gespult. Fir
die Vorbereitung der Neuronenkultur wurden dann 50 pl (96-well Platte) bzw. 500pl
(24 well-Platte mit Deckglaschen) Neuronen-Kulturmedium vorgelegt und die Platten

bei 37°C bis zur Aussaat der Neuronen inkubiert.

4.2.2.2 Praparation hippocampaler & kortikaler Neuronen der Ratte

Fir die Gewinnung hippocampaler bzw. kortikaler Neuronen der Ratte wurden

Rattenembryonen zwischen Embryonaltag 17 und 18 verwendet.
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Das Muttertier wurde mit Hilfe von CO, tief narkotisiert und dekapitiert. Die
Embryonen wurden entnommen und ebenfalls dekapitiert. Die Gehirne der
Embryonen wurden freigelegt und in HBSS dberfuhrt. Nach Abtrennung des
Kleinhirns wurden die Gehirnhalften getrennt und das Stammhirn vorsichtig entfernt.
Im Anschluss daran wurde die Hirnhaut mit Hilfe zweier Pinzetten vorsichtig
abgezogen. Der Hippocampus wurde dann mit Hilfe einer 2 mm Federschere entfernt
und in HBSS Uberflhrt. Ein Teil des Kortex konnte dann ebenfalls mit Hilfe der
Federschere entfernt und in HBSS Uberfuhrt werden. Es wurde darauf geachtet, dass
die Praparation bis zum folgenden Trypsinierungsschritt weniger als 2 h dauerte. Die
Gewebe wurden anschliefend 10 min bei 37°C trypsiniert und dann 2x mit HBSS
gewaschen. Das HBSS wurde vorsichtig abgesaugt und die Gewebe mit 2 ml
Neuronenkultivierungsmedium uberschichtet. Durch vorsichtiges trituieren mit der
1000 pl Pipette (max. 20x) wurden die Zellen vereinzelt. Um grol3e Reststiicke des
Kortex zu vermeiden, wurden die kortikalen Neuronen durch ein 0,45 um Nylonsieb
filtriert. Die Neuronen wurden dann mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer gezahlt

und in vorgelegtes und vorgewarmtes Kulturmedium ausgesat.

Zellzahl
96 well Platte 1,8 x 10° Zellen / cm?
12 well Platte 2 x 10° Zellen / cm?
12 well Platte (mit 12mm Deckgldschen) 2 x 10° Zellen / cm?
6 well Platte 2 x 10° Zellen / cm?

4.2.2.3 Behandlung primarer Neurone mit Inhibitoren oder rekombinanten

Proteinen

Die primaren kortikalen oder hippocampalen Neurone wurden kultiviert, indem alle 2
Tage ein halber Mediumwechsel durchgeflihrt wurde. 24 h vor Fixierung und Analyse
der Zellen wurde die Behandlung mit Inhibitoren oder rekombinanten Proteinen
durchgefuhrt. Hierbei wurden der PI3K Inhibitor LY294002 (Endkonzentration 10
MM), der MEK2 Inhibitor U0126 (Endkonzentration 10 uM) oder der mTOR Inhibitor
Rapamycin (Endkonzentration 200 nM) sowie die rekombinanten Proteine NF166
(Endkonzentration 100 ng/ml, vorgeclustert 30 min mit einem Ziege anti-human Cy2
gekoppeltem Antikorper), EphrinA5-Fc (Endkonzentration 100 ng/ml, vorgeclustert 30

min mit einem Ziege anti-human Cy2 gekoppeltem Antikorper) sowie BDNF
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(Endkonzentration 100 ng/ml) eingesetzt. Nach 24 h erfolgte die Fixierung mit 4%
PFA/PBS (pH 7,5) fur 10 min bei Raumtemperatur.

4.2.2.4 Inhibierung der Genexpression mittels siRNA & Screen in HeLa Zellen

Es gibt verschiedene Madoglichkeiten in die Expression bzw. in die Translation
spezifischer Gene einzugreifen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode der
RNA-Interferenz (RNAI) durch Einsatz von siRNA (short interfering RNA) verwendet.
siRNAs sind kurze doppelstrangige RNA Molekile, welche durch Transfektion in eine
Zelle eingebracht werden konnen. Die siRNAs werden einzelstrangig in einen
Proteinkomplex (RISC Komplex) eingebaut. Die siRNAs sind so konstruiert, dass sie
aufgrund von Sequenz-Komplementaritat an bestimmte Bereiche in der mRNA eines
speziellen Gens binden kdnnen. Bindet nun eine siRNA im RISC Komplex eine
spezielle mRNA, wird diese abgebaut oder steht zumindest nicht mehr fur die
Translation zum Protein bereit. Dies fuhrt zur Herunterregulation der Expression des
adressierten Gens. Auf diese Art und Weise kdonnen einzelne Proteine in der Zelle

herunterreguliert werden, um so deren Effekt zu untersuchen.

Screen in HelLa Zellen

Die siRNA basierte Methode der RNAi wurde verwendet, um ein Screening in HelLa
Zellen durchzuflhren. Hierflir kam eine kommerziell erhaltliche siRNA Bibliothek (Life
Technologies GmbH, Darmstadt) zum Einsatz, welche 710 verschiedene Kinasen
und kinase-assoziierte Gene als Zielgene adressiert. Gegen jedes Zielgen waren 3
unabhangige siRNAs vorhanden. Fur die Durchfuhrung des siRNA Screens wurden
Proteine des inhibitorisch postsynaptischen Gerusts in HelLa Zellen Uberexprimiert.
Hierfir wurden die Vektoren pEGFP-C2/gephyrin (postsynaptisches Protein zur
Clusterung von GABAA Rezeptoren, erhalten von H. Betz und G. O’Sullivan) sowie
fur die Translokation des Gephyrin an die Zellmembran der Vektor
pRK5myc/Collybistinlisys- (erhalten von R. Harvey) verwendet. Zusatzlich wurde der
laboreigene Vektor pCMV_NF166 verwendet.

Die vergrofRerten Gephyrinoberflachencluster dienten der Analyse im siRNA Screen.
Die Plasmide und die siRNA wurden hierfir wie in Abschnitt 4.2.2.5 beschrieben
transfiziert. Die Analyse des Screens erfolgte verblindet mit Hilfe des CLSM510 Meta
konfokalen Mikroskops, welches zusammen mit der Imaris-Software zur Analyse der
ClustergroRe diente. Als Hit wurde ein Zielgen definiert, wenn min. zwei siRNAs eine

signifikante Reduktion der GephyrinclustergroRe im Vergleich zur positiv Kontrolle
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(PEGFP-C2/gephyrin  und pRK5myc(collyistinllsyz.) auf maximal 15% gréRere
durchschnittliche Gephyrincluster bewirkte.

4.2.2.5 Transfektion

Bei der Lipofektion wird die zu transfizierende DNA mittels kationischer Lipide in
Form von Liposomen komplexiert. Diese Liposomen verschmelzen dann mit der

Zellmembran und schleusen auf diese Art und Weise die DNA in die Zelle ein.

Transiente Lipofektion von HelLa-Zellen mit Lipofectamine2000

Die Zellen wurden am Tag vor der Transfektion in einer Dichte von 2 x 10 Zellen/well
(96 Well Platte) bzw. von 2 x 10° Zellen/Deckgléschen (in einer 24 Well Platte)
ausgesat. Die Lipofektion wurde wie vom Hersteller (Invitrogen) beschrieben
durchgefuhrt. Lediglich das Volumen an verwendetem Lipofectamine sowie die

Menge der eingesetzten DNA wurden optimiert.

Lipofektion im 24 well Format

Die Lipofektion auf Deckglaschen in einer 24 Well Platte wurde mit einer
Gesamtmenge von 2 yg DNA und einem Volumen von 2 pl Lipofectamine2000 pro
Well durchgefuhrt. Hierbei wurden die DNA und das Lipofectamine2000 zuerst
getrennt voneinander fur 5 min in je 50 pl OptiMEM inkubiert. Anschlielend wurden
die 2 Suspensionen vermischt und weitere 20 min inkubiert, bevor die komplette
Suspension auf die Zellen in einem Volumen von 500 pyl Medium gegeben wurde. 6 h
nach Zugabe wurde das Medium komplett gewechselt. Nach insgesamt 24 h wurden

die Zellen fixiert und analysiert.

Lipofektion im 96 well Format, Durchfihrung fir HeLa-Zell basierten Screen

Bei der Lipofektion im 96 Well Format wurden insg. 0,3 uyg DNA und 0,5 pl
Lipofektamine2000 in einem Volumen von 25 pul OptiMEM verwendet. Die
Kotransfektion von Plasmid-DNA und siRNA wurde ebenfalls wie vom Hersteller
(Invitrogen) beschrieben durchgefuhrt. Es wurden 5 pl einer 800 nM siRNA Loésung
(Endkonzentration 26,6 nM), eine Gesamtmenge von 0,3 pug Plasmid-DNA sowie 0,5
pl Lipofectamine2000/Well verwendet. Die siRNA wurde zusammen mit der Plasmid-
DNA getrennt von dem Lipofectamine2000 in 25 uyl OptiMEM fir 5 min inkubiert.
Nach Mischung der beiden Suspensionen erfolgte ein weiterer 20 minutiger

Inkubationsschritt. Die entstandene Suspension wurde dann auf die Zellen in einem
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Volumen von 100 pl Medium gegeben. Nach einer 6 stundigen Inkubation im
Transfektionsmix wurde das Medium komplett ausgetauscht. Die Fixierung und
Analyse erfolgte nach 72h.

Lipofektion neuronaler Zellen mit Lipofectamine2000

Die Lipofektion erfolgte bei neuronalen Zellen erst am 10. Tag in vitro (DIV 10). Bei
einer Transfektion im 96 well Format wurde eine Gesamtmenge von 0,5 uyg DNA
sowie ein Volumen von 1 pl Lipofectamine2000 pro Well eingesetzt. Als Variation zu
den Herstellerangaben wurde zudem kein OptiMEM oder Neuronenmedium flr den
Transfektionsansatz verwendet, sondern Neuronenmedium ohne B27-Zusatz. Die
DNA sowie das Lipofectamine2000 wurden ebenfalls in 25 pl des Neuronenmediums
ohne B27 flir 5 min inkubiert und anschlie®end vermischt. Nach weiteren 20 min
wurde dieser Ansatz auf die Neuronen in einem Volumen von 80 ul
Neuronenmedium mit B27 gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 4 h wurde das
Medium komplett ausgetauscht.

Die Neuronen wurden weitere 7 Tage kultiviert, dann fixiert und immunzytochemisch

gefarbt.

Transfektion neuronaler Zellen mittels Nucleofector/AMAXA-basierter

Nucleofektion ™

Bei der Methode der Nucleofektion/Elektroporation werden in der Membranen der
Zellen durch Anlegen eines elektrischen Pulses kurzfristig Poren erzeugt, durch
welche eine Aufnahme von Plasmid-DNA bzw. siRNA ermoglicht wird. Diese
Methode gilt als wesentlich effizienter als eine einfache Lipofektion, was fir eine
folgende gRT-PCR basierte Analyse des siRNA vermittelten Knockdown auferst
wichtig ist. Allerdings ist diese Methode auch wesentlich neurotoxischer als eine
Lipofektion, was den Einsatz grof3er Mengen an Zellmaterial voraussetzt.

Fur die Transfektion primarer hippocampaler/kortikaler Neurone bietet der Hersteller
speziell dafur entwickelte Kits an. Es wurde das Amaxa® Rat Nucleofector® Kit von
Lonza (Lonza Group Ldt., Basel, Schweiz) verwendet.

Direkt im Anschluss an die Praparation werden die, sich noch in Losung befindlichen
kortikalen Neurone, fir die Nucleofektion vorbereitet. Hierfir wurden fur eine
Transfektion ca. 5 x 10*6 kortikale Neurone bei 100 — 150 x g fur 5 min zentrifugiert

und anschlieBend in 100 pl Nucleofector-Lésung (mit Supplement) resuspendiert.
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Dieser Losung wurden dann 80 nM siRNA sowie 2 pg pmaxGFP-Vector (Kit-
Bestandteil) zugegeben. Nach Uberfiihrung dieser Lésung in eine vom Hersteller
bereitgestellte Kivette wurde diese in den Nucleofector Il gestellt und dieser bei
Programm G-013 gestartet. Im Anschluss an die Elektroporation wurden dem Ansatz
500 plI Neuronenmedium zugesetzt und die Zellsuspension mit Hilfe der vom
Hersteller bereitgestellten einmal Plastikpippetten in eine 12 Well Kavitat, welche
vorher mit PEI beschichtet wurde, Uberfuhrt. 2 - 4 h nach der Nukleofektion sowie am
Folgetag wurde jeweils ein kompletter Mediumwechsel durchgeflhrt. Am dritten Tag
nach der Nucleofektion wurden die Zellen in 350 ul RLT Puffer lysiert und so fir die

anschlieBende RNA-Aufreinigung vorbereitet.

4.2.3 Plasmidkarten

Folgende Plasmide wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet:
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424 Immunzytochemie

Mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern kénnen spezifische Proteine in/auf Zellen
detektiert werden. Dabei bindet ein spezifischer primarer Antikbrper an ein zu
detektierendes Protein. AnschlieRend wird ein sekundarer Antikorper appliziert, der
den primaren Antikorper auf Grund dessen Herkunft aus einer bestimmten
Wirtsspezies erkennt und bindet. Dieser sekundare Antikérper kann an verschiedene
Molekule gekoppelt sein, welche eine Detektion mdglich machen. Bei den in dieser
Arbeit verwendeten sekundaren Antikdrpern handelte es sich um an Fluorophore
(Cy3, Cy5) gekoppelte Antikdrper. Diese Fluorophore (Cyanine) konnen durch Licht
bestimmter Wellenlange (Excys 550 nm, Cy5 650 nm) angeregt werden, wodurch sie
ihrerseits Licht emittieren (Emcys 570 nm; Cy5 670 nm), welches z.B.
fluoreszenzmikroskopisch detektiert werden kann.

Die mit 4% PFA/PBS fixierten Zellen wurden mit Hilfe von 0,2 % TritonX-100/1x
BMB/1x PBS fur 30 min geblockt und permeabilisiert, um intrazellulare Antigene
zuganglich zu machen. Im Anschluss daran wurden die Zellen mindestens 2 h bei RT
in einer Lésung des primaren Antikorpers (in 0,2 % TritonX-100/1x BMB/1x PBS)
inkubiert.

Vor der Inkubation mit dem sekundaren Antikorper (in 0,2 % TritonX-100/1x BMB/1x
PBS, 1:500 -1:800) fir mindestens 2 h bei RT wurden die Zellen 3 x fur 2 min in PBS
gewaschen. Direkt im Anschluss an die Inkubation des sekundaren Antikorpers
wurden die Zellen mit einer Hoechst-Losung (Hoechst 33258, 1:1000 in PBS) zur
Farbung der Zellkerne fur 5 min inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und in PBS gelagert (in 96-well Platten) bzw. die Deckglaschen aus den
24 Well Platten enthommen und mit Fluoresence Mounting Medium (DAKO) auf

Objekttragern fixiert.

4.2.5 Mikroskopie und auswertende Bildanalyse

Konfokale Fluoreszenzaufnahmen wurden mit dem CLSM 510 Meta (ZEiss AG,
Oberkochen) unter Verwendung eines Plan Apochromat 63x/1.40 QOil DIC M27
Objektives durchgeflhrt.

Die verwendeten Exzitationswellenlangen lagen bei 488 nm (EGFP), 544 nm (Cy3)
und 633 nm (Cy5). Die emittierten Wellenlangen wurden mit folgenden Filtern
detektiert:

EGFP: BP 505-530 (diese Grenzen wurden manuell im Meta Kanal gewahlt)
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Cya3: 553-585

Cy5: 649-703 (diese Grenzen wurden manuell im Meta Kanal gewahlt)

Mit Hilfe des cLSM510Meta konnten zum einen optische Schnitte durch das Objekt,
als auch sogenannte Stack/Stapelaufnahmen aufgenommen werden. Bei den
Stapelaufnahmen werden mehrere optische Schnitte eines Objekts in definiertem
Abstand zueinander aufgenommen, wobei diese dann durch verschiedene
Bildverarbeitungsprogramme  wieder zu einem 3 dimensionalen Modell
zusammengefugt werden konnen. HelLa Zellen wurden in dieser Arbeit nur in
einschichtigen Aufnahmen bearbeitet, wahrend fur die Analyse von synaptischen
Spots auf dendritischen Auslaufern hippocampaler Neurone Stapelaufnahmen
verwendet wurden. Die Stapelaufnahmen der Neurone erlauben die Detektion aller
synaptischen Spots, die auf jeder Seite des Dendriten vorkommen kdnnen.

Die Bildanalyse bzw. Auswertung erfolgte mit Hilfe einer speziellen
Bildverarbeitungs-Software (Imaris).

Imaris — Software

Die Software Imaris 6.2.1 (Bitplane AG, Zurich) wurde verwendet, um die
mikroskopischen Aufnahmen zu analysieren. Diese Software ist dazu geeignet, Uber
die Anfertigung verschiedener Masken u.a. Anzahl, Oberflachen, Volumen sowie die
Intensitat bestimmter Kanale in 2D bzw. 3D Bildern zu bestimmen.

Alle Auswertungen zur GrofRe/Oberflache der Gephyrincluster im HelLa Zellsystem
wurden mit der Imaris Software durchgefuhrt. Hierbei wurde eine ,Region of interest*
um eine Zelle gebildet. AnschlieRend wurde eine Oberflachenmaske erstellt welche
jeweils die gleichen Grundeinstellungen beinhaltete. Die Statistiken (Oberflache,
Anzahl, Volumen) zu diesen Oberflachenmasken auf einer Zelle konnten dann in
eine Excel-Datei exportiert werden.

