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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Der Coxsackievirus- und Adenovirusrezeptor (CAR) ist ein Zelladhdsionsprotein und wurde
urspriinglich als Rezeptor fur humanpathogene Viren, wie CVB3, identifiziert. Seine
physiologische Funktion, insbesondere im ZNS, ist weitgehend unbekannt, aber die hohe
pranatale Expression von CAR im Herzen und im Gehirn sprechen fir eine Rolle von CAR in
der Embryonalentwicklung. In den vergangenen Jahren wurde die Funktion von CAR
vorwiegend im Herzen untersucht. So fuhrte die CAR-Defizienz in M&usen zu Fehlbildungen
des Herzmuskels und Einblutung mit embryonaler Letalitat. Induzierbare herzspezifische
CAR-Knockout-Méause (KO) waren lebensfahig und auferlich unauffallig, zeigten aber eine
gestorte elektrische Reizweiterleitung im Herzen. Dies war mit verdnderter Kommunikation
zwischen benachbarten Zellen durch die Deregulation von Connexinen assoziiert. CAR ist
somit nicht nur essentiell fir die embryonale Herzentwicklung, sondern auch fiir die adulte
Herzfunktion.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die funktionelle Charakterisierung von CAR im zentralen
Nervensystem (ZNS) unter Verwendung konditioneller CAR-Knockout-Modelle. Durch das
Cre/lox-Rekombinationssystems und neuronaler Expression der Cre-Rekombinase wurde
CAR wahrend der Embryonalentwicklung im Riechhirn, Kortex und Hippokampus deletiert
(Nex-Cre) bzw. nahezu ubiquitdr im gesamten ZNS (CamKlla-Cre). Die KO-Tiere beider
Stamme waren &duferlich unauffallig. Der CamKlla-CAR-KO zeigte eine erhohte
hippokampale Reizlbertragung nach Applikation unterschiedlicher Reizstarken in den
Schaffer-Kollateralen. Zusammen mit der héheren postsynaptischen Antwort auf repetitive
10 Hz Stimulierung und der erhéhten Langzeit-Potenzierung (LTP) im Knockout deutet dies
auf eine Funktion von CAR in der synaptischen Reizweiterleitung hin. Eine Auswirkung der
elektrophysiologischen Veranderungen auf rdumliches oder assoziatives Lernverhalten der
Mause wurde nicht beobachtet. Auf zelluldrer Ebene fuhrte die Deletion von CAR zu einer
verénderten Kinetik der Exozytose synaptischer Vesikel. In diesen Prozess sind mehrere
Proteine involviert, darunter Synaptotagmin 2, das im CAR-KO verstarkt exprimiert wurde
und Snapin, welches als potentieller CAR-Interaktionspartner identifiziert wurde. Diese
Ergebnisse weisen auf eine Rolle von CAR in der synaptischen Reizweiterleitung durch
Beeinflussung prasynaptischer Prozesse hin, die CAR unter anderem zu einem
therapeutischen Target fiir neurologische Erkrankungen mit verdnderter Reizlbertragung

macht.



Summary

2 Summary

The coxsackievirus and adenovirus receptor (CAR) is a cell adhesion protein and was
originally identified as a virus-receptor for human pathogens such as CVB3. Its physiological
function — in particular in the brain — is still largely unknown. Nevertheless, the elevated
prenatal expression of CAR in heart and brain implicates a function of CAR in embryonic
development. During the last years the function of CAR was primarily studied in the heart. In
mice with CAR deficiency hearts were malformed and cardiac bleeding led to early
embryonic lethality. Inducible heart specific CAR knockout mice (KO) were viable and
appeared normal, but showed an impaired electrical conduction in the heart. This phenotype
was associated with changes of gap-junctions - specialized cell-cell contacts formed by
Connexins. The prior art therefore suggests that CAR is relevant for cardiac development and
function.

Aim of this study was the functional characterization of CAR in the central nervous system
(CNS) using conditional CAR KO models. The Cre/lox-recombination-system and neuronal
expression of the Cre-recombinase were utilized to delete CAR in the olfactory bulb, cortex
and hippocampus during embryonic development (Nex-Cre) or throughout the brain shortly
after birth (CamKlla-Cre). The KO animals derived from both strains were viable and
appeared normal. Synaptic signal transduction in the Schaffer collateral in CamKlla CAR
KO mice was increased after electrical stimulation at different intensities. Together with a
higher postsynaptic response to repetitive 10 Hz stimulation and increased long-term
potentiation (LTP) in the KO these data suggest a function of CAR in synaptic signal
transmission. An effect of the electrophysiological changes on spatial or associative learning
was not observed. On the cellular level CAR deletion altered the kinetics of exocytosis of
synaptic vesicles. Multiple proteins are related to this process such as synaptotagmin 2 which
is up regulated in CamKllao CAR KO mice and snapin which was isolated as a potential CAR
interaction partner. These results point towards a role of CAR in the presynaptic aspect of
neuronal signal transduction which makes CAR a relevant therapeutic target for neurological

diseases with impaired signal transduction.
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3 Einleitung
3.1 Das vertebrale Nervensystem

Das vertebrale Nervensystem ist die Gesamtheit des vertebralen Nervengewebes. Es dient der
Aufnahme, der Weiterleitung und der Verarbeitung elektrischer Reize. Hinsichtlich seiner
Lage wird das Nervensystem in das zentrale (ZNS) und das periphere Nervensystem (PNS)
eingeteilt. Das ZNS wird durch das Gehirn und das Riickenmark gebildet. Das PNS umfasst
die Hirnnerven, die Rickenmarksnerven und die peripheren Ganglien. Bezogen auf seine
Funktionalitat erfolgt die Einteilung des Nervensystems in das animale und vegetative
Nervensystem. Das animale Nervensystem gehorcht dem Willen wahrend das vegetative
autonom funktioniert (Schmidt et al., 2004).

3.1.1 Die zellularen Komponenten des Nervensystems

Die zelluldren Bestandteile des Nervensystems werden in die beiden Hauptgruppen
Nervenzellen (Neurone) und Gliazellen unterteilt. Nervenzellen sind hochspezialisierte
Zellen, die der interzellularen Reizweiterleitung dienen. Sie besitzen einen Zellkérper, das
Soma, von dem im Allgemeinen ein bis mehrere Fortsdtze, die Dendriten, und ein Axon
ausgehen. Die Nervenzellen kommunizieren tiber Synapsen miteinander. Das Aussehen der
Nervenzellen ist stark variabel. Entsprechend der Anzahl an Fortsatzen werden die Neurone in
multipolare, bipolare, pseudounipolare oder unipolare Nervenzellen unterteilt.

Die Gliazellen sind die Stutz- und Versorgungszellen des Nervensystems. Sie besitzen einen
Zellkorper mit vielen Fortsatzen. Im ZNS werden sie in Astrozyten, Oligodendrozyten und
Mikroglia unterteilt. Die Astrozyten sorgen im Besonderen fir die Aufrechterhaltung des
extrazelluldren chemischen Milieus sowie fir eine funktionierende interneuronale
Signalubertragung und sind Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke (Purves et al., 2007). Die
Oligodendrozyten bilden die Myelinscheide um Axone von Nervenzellen, indem sich ihre
Auslaufer mehrfach um diese speziellen Fortsatze winden. Die Myelinscheide ermdglicht eine
schnellere Reizweiterleitung entlang der Axone (Vernadakis, 1988). Im PNS wird diese
Funktion durch Schwannzellen Gbernommen.

Die Mikrogliazellen sind die ,,Makrophagen* des Nervensystems, da sie Zellreste beseitigen

und in Entziindungsvorgangen involviert sind (Schmidt et al., 2004).
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3.1.2 Die Reizweiterleitung

Das menschliche Gehirn beinhaltet circa 100 Milliarden Nervenzellen, wobei jede einzelne
dieser Nervenzellen mehr als 1000 Synapsen bildet (Drachman, 2005; Williams and Herrup,
1988). Es gibt verschiedene Formen von synaptischen Verbindungen im ZNS. Synapsen
entstehen zwischen einem Axon und einem Dendrit (axodentritisch), einem Axon und dem
Soma einer Nervenzelle (axosomatisch) und zwischen zwei Axonen (axoaxonisch). Uber die
Synapsen erfolgt die Informationsweitergabe zwischen Neuronen.

Innerhalb einer Nervenzelle erfolgt die Reizweiterleitung durch lokale Depolarisierung der
Zellmembran. Zellen haben in Ruhe (ohne Stimulation) ein Ruhemembranpotential. Dieses
variiert je nach Zelltyp. Bei Neuronen liegt das Ruhemembranpotential bei circa -70 mV. Es
wird verursacht durch einen lonengradienten an der Zellmembran und der selektiven
Membranpermeabilitét fir bestimmte lonen. Extrazellulér ist die Konzentration von Natrium-,
Kalzium- und Chloridionen hoch, und die Kaliumkonzentration gering, wéhrend dies
intrazellular umgekehrt ist. Im Ruhezustand sind Kaliumkanéle ge6ffnet und ermdglichen den
Fluss von Kaliumionen durch die Membran. Natriumkanéle sind in dieser Zeit geschlossen.
Das Ruhemembranpotential wird durch die Durchlassigkeit der Membran fir Kaliumionen
bestimmt. Aktiver Transport der lonen durch Natrium-Kalium-Pumpen entgegen ihres
elektrischen Gradienten halten das Membranpotential aufrecht (Hodgin and Horowicz, 1959;
Hodgin and Katz, 1949).

Durch einen elektrischen Reiz 0ffnen sich spannungsabhéngige Natriumkanédle und
ermoglichen den Eintritt von Natriumionen in die Zelle (Abb. 1). Das Membranpotential wird
positiver, die Zelle wird depolarisiert und weitere spannungsabhéngige Natriumkanale werden
geoffnet. Uberschreitet das Membranpotential einen Schwellenwert, wird ein Aktionspotential
ausgelost. Spannungsabhéngige Kaliumkanéle 6ffnen sich und ermdglichen den Austritt von
Kaliumionen aus der Zelle. Mit dem Erreichen des Depolarisationsmaximums schlie3en sich
die spannungsabhéngigen Natriumkanéle und werden refraktar. Sie kdnnen fiir eine kurze Zeit
nicht wieder aktiviert werden. Spannungsabhangige Kaliumkanéle sind weiterhin getffnet
und fihren somit zur Repolarisation der Zellmembran. Da die Kaliumpermeabilitat durch die
zusatzlich  gedffneten  spannungsabhdngigen Kaliumkanédle hoher st als beim
Ruhemembranpotential, kommt es zur Hyperpolarisierung der Membran. Diese hat das
SchlielRen der spannungsabhéngigen Kaliumkanéle zur Folge und fiihrt zur Wiederherstellung

des Ruhemembranpotentials (Hodgin et al., 1959; Barnett and Larkman, 2007).
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Abb. 1: Aktionspotential. Im Ruhezustand haben Nervenzellen ein Ruhemembranpotential
um -70 mV. Durch einen Reiz kommt es durch Offnung von spannungsabhangigen Natrium-
und Kaliumkanalen zur Depolarisierung der Membran. Wahrend der maximalen
Depolarisierung schlielen sich Natriumkanale. Die Membran repolarisiert. Durch das hohe
Ausstromen von Kaliumionen hyperpolarisiert die Membran, spannungsabhéngige

Kaliumkanale schlieen sich und das Ruhemembranpotential stellt sich wieder ein. (nach
Barnett et al., 2007).

Die lokale Depolarisierung der Membran wahrend eines Aktionspotentials aktiviert
benachbarte Natriumkanale und bewirkt dadurch die Weiterleitung des Aktionspotentials. Da
an einem Aktionspotential beteiligte spannungsabhangige Natriumkandle nach der
Depolarisierung refraktér sind, breitet sich das Aktionspotential nur in eine Richtung aus. In
myelinierten Axonen wird das Aktionspotential schneller weitergeleitet als an nicht-
myelinierten Axonen, da sich lonenkanale nur in den Ranvierschen-Schnirringen befinden.
An diesen Schnurringen ist die Myelinschicht unterbrochen. Die Reizleitung erfolgt demnach
springend (saltatorisch) bis zu den Endpunkten, den Synapsen.

3.1.3 Zell-Zellkommunikation an chemischen Synapsen

Synapsen werden in zwei Gruppen unterteilt, in elektrische und in chemische Synapsen. Bei
elektrischen Synapsen sind die beiden beteiligten Zellen tGber Gap Junctions miteinander
verbunden. Diese werden durch Kanalproteine, den Connexinen, gebildet. Durch diese flieRen
lonen und somit elektrische Ladung direkt von einer Zelle zur Nachbarzelle (Peters, 2006).
Elektrische Synapsen sind nur in geringem MaRe im ZNS vorhanden. Den lberwiegenden

Anteil bilden die chemischen Synapsen (Connors and Long, 2004). Hier werden elektrische
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Signale in Form von Neurotransmittern von der Prasynapse ber den synaptischen Spalt an
die postsynaptische Zelle weitergeleitet.

3.1.3.1 Neurotransmitter und ihre Rezeptoren

Neurotransmitter sind chemische Signalstoffe. Je nach ihrer molekularen GroRe werden sie in
Neuropeptide oder niedermolekulare Transmitter unterschieden. Zu den niedermolekularen
Neurotransmittern gehoren Acetylcholin, die Aminoséduren Glutamat, Aspartat, y-
Aminobutyrsaure (GABA) und Glyzin sowie verschiedenen biogene Amine und Purine. In
Abhangigkeit ihrer Rezeptoren bewirken die Neurotransmitter eine Hyperpolarisierung der
postsynaptischen Membran (inhibitorische Wirkung) oder dessen Depolarisierung
(exzitatorisch Wirkung) (Sheng and Kim, 2002; Purves et al., 2007). Glutamat ist einer der
am haufigsten vorkommenden Neurotransmitter und wirkt vorwiegend exzitatorisch. Es gibt
mehrere Glutamat-Rezeptoren, drei von ihnen sind ionotropisch (NMDA-, AMPA- und
Kainat-Rezeptoren). lonotropische Rezeptoren sind nach der Bindung von Transmittern
durchléssig fur lonen. NMDA- und AMPA-Rezeptoren sind nicht-selektive Kationenkanéle.
Ihre Namen beruhen auf ihrer selektiven Aktivierbarkeit durch die entsprechenden
Antagonisten a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionsaure (AMPA) und N-Methyl
D-Aspartat (NMDA). GABA und Glyzin wirken vorwiegend inhibitorisch. Die Aktivierung
von GABA oder Glyzin-Rezeptoren erhoht die Membranpermeabilitat fir Chloridionen. Zwei
der GABA-Rezeptoren sind ionotropisch, einer metabotropisch. Metabotropische Rezeptoren
sind nicht durchlassig fiir lonen, beeinflussen aber die Aktivitat anderer lonenkanéle durch
chemische Botenstoffe (Emson, 2007).

3.1.3.2 Der Vesikelkreislauf

Die Neuropeptide werden im Soma der Nervenzellen synthetisiert und gelangen von dort in
Vesikeln Uber das Axon zu den Prasynapsen. Die Synthese der niedermolekularen
Neurotransmitter GABA, Glyzin, Glutamat und Aspartat erfolgt in der Prasynapse aus ihren
chemischen Vorldufern. Durch Protonenpumpen in der Vesikelmembran wird ein
elektrochemischer Gradient erzeugt, der die Neurotransmitteraufnahme in die Vesikel antreibt
(Fykse and Fonnum, 1996). Transporter sorgen fur die Beladung der Vesikel mit den
entsprechenden niedermolekularen Neurotransmittern (Fremeau et al., 2002; Alfonso et al.,
1993; Sagné et al., 1997). Hippokampale Synapsen enthalten circa 200 Vesikel. Davon wird
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jedoch nur ein Bruchteil exozytiert. Entsprechend ihrer Beteiligung an Endo- und
Exozytoseprozessen werden die Vesikel in verschiedene Pools unterteilt. Vesikel, die nach
Ankunft eines Reizes sofort exozytiert werden, gehdren zu dem Readily-Releasable-Pool
(RRP) (Dobrunz and Stevens, 1997). Wird die Zelle intensiv stimuliert, so werden zusatzlich
Vesikel aus dem sogenannten Reserve-Pool an die aktive Zone rekrutiert und exozytiert. Die
aktive Zone ist der prasynaptische Membranabschnitt gegentiber der postsynaptischen
elektronendichten Membran. Beide Membranabschnitte begrenzen den synaptischen Spalt.
Der RRP und der Reserve-Pool bilden den Recycling-Pool (Murthy and Stevens, 1999;
Schikorski and Stevens, 1997). Die Mehrheit der Vesikel gehdren zum Resting-Pool und sind
im Allgemeinen nicht an Endo- und Exozytoseprozessen beteiligt, kdnnen aber unter
bestimmten experimentellen Bedingungen zur Exozytose stimuliert werden (Ceccarelli and
Hurlbut, 1980; Sidhof, 2000). In Abbildung 2 ist die Exo- und Endozytose von Vesikeln

schematisch dargestellt (Vesikelkreislauf).