Fir den siRNA Screen wurden die Parameter der vorangegangenen Auswertungen
ubernommen. Die Auswertung wurde dann allerdings mit einer Zelle pro Bild halb
automatisch durchgefuhrt. Dies erfolgte Uber ein Programm, welches zum Imaris-
Softwarepaket gehort. In diesen sogenannten ,Batch-Coordinator® konnte die
Auswerteroutine aus der eigentlichen Imaris-Software als Programm/Routine
ubernommen werden. Ebenfalls konnten alle zu analysierenden mikroskopischen
Aufnahmen in dieses Programm geladen werden, welche dann automatisch nach der

gespeicherten Routine ausgewertet wurden.
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Bei der Auswertung von primaren hippocampalen Neuronen wurden die
Stapelaufnahmen (Stack), welche mit dem CLSM510 Meta aufgenommen wurden, in
die Imaris Software geladen. Hier wurde der Stack in Form einer dreidimensionalen
Rekonstruktion dargestellt. Um die Anzahl oder Gré3e von punkférmigen Strukturen
zu bestimmen, wurde zuerst eine Maske fur den EGFP oder MAP2 gefarbten Kanal
erstellt, um nur die Zellen mit ihren Auslaufern ohne Hintergrundfarbung darzustellen.
Diese Maske konnte dann zur Erstellung eines neuen Kanals herangezogen werden,
welche nur noch die punktformigen Strukturen (z.B. Gephyrin / PSD95) enthielten,
welche innerhalb der Maske fur die EGFP oder MAP2 gefarbten Zellen im Bild lagen.
Es wurde dann eine Maske speziell um die ersten 20 ym eines Dendriten gebildet
(region of interest, ROI), welche die punktformigen Strukturen des neu gebildeten
Kanals umfassten. Die Imaris-Software war dann in der Lage, verschiedenste

Parameter wie Anzahl, Volumen oder Oberflache in Statistiken auszugeben.

4.2.6  Statistik

Alle Grafiken der gewonnen Ergebnisse wurden mit Microsoft Excel 2007 bzw.
Statview 5.0 (SAS Institute Inc.) erstellt.

Alle statistischen Analysen wurden mit Statview 5.0 (SAS Institute Inc.) durchgefuhrt.
P-Werte von < 0,05 (*) und p < 0.01(**) wurden als signifikant, p-Werte < 0,001 (***)
als hochgradig signifikant betrachtet. Fehlerbalken reprasentieren den

Standardfehler des Mittelwerts.
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5 Ergebnisse

5.1 siRNA basierter Screen, zur ldentifizierung von Proteinkinasen,
welche fir die Regulation von Gephyrinclustern wichtig sind

Ziel dieser Doktorarbeit war es, in einem ersten Schritt ein siRNA basiertes
Screening System zur Analyse der Stabilisierung inhibitorisch postsynaptischer
Proteine zu entwickeln. Hierbei sollte vor allem untersucht werden, welche Proteine
an der Stabilisierung bzw. Destabilisierung des GerUstproteins Gephyrin beteiligt
sind. Als Zellsystem wurde eine leicht zu transfizierende Tumorzelllinie ausgewahlt.
Um neuronale Proteine in Tumorzellen zu analysieren, wurden diese Uberexprimiert

und deren morphologisches Verhalten in diesem Zellsystem charakterisiert.

51.1 Neurofascin induziert FGFR1 abhangig eine Steigerung der EGFP-

Gephyrinclustergrofe in HelLa Zellen

Gephyrin ist ein sogenanntes Gerustprotein, welches in Neuronen unterhalb der
postsynaptischen Membran inhibitorischer Synapsen zu finden ist (Langosch et al.,
1992). Dieses sollte in Form eines Fusionsproteins, gekoppelt an das enhanced
green fluorescent protein (EGFP), in HeLa Zellen Gberexprimiert und sein Verhalten
charakterisiert werden.

HierfUr wurde erst Gephyrin alleine, und dann in Kombination mit Collybistinllsys-
Uberexprimiert. Zur weiteren Charakterisierung sollte neben Collybistinllsys., auch
Neurofascin mit EGFP-Gephyrin koexprimiert werden. Neurofascin ist ein
Zelladhasionsmolekul, welches mit der Stabilisierung von Gephyrin  am
Axoninitialsegment in vivo in Verbindung gebracht wurde (Kriebel et al., 2011). Diese
Verbindung zu Gephyrin sollte nun auch im artifiziellen HeLa Zellsystem untersucht

werden.
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Abbildung 5 Charakterisierung von EGFP-Gephyrin sowie anderen neuronalen Proteinen in
HelLa Zellen. EGFP-markiertes Gephyrin wurde alleine (A-A’), in Kombination mit Collybistinllgys.
(CBllgps.) (B-B’), sowie mit zuséatzlichem Neurofascin (C-C’) in HelLa Zellen Uberexprimiert. (A-A’)
Darstellung einer HelLa Zelle mit intrazellularen EGFP-Gephyrinclustern (A’, griin) sowie einer
Oberflachenfarbung zur Darstellung der Zellgrenzen (A, gelb). (B-B’) EGFP-Gephyrin in Clustern an
der Oberflache, nach Koexpression mit Collybistinllsys. (B’, grin). Zusatzliche Oberflachenfarbung
mittels cell mask (B, gelb). (C-C’) EGFP-Gephyrin Oberflachencluster nach Koexpression mit CBllgys.
und Neurofascin (C’, griin). Zusatzliche Farbung des kotransfizierten Neurofascin (C, rot).
Malstabsbalken entsprechen 10 um. (D) Schematische Darstellung der Interaktion zwischen NF166
und dem FGFR1 (Kirschbaum et al., 2009). (E) Quantifizierung der durchschnittlichen EGFP-
Gephyrinclustergrofie. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. (p < 0,001 ***, n > 1150). (F)
Quantifizierung der Gephyrinclustergroen nach Uberexpression von EGFP-Gephyrin, CBllsys.,
Neurofascin sowie verschiedenen Molekilen, welche die Gephyrinclusterung beeinflussen. Normiert
wurde auf die Kontrolle, bestehend aus einer Uberexpression von EGFP-Gephyrin und CBllgys..
dnFGFR1 steht fur die dominant negative Isoform des FGFR1. SU5402 ist ein pharmakologischer
Inhibitor von FGFR1. SU5402 (Endkonzentration 10 pM) wurde 12h inkubiert. Fehlerbalken
reprasentieren den Standardfehler. (G) Quantifizierung der durchschnittlichen Clusteranzahl pro Zelle,
nach Uberexpression von EGFP-Gephyrin alleine (intrazell. Cluster), EGFP-Gephyrin + CBllgys.
(Kontrolle), sowie EGFP-Gephyrin + CBllsy;. + Neurofascin (NF). n = 38, p < 0,0001. Fehlerbalken
reprasentieren den Standardfehler.
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Zu Beginn wurde EGFP-Gephyrin alleine in HeLa Zellen Uberexprimiert. Dies fuhrte
wie in Abbildung 5 A zu sehen, zu intrazellularen runden Clustern. Bei gleichzeitiger
Uberexpression von EGFP-Gephyrin zusammen mit dem Rho-GEF Collybistinllsps.
kam es zu einer deutlichen Veranderung in der Morphologie der EGFP-
Gephyrincluster (Abbildung 5 B). Mit Hilfe der Quantifizierung der EGFP-
Gephyrinclusteranzahl in Abbildung 5 G konnte ebenfalls eine starke Steigerung der
durchschnittlichen Clusteranzahl pro Zelle detektiert werden.

Wurde neben EGFP-Gephyrin und Collybistinlisys- noch das Zelladhasionsmolekdl
Neurofascin in HelLa Zellen Uberexprimiert, so konnte eine Fusion einzelner
Gephyrincluster erkannt werden (Abbildung 5 C). Durch eine quantitative Analyse
konnte eine deutliche Steigerung in der Gephyrinclustergrof3e festgestellt werden
(Abbildung 5 E). Die Anzahl der durchschnittlichen Gephyrincluster pro Zelle anderte
sich dabei gegenlber der Kontrolle (EGFP-Gephyrin + CBllsys.) nicht (Abbildung 5
G). Zur weiteren Charakterisierung der neurofascinabhangigen Steigerung der
Gephyrinclustergrof3e, wurden nun Deletionsmutanten von Neurofascin eingesetzt.
Es konnte so gezeigt werden, dass die intrazellulare Domane von Neurofascin
(NF166-CD, zytoplasmatische Domane) hinreichend ist, die Gephyrincluster zu
vergroRern. Die extrazellulare Domane (NF166-ED, extrazellularen Domane) hatte
keinen Einfluss auf die ClustergroRe (Abbildung 5 E). Zusatzlich ist auch die
Neurofascin 186 Isoform in der Lage die VergroRerung der Gephyrincluster
auszulosen. Als weitere Kontrolle wurde die Grolde von EGFP-Gephyrinclustern auch
nach Uberexpression von EGFP-Gephyrin und CBllsys. zusammen mit NCAM
bestimmt. NCAM ist ebenfalls ein Zelladhasionsmolekul, welches an exzitatorischen
Synapsen zu finden ist (Sytnyk et al., 2006). Hierbei konnte allerdings keine
GrolRenveranderung festgestellt werden (Abbildung 5 E).

Nachdem aus der Veroffentlichung von Kirschbaum et. al. bekannt war, dass
Neurofascin mit dem fibroblast growth factor receptor 1 (FGFR1) interagiert, und das
Neuritenwachstum FGFR1 abhangig reguliert wurde, sollte diese Funktion auch in
Hinsicht auf die Gephyrinaggregation untersucht werden (Abbildung 5 D)
(Kirschbaum et al., 2009). Zu diesem Zweck, wurden eine dominant negative
Variante des FGFR1, sowie ein pharmakologischer Inhibitor gegen den FGFR1
eingesetzt. Wahrend in Abbildung 5 F die Gephyrinclustergrof3e durch den Einsatz
von Neurofascin 166 erneut gesteigert werden konnte, wurde dieser Effekt durch die

gleichzeitige Uberexpression der dominant negativen Variante des FGFR1
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(dnFGFR1) blockiert (Abbildung 5 F). Ein vergleichbares Ergebnis wurden durch den
Einsatz des pharmakologischen Inhibitors SU5402 erzielt (Abbildung 5 F).
Somit konnte gezeigt werden, dass die Neurofascin induzierte VergroRerung der

Gephyrincluster FGFR1 abhangig ist.

Nachdem nun das Verhalten des Gerustproteins Gephyrin, in An-/ und Abwesenheit
von Collybistinllsys. und Neurofascin charakterisiert wurde, sollte analysiert werden,
wie sich GABAa Rezeptoren im artifiziellen Hela Zellsystem verhalten.

Dazu wurde EGFP-Gephyrin zusammen mit GABAax Rezeptoren der
Zusammensetzung aoBsy2 in HelLa Zellen in An- bzw. Abwesenheit von

Collybistinllsys- und spater Neurofascin Uberexprimiert.
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Abbildung 6 Uberexpression und Charakterisierung von Gephyrin sowie GABAA-Rezeptoren
im artifiziellen HeLa Zellsystem. (A-A”) HelLa Zellen mit Uberexprimiertem Gephyrin, sowie mit
GABAA-Rezeptoruntereinheiten in einer Zusammensetzung von a2B3y2-EGFP. (B, grin) Die EGFP
markierte y2 Untereinheit der GABAA-Rezeptoren, sowie das Fluoreszenzsignal eines gegen
Gephyrin gerichteten Antikorpers (A, rot). (A”) Uberlagertes Bild aus A und A’. (B-B”) HeLa Zellen mit
Uberexprimiertem  Gephyrin, CBIISH3- sowie @ GABAA-Rezeptoruntereinheiten in  einer
Zusammensetzung von a2B3y2-EGFP. (B, griin) Die EGFP markierte y2 Untereinheit der GABAA-
Rezeptoren, sowie das Fluoreszenzsignal eines gegen Gephyrin gerichteten Antikérpers (B’, rot). (B”)
Uberlagertes Bild aus B und B’. (C) HelLa Zellen mit Uberexprimiertem Gephyrin, CBIISH3-, GABAA-
Rezeptoruntereinheiten in einer Zusammensetzung von a2B3y2-EGFP sowie Neurofascin. Sowohl die
y2-EGFP Untereinheit der GABAA-Rezeptoren (F, griin) als auch die Gephyrin Fluoreszenzsignale
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(C’, rot) bilden sich Uberlagernde Cluster (C”). Malstabsbalken entsprechen 10um. (D)
Quantifizierung der Clustergrofle von y,-EGFP Untereinheiten. Fehlerbalken reprasentieren den
Standardfehler, p < 0,0001 ***, n > 1150.

Die Uberexpression von Gephyrin Zusammen mit  den GABAA
Rezeptoruntereinheiten ayBsy.-EGFP in HelLa Zellen fuhrte dazu, dass Gephyrin wie
in Abbildung 5 A schon beschrieben in Form runder Cluster in der Zelle vorlag
(Abbildung 6 A' und A"). Die GABAa Rezeptoren visualisiert durch die EGFP
markierte  y»  Untereinheit zeigen  wahrenddessen eine gleichmafige
Oberflachenfarbung (Abbildung 6 A und A“). Wird nun aber Collybistinlisys-
zusatzlich zu Gephyrin und den GABAa Rezeptoruntereinheiten transfiziert, kann
eine Veranderung in der Morphologie von sowohl Gephyrin, als auch der y,-EGFP
markierten Untereinheit, in kleine Oberflachencluster beobachtet werden. Diese
kolokalisieren dabei zu einem hohen Grad (Abbildung 6 B-B"). Dies lasst also
vermuten, dass Gephyrin CBllsys. abhangig an die Oberflache transloziert wird.
Zudem konnte gezeigt werden, dass Gephyrin in HeLa Zellen ahnliche Funktionen
wie in neuronalen Zellen Ubernimmt, indem es mit den GABAa
Rezeptoruntereinheiten kolokalisiert.

Zusatzlich wurde dann neben Gephyrin, den GABAA Rezeptoruntereinheiten und
CBllsns- das Zelladhasionsmolekul Neurofascin Uberexprimiert. Wie in Abbildung 5 C
gezeigt fusionieren die Gephyrinaggregate zu groReren Clustern (Abbildung 6 C* und
C*“). Nachdem die EGFP markierte y, Untereinheit der GABAA Rezeptoren auch in
diesem Fall mit Gephyrin kolokalisiert, kann vermutet werden, dass Gephyrin seine
aus Neuronen bekannte Funktion der Regulation der Lokalisation von GABAa
Rezeptoren auch in HeLa Zellen Gbernimmt (Abbildung 6 C und C*). Die bestehende
Kolokalisation legt nahe, dass auch die Cluster der y>-EGFP Untereinheit eine
Neurofascin abhangige Vergroflerung durchlaufen. Dies konnte mit Hilfe der in
Abbildung 6 D dargestellten quantitativen Auswertung bestatigt werden. Es konnte
gezeigt werden, dass die Cluster der y,-EGFP Untereinheit, Neurofascin abhangig
groler werden, wahrend eine gleichzeitige Transfektion von NCAM keine
Auswirkungen hatte (Abbildung 6 D). Insgesamt wurde mit diesen Ergebnissen
gezeigt, dass sich Gephyrin und GABAa Rezeptoren durch ihre Kolokalisation im
HelLa Zellsystem ahnlich verhalten wie in Neuronen. Das Hela Zellsystem erweist
sich daher als geeignet fiur einen Screen, um Veranderungen neuronaler Proteine

nachweisen zu kdnnen.
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5.1.2  Entwicklung des siRNA basierten Screens in HeLa — Zellen

Als direkte Vorarbeit fur den durchzufihrenden siRNA abhangigen Screen sollten
nun die experimentellen Randbedingungen flir die Durchfiihrung am Beispiel des
FGFR1 erarbeitet werden. Es sollte eine siRNA gegen diesen Rezeptor verwendet
werden, um die vorher gemessene Reduktion der GephyrinclustergrofRe, siRNA

abhangig zu zeigen.
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Abbildung 7 Zeitkinetik zur Quantifizierung von EGFP-GephyrinclustergréBen nach Einsatz
einer gegen den FGFR1 gerichteten siRNA. Zeitkinetik der Quantifizierung von EGFP-
GephyrinclustergréRe zu den Zeitpunkten, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h sowie 96 h. Der blaue Balken stellt
die Kontrollsituation dar. Diese besteht aus einer Kotransfektion von EGFP-Gephyrin, Collybistinllgys.
und siCTR. Diese Kontrolle wurde zu jedem Zeitpunkt analysiert und jeweils zur Normierung
verwendet, daher wurde diese nur einmalig in das Diagramm eingefligt (blau). Alle anderen Balken
wurden behandelt wie angegeben. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. Der Querbalken
liegt bei einem Wert von 115%. p < 0,0001***. Alle +NF+siCTR Werte entsprachen gegeniber der
+siCTR Kontrolle einem p-Wert von < 0,0001. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde auf die
Einzeichnung dieser Signifikanzen verzichtet, n > 1150.