bereitung Detektlon Endozytosecge
‘& Fusion
o -, P

Abb. 2: Transmitterfreisetzung. Die Vesikel werden {ber Transporter mit Neuro-
transmittern beladen. Ein Teil der Vesikel lagert sich an der prasynaptischen Membran
entlang des synaptischen Spalts an und werden durch molekulare Interaktionen auf die Fusion
mit der Zellmembran vorbereitet. Nach Ankunft eines Aktionspotentials 6ffnen sich
spannungsabhangige Kalziumkanéle. Proteine in der Vesikelmembran binden eintretende
Kalziumionen. Die Vesikel fusionieren mit der Membran und die Neurotransmitter werden in
den synaptischen Spalt abgegeben. Neue Vesikel werden tiber Endozytose aufgenommen und
recycelt. (nach Richmond, 2006).
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Nach der Beladung sind die Vesikel des RRP an der aktiven Zone der Présynapse angelagert.
Durch die Interaktion von Vesikelproteinen und Membranproteinen der aktiven Zone werden
die Vesikel néher an die Membran herangezogen. Bei Ankunft eines Aktionspotentials an die
Prasynapse 0ffnen sich spannungsabhdngige Kalziumkandle und die intrazellulére
Kalziumkonzentration steigt. Spezielle Proteine in der Vesikelmembran wirken als
Kalziumsensoren. Sie binden Kalziumionen und Phospholipide und tragen zur schnellen
synchronen Fusion der Vesikel mit der Zellmembran bei (Richmond, 2006). Zeitlich
verzogert ist ebenfalls eine asynchrone Membranfusion mdéglich (Pang and Sidhof, 2010;
Rizo and Rosenmund, 2008). Bei der Fusion der Vesikel mit der Zellmembran werden die
Transmitter in den synaptischen Spalt entlassen und binden an ihre Rezeptoren in der
Postsynapse.

Die Neubildung der Vesikel erfolgt Uber verschiedene Wege. In der Literatur werden
Endozytose-Modelle wie ,,Kiss-and-Stay*“ bzw. ,,Kiss-and-Run“ als Alternative zu der
Clathrin-vermittelten Vesikelendozytose diskutiert. Es wird vermutet, dass einige Vesikel nur
eine Fusionspore bilden ohne vollstandig mit der Membran zu verschmelzen und somit nicht
mit Hilfe von Clathrinen endozytiert werden. Einige Vesikel werden nach vollstandiger
Verschmelzung mit der Membran mdglicherweise ohne Mitwirken von Clathrinen endozytiert
und mit Transmittern beladen (Sudhof, 2004; Stevens and Williams, 2000; Rizzoli and Jahn,
2007).

Vorwiegend erfolgt die Vesikelendozytose jedoch mit Hilfe der Clathrine (Dittman and Ryan,
2009; Smith et al., 2008; Sudhof, 2004; Granseth et al., 2006; Jung and Haucke, 2007).
Clathrin-Molekule lagern sich durch Wechselwirkung mit Adapterproteinen an die
intrazellulare Seite der prasynaptischen Membran an. Es folgt die Woélbung der Membran
nach innen und das Abschniiren des Vesikels von der aktiven Zone. Nach der Endozytose der
Vesikel wird der Clathrin-Proteinkomplex von der Vesikeloberflache entfernt und die Vesikel
stehen entweder direkt dem Vesikel-Kreislauf zur Verfligung oder werden von endosomalen
Intermediaten regeneriert (Koenig and lkeda, 1996; Sweitzer and Hinshaw, 1998; Rizzoli et
al., 2007).

Die bei der Vesikel-Exozytose in den synaptischen Spalt freigesetzten Transmitter binden an
ihre Rezeptoren auf der postsynaptischen Seite. Dies filhrt zum Offnen oder Schliefen von
lonenkandlen und zum verénderten lonenaustausch uber die Zellmembran. Die Summe der im
Soma ankommenden Signale entscheidet (ber das resultierende exzitatorische bzw.

inhibitorische postsynaptische Membranpotential (EPSP/IPSP) und die Auslésung eines
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Aktionspotentials in dieser Zelle (Purves et al., 2007). Abbauende Enzyme, die
Ruckaufnahme von Transmittern in die Prasynapse oder umliegende Gliazellen fihren zur

Entfernung der Transmitter aus dem synaptischen Spalt.

3.1.4 Die Synaptische Plastizitat

Synapsen haben die Fahigkeit sich zu verandern, sie sind plastisch. Bereits 1949 vermutete
Hebb, dass Synapsen nicht statisch sind und formulierte das Hebb’sche Gesetz: ,,Wenn das
Axon einer Zelle A . . . eine Zelle B erregt und dies wiederholt oder andauernd tut, so kommt
es zu Wachstums- oder metabolischen Verdnderungen in einer der beiden Zellen oder in
beiden. Somit erhoht sich die Effizienz in der Signaliibertragung von A zu B.” (Hebb and
Hebb, 2002). Dies konnte in den Folgejahren experimentell bestatigt werden (Carew et al.,
1984; Garthe et al., 2009; Morris, 1989). Bleibt die erhthte Kommunikationseffizienz
zwischen den Synapsen fiir langere Zeit bestehen, so spricht man von Langzeit-Potenzierung
(LTP). LTP kann in verschiedenen Gehirnarealen, wie zum Beispiel im Hippokampus, durch
hochfrequente Stimulierung induziert werden. Die Signalweiterleitung erfolgt in dieser
Gehirnregion vorwiegend uber den trisynaptischen Kreislauf (Abb.3B). In den Schaffer-
Kollateralen, Axone die von der Cornu ammonis 3-Region (CA3) zur CAl-Region des
Hippokampus verlaufen, ist die Induktion von LTP von der Aktivierung von NMDA-
Rezeptoren abhangig (MacDonald et al., 2006; Neves et al., 2008).

A B

Schaffer Kollaterale

Moosfasern %€ ‘
Tactus
. perforans

Abb. 3: Das Mausgehirn. (A) Schematische sagittale Ansicht des Mausgehirns. (B)
VergrolRerung des murinen Hippokampus und des trisynaptischen Schaltkreises. Axone des
Tactus perforans projizieren auf Kornerzellen des Gyrus dentatus. Dessen Axone, die
Moosfasern, leiten das Signal an Neurone der CA3-Region weiter. Deren Axone bilden die
Schaffer Kollateralen, die auf Neurone der CAl-Region projizieren (hach Dong and Science,
2008 und Neves et al., 2008).
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Im Hippokampus erfolgt die Reizweiterleitung an chemischen Synapsen vorwiegend durch
den Transmitter Glutamat. Dieser bindet an postsynaptische Glutamat-Rezeptoren, wie
AMPA- und NMDA-Rezeptoren. Die Depolarisierung der Membran erfolgt hauptsachlich
durch die Aktivierung der AMPA-Rezeptoren, da NMDA-Rezeptoren durch Magnesiumionen
blockiert sind (Collingridge et al., 1992). Eine hochfrequente Stimulierung hippokampaler
Neurone, wie bei der Induktion von LTP, flihrt zu einer verlangerten Depolarisierung der
postsynaptischen Membran durch Aufsummierung der EPSP und zur Freisetzung des
Magnesiums von den NMDA-Rezeptoren. Durch die Pore der NMDA-Rezeptoren flieRen
daraufhin Kalzium- und weitere Kationen in die postsynaptische Zelle. Die Kalziumionen
binden an Kalzium-abhdngige Proteinkinasen, wie die Ca2+/Calmodulin-abhéngige
Proteinkinase (CamKIl) und Proteinkinase C (PKC) (Sweatt, 1999). Nach Aktivierung von
CamKII durch Kalzium bindet diese an den zytoplasmatischen Teil des NMDA-Rezeptors.
Dies verhindert die Inaktivierung der Proteinkinase (Bayer et al., 2001). Die Aktivitat der
Kalzium-abhé&ngigen Proteinkinasen erhoht die Durchléssigkeit der membranstdndigen
AMPA-Rezeptoren durch deren Phosphorylierung und den Einbau weiterer AMPA-
Rezeptoren in die Membran (Malenka and Bear, 2004). Neben CamKII und PKC werden eine
Reihe weiterer Proteine oder Proteingruppen aktiviert, wie Ras-Mitogen-aktivierte Kinasen
(MAPK) und Phosphoinositol-3-Kinasen (PI3K) (Sheng et al., 2002). Die daraus folgende
Neusynthese von mRNA und Proteinen verursacht Verdnderungen in der Pra- und
Postsynapse. Es kommt zur Erhdéhung der Vesikelanzahl, VergréRerung der postsynaptischen
Oberflache und Bildung neuer Synapsen (Edwards, 1995; Desmond and Levy, 1988). Diese
Verénderungen fiihren zu einer effizienteren Zell-Zellkommunikation an den Synapsen
(Lynch, 2004).
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3.2 Der Coxsackievirus- und Adenovirusrezeptor (CAR)

Adenoviren und Coxsackieviren sind Pathogene fir unterschiedliche Organismen. Im
Menschen verursachen sie Erkrankungen der Atemwege, der Verdauungsorgane, des Herzens
oder der Gehirnhaut (Raschperger et al., 2006; Kallewaard et al., 2009; Pinkert et al., 2009;
Lu et al.,, 2005). Zwei Arbeitsgruppen konnten 1997 unabhdngig voneinander den
gemeinsamen Rezeptor fur Coxsackie- und Adenoviren identifizieren, welcher entsprechend
Coxsackievirus- und Adenovirusrezeptor (CAR) genannt wurde (Bergelson et al., 1997
Tomko et al., 1997).

3.2.1 Das CAR-Gen und die CAR-Isoformen

CAR ist hoch konserviert und wurde unter anderem im Zebrafisch, in der Maus und im
Menschen nachgewiesen (Petrella et al., 2002; Bergelson et al., 1997). In der Maus befindet
sich das CAR-Gen auf Chromosom 16 und im Menschen auf Chromosom 21 (Bowles et al.,
1999; Chen et al., 2003). In beiden Organismen besteht das CAR-Gen aus 8 Exons (Bergelson
et al., 1998; Excoffon et al., 2010). Alternatives Spleilen der mRNA fiuhrt zu
unterschiedlichen CAR-lIsoformen. Im murinen und im humanen Organismus sind zwei
membranstandige Isoformen sowie drei 16sliche Varianten isoliert worden (Thoelen et al.,
2001; Chen et al., 2003; Dorner et al., 2004). Chen et al. beschreiben eine theoretische dritte
membranstdndige CAR-Isoform. Diese wurde bei Sequenzanalysen der Intron-Exon
Ubergange des Mausgens gefunden, aber noch nicht experimentell nachgewiesen (Chen et al.,
2003).

Exon 1-6 kodieren den extrazelluldren N-terminalen Bereich des CAR-Proteins. Das
Signalpeptid zur Lokalisierung von CAR in der Membran bzw. zur Sekretion wird durch das
1. Exon kodiert. Im sechsten Exon ist die Sequenz fir die Transmembranregion enthalten.
Exon 7 und 8 kodieren den zytoplasmatischen C-terminalen Abschnitt des CAR-Proteins. Wie
Abbildung 4 verdeutlicht, stimmen die membranstandigen lIsoformen im extrazelluldren
Bereich Uberein. Sie variieren jedoch in ihrer zytoplasmatischen Sequenz auf Grund der

alternativen SpleilRvorgéange.
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Abb. 4: CAR-Genstruktur und CAR-SpleiRvarianten. (A) Das CAR-Gen besteht aus 8
Exons. (B) Exon 1 bis 6 kodieren den extrazellularen Abschnitt des CAR-Proteins. Das
Signalpeptid wird im 1. Exon kodiert und die Transmembranregion (TM-Region) im 6. Exon.
Exon 7 und 8 enthalten die Sequenz fiir den C-terminalen intrazelluldren Proteinbereich.
Durch alternatives SpleiRen entstehen drei verschiedene membranstandige (C) und drei
I6sliche CAR-Isoformen (D). (nach: Chen et al., 2003; Dorner et al., 2004).

Der N-terminale Bereich der ldéslichen CAR-Isoformen ist im Vergleich zu den
membranstandigen CAR-Proteinen verkirzt. Da den I6slichen CAR-Proteinen die
Transmembranregion fehlt, schlieRt sich die Sequenz des 7. Exons direkt an Exon 4 (CAR
4/7), Exon 3 (CAR3/7) bzw. Exon 2 (CAR 2/7) an. Der C-terminale Abschnitt der 16slichen
CAR-Isoformen weicht durch eine Leserahmenverschiebung wéhrend des SpleiRens von den
membranstdndigen CAR-Varianten ab (Abb. 4D: 7*, 7**).

3.2.2 Die Struktur des CAR-Proteins

Das CAR-Protein besteht aus einem N-terminalen Signalpeptid von 19 Aminosauren (AS),
zwei extrazellularen Immunglobulin (1g)-Doménen (D1 und D2), einer Transmembranregion
und einem C-terminalen zytoplasmatischen Bereich (Wang et al., 1999). CAR ist ein Typ-1
Transmembranprotein und zahlt auf Grund seiner extrazelluldren Ig-Doménen zu den
Proteinen der Immunglobulin-Superfamilie (IgSF). Die Aminoséuresequenz von CAR ist

hoch konserviert. Die Sequenzhomologie zwischen murinem und humanem CAR betréagt in
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der extrazelluldren Region uber 90% und im intrazelluldren Bereich circa 95% (Wang et al.,
1999).

Die membranstdndigen CAR-Isoformen umfassen circa 365 AS. Nach Abspaltung des
Signalpeptids entspréche dies einem Molekulargewicht von circa 38 kDa. Tatséchlich wurde
CAR als ein 46 kDa Protein isoliert. Die erhdhte molekulare Masse des CAR-Proteins wird
durch Glykosylierung der Asparaginsauren in der D1- und D2-Domaéne verursacht (Honda et
al., 2000; Excoffon et al., 2007). Beide lg-Doménen weisen eine B-Faltblattstruktur auf.
Hierbei entspricht D1 einer typischen v-lg-Domédne wéhrend D2 eine C2-artige Ig-
Doménenstruktur aufweist. Die D2-Domane enthélt eine auRergewdhnliche o-Helixstruktur
mit hydrophober Oberflache, die moglicherweise an der Wechselwirkung mit extrazelluléaren
Interaktionspartnern beteiligt ist (Hung and Sheng, 2002; He et al., 2001; Jiang and Caffrey,
2005, 2007; Patzke et al., 2010). Als weitere Besonderheit enthdlt die D2-Domane eine
zusatzliche Disulfidbricke. Dieses Sequenzmerkmal teilt CAR mit den Proteinen A33
(Antigen 33) und CTX (Cortical Thymocytes in Xenopus), weswegen CAR der Subgruppe
CTX innerhalb der 1gSF zugeordnet wird (Carson, 2001).

Der extrazellulare Abschnitt des CAR-Proteins wird durch eine 22 AS lange
Transmembranregion von dem circa 100 AS umfassenden zytoplasmatischem Bereich
getrennt. Der zytoplasmatische C-terminale Bereich des CAR-Proteins beinhaltet mehrere
Phosphorylierungsstellen und zwei Palymitoylierungsstellen in  der Nahe der
Transmembranregion. Die Palmitoylierung des CAR-Proteins ist wichtig flr die Verankerung
von CAR in der Membran. Ein Austausch der entsprechenden Cysteine in den
Palmitoylierungsstellen fuhrt zu einer anormalen Anreicherung von CAR im perinukledren
Bereich (Excoffon et al., 2005). Trotz alternativen SpleiRens enthalten alle membranstandigen
CAR-Isoformen sowohl innerhalb des zytoplasmatischen Bereiches als auch am C-Terminus
Bindemotive flr Proteine mit PDZ- (PSD-95/DIg/Z0O-1) Domanen. Obwohl PDZ-haltige
Proteine an PDZ-Domanen-Bindemotive innerhalb einer Sequenz binden kdnnen, kommt es
vorwiegend zu einer Interaktion mit PDZ-Doménen-Bindemotiven am C-Terminus (Hung et
al., 2002). Die PDZ-Domanen-Bindemotive werden entsprechend ihrer Aminosauresequenz
klassifiziert. Die C-terminale Aminoséuresequenz —-SIV der CAR-Isoform A (auch CAR 1
genannt) und —TTV der CAR-Isoform B (CAR 2) gehdren zu der Klasse 1 der PDZ-

Domanen-Bindemotive.
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3.2.3 Die Expression von CAR und dessen Regulation

CAR wurde durch verschiedene Nachweistechniken in der Leber, Lunge, Niere, im
Skelettmuskel, im Herzen, im Gehirn, im Verdauungstrakt und in den Geschlechtsorganen
nachgewiesen (Bergelson et al., 1997; Tomko et al., 1997; Fechner et al., 1999; Honda et al.,
2000; Mirza et al., 2006; Wang et al., 2007; Shi et al., 2009). In vielen dieser Organe ist CAR
in besonders dichten Zell-Zellkontaktbereichen (Tight Junctions) der Epithelzellen lokalisiert.
So befindet sich CAR oft in dichten Epithelschichten, wie beispielsweise im Sammelrohr der
Niere oder im Plexus Choroideus im Gehirn (Raschperger et al., 2006). Neben den
Epithelzellen wird CAR im Gehirn in Astrozyten und Nervenzellen und im Herzen in den
Herzmuskelzellen exprimiert (Raschperger et al., 2006; Persson et al., 2006). Im Herzen ist
CAR an den Zellkontaktgrenzen der Herzmuskelzellen, den sogenannten Glanzstreifen,
lokalisiert (Myers et al., 2004; Noutsias et al., 2001; Kashimura et al., 2004).