Abbildung 7 zeigt das Ergebnis eines Experiments, bei dem die Wirkung der siRNA
gegen den FGFR1 zu verschiedenen Zeitpunkten analysiert wurde. Hierbei wurde als
Kontrolle, reprasentiert durch den blauen Balken in Abbildung 7 EGFP-Gephyrin,
Collybistinlisys- und eine Kontroll siRNA (siCTR) in HeLa Zellen tUberexprimiert. Die
hierbei gemessene Clustergrofle wurde auf 100% festgesetzt. Fir die siRNA
abhangigen Versuche wurden EGFP-Gephyrin, Collybistinllsys., Neurofascin, sowie
siCTR zur Definition der Ausgangsgrofle der Gephyrincluster ohne funktionelle
siRNA eingesetzt. Fur die Experimente mit funktioneller siRNA gegen den FGFR1,
wurde diese ebenfalls mit EGFP-Gephyrin, Collybistinllsyz. und Neurofascin

kotransfiziert. Die GephyrinclustergroRen wurden dann von allen Experimenten
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quantitativ ausgewertet und auf die Kontrolle normiert. Dabei konnte gezeigt werden,
dass Neurofascin die Gephyrinclustergrof3e auf einen Bereich von ca. 130%-150%
im Bezug auf die ClustergrofRe der Kontrolle steigerte (Abbildung 7). Die funktionelle
siRNA gegen den FGFR1 flhrte zu den Zeitpunkten 12h, 24h, und 48h zu keiner
Veranderung der Gephyrinclustergrof3e im Vergleich zu den + Neurofascin + siCTR
Ergebnissen. Hierbei wurden Gephyrinclustergro3en gemessen, die sich ebenfalls in
einem Bereich zwischen 135%-150% im Vergleich zur Kontrolle befanden. 72h nach
der Transfektion konnte erstmals eine signifikante siRNA induzierte Abnahme in der
Gephyrinclustergrofe detektiert werden. Diese war im Vergleich zur zugehdrigen
+NF+siCTR Probe bei 72h hochgradig signifikant reduziert (Abbildung 7). Auch 96h
nach der Transfektion konnte eine hochgradig signifikante siRNA abhangige
Abnahme der Gephyrinclustergrofe gegenuber der zugehoérigen ClustergroRe der
+NF+siCTR Probe bei 96h gezeigt werden (Abbildung 7). Der Wert der Probe mit
funktioneller siRNA bei 96h war jedoch gegenuber dem Wert bei 72h schon wieder
leicht angestiegen (Abbildung 7). Diese Experimente lassen zwei fur den folgenden
Screen wichtige Schlussfolgerungen zu. Erstens kann die siRNA abhangige
Reduktion der GephyrinclustergroRe stabil quantifiziert werden und zweitens liegt der
optimale Zeitpunkt flr die Analyse 72h nach der Transfektion. Aulderdem konnten
weitere wichtige Richtlinien fur die Durchfuhrung des Screens gewonnen werden. So
wurde auf Grundlage dieses Experiments festgelegt, dass eine siRNA erst dann als
wirksam auf die Gephyrinclustergrofie beschrieben werden soll, wenn folgende
Punkte erflllt wurden. Erstens sollte eine hochgradig signifikante Abnahme der
Gephyrincluster Grolle gegenuber der Probe erreicht werden, welche die
AusgangsgroRe der Gephyrincluster definierte, namlich der Kotransfektion von
EGFP-Gephyrin, Collybistinllsys., Neurofascin, sowie siCTR. Zweitens sollte aber die
ClustergroRe nicht mehr als 15% hoher, als die der Kontrolle, bestehend aus EGFP-
Gephyrin, Collybistinllsys. sowie siCTR, sein. Nachdem alle Proben auf diese
Kontrolle normiert wurden, heil3t das, dass eine siRNA, welche als wirksam auf die
Gephyrinclustergrof3e beschrieben werden soll, eine relative GephyrinclustergrofRe
von 115% oder kleiner aufweisen musste.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe der siRNA gegen den
FGFR1 eine Reduktion in der Gephyrinclustergrof3e ausgelost wurde und diese auch
stabil quantitativ bestimmt werden konnte. Weiterhin konnten Richtlinien fiur die

Analyse solcher Effekte erarbeitet werden.
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5.1.3 siRNAs gegen 39 Kinasen oder kinase-assoziierte Proteine wiesen

destabilisierende Effekte auf Gephyrincluster in HeLa Zellen auf

Auf der Basis der vorangegangenen Experimente wurde im Folgenden ein siRNA
basierter Screen durchgefuhrt. Hierbei sollten Kandidatenproteine identifiziert
werden, welche an der Regulation von Gephyrinclustern beteiligt sind. Dabei wurde
eine siRNA Bibliothek verwendet, welche 710 Kinasen oder kinase-assoziierte
Proteine herunterreguliert. Gegen jedes dieser 710 Zielmolekule standen 3
unabhangige siRNAs zur Verfligung. Fur diesen Screen wurden jeweils EGFP-
Gephyrin, CBllsys- und Neurofascin zusammen mit den einzelnen siRNAs, im 96 well
Format kotransfiziert. Als Kontrolle wurde je ein Well pro Platte mit EGFP-Gephyrin,
CBllsns- und siCTR (unspezifische siRNA als Kontrolle) und ein Well mit EGFP-
Gephyrin, CBllsys., Neurofascin und siCTR transfiziert. In einem ersten Durchlauf
wurden dann, die jeweils ersten siRNAs der Bibliothek gegen alle 710 Zielmolekule
verwendet (Abbildung 8). Der Screen wurde durch den morphologischen Vergleich
der Gephyrincluster mit Hilfe des CLSM510 Meta Laserscanning Mikroskop
ausgewertet. Um valide Ergebnisse sicherzustellen, wurden alle Experimente
verblindet ausgewertet. AulRerdem wurden die ersten beiden Platten, welche
insgesamt 116 verschiedene siRNAs umfassten sowohl optisch, als auch quantitativ
ausgewertet. Hierbei wurden von jeder Behandlung 20 Zellen aufgenommen und
mittels einer automatisierten GroRenanalyse ausgewertet (Imaris, Batch-Coordinator,
Bitplane AG, Basel Schweiz). Das Ergebnis dieser quantitativen Auswertung wurde
dann mit der optischen Auswertung verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass es
madglich war alleine durch die optische Analyse ohne Fehler einzuschatzen, dass die
ClustergroRe nicht reduziert wurde. Aus diesem Grund wurden alle folgenden
Experimente zuerst optisch ausgewertet. Die Experimente, bei denen eine
Reduktion in der ClustergroRe wahrend der optischen Analyse angenommen wurde,
wurden im Anschluss dann automatisiert quantitativ auf ihre tatsachliche

Gephyrinclustergrofie untersucht.
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Abbildung 8 Durchfiihrung des siRNA basierten Screens in HeLa Zellen. siRNA1, 2 und 3
entsprechen den, in der siRNA Bibliothek vorhandenen unabhangigen siRNAs, die gegen jedes
einzelne Zielgen vorhanden waren. (A) Durchgang 1 mit den ersten 710 siRNAs. (B) Durchgang 2: 79
Experimente mit der 2. unabhdngigen siRNA. (C) Durchgang 3: 43 Experimente mit der 3.
unabhangigen siRNA. (D) Gesamtanzahl an Hits.

Aus den 710 Experimenten, welche im ersten Durchgang mit der jeweils 1. siRNA
durchgefuhrt wurden, entsprachen 79 siRNAs den Anforderungen, um als wirksam
auf die Gephyrinclusteraggregation zu gelten (Abbildung 8 A). Ein weiteres Kriterium
fur einen ,Hit* (Regulation der Gephyrinclustergrofe), sollte aber sein, dass
mindestens zwei der drei unabhangigen siRNAs gegen das gleiche Zielmolekul einen
Einfluss ausuben. Aus diesem Grund wurden die 79 positiven Ereignisse aus dem
ersten Durchlauf, nun mit der 2. unabhangigen siRNA untersucht (Abbildung 8 B). In
36 Fallen konnte die Reduktion der Gephyrinclustergrofle mit der zweiten siRNA
bestatigt werden. Es konnten also schon 36 siRNAs, bzw. ihre Zielproteine als Hit fur
einen Einfluss auf die Stabilitat der Gephyrinclustergrofe definiert werden. Allerdings
wiesen 43 siRNAs keinen Effekt mehr auf. Diese 43 negativen Falle wurden dann mit
der 3. unabhangigen siRNA untersucht. Hierbei konnten weitere drei siRNAs
identifiziert werden, welche die GephyrinclustergroRe reduzierten (Abbildung 8 C).
Somit wurden auch diese weiteren drei Molekulle als Hit definiert, da nun ebenfalls
insgesamt zwei unabhangige siRNAs den Effekt auf die Gephyrinclustergrofie
ausgelost hatten.

Es konnten also insgesamt 39 siRNAs identifiziert werden, bei denen je 2
unabhangige siRNAs die GephyrinclustergroRe signifikant gegenuber der
AusgangsgroRe der Gephyrincluster ohne funktionelle siRNA (EGFP-Gephyrin,
CBshs., Neurofascin und siCTR) und auf maximal 15% gréRere Cluster im Vergleich

zur Kontrolle reduzierten (Abbildung 8 D).
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Abbildung 9 Ergebnisse des siRNA basierten Screens in HeLa Zellen. (A) Darstellung aller im
Screen mit Neurofascin erhaltenen Hits (Gennamen). In blau dargestellt sind zum Einen die
Kontrollen. Die Kontrolle (+siCTR) entspricht der Uberexpression von EGFP-Gephyrin zusammen mit
CBllsyz. und siCTR, dieser Wert wurde zur Normierung verwendet und entspricht daher 100%. Die
Probe +NF+siCTR ist eine zweite Kontrolle, die der Ausgangsgrofie der Gephyrincluster ohne den
Zusatz einer funktionellen siRNA entspricht. Hier wurden EGFP-Gephyrin, CBllgyz. zusammen mit
NF166 und siCTR kotransfiziert. Weiterhin in Blau dargestellt sind die Ergebnisse der mit siFGFR1
(112%), sowie mit sSiEPHA7 (100%) und mit siNTRK2 (95%) behandelten Zellen. Als Querbalken ist
der Schwellenwert von 115% eingefligt. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. n > 1150.
(B-B™") EGFP-Gephyrincluster in HeLa Zellen nach Uberexpression von EGFP-Gephyrin, CBllgys.
sowie je nach Angabe, Neurofascin, siCTR (Kontroll siRNA), siNTRK2 und siEPHA7. MalRstabsbalken
entsprechen 10 um. (C) Einteilung aller Hits des Screens mit Neurofascin in funktionelle Gruppen. (D)
Darstellung aller im Screen ohne den Zusatz von Neurofascin erhaltenen Hits (Gennamen). In blau
dargestellt ist die Kontrolle EGFP-Gephyrin zusammen mit CBgys., dieser Wert wurde zur Normierung
verwendet und entspricht daher 100%. Weiterhin in Blau dargestellt ist das einzige positive Ergebnis
von mit einer siRNA gegen Ntrk2 behandelten Zellen (73%). Fehlerbalken reprasentieren den
Standardfehler. n > 1150, p = 0,001.

Alle 39 Hits sind in Abbildung 9 A aufgeflihrt (Gennamen). Diese quantitative
Darstellung zeigt die Ergebnisse, welche jeweils mit der 1. siRNA (Durchgang1)
erhalten wurden. Der eingezeichnete Querbalken zeigt den 115% Schwellenwert.
Alle dargestellten Ergebnisse weisen relative GephyrinclustergroRen unterhalb
dieses Schwellenwerts auf. Die blauen Balken in Abbildung 9 A entsprechen zum
Einen der Kontrolle, wobei diese jeweils zur Normierung verwendet wurde. Der
zweite blaue Balken stellt die Ausgangssituation ohne die Beteiligung einer
funktionellen siRNA dar. Auch diese Kontrolle wurde auf jeder analysierten Platte
ausgewertet. Es ist beispielhaft ein durchschnittlicher Balken dieser 2. Kontrolle
dargestellt. Die 3 weiteren blauen Balken entsprechen zum Einen der schon, in der
Vorarbeit zu diesem Screen verwendeten Positivkontrolle, namlich der siRNA gegen
den FGFR1. Die anderen beiden blauen Balken entsprechen den siRNAs gegen
NTRK2 (Protein TrkB Rezeptor), sowie gegen EPHA7. Die in Abbildung 9 B-B*
dargestellten, beispielhaften mikroskopischen Aufnahmen, sollen den Phanotyp,
welcher durch den Einsatz der einzelnen siRNAs ausgelost wurde, verdeutlichen. Im
Vergleich zu Abbildung 9 B‘ welche die Neurofascin abhangig vergroflerten
Gephyrincluster zeigt, kann in den Abbildung 9 B“ und B* eine Verkleinerung der
Cluster erkannt werden. Diese Cluster entsprechen damit, eher wieder der
Kontrollsituation, welche in Abbildung 9 B dargestellt ist.

Die 39 Hits des siRNA basierten Screens lassen sich grob in 9 verschiedene

Gruppen einteilen (Abbildung 9 C). Unter den Hits sind 13 verschiedene
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Oberflachenrezeptoren. Dabei gehéren 10  Oberflachenrezeptoren  dem
Rezeptortyrosinkinasetyp an. Diese Rezeptortyrosinkinasen konnen weiter in
typische Rezeptortyrosinkinasen, welche weiterfuhrend vor allem Uber den MAPK
und den PI3K Signalweg ihre Aktivitat ins Zellinnere weitergeben, eingeteilt werden
(Yoshii and Constantine-Paton, 2010). Dem gegenuber stehen flunf Vertreter der Eph
Rezeptorfamilie, die eher fur ihre inhibierende Wirkung auf den Ras-MAPK
Signalweg bekannt sind (Meier et al., 2011). Aul3erdem konnten vier Vertreter des
PI3K Signalwegs, sowie weitere vier Vertreter des Ras-MAPK Signalwegs oder ihre
Regulatoren identifiziert werden. Weitere vier Hits konnten dem Aktinzytoskelett bzw.
Aktinzytoskelett-assoziierte Proteine zugeordnet werden. Ansonsten wurden drei
Vertreter des PLCy- sowie ein Vertreter des NFkB Signalwegs identifiziert. EIf Hits
konnten keiner dieser Gruppen zugeordnet werden (Abbildung 9 C).

In einem 2. Screening Durchlauf, bei welchem Neurofascin nicht mehr zur
Vergroflerung der Gephyrincluster eingesetzt wurde, wurden nochmal alle Hits aus
dem ersten Durchlauf untersucht. In diesem Durchlauf galten alle siRNAs, welche
einen hoch signifikanten Effekt gegenuber der Kontrolle (EGFP-Gephyrin + CBlIgns-
+siCTR) ausldsten als wirksam. Die einzige siRNA, welche in diesem Durchlauf noch
einen hoch signifikanten Effekt auf die Gephyrinclustergrof3e aufwies, war die gegen
NTRK2 gerichtete siRNA. Alle andere verwendeten siRNAs fuhrten zu
GephyringroRen, welche zwischen 85% und 115% bezogen auf die Kontrolle
schwankten. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die VergroRerung der Gephyrincluster
durch Neurofascin im eigentlichen Screen nétig war. Die siRNA abhangige Reduktion
der GephyrinclustergroRe konnte auf diesem Weg durch eine ausreichend grofe

Messstrecke verlasslicher detektiert werden.



Ergebnisse - 65 -

l Ligand

Rezeptortyrosinkinase

P
Erk1/2g

Abbildung 10 Schematische Darstellung und Einteilung einiger Hits in bestimmte Signalwege.
Es handelt sich um eine schematische Darstellung mdglicher Signalkaskaden, die nach einer
aktivierten Rezeptortyrosinkinase ablaufen kénnen. Dargestellt sind nur der MAPK Signalweg (links)
sowie der PI3Kinase Signalweg (rechts). Es missen dabei aber nicht zwangslaufig alle Signalwege
aktiviert werden, es kann auch zur Inhibierung einzelner Signalwege kommen. Alle blauen Symbole
entsprechen Hits aus dem siRNA basierten Screen in HelLa Zellen. In lila ist aullerdem ein Molekil
hervorgehoben, welches im Screen nicht als Hit identifiziert wurde, jedoch eine der 3 siRNA trotzdem
einen Effekt auf die Clustergrofle hatte (gemeint ist Erk2). (Abkurzungen sind dem Kapitel
~Abklrzungsverzeichnis“ zu entnehmen, aufgefiihrt sind Proteinnamen).

Nach einer ausfuhrlichen Literaturrecherche wurden einige der Hits in sinnvolle
Signalwege eingeordnet. Logische Verbindungen gibt es zwischen finf der zehn
Rezeptortyrosinkinasen, welche alle sowohl Uber den MAPK Signalweg, als auch
uber den PI3K Signalweg ihre Aktivierung ins Zellinnere weiterleiten (Harvey Lodish,
2004) (Abbildung 10). Ausnahmen bei der Signalweiterleitung von
Rezeptortyrosinkinasen sind die EphA und EphB Rezeptoren. Diese
Rezeptortyrosinkinasegruppe wurde bis heute hauptsachlich mit inhibierenden
Wirkungen auf den MAPK Signalweg, sowie aktivierender Wirkung auf den PI3K
Signalweg, vor allem in Richtung der Regulation des Aktinzytoskeletts beschrieben
(Bi et al., 2011, Meier et al., 2011).

In der Zelle sind die Signalwege zwar vielfach verzweigt sollen aber in Abbildung 10
eine vereinfachte Ubersicht ermdglichen. Der PI3K Signalweg, auf der rechten Seite

der Abbildung 10, wird durch vier Hits im Screen vertreten, wobei 3 der Hits selbst
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PI3K oder Untereinheiten der PI3K sind. Aber auch AKT2 konnte im Screen als Hit
definiert werden, was darauf hindeutet, dass der Signalweg uber PI3K-Akt Richtung
MTOR eine Rolle spielen konnte. Besonders zu beachten sind aber auch die Hits auf
der linken Seite des Schemas. Nicht nur sind einige Vertreter des MAPK Signalwegs
Hits im Screen, sondern auch Regulatoren dieses Signalwegs konnten im siRNA
basierten Screening System in HelLa Zellen identifiziert werden. Sowohl TESK1 als
DYRK1A konnten im Screen als Hits definiert werden. Beide Proteinkinasen haben
inhibierende Wirkungen auf Sprouty2. Sprouty2 selbst ist keine Proteinkinase, wirkt
jedoch inhibierend auf den Ras-MAPK Signalweg (Abbildung 10). Die Anzahl der
Oberflachenrezeptoren, welche in diesem Screen gefunden wurde, war mit 13
Vertretern sehr hoch. Darunter waren vor allem Vertreter der Eph Rezeptoren aber
auch zwei Vertreter der drei bekannten Neurotrophin Rezeptoren. Fur die weitere
Charakterisierung in primaren Neuronen wurde sowohl der TrkB- (Genname: Ntrk2)

als auch der EphA7 Rezeptor ausgewahit.



Ergebnisse - 67 -

5.2 Sowohl der TrkB als auch der EphA7 Rezeptor regulieren die
Gephyrinaggregation in primaren Neuronen

In einem zweiten Schritt dieser Doktorarbeit sollen nun die vorher erwahnten
besonders interessanten Hits im primaren und damit relevanteren Zellsystem
untersucht werden. Hierfur sollten verschiedene methodische Ansatze verwendet
werden. Zur Reproduktion der Ergebnisse des siRNA basierten Screens in HelLa
Zellen, sollten zu allererst ebenfalls siRNA basierte Experimente im primaren System
durchgefuhrt werden. Dabei wurden siRNAs gegen NTRK2 (TrkB-Rezeptor), sowie
gegen EPHA7 verwendet. Um hierbei valide Ergebnisse erzielen zu kdnnen, sollte
erst der siRNA vermittelte Knockdown gezeigt werden. Dies wurde auf Ebene einer
quantitativen Real-time PCR (qRT-PCR) durchgefihrt. Erst nachdem die
Funktionalitat der siRNAs bestatigt werden konnte, sollte dann ein morphologischer

Effekt auf Proteine der inhibitorischen Postsynapse, in Neuronen untersucht werden.