Neben der Expression von CAR in verschiedenen Organen, ist der Rezeptor in einer Reihe
von Tumorzellen zu finden. Hierbei korreliert die Menge an CAR mit der Zellteilungsrate. Es
wird vermutet, dass CAR als Tumorsuppressor fungiert, da die Expression von CAR das
Wachstum von Pankreastumorzellen, Harnblasentumorzellen und Gliomazellen inhibiert
(Okegawa et al., 2001, 2004; Fuxe et al., 2003; Kim et al., 2003).

Die Expression von CAR ist zeitlich reguliert (Honda et al., 2000; Fechner et al., 2003;
Kashimura et al., 2004). Ab dem siebenten Tag der Embryonalentwicklung (E7) ist CAR in
der Maus nachweisbar (Hotta et al., 2003; Asher et al., 2005). Besonders im Skelettmuskel,
im Herzen und im Gehirn ist die CAR-Expression wahrend der prénatalen Entwicklung hoch.
Im Skelettmuskel nimmt die CAR-mRNA-Menge direkt nach der Geburt drastisch ab. Im
Herzen und im Gehirn geschieht dies ab einer Woche postnatal (Honda et al., 2000; Fechner
et al., 2003; Hotta et al., 2003; Nalbantoglu et al., 1999).

Zusétzlich wird die CAR-Expression durch verschiedene Signalstoffe beeinflusst (Fechner et
al., 2003; Ito et al., 2000; Nalbantoglu et al., 1999; Noutsias et al., 2001). Inflammatorische
Zytokine wie TNF-oo und INF-y oder eine hohe Zelldichte fiihren zu einer Reduktion der
CAR-Proteinmenge (Vincent et al., 2004; Fechner et al., 2003). Eine Steigerung der CAR-
Expression wurde in Herzmuskelzellen myokardialer Infarktregionen gezeigt, sowie durch
Inhibierung des RAF/MEK/ERK-Signalweges in Tumorzellen (Anders et al., 2003; Fechner
et al., 2003).
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3.24 CAR, ein Adhasionsprotein und seine Interaktionspartner

Die Coxsackie- und Adenoviren waren die ersten bekannten Interaktionspartner von CAR.
Beide Virustypen besitzen eine isohedrale Kapsidstruktur. Im Vergleich zu den
Coxsackieviren verfligen die Adenoviren zusatzlich Uber Strukturproteine auf der
Kapsidoberflache, welche die Bindung an Membranproteine vermitteln (Gonzalez-Mariscal et
al.,, 2009). Trotz der unterschiedlichen Oberflachenbeschaffenheit der Coxsackie- und
Adenoviren zeigten Untersuchungen, dass beide Virustypen mit der D1 Ig-Doméne von CAR
interagieren. Sie binden jedoch an verschiedene Strukturen innerhalb dieser Doméne (Bewley
et al., 1999; He et al., 2001; Kirby et al., 2000). Wéhrend die D1-Doméne essenziell fur die
Interaktion von CAR mit den beiden Virustypen ist, hat die D2-Domane bei der Interaktion
von CAR mit Adenoviren eine unterstltzende Funktion. Sie beeinflusst die Bindeeffizienz der
Adenoviren an CAR und dadurch die Infektionsrate der Viren (Excoffon et al., 2005).

Viele Proteine der IgSF sind Zelladhadsionsproteine. So vermittelt auch CAR die Aggregation
von Zellen (Cohen et al., 2001; Honda et al., 2000). CAR-Proteine bilden durch Interaktion
der Ig-Doménen Homodimere (Hung et al., 2002; Jiang et al., 2004). Beide Ig-Domanen sind
essenziell fir diese Interaktion (Excoffon et al., 2005; Patzke et al., 2010). Hauptsachlich
findet die Bildung der Homodimere jedoch tber hochkonservierte Aminosauresequenzen in
der D1 Ig-Domane statt, wobei die Dissoziationskonstante fur die D1:D1 Interaktion mit
16 uM denen anderer Adhasionsproteine dhnelt (Hung et al., 2002). Uber die extrazellularen
Ig-Domanen bildet CAR auch Heterodimere mit JAM-3 (Junctional Adhesion Molecule 3)
oder JAML (Junctional Adhesion Molecule-like). Beide Proteine gehdren genauso wie CAR
zu der CTX-Unterfamilie der IgSF (Mirza et al., 2006; Zen et al., 2005; Verdino et al., 2010).
Des Weiteren konnte eine Interaktion von CAR mit Glykoproteinen der extrazelluldren
Matrix, wie Laminin-1, Tenascin-R und Fibronectin gezeigt werden (Patzke et al., 2010).

In Zell-Zellkontaktbereichen befindet sich CAR insbesondere in den Tight Junctions (Cohen
et al., 2001; Walters et al., 2002; Excoffon et al., 2005). Hier scheint CAR, wie auch andere
Adhasionsproteine, die Permeabilitat flir Makromolekiile und lonen zu beeinflussen (Cohen et
al., 2001). In den Zell-Zellkontaktbereichen interagiert CAR (ber seinen zytoplasmatischen
Bereich mit dem Zell-Adhé&sionsprotein -Catenin und dem Tight Junction Protein ZO-1
(Cohen et al., 2001; Walters et al., 2002). Die subzelluldre Lokalisation von CAR ist im
humanen Organismus von der CAR-Isoform abhangig. Die humane CAR-Isoform 1 befindet

sich in den Tight Junctions und kolokalisiert mit ZO-1, wahrend die humane CAR-Isoform 2
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unterhalb der Tight Junctions zu finden ist und mit B-Catenin, aber nicht mit ZO-1
kolokalisiert (Walters et al., 2002; Excoffon et al., 2005, 2010).

Uber das PDZ-Doméanen-Bindemotiv am C-Terminus interagiert CAR mit den PDZ-
Doménen von ZO-1, MUPP1 (Multi-PDZ Domain Protein 1) und der membranassoziierten
Guanylatkinase MAGI-1b (Coyne et al., 2004; Excoffon et al., 2004). MUPP1 und MAGI-1b
bilden Komplexe mit verschiedenen Zelladhasionsproteinen, wie z.B. MUPP1 mit Claudin-1
und MAGI-1b mit B-Catenin (Excoffon et al., 2005, 2004). Weitere Interaktionspartner von
CAR sind Connexin 45, das durch die Bildung von Gap Junctions an der Zell-
Zellkommunikation benachbarter Zellen beteiligt ist, und LNX (Ligand of numb protein-X),
welches Uber seine Interaktion mit Numb mit dem Notch-Signalweg assoziiert ist (Sollerbrant
et al., 2003; Lim et al., 2008). Des Weiteren interagiert CAR Uber sein PDZ-Doménen-
Bindemotiv mit den neuronal exprimierten Proteinen PSD95 (Postsynaptic Density 95) und
PICK1 (Protein interacting with C kinase), welche in der Postsynapse von Neuronen
lokalisiert sind (Excoffon et al., 2004; Gomperts, 1996; Lu and Ziff, 2005). Abbildung 5 fasst

die bisher beschriebenen Interaktionspartner von CAR zusammen.