5.21 Die siRNAs gegen NTRK2 und EPHAY7 sind funktionell

Zuerst sollte nun die Funktionalitat der im primaren System zu verwendenden

siRNAs gegen NTRK2 und EPHA7 nachgewiesen werden.

Lipofektion Nukleofektion

> B e e R

rel. Expression O

Abbildung 11 Analyse der Herunterregulation von NTRK2 und EPHA7 via siRNA. (A)
Exemplarische Darstellung der Transfektionseffizienz von Plasmid-DNA via Lipofektion. (A)
Uberlagertes Bild aus Phase und EGFP Signal (A). (B) Exemplarische Darstellung der
Transfektionseffizienz von Plasmid-DNA via Nukleofektion (Rat Neuron Nucleofector™ Kit , Lonza),
(BYY EGFP Signal. MaRstabsbalken entsprechen 100 um. (C) Quantifizierung der relativen
Genexpression nach Einsatz einer Kontroll siRNA bzw. der beiden funktionellen siRNAs. Normiert
wurde jeder Wert zum einen auf eine interne GAPDH Kontrolle und anschlieend auf die Kontroll
siRNA behandelten Neurone. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. p = 0,0002 ** fir
siNTRK2, p = 0,049 * fir siEPHA7, n = 3.
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Um eine Analyse auf mRNA Ebene in primaren Neuronen durchfiihren zu kénnen,
war es notwendig das Transfektionsprotokoll von einer normalen Lipofektion, wie sie
im siRNA basierten Screen durchgefuhrt wurde, auf eine Nukleofektion mittels dem
Rat Neuron Nucleofector™ Kit umzustellen. Wie in Abbildung 11 A und A’ zu sehen,
werden bei einer Lipofektion nur einzelne wenige Neurone erfolgreich transfiziert,
was fur eine Analyse auf Einzelzellebene ausreichend ist. Dies gilt allerdings nicht,
wenn man alle Neurone eines Wells lysiert und die gesamte RNA isoliert, um einen
Knockdown nachzuweisen. Die Methode der Nukleofektion bietet hierfur eine
ausreichend hohe Transfektionseffizienz (Abbildung 11 B und B‘). So konnte mit Hilfe
dieser Methode ein Weg gefunden werden, die Herunterregulation von NTRK2
(TrkB) sowie EPHA7 2zu zeigen (Abbildung 11 C). Die geschatzte
Transfektionseffizienz in Abbildung 11 B und B’ lag bei ca. 60% der Neurone. Die
Restaktivitat fur NTRK2 wurde aber auf 34,5% der Kontrolle bestimmt. Zu beachten
ist hierbei allerdings, dass die Transfektionseffizienz mit Hilfe eines GFP kodierenden
DNA-Plasmids bestimmt wurde. Die siRNA ist wesentlich kleiner, was darauf
hinweist, dass sie deutlich effizienter transfiziert wird. Es konnte also gezeigt werden,
dass beide siRNAs funktionell sind, da das endogene mRNA Level von NTRK2 und
EPHAY reduziert werden konnte

5.2.2 Die siRNAs gegen NTRK2 und EPHA?7 fiihren zu einer Reduktion von
Gephyrin- und GABAA Rezeptorclustern

Nachdem die Funktionalitat der siRNAs auf mRNA Ebene gezeigt werden konnte,
sollten nun morphologische Effekte auf die Markerproteine fur inhibitorische
Postsynapsen untersucht werden. Hierfur wurde die Methode der Lipofektion
verwendet, da hier Einzelzellanalysen durchgefihrt wurden. Als Markerproteine flr

inhibitorische Postsynapsen dienen Gephyrin, sowie die GABA. y2 - Untereinheit.
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Abbildung 12 Reduktion der Gephyrin und GABA, y, Untereinheit durch siRNAs gegen EPHA?7
und NTRK2. Die siRNAs wurden zur Visualisierung der transfizierten Zellen jeweils mit einem EGFP
kodierenden DNA Plasmid kotransfiziert. (A und B) Exemplarische Abbildungen von EGFP positiven
siCTR transfizierten Zellen (grin) mit Gephyrin (gelb) und GABA, Rezeptor y, (Turkis) positiven
Signalen. (A* und B‘) VergroRerte Darstellung der Farbungen gegen Gephyrin (gelb) und GABAA
Rezeptor y, (Turkis). Dargestellt sind die Signale auf den ca. ersten 20 um eines Dendriten. (C und D)
EGFP positive Zellen welche gleichzeitig mit einer siRNA gegen EPHA?7 transfiziert wurden (grin). In
Uberlagerung sind Gephyrin (gelb) und GABA, Rezeptor vy, (Tirkis) positive Signale zu sehen.
Entsprechend der markierten Quadrate sind vergroRerte Bereiche dieser Farbungen in C' und D
dargestellt. (E und F) EGFP positive Zellen welche gleichzeitig mit einer siRNA gegen NTRK2
transfiziert wurden (griin). In Uberlagerung sind Gephyrin (gelb) und GABA, Rezeptor vy, (Tirkis)
positive Signale zu sehen. Entsprechend der markierten Quadrate sind vergrof3erte Bereiche dieser
Farbungen in E‘ und F* dargestellt. Alle Abbildungen wurden mit Hilfe der Imaris Software (Bitplane
AG, Basel, Schweiz) bearbeitet. Maflstabsbalken entsprechen 10 um. (G) Quantifizierung der Anzahl
an Gephyrin- bzw. GABA, Y, positiven Signalen. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. p =
0,0014 ** (Gephyrin, siEphA7), p < 0,0001 ***, n > 30.
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In dem, in Abbildung 12 dargestellten Experiment, wurden zwei verschiedene
Kontrollen verwendet. Die Zellen wurden entweder nur mit dem pEGFP-N1
Plasmidvektor, oder mit einer Kombination des pEGFP_N1 Plasmidvektors
zusammen mit einer Kontroll siRNA (siCTR) transfiziert. Es wird dabei davon
ausgegangen, dass der Einsatz der Kontroll siRNA keinen Einfluss auf die
Expression oder die Morphologie inhibitorisch postsynaptischer Markerproteine hat.
Dies konnte sowohl fur die Anzahl an Gephyrin-, als auch GABAa-Rezeptor y-
Untereinheiten, wie in Abbildung 12 G 2zu sehen, gezeigt werden. Die
mikroskopischen Aufnahmen einer dieser Kontrollen sind in Abbildung 12 A und A
fur Gephyrin, sowie B und B’ flir die GABAAa-Rezeptor y, Untereinheit beispielhaft
gezeigt. Im Vergleich zu diesen beiden Kontrollen, kommt es nach der siRNA
abhangigen Herunterregulation von NTRK2 (TrkB Protein) zu einer Reduktion der
Anzahl der GABAa-Rezeptor y, Untereinheit (Abbildung 12 F, F* und G). Gleichzeitig
konnte aber auch gezeigt werden, dass die Herunterregulation ebenfalls die Anzahl
an Gephyrinclustern reduzierte (Abbildung 12 E, E’ und G). Der Einsatz einer siRNA
gegen EPHAY fuhrte im Vergleich zu den Kontrollsituationen zu einer deutlichen
Reduktion in der Anzahl von sowohl Gephyrin- (Abbildung 12 C, C* und G), als auch
GABAa-Rezeptor-Clustern, gemessen auf den ersten 20 um der Dendriten
(Abbildung 12 D, D* und G). Die destabilisierende Wirkung der siRNA gegen NTRK2
und EPHA7, welche im HelLa Zell basierten Screen mit einer Reduktion der
Gephyrinclustergrofe korreliert wurde, konnte somit auch im primaren System,
reprasentiert durch eine Reduktion der Anzahl der Cluster, gezeigt werden. Die
Effekte der siRNAs konnten also im primaren System reproduziert werden. Um off-
target Effekte der siRNAs auszuschlielRen, wurde spater in dieser Arbeit erstens ein
unabhangiger Ansatz mit Hilfe einer dominant negativen Isoform des EphA7
Rezeptors gewahlt. Aulierdem wurde die siRNA gegen TrkB von Simone Beuter in
rescue-Experimenten mit konstitutiv aktiven Varianten von Akt und MEK2 eingesetzt

(unveroffentlichte Daten).

5.2.3 Die Effekte der siRNA Behandlung sind spezifisch fiir inhibitorisch
postsynaptische Systeme

Nachdem ein Effekt auf inhibitorische Markerproteine fur die siRNAs gegen NTRK2

und EPHA7 nachgewiesen werden konnte, sollte nun analysiert werden, ob diese

morphologischen Veranderungen spezifisch fur inhibitorische Systeme sind. Aus
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diesem Grund, sollten ebenfalls Markerproteine der exzitatorischen Synapse

untersucht werden.

pEGFP_N1 +siEPHA7 +siNTRK2

@)

PSD95
120

—
o
o

Clusteranzahl [%]
N B O

o O o O o

»

F L& o8
gL

Abbildung 13 PSD95 Cluster weisen nach Einsatz von siRNAs gegen NTRK2 und EPHA?Y keine
Veranderungen in der Anzahl auf. (A) Exemplarische EGFP positive Zelle in Kolokalisation mit
PSD95 Clustern. (A') PSD95 Aggregate aus dem in A markierten Bereich in VergroRerung. Dieser
Bereich entspricht ca. den ersten 20 ym des Dendriten. (B) EGFP positive mit SiEPHA7 transfizierte
Zelle in Kolokalisation mit PSD95. (B‘) PSD95 Aggregate aus dem in B markierten Bereich in
VergréRRerung. Dieser Bereich entspricht ca. den ersten 20 ym des Dendriten. (C) EGFP positive mit
siNTRK2 transfizierte Zelle in Kolokalisation mit PSD95. (C‘) PSD95 Aggregate aus dem in C
markierten Bereich in Vergroerung. Dieser Bereich entspricht ca. den ersten 20 um des Dendriten.
Malstabsbalken entsprechen 10 um. Alle Bilder wurden mit Hilfe der Imaris Software (Bitplane AG,
Basel, Schweiz) bearbeitet. (D) Quantitative Analyse der Anzahl an PSD95 Cluster auf den ersten 20
pum eines Dendriten. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler, n > 30.

Als Markerprotein flr exzitatorische Synapsen diente PSD95. PSD95 ist fur die
Lokalisation von NMDA- aber auch AMPA/Kainat-Rezeptoren in der exzitatorischen
Postsynapse wichtig (Kornau et al., 1995, Bats et al., 2007). Vergleicht man die mit
der Imaris-Software nachbearbeiteten mikroskopischen Aufnahmen in Abbildung A’
B° und C' kénnen ahnlich viele PSD95 positive Aggregate detektiert werden
(Abbildung 13 A, B und C‘). Die Analyse der Anzahl von PSD95 Clustern ergab
keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrolle (pEGFP_N1), der Kontroll
siRNA (pEGFP_N1 + siCTR), sowie den beiden funktionellen siRNAs gegen EPHA7
und NTRK2. Es konnte also gezeigt werden, dass die Herunterregulation der beiden
Oberflachenrezeptoren keinen Einfluss auf die PSD95 positiven Cluster hatte
(Abbildung 13).
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5.24 Ein unabhangiger Ansatz konnte die Ergebnisse der siRNA gegen
EPHAY bestatigen

Neben dem Einsatz von siRNAs sollte nun, zur Validierung dieser Ergebnisse, ein
unabhangiger Ansatz zur Analyse des EphA7 Rezeptors herangezogen werden. Es
wurde eine dominant negative, d.h. kinasedefiziente Variante des EphA7 Rezeptors

uberexprimiert.
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Abbildung 14 Die dominant negative Variante des EphA7 Rezeptors hat den gleichen Effekt wie
schon die siRNA basierte Herunterregulation. (A) pEGFP_N1 Kontroll-transfizierte Zelle. Das
exprimierte EGFP dient der Identifizierung der transfizierten Zellen. (A*) Bildausschnitt aus Abbildung
A, in VergroRerung. Gezeigt sind Gephyrin Cluster auf den ersten 20 ym eines Dendriten. (A“)
PSD95 positive Cluster aus dem in A eingezeichneten Bildausschnitt. (B) Mit pEGFP_N1, sowie
EphA7Wt transfizierte Zelle. EGFP dient der Identifizierung transfizierter Zellen. (B*) Bildausschnitt aus
B, mit Gephyrin positiven Clustern. (B“) gleicher Ausschnitt aus B mit PSD95 positiven Clustern. (C)
Mit pEGFP_N1, sowie EphA7Dn transfizierte Zelle. EGFP dient der Identifizierung transfizierter Zellen.
(C") Bildausschnitt aus C, mit Gephyrin positiven Clustern. (C*) gleicher Ausschnitt aus C mit PSD95
positiven Clustern. Alle Abbildungen wurden mit Hilfe der Imaris Software (Bitplane AG, Basel,
Schweiz) bearbeitet. MaRstabsbalken entsprechen 10 ym. (D) Quantitative Analyse der Anzahl der
Gephyrin- und PSD95-Clusteranzahl auf den ersten 20 pm der Dendriten. Fehlerbalken
reprasentieren den Standardfehler. p < 0,0001 ***, n > 30.

Die Uberexpression des Plasmidvektors mit der Wildtyp cDNA des EphA7 Rezeptors
hatte im Vergleich zur Kontrollsituation keinerlei Auswirkung auf die Anzahl der
Gephyrincluster (Abbildung 14 B, Bf, C, C* und E). Die Uberexpression des
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Plasmidvektors mit der mutierten, dominant negativen Isoform des EphA7 Rezeptors
fuhrte hingegen zu einer deutlichen Abnahme der Anzahl der Gephyrincluster
(Abbildung 14 D, D sowie E). Wie auch schon bei dem Einsatz der siRNA gegen
EPHA7 konnte nach Uberexpression der dominant negativen Isoform des EphA7
Rezeptors kein Effekt auf die Anzahl an PSD95-Clustern nachgewiesen werden
(Abbildung 14 D, D“ sowie E). Das Gleiche gilt fur den Plasmidvektor mit dem
Wildtyp EphA7 Rezeptor (Abbildung 14 C, C* sowie E).

5.2.5 Prasynaptische Strukturen bleiben unbeeinflusst vom EPHA7 bzw.
NTRK2 knockdown

Funktionelle Synapsen bestehen aus einem prasynaptischen und einem
postsynaptischen Anteil. Fehlt eine dieser beiden Komponenten, so kann es nicht zur
Aktivierung dieser synaptischen Kontakte kommen, was den Abbau dieser Synapse
zur Folge hat (Lardi-Studler and Fritschy, 2007). Kriebel et. al. 2011 konnten zeigen,
dass es nach Neurofascin knock down in vivo zu einem Verlust von sowohl
postsynaptischen Gephyrinclustern als auch prasynaptischen GAD65-Clustern
kommt, wahrend Neurofascin selbst am Axoninitialsegment und nicht auf der
prasynaptischen Seite lokalisiert ist (Kriebel et al., 2011). Aus diesem Grund ist es
von grol’em Interesse, ob es auch nach Knockdown von EPHA7 oder NTRK2 im
System primarer hippocampaler Neurone in vitro zu einer Reduktion prasynaptischer

Komponenten kommt.
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Abbildung 15 Prasynaptische Marker zeigen keinen Effekt nach Behandlung mit den siRNAs
gegen NTRK2 sowie EPHAT7. (A) pEGFP_N1 Uberexpression als Kontrolle. Das exprimierte EGFP
dient der Identifizierung der transfizierten Zellen. (A‘) Bildausschnitt aus Abbildung A, in Vergrofierung.
Gezeigt sind GAD65 Cluster auf den ersten 20 ym eines Dendriten. (B) Mit pEGFP_N1 sowie einer
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siRNA gegen EPHA7Y transfizierte Zelle. EGFP dient der Identifizierung transfizierter Zellen. (B)
Bildausschnitt aus B, mit GAD65 positiven Clustern. (C) Mit pEGFP_N1 sowie siRNA gegen NTRK2
transfizierte Zelle. EGFP dient der Identifizierung transfizierter Zellen. (C*) Bildausschnitt aus C, mit
GADG65 positiven Clustern. Alle Abbildungen wurden mit der Imaris Software (Bitplane AG, Basel,
Schweiz) bearbeitet. Malistab entspricht 10 um. (D) Quantitative Analyse der GAD65 Clusteranzahl
auf den ersten 20 um der Dendriten. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. n > 30.

Zur ldentifizierung inhibitorisch prasynaptischer Proteine wurde das Markerprotein
GADG5 verwendet. Wie im Vergleich der Abbildung 15 A, A’, B, B sowie C und C‘ zu
erkennen ist, scheint es keinen Unterschied in der Anzahl prasynaptischer Strukturen
zu geben. Dies wird durch die quantitative Analyse, dargestellt in Abbildung 15 D,
bestatigt. Allerdings ist zu bedenken, dass sich die Analyse von prasynaptischen
Strukturen auf Neuronen in einem Alter von 17 Tagen in vitro sehr schwer gestaltete.
Die Anzahl GADG5 positiver Cluster variierte von Dendrit zu Dendrit ziemlich stark,
was einen erhohten Standardfehler, wie er in Abbildung 15 D, zu sehen ist bewirkte.
Es konnte trotzdem gezeigt werden, dass die prasynaptischen Komponenten durch

die eingesetzten siRNAs unbeeinflusst bleiben.