701 a-actinind Tubulin Aktin
LNX
\ [ $ $

éCAR éCAR CAR éJAML é JAM-Aé CAR é CARéﬁZ
Adeno-
virus

Connexin
¢ ¢ ¢
p-Catenin "~ PICK1 PSD95

Q @ Ig-Doméne

Abb. 5: CAR interagierende Proteine. CAR ist der Rezeptor fiir Coxsackie- und
Adenoviren. CAR bildet Homo- und Heterodimere mit den IgSF-Proteinen JAML, JAM-A, -
B und -C. Intrazellulér interagiert CAR Uber sein C-terminales PDZ-Domanen-Bindemotiv
mit den PDZ-Doménen von MUPP1, MAGI1-1b, ZO-1, LNX, PSD95 und PICK1.Weitere
Interaktionspartner sind p-Catenin und die Zytoskelettproteine Aktin und Tubulin. Zusammen
mit ZO-1 bildet CAR einen Komplex mit dem Gap Junction Protein Connexin 45. (nach
Fischer et al., 2009).
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Arbeiten von Fok und Huang belegen ebenfalls eine Interaktion von CAR mit den
Zytoskelettproteinen Tubulin und Aktin (Huang et al., 2007; Fok et al., 2007).

3.2.5 Erkenntnisse aus CAR-Knockout-Modellen

Durch Zellkulturexperimente konnte gezeigt werden, dass CAR als Zelladh&sionsprotein
wirkt. Um die physiologische Funktion von CAR in vivo zu untersuchen, wurden CAR-KO-
Modelle generiert. Es stellte sich heraus, dass die Deletion von CAR in der Keimbahn zur
embryonalen Letalitat fuhrt. Die KO-M&use sterben um den Tag E11.5 und weisen kardiale
Einblutung auf (Asher et al., 2005; Dorner et al., 2005; Chen et al., 2006). Histologische und
ultrastrukturelle Analysen belegten eine pathologische Entwicklung der Herzstruktur. Die
KO-Herzen zeigten einen partiellen Verlust von Zell-Zellkontakten und Veranderungen in der
Myofilamentstruktur. Diese Befunde lielen vermuten, dass CAR eine Rolle in der kardialen
Entwicklung spielt (Asher et al., 2005; Dorner et al., 2005; Chen et al., 2006). Um eine
embryonale Letalitdt zu umgehen wurden konditionelle CAR-KO-Méuse generiert. Hierfir
wurde das aus Bakterien stammende Cre/lox-System verwendet (Sauer and Henderson, 1988).
Die Cre-Rekombinase wird in Abhangigkeit ihres vorgelagerten Promotors nur in bestimmten
Organen exprimiert. Sie erkennt spezielle Sequenzabschnitte (loxP-Sequenzen), die durch
genetische Manipulation einen definierten Abschnitt eines Gens im Mausgenom flankieren.
Die Aktivitat der Cre-Rekombinase bewirkt die Deletion des flankierten Genabschnittes.

Insgesamt sind funf herzspezifische CAR-KO-Modelle und ein pankreasspezifischer CAR-
KO publiziert (Asher et al., 2005; Dorner et al., 2005; Chen et al., 2006; Lisewski et al.,
2008; Kallewaard et al., 2009; Lim et al., 2008). Die herzspezifischen CAR-KO-Strategien
unterscheiden sich hinsichtlich der Promotoren der verwendeten Cre-Rekombinasen oder der
Lokalisierung der loxP-Sequenzen (zusammengefasst in Fischer et al., 2009). Drei der
herzspezifischen CAR-KO-Strategien fiihren zur Letalitdt der KO-Tiere (Chen et al., 2006;
Lisewski et al., 2008). Die weiteren zwei herzspezifischen CAR-KO-Modelle zeigen keine
erhdhte Sterberate. Diese KO-Tiere entwickeln jedoch einen atrioventrikularen Block (AV-
Block). Dies ist eine Storung der elektrischen Reizweiterleitung von den Vorhofen Uber den
atrioventrikuléren Knoten zu den Herzkammern (Lisewski et al., 2008; Lim et al., 2008). Die
fur den lonenaustausch wichtigen Zell-Zellkontakte, die Gap Junctions sind in diesen KO-
Tieren beeintrachtigt (Peters, 2006). Die Gap Junctions, werden durch verschiedene

Connexine gebildet. Die Expression von Connexin 37, 43 und 45 ist in den adulten
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herzspezifischen CAR-KO-Tieren reduziert (Lisewski et al., 2008; Lim et al., 2008). Eine
Interaktion von CAR mit Connexin 45, vermittelt durch ZO-1, wurde von Lim et al. gezeigt
(Lim et al., 2008). Die Expression von ZO-1 und p-Catenin ist in diesen CAR-KO-Tieren
ebenfalls reduziert (Lisewski et al., 2008). Die herzspezifische Deletion von CAR belegt
somit eine Verbindung zwischen dem Tight Junction Protein CAR und den Gap Junction
Proteinen und verdeutlicht die Relevanz von CAR fir die Herzentwicklung und die adulte
Herzfunktion (Fischer et al., 2009).

Untersuchungen adulter herzspezifischer CAR-KO-Tier und pankreasspezifischer CAR-KO-
Mause bestatigten die Funktion von CAR bei der Infektion mit Coxsackieviren in vivo. Die
Deletion von CAR fiihrte zum Schutz vor Coxsackievirus-Infektion des Herzens bzw. des
Pankreas in den jeweiligen CAR-KO-Modellen (Dorner et al., 2006; Shi et al., 2009;
Kallewaard et al., 2009; Pinkert et al., 2009).

3.2.6 CAR im zentralen Nervensystem

CAR wurde ab E7 im Mausembryo und wahrend der weiteren Entwicklung in verschiedenen
Gehirnregionen nachgewiesen (Hotta et al.,, 2003). Wahrend der frihen zerebralen
Entwicklungsphase befindet sich CAR im Neuroepithel, aus deren proliferierenden Zellen
spater postmitotische Neurone hervorgehen. Zwischen E13.5 und E16.5 ist CAR im Di- und
Telenzephalon nachweisbar. Dort ist CAR im ventrikularen Neuroepithel des
Telenzephalondaches, besonders im Bereich des Plexus Choroideus wund der
Hippokampusanlage sowie in der Amygdala- und in der Hypothalamusanlage lokalisiert
(Hotta et al., 2003). In neugeborenen Méausen wurde CAR im Kortex, im Mittelhirn, im
Hippokampus, in der Amygdala und im Thalamus detektiert. Des Weiteren befindet sich CAR
in den Neugeborenen in der Gehirnhaut sowie im Corpus Callosum (Balken) und in der
Comissura anterior, welche beide Gehirnhé&lften miteinander verbinden. Ab sieben Tage nach
der Geburt sinkt die CAR-Expression stark ab. Die hochste CAR-Expression in
Gehirnschnitten adulter Tiere wurde im Riechhirn, in Zellen der subgranuldaren Schicht des
Gyrus dentatus, in der subventrikuldren Schicht des seitlichen Ventrikels, im rostralen
migrierenden Strom (RMS) und in Epithelzellen des Plexus Choroideus gezeigt (Honda et al.,
2000; Hotta et al.,, 2003; Raschperger et al.,, 2006). CAR wird in kortikalen und
hippokampalen Neuronen, in Axonen der weil3en Substanz (wie dem Corpus Callosum), in
Astrozyten und in Mikrogliazellen, jedoch nicht in Oligodendrozyten exprimiert. Vereinzelt
ist CAR in diesen Zellen auch in adulten humanen Gehirnbiopsien nachweisbar, wobei die
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Expression von CAR in inflamatorischen Gehirnproben hoher ist als in gesunden. Dies l&sst
vermuten, dass die CAR-Expression im Gehirn auch durch inflammatorische Signale reguliert
wird (Persson et al., 2006). Hinsichtlich seiner Funktion als Virusrezeptor wird vermutet, dass
CAR eine Rolle bei der infantilen Meningitis spielt (Honda et al., 2000; Persson et al., 2006;
Ahn et al., 2008). Coxsackievirus-Infektionen sind haufig Ursache fur virale Meningitis im
Menschen, wobei neugeborenen Kinder besonders anféllig sind (Modlin and Rotbart, 1997;
van den Pol, 2006). Zellkulturexperimente zeigen, dass mit fortschreitender Reifung der
Neurone die Infektionsrate mit CVB3 sinkt. Dies korreliert mit der sinkenden CAR-
Expression in den Nervenzellen (Ahn et al., 2008).

Uber die physiologische Funktion von CAR im ZNS ist wenig bekannt. Versuche an
Hihnerneuronen lassen vermuten, dass CAR das Langenwachstum von Dendriten beeinflusst
(Patzke et al., 2010). Dies ist eine Eigenschaft, die bereits fur andere neuronal exprimierte
Mitglieder der IgSF (Abb. 6) gezeigt wurde (Yamagata et al., 2003).

Q lg-Domane

| ] Fibronektin-Domane
' J Leuzinreiche Bereich

9

£
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|
CAR SYG-1 NCAM SynCAM L1 Nectin P0 SALM
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Abb. 6: Immunglobulin-Superfamilie (IgSF). Dargestellt sind Vertreter der
Immunglobulin-Superfamilie, die im zentralen und peripheren Nervensystem vorkommen.
Proteine der IgSF enthalten eine bis mehrere Ig-Domanen. Einige Mitglieder der IgSF weisen
zusatzliche konservierte Bereiche, wie Fibronektin-Domanen oder leuzinreiche Bereiche auf.
(nach Yamagata et al., 2003).

Die IgSF-Proteine NCAM und L1 beeinflussen durch homo- oder heterophile Interaktion das
Langenwachstum der Dendriten neuronaler Zellen. Sie sind relevant fur die Blindelung von

Axonen und die Bildung von Zell-Zellkontakten (Lemmon et al., 1989; Niethammer et al.,
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2002; Yamagata et al., 2003; Stoeckli, 2004). Des Weiteren sind diese Proteine an der
Aufrechterhaltung und der Funktionalitdt von Synapsen beteiligt sowie an der neuronalen
Zellwanderung (Biederer et al., 2002; Bukalo et al., 2004; Markram et al., 2007; Muller et al.,
1996).

3.3 Zielstellung der Arbeit

CAR st ein hoch konserviertes Protein und wird in einer Vielzahl von Organen exprimiert.
Besonders im Herzen, im Skelettmuskel und im Gehirn ist die CAR-Expression wéhrend der
embryonalen Entwicklung hoch und sinkt nach der Geburt stark ab (Fechner et al., 2003).
Eine Relevanz von CAR in der Herzentwicklung und der Herzfunktion wurde mittels muriner
CAR-KO-Modelle gezeigt. So verursacht die CAR-Deletion in der Keimbahn eine
Fehlbildung des Herzmuskels und flhrt zu embryonaler Letalitat. Die induzierbare Deletion
von CAR im adulten Herzen verursacht eine Stérungen der kardialen Reizweiterleitung unter
Beeintrachtigung von Gap Junctions (Asher et al., 2005; Dorner et al., 2005; Lim et al., 2008;
Lisewski et al., 2008; Chen et al., 2006). CAR gehdrt zu der Immunglobulin-Superfamilie
(1gSF) und spielt eine Rolle bei der Zell-Zelladhésion (Cohen et al., 2001; Honda et al., 2000;
Jiang et al., 2004; Excoffon et al., 2010). Uber seinen C-Terminus interagiert CAR mit PDZ-
Doménen diverser Proteine. CAR ist in verschiedenen Gehirnregionen exprimiert und wurde
in Astrozyten und Neuronen nachgewiesen (Honda et al., 2000; Hotta et al., 2003). Jedoch ist

die neuronale Funktion von CAR kaum bekannt.

Ziel dieser Arbeit war die funktionelle Charakterisierung von CAR im zentralen
Nervensystem. Hierflr sollte mittels des Cre/lox-Systems und verschiedener Cre-Mauslinien
gehirnspezifische CAR-KO-Tiere generiert werden. Es sollte die Morphologie der CAR-KO-
Gehirne untersucht werden, da fiir einige Proteine der IgSF eine Beteiligung an der
morphologischen Gehirnentwicklung bekannt war. Mitglieder dieser Familie sind ebenfalls an
der neuronalen Reizweiterleitung beteiligt. Auf Grund dessen und der Erkenntnisse von dem
induzierbaren herzspezifischen CAR-KO-Modell (Lisewski et al., 2008) sollte die synaptische
Signaltransmission in gehirnspezifischen CAR-KO-Tieren uberpruft werden. Subzellulare
Untersuchungen, wie Interaktions-, Lokalisations- und Expressionsstudien, sollten Aufschluss

uber die Funktion von CAR im zentralen Nervensystem geben.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Gerate

Tab. 1: Verwendete Gerate.

Gerat

Hersteller und Typ

Geldokumentation

Syngene, GENE GENIUS

Gelsystem (Mini) fiir Agarosegele

Cosmo Bio Co, Mupid 21

Gelsystem fiir SDS-PAGE

GE-Healthcare, Hoefer Small gel unit

Gelsystem

Renner

Tissue-Processor

TP 1020, Leica

Elektronenmikroskop

Zeiss 910

Inkubator fir Zellkultur

Binder, APT Line CB 150

Konfokales Mikroskop

Leica, TCS SP5/Carl Zeiss, LSM 5 Pascal

Kuhlplatte fur Paraffineinbettung

Leica EG1140C

Homogenisator

IKA®-Werk, Ultra-Turrax T-8

Mikroskop

Olympus BX51TF; Leica CTR6000;
Zeiss Axiovert 200

Mikrotom

Mirom HM3555;
Leica SM2000R Sliding Microtome

Monochromator (Polychrom 1)

TILL photonics

Einbettmaschine fir Paraffinpraparate

Leica, EG 1140 H; Leica TP 1002

PCR-Maschine

MJ Research, PTC-200

PCR-Maschine fur Real time-PCR

Applied Biosystems, 7900HT

Perfusionskammer

RC-20, Warner Instruments

Pipetten

Gilsen/Eppendorf

Spannungsgeréat

Biometra, 105BIO-LVD
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Gerat Hersteller und Typ

Spektrophotometer Amersham, Ultraspec 2100 pro; PeglLab, NanoDrop
ND-1000

Stereomikroskop Leica, MZ75

Thermoschittler Eppendorf, Thermomixer comfort

Tischzentrifuge Heraeus, Biofuge/Eppendorf, centrifuge 5804

Vibratom Leica VT1200

Woasserbad Haake, DC10

Western Blot-Apparatur BioRad, Mini Trans. Blot Cell

Zentrifuge fur 96 Well-Platten Sigma, 4K15, Rotor: 09100

4.1.2 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, falls nicht anders ausgewiesen, von Roth, GE Healthcare und

Sigma bezogen.

Tab. 2: Verwendete Kits.

Kit Hersteller
ABC-Elite Vektor
DNA Ligation Kit Ver.1 TAKARA BIO INC.
EasyPure DNA Purification Kit Biozym
FAST gPCR MasterMix Plus Eurogentec
GeneChip Mouse Exon 1.0 ST Assay Affymetrix
GeneChip WT Sense Target Labeling and Control Affymetrix
Reagents

GeneChip Hybridization, Wash and Stain kit Affymetrix
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit | PEQLAB
Plasmid Maxi Kit Qiagen
RiboMinus Concentration Module Invitrogen
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Kit Hersteller
RiboMinus Transcriptome Isolation Kit (Human/Mouse) Invitrogen
RNase-Free DNase Set Qiagen
RNA UltraSense One-Step Quantitative RT-PCR System Invitrogen
RNeasy Micro Kit Qiagen
RNeasy Mini Kit Qiagen
ThermoScript RT-PCR System for First-Strand Synthesis Invitrogen
System

4.1.3 Farbstoffe

Der Farbstoff FM1-43 stammt von der Firma Invitrogen.

414 Enzyme

Proteinase K fir den Verdau von Mausgewebe wurde von Merck und die Tag-DNA-

Polymerase fur PCR von Invitek bezogen. Fur den Verdau der DNA wurde die DNase | von

Qiagen verwendet. Restriktionsenzyme wurden von MBI Fermentas und New England

Biolabs bezogen.

4.1.5 Antikorper
Die Antikorper wurden wie folgt verwendet:

Tab. 3: Verwendete Priméarantikorper.

Antikorper Spezies | IF WB Hersteller
B-Tubulin m 1:10000 Sigma

[3-Catenin m 1:1000 1:2000 BD

CAR r 1:50 1:2000 Santa Cruz

CAR r 1:1000 AG Prof. Dr. Rathjen
GAPDH m 1:5000 Chemicon
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Antikorper Spezies | IF WB Hersteller
NMDAR1 m 1:140 Synaptic Systems
MAP2 c 1:10000 Abcam

PSD95 m 1:2500 UC Davis
Synaptophysin m 1:2500 Synaptic Systems
Synaptotagmin-2 r 1:2000 Synaptic Systems
Snapin g 1:200 1:1000 Santa Cruz
TRPM1 sh 1:200 1:2500 Zymed

c: chicken; r: rabbit; m: mouse; sh: sheep; g: goat; IF: Immunofluoreszenz; WB: Western Blot

Tab. 4: Verwendete Sekundéarantikorper.