5.2.6 Die Stimulation von TrkB und EphA7 Rezeptoren bewirkt eine

Zunahme der Gephyrinclusteranzahl

Bis zu diesem Teil der Arbeit wurden jeweils Ansatze verfolgt, bei denen
Rezeptortyrosinkinasen herunterreguliert oder dominant negative Proteine
Uberexprimiert wurden. Das heildt, dass die nachfolgenden Signalwege durch diese
Eingriffe gestdort oder gar nicht erst aktiviert wurden. Nun sollte genau der
gegensatzliche Ansatz verfolgt werden. Es wurden natiurliche Liganden zur
Stimulation der beiden Rezeptoren EphA7 und TrkB eingesetzt, um deren
nachfolgende Signalwege zu aktivieren und den Effekt dieser Aktivierung zu

analysieren.
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Abbildung 16 Stimulation der Oberflachenrezeptoren EphA7 und TrkB (Genname NTRK2)
durch ihre natiirlichen Liganden EphrinA5-Fc sowie BDNF. (A) Unbehandelte Kontrollzellen.
Kofarbung von MAP2 (rot) zur Identifizierung einzelner Zellen und Dendriten, sowie Gephyrin (gelb).
(A“) Gleicher Bildausschnitt wie in A, jedoch mit Gephyrinclustern alleine. (B) EphrinA5-Fc behandelte
Zellen. Die Behandlung erfolgte fiir 24 h, der Ligand wurde dabei fiir 30 min mit Hilfe von humanem
IgG Antikorper vorgeclustert. MAP2 (rot) dient der Identifizierung der Zellen, Gephyrin (Gelb) zeigt
inhibitorisch postsynaptische Cluster (B‘). (C) BDNF behandelte Zellen. Die Behandlung erfolgte fiir 24
h. MAP2 (rot) dient der Identifizierung der Zellen, Gephyrin (Gelb) zeigt inhibitorisch postsynaptische
Cluster (C°). Alle Abbildungen wurden mit Hilfe der Imaris Software (Bitplane AG, Basel, Schweiz)
bearbeitet. Malistabsbalken entsprechen 10 um. (D) Quantifizierung der Anzahl von Gephyrin- sowie
PSD95-Clustern. Als weitere Kontrolle wurde NF166-Fc eingefihrt. p < 0,0001 ***, n > 30. (E)
Western Blot Analyse der Expression von Gephyrin in primaren hippocampalen Neuronen, nach 30
mindtiger Stimulation mit BDNF bzw. EphrinA5-Fc. (F) Quantifizierung der Western Blot Banden aus
(E). Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler, n = 4. Keine Signifikanten Unterschiede konnten
detektiert werden.

BDNF wurde als klassischer Ligand fur den TrkB Rezeptor ausgewahlt. Dieser bindet
mit hoher Affinitat an diesen Rezeptor und fuhrt zur Aktivierung der nachfolgenden
Signalwege (Yoshii and Constantine-Paton). Analog hierzu wurde EphrinA5-Fc als

klassischer Ligand des EphA7 Rezeptors ausgewahlt. Auch hier kommt es nach
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Bindung des Liganden an seinen Rezeptor zu Aktivierung nachgeschalteter
Signalwege (Nakanishi et al., 2007). Das physiologisch membranstandig
vorkommende EphrinA5 lag dank einer Kopplung der extrazellularen Domane von
EphrinA5 an den Fc-Teil humaner Antikérper ldslich vor. Bei Betrachtung der
Abbildung 16 A‘ im Vergleich zu Abbildung 16 B und C* ist deutlich zu erkennen,
dass nach Stimulation mit den naturlichen Liganden mehr Gephyrincluster detektiert
werden konnten. Die Anzahl der Gephyrincluster wurde wie in Abbildung 16 D zu
sehen quantifiziert und eine Zunahme in der Gephyrinclusteranzahl nachgewiesen.
Die Fc-Kontrolle (NF166-Fc) blieb dabei auf Kontrollniveau (93% der unbehandelten
Kontrolle). Um die Wirkung der Stimulation auf die exzitatorischen Postsynapsen zu
untersuchen, wurde zusatzlich die Anzahl an PSD95 positiven Clustern nach 24
stindiger Inkubation mit BDNF, EphrinA5-Fc, oder NF166-Fc bestimmt. Im
Gegensatz zu den Gephyrinclustern konnte bei den PSD95 positiven Clustern kein
Unterschied in der Anzahl auf den ersten 20 um der Dendriten detektiert werden
(Abbildung 16 D; PSD95).

Um feststellen zu kdnnen, ob die Steigerung in der Anzahl der Gephyrincluster durch
eine Anderung der Lokalisation von Gephyrin in den Neuronen, oder durch
vermehrte Expression, oder Translation von Gephyrin nach BDNF oder EphrinA5-Fc
Stimulation zu Stande kam, wurde eine Western Blot Analyse durchgefuhrt. In
Abbildung 16 E sind die Western Blot Banden fur Gephyrin sowie die Ladekontrolle
Aktin dargestellt. Die Intensitat der einzelnen Banden fur die Kontrolle bzw. die zwei
mit BDNF oder EphrinA5-Fc stimulierten Proben sehen auf den ersten Blick sehr
ahnlich in ihrer Intensitat aus. Bei der Quantifizierung der Western Blot Banden
mittels ImageJ Analyse wurde die Intensitat der Gephyrinbanden auf ihre jeweilige
Ladekontrolle (Aktin) normiert. Hierbei konnten keine signifikanten Unterschiede in
der Menge an Gephyrinprotein in den Neuronen festgestellt werden (Abbildung 16F).
Somit konnte also gezeigt werden, dass auch die Stimulation mit den naturlichen
Liganden ausschlieBlich einen Effekt auf inhibitorisch postsynaptische Proteine, nicht
aber auf exzitatorisch postsynaptische Proteine hatte. AuBerdem kann mit Hilfe der
Western Blot Analyse angenommen werden, dass es zu einer Umverteilung von
vorhandenem Gephyrin kam, da keine Zunahme in der Gesamtmenge an

Gephyrinprotein nachgewiesen werden konnte.
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5.3 Die Beteiligung des PI3K-Akt-mTOR, sowie MAPK Signalwegs
an der Regulation der Gephyrinaggregation

Nachdem gezeigt werden konnte, das die Modulation der beiden
Oberflachenrezeptoren  TrkB  (Genname NTRK2) sowie EphA7  durch
Herunterregulation oder auch Stimulation zu Veranderung in der Stabilitat und dem
Clusterungsverhalten von Gephyrin flhrte, sollte nun die Beteiligung der

nachgeordneten intrazellularen Signalwege analysiert werden.

5.3.1 Beteiligung des MAPK Signalwegs an der Gephyrinclusterung
Wie in Abbildung 9, sowie Abbildung 10 in Kapitel 5.1.2. zu sehen war, gehorten

neben den 13 Oberflachenrezeptoren auch diverse Moleklle des MAPK Signalwegs
zu den Hits, die wahrend des siRNA basierten Screens ( mit Neurofascin) in HelLa
Zellen identifiziert werden konnten. Die Analyse des MAPK Signalwegs auf direktem
Weg, dass heildt durch den Einsatz einer dominant negativen Variante von MEK2,
sowie einer siRNA gegen MEK2 wurde in der Diplomarbeit von Simone Beuter 2011
gezeigt (unveroffentlichte Daten).

Neben den direkten Komponenten des MAPK Signalwegs konnten wahrend des
HeLa Zell basierten Screens (mit Neurofascin) auch Modulatoren des MAPK
Signalwegs als Hits identifiziert werden (Abbildung 10). Hierzu gehorten die beiden
Kinasen DYRK1A sowie TESK1. Beide Molekile werden im Gehirn exprimiert und
fur beide Molekile wurde beschrieben, dass sie das Protein Sprouty2 negativ
regulieren (Toshima et al.,, 2001, Aranda et al., 2008, Chandramouli et al., 2008).
Sprouty2 ist selbst ein Negativregulator des MAPK Signalwegs (Hanafusa et al.,
2002). Aus diesem Grund sollte in dem folgenden Experiment gezeigt werden, dass
auch ein indirektes Eingreifen in den MAPK Signalweg zum gleichen Phanotyp fuhrt,

wie die direkte Herunterregulation von Komponenten dieses Signalwegs.
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Abbildung 17 Einfluss von Sprouty2 auf die Anzahl von Gephyrin- und PSD95-Clustern. (A) Mit
pEGFP_N1 transfiziertes Neuron. EGFP dient der Identifikation der transfizierten Zelle. (A")
VergréRerung des in A angegebenen Bildausschnitts mit der Darstellung von Gephyrinclustern. (A*)
Gleicher Bildausschnitt aus A, mit der vergroerten Darstellung PSD95 positiver Cluster. (B) Mit
pEGFP_N1, sowie Sprouty2 transfizierte Zelle. EGFP dient der Identifikation der erfolgreich
transfizierten Zellen. (Bf) Vergroflerung des in B eingezeichneten Bildausschnitts. Gezeigt sind
Gephyrincluster. (B“) Gleicher Bildausschnitt aus B. Dargestellt sind PSD95 positive Cluster. Bei allen
vergrofierten Bildausschnitten handelt es sich um die ca. ersten 20 ym eines Dendriten. Alle Bilder
wurden mit Hilfe der Imaris Software (Bitplane AG, Basel, Schweiz) bearbeitet. Malistabsbalken
entsprechen 10 pym. (C) Quantifizierung der Anzahl von Gephyrin- und PSD95-Clustern auf den
ersten 20 ym der Dendriten. p = 0,01**, n > 33. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler.

Sprouty2 wurde in primaren Neuronen uberexprimiert und die Anzahl von Gephyrin-
und PSD95-Clustern analysiert. In drei unabhangigen Experimenten konnte gezeigt
werden, dass die Anzahl an Gephyrinclustern gegentber der Kontrolltransfektion mit
dem pEGFP_N1 Plasmidvektor reduziert war (Vergleiche Abbildung 17 A’ und B’).
Die quantitative Auswertung in Abbildung 17 C zeigt eine signifikante Reduktion der
inhibitorisch postsynaptischen Gephyrinclustern auf ca. 70% des Kontrollniveaus.
Wahrend die Gephyrinclusteranzahl deutlich reduziert war, konnte wie in den
vorherigen Experimenten ebenfalls keine Veranderung in der Anzahl exzitatorischer
PSD95-positiver Cluster nachgewiesen werden (Abbildung 17 A" und B sowie C).

Dies bestatigte auch die Ergebnisse, die in der Diplomarbeit von Simone Beuter

gezeigt werden konnten. Unveroffentlichte Daten von Simone Beuter zeigen
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aulRerdem, dass die Abnahme der Gephyrincluster durch den siRNA abhangigen
knockdown von NTRK2 (TrkB-Rezeptor), durch den Einsatz einer konstitutiv aktiven
Variante von MEK2 wiederrum gesteigert werden kann. Dies unterstutzt weiterhin die
hier durch Sprouty2 gewonnen Daten zur Funktion des MAPK Signalwegs in der
Regulation der Gephyrinclusteraggregation. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass
der MAPK Signalweg an der Stabilisierung von Gephyrin unterhalb der
inhibitorischen Postsynapse beteiligt ist.

5.3.2 Beteiligung des PI3BK - Akt - mTOR Signalwegs an der

Gephyrinclusterung

Wahrend des siRNA basierten Screens in HelLa Zellen konnten vier dem PI3K
Signalweg zugehdrige Molekile als Hits definiert werden. Bei drei dieser Hits
handelte es sich um verschiedene Untereinheiten der PI3K, bzw. um eine Klasse Il
PI3K. Der vierte Hit war AKT2, welches ebenfalls Bestandteil des PI3K- Akt- mTOR
Signalwegs ist. AuRerdem gehdrt der PI3K Signalweg zur typischen
Aktivierungsweiterleitung durch den TrkB Rezeptor (Patapoutian and Reichardt,
2001). Aus diesem Grund sollte untersucht werden, ob der PI3K Signalweg auch in
primaren hippocampalen Neurone wahrend der Regulation der

Gephyrinclusteraggregation eine Rolle spielt.

5.3.2.1 Die Inhibition der PI3K fiihrt zur Destabilisierung von inhibitorisch
postsynaptischen Proteinen

Unabhangig vom siRNA Ansatz, sollte der PI3K Signalweg mit Hilfe von
pharmakologischen Inhibitoren untersucht werden. Hierfir wurde der Inhibitor
LY294002 ausgewahlt, welcher direkt die PI3K inhibiert. Die primaren
hippocampalen Kulturen wurden 24 h mit dem Inhibitor LY294002 bzw. als
Negativkontrolle mit dem Losemittel DMSO behandelt, fixiert und anschlieRend auf

die Anzahl an Gephyrin- und PSD95-Cluster untersucht.
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Abbildung 18 Die Inhibierung der PI3K fiihrt zur Reduktion in der Anzahl von Gephyrin- aber
nicht von PSD95-Clustern. (A) DMSO behandelte Zelle. MAP2 (rot) dient der Identifizierung
einzelner Zellen, sowie Dendriten. Gephyrin positive Signale sind in gelb dargestellt. (A") Gleicher
Bildausschnitt wie in A, nur ohne MAP2 Signal. (B) Die Zellen wurden fur 24 h mit dem PI3K-Inhibitor
LY294002 behandelt. MAP2 (rot) dient der Identifizierung einzelner Zellen, sowie Dendriten. Gephyrin
positive Signale sind in gelb dargestellt. (B‘) Gleicher Bildausschnitt wie in A, nur onne MAP2 Signal.
Alle Bilder wurden mit Hilfe der Imaris Software (Bitplane AG, Basel, Schweiz) bearbeitet.
MafRstabsbalken entsprechen 10 pm. (C) Quantitative Auswertung der Anzahl an Gephyrin- und
PSD95-Clustern auf den ersten 20 uym der Dendriten. LY294002 wurde 30 min vorinkubiert, bevor
BDNF fiir 24 h zugegeben wurde. Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler. p < 0,0001***, n >
39.

Im Vergleich der Abbildung 18 A' zu B’ ist deutlich zu erkennen, dass die Anzahl an
Gephyrinclustern nach Einsatz des Inhibitors LY294002 deutlich reduziert wurde.
Dies wird durch die quantitative Auswertung in Abbildung 18 C bestatigt. Es konnte
eine Reduktion auf ca. 60% der Kontrollsituation ausgeldst werden. Da aber bekannt
ist, dass Neurone auch in Kultur fahig sind BDNF aktivitatsabhangig auszuschutten,
sollte untersucht werden, ob eine zusatzliche Stimulation mit BDNF ein Anderung in
der Wirkung des PI3K Inhibitors hervorruft (Lu, 2003). Wie aber in Abbildung 18 C zu
erkennen, reduziert der PI3K Inhibitor die Gephyrinclusteranzahl auf das gleiche
Niveau (ca. 60%), wie auch ohne die zusatzliche Stimulation durch BDNF. Die
Anzahl an PSD95-Clustern wurde jedoch durch den Einsatz von LY294002 nicht
beeinflusst (Abbildung 18 C).
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5.3.2.2 Die Inhibition von mTOR fuhrt zur Destabilisierung von inhibitorisch

postsynaptischen Proteinen

Durch die Inhibition der PI3K alleine kdnnen keine Rlckschlisse auf die weiter unten
liegenden Signalwegskomponenten und deren Effekt auf die Gephyrinclusterung
gezogen werden. Der PI3K Signalweg, kann verschiedene nachfolgende
intrazellulare Signalwege aktivieren. Zum Beispiel auf der einen Seite Signalwege
welche Veranderungen im Aktinzytoskelett auslésen, oder auch Signalwege, die Uber
Akt und TSC Komplex Richtung mTOR weiterflihren (Jimenez et al., 2000, Kumar et
al., 2005). Aus diesem Grund wurde auch mTOR durch den Einsatz eines
spezifischen Inhibitors blockiert und der Effekt auf die Gephyrin- und PSD95-

Clusteranzahl ausgewertet.
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Abbildung 19 Rapamycin hat einen Effekt auf die Anzahl von Gephyrin- aber nicht PSD95-
Clustern. (A) DMSO behandelte Zelle. MAP2 (rot) dient der Identifizierung einzelner Zellen, sowie
Dendriten. Gephyrin positive Signale sind in gelb dargestellt. (A*) Gleicher Bildausschnitt wie in A, nur
ohne MAP2 Signal. (B) Zellen die fir 24 h mit dem mTOR Inhibitor Rapamycin behandelt wurden.
MAP2 (rot) dient der Identifizierung einzelner Zellen, sowie Dendriten. Gephyrin positive Signale sind
in gelb dargestellt. (B‘) Gleicher Bildausschnitt wie in B, nur ohne MAP2 Signal. Alle Bilder wurden mit
Hilfe der Imaris Software (Bitplane AG, Basel, Schweiz) bearbeitet. MaRstabsbalken entsprechen 10
pum. (C) Quantitative Auswertung der Anzahl an Gephyrin- und PSD95-Clustern auf den ersten 20 ym
der Dendriten. Rapamycin wurde 30 min vorinkubiert bevor BDNF fir 24 h zugegeben wurde.
Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler. p < 0,0001***, p = 0,0003**. Signifikanzen wurden im
Vergleich zur DMSO Kontrolle berechnet, n > 29.

Der pharmakologische Inhibitor Rapamycin ist ein sehr spezifischer Inhibitor der
mTOR Komplexe. Der Inhibitor wirkt bei kurzfristiger Behandlung auf den mTORCA1
Komplex, wahrend er bei langerer Inkubationszeit beide mTORC Komplexe
inhibieren kann (Sarbassov et al.,, 2006). Im Vergleich zur DMSO Kontrolle
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(Abbildung 19 A') flhrte die 24 stiindige Inkubation von Neuronen mit dem Inhibitor
zu einer deutlichen Reduktion der Gephyrincluster (Abbildung 19 B’). Die quantitative
Analyse der Gephyrinclusteranzahl auf den ersten 20 ym der Dendriten, wies wie in
Abbildung 19 C dargestellt, eine hoch signifikante Reduktion auf ca. 55% der
Kontrollsituation auf. Bei gleichzeitiger Stimulation mit BDNF |6ste Rapamycin eine
Reduktion der Gephyrinclusteranzahl auf ein ahnliches Niveau, wie nach alleiniger
Inhibitorbehandlung aus. Die Behandlung mit BDNF alleine zeigte aber weiterhin
eine signifikante Erhdhung der Clusteranzahl (Abbildung 19 C). Keine signifikanten
Effekte konnten jedoch bei der Anzahl exzitatorischer PSD95-Cluster detektiert
werden (Abbildung 19 C). Somit konnte gezeigt werden, dass der PI3K-Akt-mTOR

Signalweg eine wichtige Rolle fur Regulation der Gephyrinclusteranzahl spielt.

5.3.3 EphrinA5-Fc aktiviert den PI3K — Akt — mTOR Signalweg, nicht aber
den MAPK Signalweg

Die Aktivierungsmuster des MAPK-, PI3K und GSK3 Signalwegs nach Stimulation
mit BDNF sind in der Literatur oft beschrieben (Li et al.,, 2007, Yoshii and
Constantine-Paton, 2007, Zadran et al., 2010). Vergleichbare Analysen fir den
Einsatz von EphrinA5-Fc existieren nur fur die Analyse anderer physiologischer
Aufgaben, wie zum Beispiel der Wirkung im Neuritenwachstum. Diese Vorgange
wurden aber eher in embryonalen, d.h. unreifen Neuronen bzw. Neuronenkulturen
untersucht (Meier et al., 2011). Fur die in dieser Arbeit zu untersuchende
Fragestellung wurden aber schon weiter gereifte Neuronenkulturen in einem Alter
von 17 Tagen in vitro verwendet. Daher sollten die Aktivierungsmuster der oben

genannten Signalwege weitergehend untersucht werden.
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Abbildung 20 Analyse des Aktivierungsmusters verschiedener Signalwege nach Stimulation
mit EphrinA5-Fc sowie BDNF als Kontrolle. (A) Western Blot Analyse der EphA Rezeptor
Signalwege nach Stimulation mit oligomerisiertem EphrinA5-Fc, sowie mit vorinkubierten Inhibitoren
U0126, LY294002 und Rapamycin. Als Kontrolle wurde eine 30 miniitige BDNF Stimulation
verwendet. Gezeigt sind Western Blot Signale von Akt pSer473, pan Akt, Erk1/2 pT202/Y204, pan
Erk1/2, GSK3B pSer9, pan GSK3B, mTOR pSer2448 sowie pan mTOR Antikérpern. (B)
Quantifizierung von Akt pSer473 / panAkt, n = 3, p = 0,015 (DMSO und BDNF), p = 0,018 (DMSO und
EphrinA5-Fc), p = 0,014 (EphrinA5-Fc und EphrinA5-Fc+Ly294002). (C) Quantifizierung von Erk1/2
pT202/Y204 / pan Erk1/2, n = 4, p = 0,034 (DMSO und BDNF), p = 0,034 (EphrinA5-Fc und EphrinA5-
Fc+U0126). (D) Quantifizierung von GSK3B pSer9 / pan GSK38, n = 3, p = 0,028 (DMSO und BDNF),
p = 0,003 (DMSO und EphrinA5-Fc), p = 0,0073 (EphrinA5-Fc und EphrinA5-Fc+LY294002). (E)
Quantifizierung von mTOR pSer2448 / pan mTOR, n = 4, p = 0,033 (DMSO und BDNF)*, p = 0,048
(DMSO und EphrinA5-Fc)*, p = 0,08 (EphrinA5-Fc und EphrinA5-Fc/LY294002)#.

Bei der Auswahl der zu analysierenden Signalwege wurde vor allem Bezug auf die

Ergebnisse aus dem HelLa Zell basierten Screen genommen. Aus diesem Grund,
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sollten vor allem der MAPK Signalweg, sowie der PIBK-mTOR Signalweg analysiert
werden. In der Literatur wurde auRerdem beschrieben, dass die GSK3[3, welche
auch mit dem PI3K Signalweg in Zusammenhang steht, einen Einfluss auf Gephyrin
hat (Tyagarajan et al., 2011b). Daher sollte die EphrinA5-Fc abhangige Aktivitat
dieser Proteinkinase ebenfalls untersucht werden. Als Positivkontrolle wurde
gleichzeitig eine Stimulation mit BDNF eingebunden. AuRerdem sollte die Spezifitat
der analysierten Signalwege Uber den Einsatz verschiedener Inhibitoren gegen
Komponenten dieser Signalwege nachgewiesen werden. Die Inhibitoren wurden
jeweils 30 min vorinkubiert. Erst dann erfolgte die 30 minltige Stimulation mit den
naturlichen Liganden EphrinA5-Fc sowie BDNF. Abbildung 20 A zeigt die Ergebnisse
der einzelnen Western Blots nach Inkubation mit verschiedenen Antikorpern. Es
kann ein deutlicher Anstieg des Akt phospho Ser473 Signals nach Stimulation der
Neurone mit BDNF, sowie EphrinA5-Fc festgestellt werden. Diese erhdhte
Phosphorylierung von Akt wird durch den PI3K Inhibitor LY294002 reduziert. Dies
konnte nach quantitativer Auswertung der Western Blot Banden mittels Imaged
Analyse wie in Abbildung 20 B dargestellt, gezeigt werden. Die Inhibitoren U0126
und Rapamycin hatten allerdings keinen Einfluss auf Akt phospho Ser473. Die
Aktivierung des MAPK Signalwegs, nachgewiesen durch einen Anstieg des Erk1/2
phospho Thr202/Tyr204 Signals, konnte nur nach Stimulation mit BDNF, nicht aber
mit EphrinA5-Fc nachgewiesen werden. Der Phosphorylierungsstatus von Erk1/2 an
den Stellen Thr202/Tyr204 blieb nach EphrinA5-Fc Stimulation auf Kontrollniveau, es
konnte keine Anderung in der Bandenintensitat nachgewiesen werden(Abbildung 20
C). Der zusatzliche Einsatz des Inhibitors U0126 wahrend der Stimulation mit
EphrinA5-Fc reduzierte das Signal des Erk1/2 phospho Thr202/Tyr204 Antikorpers,
wahrend LY294002 und Rapamycin keine Auswirkung hatten (Abbildung 20 C). Die
Western Blot Bande, welche die Phosphorylierung an Serin9 der GSK3p nachwies,
wurde wiederum durch beide Liganden im Vergleich zur Kontrolle gesteigert. Durch
den Einsatz des PI3Kinase Inhibitors LY294002, nicht aber durch U0126 und
Rapamycin, wurde die Intensitat dieser Bande wieder abgeschwacht (Abbildung 20
A). Dies konnte durch die Quantifizierung in Abbildung 20D bestatigt werden. Die
phosphorylierte Variante von mTOR an Ser2448 liel3 sich nur durch sehr schwache
Banden im Western Blot nachweisen. Es konnte trotzdem gezeigt werden, dass es
zu einer leichten Steigerung der Phosphorylierung an Position Ser2448 kam,

nachdem die Neurone mit BDNF oder EphrinA5-Fc stimuliert wurden. Die Banden
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sind im Gegensatz zur Kontrolle intensiver. Diese Steigerung der Phosphorylierung
wies nach Inkubation mit LY294002 eine tendenzielle Reduktion auf, konnte aber mit
einem p-Wert von 0,08 nicht als signifikant beschrieben werden (Abbildung 20 E).
Die Wirkung des MAPK Inhibitors U0126 und des mTOR Inhibitors Rapamycin
wiesen keine Reduktion der Phosphorylierung auf.

Es konnte also gezeigt werden, dass sowohl der MAPK als, auch der PI3K
Signalweg wichtig fur die Stabilisierung von Gephyrinclustern sind. Gleichzeitig
wurde nachgewiesen, dass beide Signalwege nach Stimulation mit BDNF und nur
der PI3K Signalweg nach Stimulation mit EphrinA5-Fc aktiviert werden. Die GSK3p
wurde durch beide Liganden phosphoryliert.

5.3.4 Interaktion zwischen mMTOR und Gephyrin als maoglicher

Regulationsmechanismus der Gephyrinclusterung

Aus der Literatur ist bekannt, dass mTOR als ein Molekul des PI3K Signalwegs mit
Gephyrin in einem Uberexpressionssystem interagiert (Sabatini et al., 1999). Dies
legt eine Mdglichkeit flur Regulation der Gephyrincluster an der Oberflache
hippocampaler Neurone nahe. Daher sollte nun untersucht werden, ob die vorher
beschriebene Aktivierung der Signalwege, die Interaktion von Gephyrin und mTOR

beeinflussen.
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Abbildung 21 Immunprazipitation von mTOR und Gephyrin nach Behandlung mit BDNF und
Rapamycin. (A) Immunprazipitation mit einem gegen mTOR gerichteten Antikérper. Nachgewiesen
wurden sowohl mTOR selbst, als auch Gephyrin. Spur1 zeigt die tatsachliche Prazipitation. Spur2 ist
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eine Kontrolle, bei der der Prazipitationsantikbrper 30 min mit einem blockierenden Peptid vorinkubiert
wurde. Spur3 entspricht einer Kontrolle, bei welcher der Prazipitationsantikorper weggelassen wurde.
Gleichzeitig wurde das Lysat vor der Prazipitation aufgetragen und ebenfalls mTOR und Gephyrin
nachgewiesen. (B) Immunprazipitation mit einem gegen mTOR gerichteten Antikdrper. Nachgewiesen
wurden sowohl mTOR selbst, als auch Gephyrin. Auf Spur1 wurden die Neurone nur mit DMSO
inkubiert. Auf Spur2 wurden die Neurone erst mit DMSO vorinkubiert und dann mit 30 min BDNF
stimuliert. In Spur3 wurden die Neurone mit Rapamycin 30 min vorinkubiert und dann 30 min mit
BDNF stimuliert. Die Gleichen Behandlungen gelten fiir die Auftragungsreihenfolge bei den Lysaten.
Obwohl die Banden ausgeschnitten sind, wurden alle Proben auf dem gleichen Gel geladen, auf die
gleiche Membran geblottet und auch gleichmaRig entwickelt. (C) Quantifizierung der Bandenintensitat
aus der in B gezeigten Immunprazipitation. n = 3, p = 0,022 (DMSO und DMSO/BDNF)*, p = 0,037
(DMSO und Rapamycin/BDNF)*.

In der vorliegenden Arbeit wurden Prazipitationen mit endogen exprimierten
Proteinen aus primaren kortikalen Neuronen durchgefihrt. Die Koimmunprazipitation
wurde mit einem gegen mTOR gerichteten Antikorper als Prazipitationsantikorper
durchgefuhrt. Der Nachweis des prazipitierten mTOR wurde mit einem anderen
Antikorper gegen dieses Molekul durchgefuhrt. Auf der gleichen Membran wurde
ebenfalls das Gephyrinprotein nachgewiesen, da dieses bei ca. 93 kDa lauft,
wahrend mTOR mit seinen 289 kDa weiter oben auf der Membran zu finden sein
sollte. Beide Banden konnten in der Western Blot Analyse eindeutig nachgewiesen
werden (Abbildung 21 A). Dies lasst eine Interaktion zwischen den beiden Proteinen
vermuten. Zusatzlich wurden 2 Kontrollen eingeflhrt. Bei der ersten Kontrolle wurde
der Prazipitationsantikorper durch ein Peptid blockiert und so an der Bindung an
mTOR gehindert. Die zweite Kontrolle wurde komplett ohne Prazipitationsantikorper
durchgefuhrt. In beiden Kontrollen konnten jeweils weder mTOR noch Gephyrin
Banden im Western Blot detektiert werden (Abbildung 21 A). In weiteren Versuchen
sollte analysiert werden, ob die in den Clusterungsversuchen eingesetzten
naturlichen Liganden oder auch der mTOR Inhibitor Rapamycin die Interaktion
zwischen Gephyrin und mTOR beeinflussen. Die Behandlung der Neurone mit
BDNF, fuhrte wie im vorherigen Kapitel gezeigt zu einer Steigerung in der Anzahl der
Gephyrincluster (Kapitel 5.2.6). Nach der Immunprazipitation konnte eine Reduktion
in der Intensitat der Gephyrin positiven Bande im Vergleich zur Kontrolle detektiert
werden (Abbildung 21 B). Diese Reduktion konnte durch die Quantifizierung in
Abbildung 21 C bestatigt werden. Im Gegensatz dazu fuhrte die Inhibition von mTOR
mit Hilfe von Rapamycin zu einer, im Western Blot intensiver wirkenden Bande flr
Gephyrin (Abbildung 21 B). Die Quantifizierung der Intensitat der Bande ist in
Abbildung 21 C dargestellt, und bestatigt die Steigerung in der Gephyrinintensitat.
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Die Gephyrin positiven Banden wurden dabei jeweils auf die mTOR
Prazipitationsbanden normiert.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Stimulation der Zellen mit BDNF die
jeweilig koprazipitierte Bande im Western Blot im Vergleich zu Kontrolle
abschwachte, sollte nun untersucht werden, ob diese Reduktion auch durch eine

Stimulation mit EphrinA5-Fc ausgelost werden kann.
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Abbildung 22 Immunprazipitation von mTOR und Gephyrin nach Stimulation mit EphrinA5-Fc.
(A) Immunprazipitation mit einem gegen mTOR gerichteten Antikdrper. Nachgewiesen wurden sowohl
mTOR selbst, als auch Gephyrin. Auf Spur1 wurden die Neurone nur mit DMSO inkubiert. Auf Spur2
wurden die Neurone erst mit DMSO vorinkubiert und dann 30 min mit EphrinA5-Fc, welches vorher 30
min mit anti human IgG Antikorpern oligomerisiert wurde, stimuliert. In Spur3 wurden die Neurone mit
30 min mit vorgeclustertem EphrinA5-Fc stimuliert. Die gleichen Behandlungen gelten fir die
Auftragungsreihenfolge bei den Lysaten. (B) Quantitative Auswertung der relativen Bandenintensitat
nach Koimmunprazipitation. Normiert wurde erst auf die mTOR Prazipititationsbanden, dann wurde
die DMSO Kontrolle als 100% definiert. n = 3; p = 0,0134* (DMSO und BDNF), p = 0,0035* (DMSO
und EphrinA5-Fc).

Nach Aktivierung der EphA Rezeptoren durch EphrinA5-Fc konnte, wie in Abbildung
22 A und B zu sehen, deutlich weniger Gephyrin mit mTOR koprazipitiert werden, als
in der Kontrollsituation. Trotz der leicht unterschiedlichen Aktivierungsmuster der
nachgeschalteten Signalwege nach BDNF-TrkB- und EphrinA5-Fc-EphA-Rezeptor
Stimulation konnte eine vergleichbare Abnahme der koprazipitierten Gephyrin Bande
im Western Blot nachgewiesen werden. Somit konnte gezeigt werden, dass die
beiden Rezeptoren nach Stimulation vergleichbare Effekte auf die Gephyrin-mTOR
Interaktion hatten. Dies lasst vermuten, dass hierbei die gleichen nachfolgenden

intrazellularen Signalwege beteiligt sind.
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6 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von Proteinkinasen oder kinase-assoziierten
Proteinen, welche regulatorisch in das Clusterungsverhalten des an inhibitorischen
Postsynapsen lokalisierten Gerlstproteins Gephyrin eingreifen.

Hierfur sollte ein auf RNA Interferenz basiertes Screeningsystem etabliert werden.
Um ein robustes Screeningsystem zu entwickeln, wurden Proteine der inhibitorischen
Postsynapse, in HeLa Zellen Uberexprimiert. Die Charakterisierung deren Verhaltens
in HeLa Zellen, diente als Grundlage flr die Erarbeitung von Richtlinien zur spateren
Auswertung des Screens.

Im eigentlichen Screen wurden dann insgesamt 39 Gene bzw. ihre Proteine als
maogliche Effektoren der Gephyrinclusterung identifiziert. Einen grof3en Anteil der
sogenannten Hits machten hierbei Rezeptortyrosinkinasen, sowie deren
intrazellulare Signalwege aus.

Durch weitere siRNA basierte Experimente im relevanten Zellsystem der primaren
hippocampalen Neurone, konnten zwei der Rezeptortyrosinkinasen als wichtig fur die
Gephyrinclusterung bestatigt werden. Diese Ergebnisse wurden durch weiteres
Eingreifen in die Funktionalitat der Rezeptortyrosinkinasen, zum Beispiel durch die
Stimulation mit ihren natdrlichen Liganden erhartet.

Damit Ubereinstimmend erwiesen sich auch die typischen weiterfuhrenden
Signalwege dieser Rezeptortyrosinkinasen (MAPK- und PI3K Signalweg) als wichtig
fur die Regulation der Gephyrinaggregation.

Als letzter Punkt dieser Arbeit wurde dann versucht, auf Grundlage dieser
Ergebnisse ein Modell zur Regulation der Gephyrincluster an der postsynaptischen

Membran zu entwickeln, welches am Ende dieser Arbeit vorgestellt werden soll.

6.1 Neuartige Screeningmethode zur funktionellen Analyse

neuronaler Proteine

6.1.1 Vergleich mit schon bestehenden Screeningmethoden

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Durchflihrung eines Screens zur Analyse von
Proteinen, die in der Regulation von Gephyrinaggregaten an der Zelloberflache eine
Rolle spielen. Auf Basis der Methode der RNA Interferenz sollten Kinasen und
kinase-assoziierte Proteine herunterreguliert werden. Die hierdurch ausgeldste

Destabilisierung von Gephyrinaggregaten sollte durch eine Abnahme der
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GephyrinclustergroRe an der Zelloberflache detektiert werden. Hierzu sind
bildgebende Methoden notwendig, die eine Grolenveranderung nachweisen kdnnen.
FUr die Anwendung in der Neurobiologie sind einige Screeningsysteme beschrieben,
wobei nur wenige bildgebende Auswertemethoden verwenden. Die Identifizierung
neuer Komponenten zur Behandlung von Alzheimer stitzt sich zum Beispiel auf die
Analyse der Zellviabilitat. Die Experimente sind dabei meist auf die Messung von
Stoffwechselprodukten (ATP-Assays), oder Markerproteinen zur Bestimmung der
Apoptoserate (Caspase-3 Assay) ausgelegt und kdnnen so einfach und schnell mit
Hilfe von microplate readern ausgewertet werden (Stockwell, 2002). Andere
Screeningmethoden, die wie die vorher beschrieben eine sehr hohe
Durchsatzfahigkeit zeigen, sind durch die Isolierung und Analyse von Synaptosomen
mehr auf einen rein neuronalen Hintergrund spezifiziert. Diese dienen aber vor allem
der Analyse proteomischer Veranderungen dieser Strukturen, zum Beispiel mit Hilfe
der Massenspektrometrie. Gleiches gilt flr Yeast two Hybrid Screeningmethoden, bei
denen zwar die Interaktion von neuronalen Proteinen untersucht werden kann, diese
jedoch auf die Detektion von Proteininteraktionen ausgerichtet ist, und zudem in
Hefesystemen durchgefuhrt wird (Khanna et al., 2007, Pantakani et al., 2011,
Malpass, 2012). Die eben beschriebenen Methoden sind aber alle nicht geeignet um
morphologische oder phanotypische Effekte von Proteinen der inhibitorischen
Postsynapse zu detektieren. Die Auswertung eines Screens durch bildgebende
Methoden wird haufig bei Neuritenwachstumsversuchen eingesetzt, senkt aber
gleichzeitig durch die aufwendige Datenerhebung am Mikroskop die
Durchsatzfahigkeit (Linhoff et al., 2009, Yeyeodu et al., 2010, Hutson et al., 2011).
Das dendritische Netzwerk der Modellzellen wird oft nach manueller Bildakquisition
halb automatisch vermessen, was die Durchfihrung wiederum erleichtert (Yeyeodu
et al., 2010). Hierfur ist aber die Analyse gut definierbarer Strukturen, wie z.B. von
komplette Dendritenbdumen unerlasslich. Dies schliel3t die Verwendung primarer
Neurone fur die Analyse synaptischer Endigungen praktisch aus. Denn bei
synaptischen Endigungen sollten immer die einzelnen, unter Umstanden
unterschiedlich regulierten Subkompartimente der Neurone wie Soma, Dendriten und
Axone, getrennt voneinander analysiert werden (Tao-Cheng and Zhou, 1999).
Aulerdem muss durch die aufwendige Zellkultur, die eingeschrankte Verfugbarkeit
und schlechte Transfektionseffizienz der primaren Neurone die Anzahl der zu

untersuchenden Proteine schon im Voraus eingeschrankt werden (Paradis et al.,
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2007), (Ray et al., 1993). Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit ein
Modellsystem gewahlt, welches eine automatisierte Auswertung, sowie eine hohere
Durchsatzfahigkeit fur die Analyse des kompletten Kinoms, sowie von Proteinen,
welche an Kinasen assoziiert sind erlaubt. Durch das Modellsystem muss aber
naturlich spater eine aufwendigere Analyse einzelner sogenannter Hits im primaren

und damit relevanten Zellsystem in Kauf genommen werden.

6.1.2 Etablierung und Bewertung der Screeningmethode

Wie erwahnt wurde flir die Durchfiihrung des siRNA basierten Screens in dieser
Arbeit, ein einfaches Zellsystem gewahlt. Obwohl die Transfektionseffizienz primarer
Neurone, vor allem fur siRNAs, in den letzten Jahren deutlich gesteigert werden
konnte, lassen sich die hier verwendeten HelLa Zellen trotzdem noch viel effizienter
transfizieren und sind im praktischen Umgang im Labor einfacher zu handhaben
(Ohki et al., 2001, Karra and Dahm, 2010). HeLa Zellen enthalten zwar endogenes
Gephyrin, sind aber  trotzdem keine neuronenahnlichen, sondern
Zervixkarzinomzellen (Nawrotzki et al., 2012). Aus diesem Grund wurden alle
Proteine der inhibitorischen Postsynapse in diesem Zellsystem Uberexprimiert. Fur
die spatere Verwendung als Screeningsystem musste aber das Verhalten dieser
Proteine in HeLa Zellen genau charakterisiert werden (Boutros and Ahringer, 2008).
In Ubereinstimmung mit Harvey et al. 2004 konnte in dieser Arbeit gezeigt werden,
dass die Uberexpression von EGFP-markiertem Gephyrin zusammen mit
Collybistinllsys- zu einer Ausbildung kleiner Oberflachencluster fuhrt (Harvey et al.,
2004). Wie in primaren Neuronen, kolokalisieren GABAa Rezeptoren (in einer
Zusammensetzung von ayB3y2) und Gephyrin auch im artifiziellen HelLa Zellsystem,
sobald Gephyrin CBlIsys. abhangig an die Zelloberflache transloziert wurde (Sassoe-
Pognetto et al., 1995, Todd et al., 1996, Kneussel et al., 2000, Sassoe-Pognetto et
al., 2000, Sun et al., 2004). Dies ist wichtig, da in der Literatur eine direkte
Abhangigkeit von Gephyrin und GABAAx Rezeptoren in der Zusammensetzung von
azP3y2 beschrieben ist. Fehlt eine dieser Komponenten, kann auch die andere nicht
mehr in Form von organisierten Oberflachenclustern detektiert werden (Essrich et al.,
1998, Kneussel et al., 1999, Levi et al., 2004, Papadopoulos et al., 2007, Yu et al.,
2007, Papadopoulos et al., 2008, Saiepour et al.).

Die Oberflachencluster von EGFP-Gephyrin in HeLa Zellen waren sehr klein. Dies
erschwerte die Detektion von Komponenten, welche die Gephyrincluster

destabilisieren, da diese Destabilisierung anhand einer weiteren Verkleinerung der
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Gephyrinaggregate nachgewiesen werden sollte. Durch die zusatzliche
Kotransfektion des Zelladhasionsmolekuls Neurofascin, konnte die GroRe der
einzelnen EGFP-Gephyrincluster aber deutlich gesteigert werden, da die Cluster
miteinander verschmolzen sind. Neurofascin war bis zu diesem Zeitpunkt vor allem
mit der Organisation von Axoninitialsegmenten, sowie mit der Initiation des Aufbaus
von Ranvierschen Schnurrringen in Zusammenhang gebracht worden (Davis et al.,
1996, Eshed et al., 2005, Hedstrom et al., 2007, Zonta et al., 2008, Kirschbaum et
al., 2009, Zonta et al., 2011, Kriebel et al., 2012). Nachgewiesenermalien gibt es
aber auch einen Einfluss von Neurofascin auf die Stabilitat des Gerustproteins
Gephyrin in vivo (Kriebel et al., 2011). Aus diesem Grund lag die Vermutung nahe,
dass ebenfalls ein Effekt im in vitro HelLa Zellsystem erwartet werden konnte (Kriebel
et al., 2011). Im in vitro System konnte gleichzeitig gezeigt werden, dass die
intrazellulare Domane von Neurofascin ausreichend flr die Ausbildung dieses
vergroRernden Effekts ist. Neurofascin ist aullerdem fur seine Interaktion mit dem
FGFR1 und seiner FGFR1 abhangige Rolle im Neuritenwachstum bekannt
(Kirschbaum et al., 2009). Durch die Verwendung eines pharmakologischen
Inhibitors, sowie einer dominant negativen FGFR1 Isoform konnte diese FGFR1
Abhangigkeit auch fur den Neurofascin spezifischen Effekt auf die
Gephyrinclustergrof3e gezeigt werden. Dies weilt zusatzlich darauf hin, dass der
FGFR1 Signalweg, als ein typischer Vertreter der Rezeptortyrosinkinasesignalwege
in Neuronen und HelLa Zellen konserviert ablauft, was weiterhin die Eignung des
HelLa Zellsystems flr diesen Screen bestatigt (Kirschbaum et al., 2009). Als direkte
Vorarbeit zum Screen wurde die Verbindung von Neurofascin und dem FGFR1
genutzt um zu zeigen, dass auch siRNA abhangig eine Reduktion in der
GephyrinclustergrofRe ausgeldst und quantifiziert werden kann. Obwohl es viele
Hinweise gibt, dass sich dieses Zellsystem fur die Durchfuhrung eines solchen
Screens eignet, mussen auch die Einschrankungen dieses Systems in Betracht
gezogen werden. So kann nicht davon ausgegangen werden, dass alle Signalwege
in HeLa Zellen und Neuronen gleich, bzw. mit den gleichen beteiligten Molekullen
ablaufen. Es kann also in einem solchen Screen nur ein Hinweis auf beteiligte
Signalwege im Allgemeinen, aber kaum Uber die Beteiligung spezifischer Proteine
oder sogar Proteinuntereinheiten gewonnen werden. Dies macht eine weitere

Validierung der Ergebnisse im primaren relevanten Zellsystem unerlasslich.
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Trotzdem soll die Verlasslichkeit dieses Zellsystem in der folgenden Bewertung der

Ergebnisse des Screens diskutiert werden.

6.2 Bewertung der Ergebnisse des siRNA basierten Screens in HelLa
Zellen

Die Einteilung der im Screen als wirksam auf die GephyrinclustergroRe definierten
Proteine wies eine grof3e Dichte von Rezeptortyrosinkinasen, sowie ihrer typischen
downstream Signalwege auf. Mit den Hits TrkB, TrkC, cMet, FGFR1 und Axl konnten
funf Vertreter der Rezeptortyrosinkinasen identifiziert werden, welche typischerweise
alle Uber die gleichen Signalwege ihre Aktivierung ins Zellinnere weiterleiten
(Eswarakumar et al., 2005, Reichardt, 2006, Kono et al., 2009). AuRerdem konnten
funf Vertreter der grolen Eph Rezeptorfamilie als Hit definiert werden (Pasquale,
1997). Diese groRe Redundanz an Rezeptortyrosinkinasen, sowie ihrer
nachgeschalteten Signalwege zeigt also, dass im HelLa Zellsystem eventuell nicht
zwischen den eigentlich spezifischen Aufgaben der einzelnen Eph Rezeptoren im
neuronalen Hintergrund unterschieden werden kann. Somit fuhrte das Fehlen eines
dieser Rezeptoren und seiner Signalwege schon zu einer Auswirkung auf die
Gephyrincluster in HelLa Zellen. Es kdnnen aber durchaus Ruickschlisse auf die
Beteiligung komplexerer Signalwege gezogen werden. Zum Einen spricht die
Identifizierung von TrkB, welches schon haufig mit der Synaptogenese, aber auch
der Stabilisierung inhibitorisch synaptischer Strukturen in Verbindung gebracht wurde
fur die Verwendung dieses Zellsystems im Screen (Chen et al., 2003, Chen and
Olsen, 2007, Hu et al., 2011). Zum Anderen validieren sich einige der Hits sogar
gegenseitig. Neben den typischen Rezeptortyrosinkinasen, wie zum Beispiel TrkB,
welche alle den PI3K Signalweg aktivieren, konnten ebenso vier Vertreter dieses
Signalwegs selbst als Hit identifiziert werden. Das Gleiche gilt fir den MAPK
Signalweg, welcher ebenfalls durch die typischen Rezeptortyrosinkinasen aktiviert
wird. Der MAPK Signalweg wurde selbst auch durch zwei Hits reprasentiert.
Interessanterweise sind aber nicht nur diese zwei direkten Vertreter des MAPK
Signalwegs namlich A-Raf und Mek2 identifiziert worden, sondern auch zwei
Regulatoren von Sprouty-2, welcher selbst ein Negativregulator des Ras-MAPK
Signalwegs ist (Hanafusa et al., 2002, Gross et al., 2007, Aranda et al., 2008,

Chandramouli et al., 2008, Hausott et al., 2012). Insgesamt kann also
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geschlussfolgert werden, dass HelLa Zellen zur Identifizierung von Signalwegen, die

an der Regulation von Gephyrin beteiligt sind verwendet werden kdnnen.

6.3 Vergleich der Rezeptortyrosinkinasen TrkB und EphA7

Zwei Vertreter der jeweiligen Gruppen, namlich TrkB als Vertreter der ,typischen®
Rezeptortyrosinkinasen und EphA7 als Vertreter der Eph Rezeptoren sollten nun im
neuronalen Hintergrund als wichtig flr die Gephyrinclusterregulation bestatigt
werden. Die Beschreibung ,typische” Rezeptortyrosinkinase bezieht sich auf die
einheitlichen nachgeschalteten Signalwege, die von diesem
Rezeptortyrosinkinasetyp normalerweise aktiviert werden. Die EphA Rezeptoren
hingegen unterscheiden sich durch ihre nachgeschalteten Signalwege von den
JLypischen“ Rezeptortyrosinkinasen (Miao et al., 2001, Shamah et al., 2001,
Eswarakumar et al., 2005, Reichardt, 2006, Kono et al., 2009). In Ubereinstimmung
mit der Literatur konnte beschrieben werden, dass nach BDNF Stimulation des TrkB
Rezeptor der Ras-MAPK Signalweg aktiviert wurde (Gross et al., 2007, Meier et al.,
2011). Im Gegensatz dazu fuhren EphA Rezeptoren entweder zu einer drastischen
Reduktion einer BDNF-abhangigen Aktivierung des MAPK Signalwegs, oder
inhibieren den Signalweg sogar komplett (Miao et al., 2001, Bi et al., 2011, Meier et
al.). In der vorliegenden Arbeit konnte aber keine EphrinA5-Fc abhangige
Veranderung in der Aktivitat des MAPK Signalwegs gezeigt werden. Der Vergleich zu
Meier et al., 2011 lasst aber Spekulationen zu, dass altere und damit reifere Neurone
mit einer unterschiedlichen Aktivierung des MAPK Signalwegs auf die EphrinA5-Fc
Stimulation reagieren, als jungere unreifer Kulturen (Meier et al., 2011). Dies zeigt
einen ersten deutlichen Unterschied der beiden oben genannten Rezeptortypen auf.
Ebenfalls in Ubereinstimmung mit friiheren Publikationen konnte gezeigt werden,
dass der PI3K Signalweg durch BDNF und EphrinA5 stimuliert wurde (Wong et al.,
2004, Kumar et al., 2005, Yoshii and Constantine-Paton, 2007). Wahrend in
Ubereinstimmung mit der Literatur fir BDNF eine Aktivierung von mTOR gezeigt
werden konnte, ist die gezeigte EphrinA5-Fc abhangige Aktivierung von mTOR eher
gegensatzlich zur bisherigen Literatur (Nie et al., 2010, Sahin, 2010).

Neben mTOR ist auch die Glykogen Synthase Kinase 33 (GSK3p), ein vom PI3K-Akt
Signalweg reguliertes Protein. Durch die Aktivitdt des PI3K Signalwegs, wird die
GSK3B an Serin 9 phosphoryliert, was eine Inhibition dieser Kinase zur Folge hat.

Diese Inhibition wurde von Tyagarajan et al. in ihrer Publikation 2011, mit der
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Regulation von Gephyrinclustern in Verbindung gebracht (Tyagarajan et al., 2011b).
Der inhibierende Effekt auf die GSK3p konnte in dieser Arbeit ebenfalls BDNF und
EphrinA5-Fc abhangig gezeigt werden, was einen gemeinsamen Mechanismus der
beiden Rezeptortypen und ihrer Liganden darstellt. Es kann also geschlussfolgert
werden, dass TrkB und EphA7 in primaren Neuronen gemeinsame aber auch

unterschiedliche nachgeschaltete Signalwege aktivieren.

6.4 BDNF-TrkB Rezeptor abhdngige Regulationsmechanismen an
exzitatorischen und inhibitorischen Synapsen

Inhibitorische und exzitatorische Synapsen sind unterschiedliche Synapsentypen, die
verschiedene Proteine oder Rezeptoren auf der prasynaptischen- und auf der
postsynaptischen Seiten beinhalten, woraus sich unterschiedliche Funktionen
ableiten lassen (Nakanishi, 1994, Eric R. Kandel, 2000, Kneussel and Betz, 2000).
Beide Synapsentypen werden jedoch durch BDNF-TrkB moduliert. Die BDNF-
abhangige Regulation exzitatorischer Synapsen kann durch die Induktion der
Phosphorylierung von NMDA Rezeptoren die Leitfahigkeit der lonenkanale steigern
und gleichzeitig zur vermehrten Translokation dieser Rezeptoren in die Membran
fuhren (Caldeira et al., 2007). Diese BDNF abhangigen Effekte auf NMDA
Rezeptoren sind aber ebenso Kalzium- und aktivitatsabhangig wie sie auch fur
inhibitorische Systeme gezeigt werden konnten (Crozier et al., 2008). Die Literatur
zum Einfluss von BDNF auf GABAerge Synapsen ist sehr kontrovers. Eine Quelle
beschreibt zum Beispiel eine Abnahme GABAerger Postsynapsen nach BDNF
Stimulation (Brunig et al., 2001). Im Gegensatz dazu konnte aber fur inhibitorische
Postsynapsen ebenfalls eine aktivitatsgesteuerte und BDNF abhangige Steigerung
GABAerger Synapsen gezeigt werden. Die Aktivitatsabhangigkeit kann aber durch
weitere BDNF Stimulation ersetzt werden (Bao et al., 1999, Chen et al.). Gleichzeitig
initiert BDNF einen positiven Feedback-loop der Ca?* abhingig fiir den weiteren
Einbau von GABAA Rezeptoren in die Membran sorgt (Porcher et al., 2011).

Diese Ahnlichkeiten in der Regulation von beiden Synapsentypen durch BDNF und
seinen Rezeptor TrkB lasst vermutet, dass gemeinsame Mechanismen flir die
Bildung und Aufrechterhaltung der beiden Synapsentypen wichtig sind (Seil and
Drake-Baumann, 2000, Seil, 2003, Yoshii and Constantine-Paton, 2007, Chen et al.).
Ob aber die in dieser Arbeit gezeigte BDNF abhangige Steigerung der GABAa
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Rezeptoreinheiten alleine aus diesen aktivitats- und kalziumabhangigen
Mechanismen resultiert, bleibt erst einmal offen.

Flr die exzitatorischen Systeme sind BDNF-TrkB Rezeptor abhangige Mechanismen
der Regulation von PSD95-Aggregaten beschrieben, die wahrscheinlich parallel zu
den Veranderungen der Leitfahigkeit ablaufen. Diese Mechanismen beruhen auf der
Aktivierung des PI3K Signalwegs durch den TrkB Rezeptor, was jedoch in der
vorliegenden Arbeit so nicht bestatigt werden konnte (Yoshii and Constantine-Paton,
2007). Weder die Herunterregulation des TrkB Rezeptors noch die Inhibition der
PI3K loste einen Effekt auf das an exzitatorischen Postsynapsen lokalisierte PSD95
aus. Dafiir konnte aber in Ubereinstimmung mit der Literatur gezeigt werden, dass
die Herunterregulation des TrkB Rezeptors die Anzahl GABAerger Rezeptorcluster
reduziert (Yoshii and Constantine-Paton, 2007, Hu et al., 2011). Gleichzeitig wurde
auch die Anzahl der Gephyrinaggregate reduziert, was zwar durch die enge
Verbindung zu den GABAa Rezeptoren erwartet worden war, aber trotzdem die
bisher bekannte Literatur erweitert (Essrich et al., 1998, Kneussel et al., 1999, Lardi-
Studler and Fritschy, 2007, Tretter et al., 2008). Zusatzlich konnte durch den Einsatz
von Inhibitoren gezeigt werden, dass die Gephyrinaggregate im Vergleich zu PSD95
ebenfalls einer PI3K abhangigen Regulation unterliegen (Yoshii and Constantine-
Paton, 2007).

Die Regulation exzitatorischer Synapsen tUber den PI3K-Akt-mTOR Signalweg beruht
aber zumindest teilweise auf der translationsabhangigen Neubildung von Proteinen
der Postsynapse (Yoshii and Constantine-Paton, 2007, Hu et al., 2011). Ein
Zusammenhang  zwischen dem  PI3K-Akt-mTOR  Signalweg und der
Gephyrinclusterung konnte in dieser Arbeit ebenfalls gezeigt werden, jedoch konnte
kein Hinweis auf die Veranderung der Translation von Gephyrin nachgewiesen
werden.

Trotzdem bleibt die Frage offen, warum auch nach Stimulation mit BDNF keine
Auswirkung auf PSD95 nachgewiesen werden konnte, obwohl ein Effekt in der
Literatur schon gezeigt wurde (Cunha et al., 2010). Die Publikation von Elmariah et
al., 2004 konnte allerdings einen Hinweis darauf geben, warum in dieser Arbeit keine
Veranderungen von PSD95 gezeigt werden konnten. Der Effekt von BDNF wurde
hier als abhangig von der Aktivitat GABAerger Synapsen, und damit als zeitlich
verzogert gegeniber GABAergen Systemen beschrieben (Elmariah et al., 2004).

Trotzdem konnte von Elmariah et. al schon nach 24h eine Veranderung in PSD95
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Clustern beschrieben werden, was in der vorliegenden Arbeit nicht der Fall war. Dies
kann aber durch die Verwendung reiferer Neuronenkulturen und damit schon starker
stabilisierten synaptischen Endigungen vor der BDNF Stimulation erklart werden.

Folglich lauft die BDNF-TrkB abhangige Regulation exzitatorischer und
inhibitorischer Synapsen in grundlegenden Mechanismen sehr ahnlich ab.
Moglicherweise ergibt sich aber aus der Abhangigkeit der exzitatorischen, von den
inhibitorischen Postsynapsen ein Unterschied, der die Ergebnisse fur PSD95 in

dieser Arbeit im Vergleich zur Literatur erklaren kann.

6.5 EphrinA5-EphA Rezeptor abhangige Regulationsmechanismen
an exzitatorischen und inhibitorischen Synapsen

Eph Rezeptoren konnten bis heute nur mit der Regulation von exzitatorischen
Synapsen in Verbindung gebracht werden. EphB Rezeptoren interagieren
extrazellular direkt mit den NMDA Rezeptoren und regulieren uber Ephexin
Aktinzytoskelett-abhangig die Lokalisation der Rezeptoren in der postsynaptischen
Membran (Dalva et al., 2000, Dabrowski and Umemori, 2011). Als Vertreter der
EphA Rezeptoren konnten EphrinA5 abhangige Effekte des EphA5 Rezeptors in der
Regulation der Expression von NMDA und PSD95 Komplexen gezeigt werden. Diese
Mechanismen beinhalten die Kalzium abhangige Aktivierung der PKA, CaMKIl und
PI3K und der folgenden Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB (Akaneya et al.,
2010). Diese Effekte auf PSD95 konnte durch die EphrinA5-Fc Stimulation in der
vorliegenden Arbeit jedoch ebenfalls nicht gezeigt werden. Hierbei kann die
Vermutung angestellt werden, dass es ebenfalls zu einer zeitlich verzogerten
Regulation exzitatorischer Postsynapsen kommen kann. Diese kann wie vorher
diskutiert, eine Folge der Abhangigkeit des exzitatorischen Systems von der Aktivitat
inhibitorischer GABAA Rezeptoren sein (Elmariah et al., 2004). Die in diesem
Abschnitt beschriebene Aktivierung der PI3K, PKA, und CaMKIl, sowie die
Umstrukturierung des Aktinzytoskelett sind aber ebenfalls Prozesse, die eine
indirekte Wirkung auf PSD95 haben kdnnen, und somit auch einen zeitverzdgerten
Einfluss auf PSD95 ausliben kénnten. Der EphA7 Rezeptor selbst konnte bis jetzt
nur mit repulsiver Wirkung wahrend der axonalen Wegfindung in der
Embryonalentwicklung in Verbindung gebracht werden (Torii and Levitt, 2005). Eine
Kinase-defiziente verkirzte Form des EphA7 Rezeptors, welche die

Phosphorylierung der full-length EphA7 Rezeptoren inhibiert und dadurch in vitro die
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repulsive in eine attraktive Wirkung andert ist ebenso bekannt (Holmberg et al.,
2000). Es ist jedoch sehr unwahrscheinlich, dass dieser verklrzte Rezeptor fur die
Regulation der Gephyrinclusterung verantwortlich ist, da er keine Kinaseaktivitat
mehr besitzt (Ciossek et al., 1999). Die Kinaseaktivitat zur Aktivierung von
nachgeschalteten Signalwegen ist aber, wie vorher diskutiert, ebenfalls wichtig fur
Regulation der Gephyrinclusterung. Auferdem konnte nach Uberexpression einer
Kinase-defizienten (dominant negativen) Variante des EphA7 Rezeptors ebenfalls
eine Reduktion in der Gephyrin- oder y, —Clusterung gezeigt werden. Dies
widerspricht einer stabilisierenden Wirkung des physiologisch exprimierten
verkurzten EphA7 Rezeptors.

Folglich muss also dem Fazit des vorherigen Kapitels angefugt werden, dass die
Regulation von exzitatorischen Synapsen neben den vergleichbaren Mechanismen
auch auf anderen Mechanismen beruht. Gemeint sind hierbei die
Umstrukturierungen  des  Aktinzytoskeletts, sowie die  Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren. Dieser Unterschied in der Regulation der beiden
Synapsentypen konnte daher eine weitere zeitliche Verzogerung verursachen, was
eine Detektion von Veranderungen der PSD95 Cluster in der vorliegenden Arbeit auf
Grund der kurzen Inkubationszeit von 24h unwahrscheinlicher macht und daher
erklart.

6.6 Prasynaptische Systeme bleiben unbeeinflusst

Fir keinen der beiden untersuchten Rezeptoren konnte nach Herunterregulation ein
Effekt auf das inhibitorisch prasynaptische Markerprotein GAD65 gezeigt werden,
obwohl in der Literatur beschrieben ist, dass der Verlust von inhibitorischen
Synapsen, ebenfalls zu einem Verlust von prasynaptischen Kompartimenten fuhrt
(Eaton and Davis, 2003). Dies konnte auch nach Herunterregulation von Neurofascin
in vivo beobachtete werden. 14 Tage nachdem die Herunterregulation lentiviral
ausgelost wurde, konnte eine Reduktion von sowohl Gephyrin- als auch GAD65
positiven Clustern gezeigt werden (Kriebel et al., 2011). Man konnte aber mutmalien,
dass dieser Effekt ebenfalls zeitlich verzogert auftritt und daher der Prozess zum
Zeitpunkt der Analyse nach 24 h noch nicht abgeschlossen war, was die starken

Schwankungen in der Detektion von GADG5 positiven Clustern erklaren wirde.
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6.7 Funktionelle Interaktion zwischen MTOR und Gephyrin als
Regulationsmechanismus

Es konnte bislang gezeigt werden, dass die Gephyrinaggregation durch die
Stimulation mit BDNF und EphrinA5-Fc gesteigert werden kann. Dies kdnnte zu einer
Erhohung der allgemeinen Aktivitat der Neuronenkultur fuhren, was, wie vorher
beschrieben, zu einem vermehrten Einbau von Rezeptoren in die postsynaptische
Membran fuhren kdnnte (Bao et al., 1999, Caldeira et al., 2007, Crozier et al., 2008,
Chen et al., 2011). Ein weiterer mdglicher Regulationsmechanismus der
Gephyrinaggregation stellt aber die bekannte Interaktion von Gephyrin mit mTOR dar
(Sabatini et al., 1999). 1999 wurde von Sabatini et al. die Interaktion von Gephyrin
und mTOR (Raft1) beschrieben. Es konnte damals gezeigt werden, dass der Einsatz
von 10 nM Rapamycin keinen Einfluss auf die Gephyrin-mTOR Interaktion hatte, was
im Widerspruch zu der hier gezeigten Abhangigkeit der Gephyrin-mTOR Interaktion
von Rapamycin steht (Sabatini et al., 1999). Im Vergleich zu Sabatini et al. wurden
allerdings in der vorliegenden Arbeit endogen exprimierte Proteine koprazipitiert.
Durch den Einsatz von 100 nM Rapamycin konnte die Interaktion zwischen den
beiden Proteinen gesteigert werden. Die hier eingesetzte Konzentration von
Rapamycin ist zwar hoher als die von Sabatini et. al, wurde aber in anderen neueren
Veroffentlichungen ebenfalls verwendet (Ruegg et al., 2007, Li et al., 2008, Morita
and Sobue, 2009). Die relevantere Erklarung fur die unterschiedliche Wirkung von
Rapamycin konnte in den verwendeten Zellsystemen liegen. Wahrend bei Sabatini
et. al Yeast two Hybrid Analysen, oder Immunprazipitationen uberexprimierter
Proteine durchgefuhrt wurden, wurden in der vorliegenden Arbeit endogene Proteine
aus kortikalen Neuronen prazipitiert (Sabatini et al., 1999). Endogene Proteine
reagieren, wahrscheinlich auf Grund ihrer natlrlichen Mengen und dem
physiologischen Hintergrund, im Gegensatz zu, in einem anderen Zellsystem
uberexprimierten Proteinen sensitiver und natdrlicher auf die Wirkung von
Rapamycin.

Auf Grund der Ergebnisse von Rapamycin und BDNF bzw. EphrinA5-Fc auf die
Clusterung von Gephyrin, sowie auf die Gephyrin-mTOR Interaktion, soll nun ein
Modell zur mTOR abhangigen Regulation der Gephyrinclusterung vorgestellt werden,
welches in Abbildung 23 zu sehen ist.

Wahrend also Rapamycin zum Einen die Interaktion von Gephyrin und mTOR

steigert, fuhrt es auf der anderen Seite zu einer Reduktion in der Anzahl von



Diskussion - 99 -

Gephyrinoberflachenclustern. Es konnte also sein, das die Inhibition von mTOR
durch Rapamycin-FKBP12 Komplexe, eventuell durch die Auflésung des mTORC1
Komplexes, die Bindung an Gephyrin erhdht, wodurch weniger Gephyrin fur die
Bildung von Gephyrinaggregaten an der Oberflache zu Verfigung steht (Abbildung
23 B) (Liu et al.,, 2009, Thoreen and Sabatini, 2009, Ehninger and Silva, 2011).
Dieses Modell wird weiter durch die BDNF bzw. EphrinA5-Fc
Stimulationsexperimente unterstutzt, die beide die Anzahl von Gephyrinaggregaten
an der Oberflache steigerten, wahrend aber beide die Gephyrin-mTOR Interaktion
verminderten. AulRerdem konnten keine Veranderung der Proteinlevel detektiert
werden (Abbildung 23 A). Es kann also gemutmal3t werden, dass die Aktivierung von
mTOR und damit die Bindung in seinen Komplexen, zu einer verminderten Bindung
an Gephyrin  fuhrt, wodurch mehr Gephyrin fur die Bildung von
Oberflachenaggregaten zur Verfligung steht (Abbildung 23 A). Nachdem also diese
verminderte Bindung von mTOR und Gephyrin durch beide Stimulanzien ausgeldst
werden kann, ist es naheliegend, dass der MAPK Signalweg keinen Einfluss auf
diese Interaktion nimmt. Dieser Signalweg wird namlich zwar durch BDNF stimuliert,
nicht aber durch EphrinA5-Fc. Folglich ist der

PI3K Signalweg, der von beiden Stimulanzien aktiviert wird, ausreichend fir diese
Interaktionsmodulation von Gephyrin und mTOR. Dennoch konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass die Inhibierung des MAPK Signalwegs die Anzahl von
Gephyrinaggregaten reduzierte. Dies spricht dafur, dass der MAPK Signalweg Uber
andere Regulationsmechanismen auf die Gephyrinclusterung einwirkt (Abbildung 23
A und B). Hierbei konnte die MAPK abhangige Aktivierung von Regulatoren des
Aktinzytoskeletts eine Rolle spielen, da Gephyrin selbst mit dem Aktinzytoskelett
interagiert (Shamah et al., 2001, Giesemann et al., 2003, Lardi-Studler and Fritschy,
2007). AuRBerdem ist bekannt, dass Cdc42, als Regulator des Aktinzytoskeletts, den
Transport und die Lokalisation von Gephyrin beeinflussen kann (Reddy-Alla et al.,
2010, Tyagarajan et al., 2011a).

Gleichzeitig muss aber beachtet werden, dass auch die GSK3B schon mit der
Regulation von Gephyrinclustern in Verbindung gebracht wurde (Tyagarajan et al.,
2011b). Es konnte eine Reduktion in der Anzahl von Gephyrinclustern detektiert
werden, wenn Gephyrin durch eine aktive GSK3p phosphoryliert wurde (Bausen et
al., 2010, Tyagarajan et al., 2011b). Im Fall der Stimulation mit BDNF und EphrinAS5-
Fc wird die GSK3pB inhibiert. Durch die Inhibition der GSK3B konnten durch
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Tyagarajan et al. wiederum eine gesteigerte Anzahl von Gephyrinclustern detektiert
werden (Tyagarajan et al., 2011b). Ob es aber einen Zusammenhang zwischen dem
Phosphorylierungsstatus von Gephyrin und der Interaktion zwischen Gephyrin und
mTOR gibt bleibt offen. Es kdnnte sich bei den beiden Prozessen auch um parallel

ablaufende Regulationsmechanismen handeln.
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Abbildung 23 Modell zur Regulation der Stabilisierung von Gephyrinclustern. (A) Stimulation der
Zellen mit BDNF oder EphrinA5-Fc mit nachfolgender Aktivierung des PI3K-Akt-mTOR Signalwegs.
Die Bindung von Gephyrin an mTOR wird vermindert, wahrend gleichzeitig mehr
Gephyrinoberflachenaggregate detektiert werden kénnen. Auflerdem kann die GSK3f durch eine Akt-
abhangige Phosphorylierung an Serin9 inhibiert werden. So kann keine Phosphorylierung von
Gephyrin mehr stattfinden, was zu einer Steigerung der Oberflachenclustern fihrt. Der Einfluss des
durch BDNF aktivierten Ras-MAPK Signalwegs ist unklar. (B) LY294002 blockiert die PI3K wahrend
Rapamycin mTOR inhibiert. Damit wird zum einen die Interaktion von mTOR und Gephyrin verstarkt,
wodurch  Gephyrin im  Zytoplasma gehalten werden koénnte. Es sind  weniger
Gephyrinoberflachenaggregate zu detektieren. Zusatzlich kommt es nicht mehr zur Inhibierung der
GSK3[ was die Phosphorylierung von Gephyrin erlaubt. Die Inhibierung des Ras-MAPK Signalwegs
fuhrt ebenfalls zur Reduktion der Oberflachencluster von Gephyrin. Wie dieser Einfluss ausgelbt wird
ist allerdings unklar.

6.8 Ausblick

In den in dieser Arbeit durchgefihrten Experimenten wurden unterschiedliche
Inkubationszeiten flr die Gephyrinclusteranalyse und die Koimmunprazipitation
gewahlt. Die kurze Rapamycin Inkubation bei der Koprazipitation fuhrte dabei nur zu
einer Inhibition des mMTORC1 Komplex. Der zweite existierende Komplex von mTOR
(mTORC2) ist bekannt flr seine Sensitivitdt gegenlber Rapamycin nach lang
anhaltender Behandlung. Nachdem die Behandlung mit Rapamycin fir die
Gephyrinclusteranalyse langer war, ware es sicher sehr interessant zu untersuchen,
ob dies eine Folge der mTORC1 Inhibition alleine oder einer Inhibition beider
MmTORC Komplexe ist.
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Des Weiteren ware es, wie gerade erwahnt, von gro3em Interesse, in wie fern der
MAPK  Signalweg, der nachgewiesenermal’en einen Einfluss auf die
Gephyrinclusterung hat, in das hier vorgeschlagene Modell integriert werden kann.
Es gibt Hinweise, dass die Phosphorylierung von Gephyrin die Bindung an Glyzin-
Rezeptoren erleichtert. Dies kdnnte ebenfalls fir die Bindung an GABAA Rezeptoren
der Fall sein und ware damit eine weitere Moglichkeit fur die
phosphorylierungsabhangige Regulation von Gephyrin durch den MAPK Signalweg
(Tyagarajan and Fritschy, 2010).

Fir die Wirkung der EphA Rezeptoren ware aullerdem noch eine Beteiligung des
Aktinzytoskeletts zu untersuchen, mit welchem Gephyrin ja auch selbst interagiert
(Shamah et al., 2001, Giesemann et al., 2003, Lardi-Studler and Fritschy, 2007).
Wahrend sich die eben genannten offenen Fragestellungen vor allem auf die hier
schon im neuronalen Hintergrund untersuchten Hits EphA7 und TrkB beziehen ware
es auch sehr interessant weitere Hits im primaren System zu untersuchen. Die
fehlende Stabilisierung der inhibitorischen Synapsen und somit die Ausbildung eines
Ungleichgewichts zwischen inhibitorischen und exzitatorischen Synapsen wurde
schon oft mit dem Auftreten verschiedener psychischer Erkrankungen in Verbindung
gebracht (Brose et al., 2010, Sheffler-Collins and Dalva, 2012). Dies ist insofern sehr
interessant, da sieben der 39 Hits schon fruher mit dem Auftreten von psychischen
Erkrankungen in Verbindung gebracht wurden. Dazu gehdren der FGFR1, cMET,
EphB Rezeptoren sowie zum Beispiel der Hit PIK3C2G (Kyosseva et al., 1999, Irie
and Yamaguchi, 2004, Gaughran et al., 2006, Jungerius et al., 2008, Burdick et al.,
2010, Correia et al., 2010).
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