Sekundarantikérper Spezies | IF WB Hersteller
Anti-r-Alexa Fluor 568 g 1:1000 Invitrogen
Anti-m-Alexa-Fluor 647 g 1:1000 Invitrogen
Anti-c-Alexa-Fluor 555 g 1:1000 Invitrogen
Anti-g-1gG-biotinyliert d 1:500 Jackson
Anti-r-1gG-biotinyliert d 1:500 Jackson
Anti-m-1gG-HRP-konjugiert g 1:5000 Calbiochem
Anti-r-lgG-HRP-konjugiert d 1:5000 GE Healthcare
Streptavidin 647 1:500 Invitrogen

d: donkey; c: chicken; r: rabbit; m: mouse; g: goat; IF: Immunofluoreszenz; WB: Western Blot; Jackson: Jackson

ImmunoResearch Laboratories
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4.1.6 Oligonukleotide

Tab. 5: Verwendete Primer zur Genotypisierung.

Primer Sequenz (von 5°¢ zu 3°)

CAR P1f CCATGCACAGGGTGATCTG

CAR P1r TGAGACTAAAAACCAGCAGCTTC
CAR P2f AACCTAGCCATTCAAAAAGAAGG
Cre1200 GTAGTTATTCGGATCATCAGCTACAC
Cre800 GCTGCCACGACCAAGTGACAGCAATG
CamK1 GGTTCTCCGTTT GCACTCAGG A
CamK?2 CCTGTTGTT CAGCTTGCACCAG
CamK3 CTG CAT GCA CGG GAC AGC TCT

r: revers; f: forward

Tab. 6: Verwendete Primer flr quantitative Reverse-Transcriptase-PCR (qRT-PCR).

Primer und Sonden

Sequenz/ Applied Biosystems Katalog Nummer

18S-RNA f

CGCCGCTAGAGGTGAAATTC

18S-RNAr

TGGGCAAATGCTTTCGCTC

18S-RNA-Sonde

6-FAM-TGGACCGGCGCAAGACGGAC-TAMRA

[3-Catenin Mm00483033_m1

CARO1-f AGC TGC ACG GTT CAA AAC AGA

CARO1-r TTC CGG CTC GGT TGG A

CARO01 Sonde 6-FAM-CTCTGACCAGTGTATGCTGCGACTAGACGT-TAMRA
Cx36 MmQ00439121_m1

Cx43 Mm00439105_m1

Cx45 MmQ00433624_m1

GAPDH-154f GGC AAATTC AAC GGC ACAGT

GAPDH-223r AGATGG TGATGG GCTTCCC

25




Material und Methoden

Primer und Sonden Sequenz/ Applied Biosystems Katalog-Nummer
GAPDH-Sonde 6-FAM-AGGCCGAGAATGGGAAGCTTGTCATC-TAMRA
MUPP1-f GCTGGAGGAATAATGGCACTG

MUPP1-r TTCTTCTCGCTCTGGGAGTT

MUPP1-Sonde 6-FAM-TGGAATGTCTCTGCCAGTGTATGA-TAMRA
Sytl Mm00436858_m1

Syt2 Mm00436864_m1

Slcéa7 MmQ01261761_ml

Z0-1 Mm00493699_m1l

r: revers; f: forward

Die Oligonukleotide wurden entweder von der Firma BioTeZ synthetisiert oder von Applied

Biosystems bezogen.

417 Vektoren

Der Vektoren pGemTeasy wurde von Invitrogen und der Vektor pGex4T1 von GE Healthcare
bezogen.

4.2 Methoden

4.2.1 Tierexperimentelle Praxis

Die flr die Experimente bendtigten Mduse stammten aus eigener Zucht. Die Tiere wurden in
IVC-Kafigen (individuell beliiftete K&fige) in der tierexperimentellen Einrichtung des Max-
Delbriick-Centrums Berlin gehalten. Sie erhielten unbegrenzten Zugang zu Wasser und Futter
und hatten ein 12 h Tag/Nacht Rhythmus. Die Versuche wurden geméal der Richtlinien der
européischen Union durchgefiihrt und von der deutschen Tierschutzbehorde genehmigt.

Fur die Generierung gehirnspezifischer CAR-KO-Modelle wurden CARrecf/recf Tiere mit
Tieren verpaart, die heterozygot fir das Cre-Allel (Cre+) und Wildtyp fur das CAR-Allel
(CARwt/wt) waren. Die resultierenden CARrecf/wt Cre+ Tiere wurden mit CARrecf/recf

Mausen verpaart, um CARrecf/recf Tiere zu erhalten in denen die Cre-Rekombinase
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exprimiert wird (CARrecf/recf Cre+). Die Verpaarung von CARrecf/recf Cre+ Mausen mit
CARrecf/recf Méausen ergab Cre+ und Cre- CARrecf/recf Tiere. Je nach Cre-Rekombinase
werden die CARrecf/recf Cre+ Tiere als Nex-CAR-KO (CARrecf/recf Nex+) oder als
CamKlla-CAR-KO (CARrecf/recf CamKllo+) bezeichnet.

4.2.2 Préaparation von Organen

Fur die Praparation des Gehirns wurden abhéngig vom Alter der Tiere die Mause durch
Tiefennarkose (Tiere ab P12) oder durch Abtrennung des Kopfes (Tiere bis P12) getotet. Die
Kopfhaut wurde von kaudal zu kranial entlang der Mittellinie geschnitten und durch seitliches
Aufschneiden der Schadeldecke das Gehirn freigelegt. Bei zwei Tage alten Jungtieren wurde
das Gehirn mittels eines kleinen Loffels entnommen. Das Herz wurde durch seitliche Offnung

des Thorax prapariert.

4.2.3 Nukleinsdureanalytik

Fur die Genotypisierung der Versuchsmause wurde eine Schwanzbiopsie von 1-2 mm Lénge
mit 100 pl Embryolysispuffer und 5 pl Proteinase K (10 pg/ml) UN bei 54°C und 700 rpm in
einem Thermoschdttler inkubiert. Die Proteinase K wurde durch Erhitzen der Proben auf
95°C fiir 5 min inaktiviert. Fur die PCR wurden die in Tab. 5 aufgelisteten Oligonukleotide
und die in Tab. 7, Tab. 8 und Tab. 9 beschriebenen PCR-Programme verwendet.

Fur die Verifizierung der Rekombination im Gehirn und Herzen wurde die DNA aus den
jeweiligen Organen mittels Phenolisierung aufgereinigt. Fir die DNA Isolation mittels Phenol
wurden die Organe tber Nacht in 700 pl Tail-Puffer und 25 ul Proteinase K unter Schitteln
(700 rpm) bei 54°C verdaut. Die Proteinase K wurde durch Inkubation der Proben bei 95°C
fur 5 min inaktiviert. Es folgte die Zugabe von 700 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25/24/1), Invertieren der Proben und 5-minitige Zentrifugation mit 13000 rpm. Die obere
Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal} uberfuhrt und 1,5 ml eiskaltes 99,9%iges Ethanol
zugegeben. Die DNA wurde bei -20°C fur 20 min geféllt und danach 30 min bei 4°C mit
13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet zweimal mit
70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und zum Schluss in 100 ul H,O gel6st. Fur die PCR

wurde 1 pl einer 1:10 Verdinnung eingesetzt.
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Tail-Puffer
2ml 1M Tris pH 8; 1 ml 0,5M EDTA pH 8; 1 ml 20% SDS; 2,34 g NaCl; ad 100 ml dH,0O

Embryolysispuffer
50 mM KCI; 3 mM MgCly; 10 mM Tris pH 8,9; 0,01% Gelatine; 0,4% NP-40;
0,45% Tween-20

Zum Nachweis des gefloxten CAR-Allels (Recf) und des WT-Allels wurde die in Tab. 7
dargestellte PCR durchgefiihrt. Der Nachweis des jeweiligen Cre-Gens erfolgte wie in Tab. 8

und 9 dargestellt.

Tab. 7: PCR-Ansatz und Programm zum Nachweis des Recf- und WT-Allels.

CARrecf/wt End- CARrecf/wt
PCR konzentration PCR-Programm
Gitschier-Puffer (10x) 1x 1. Denaturierung 94°C 1 min
DMSO 10% 3. Annealing 60°C 2 min
dNTP Mix (10 mM) 0,5 mM 4. Elongation 65°C 5 min
CAR P1f (10 uM) 0,2 uM 5. Denaturierung 94°C 30s
CAR P1r (10 uM) 0,2 uM 6. Annealing 60°C 30s
BSA (10 mg/ml) 0,08 mg/mi 7. Elongation 65°C 1 min
Tag-Polymerase (5 U/ul) | 0,025 U/ul 8. Elongation 65°C 10 min
Steriles ddH,O ad 24 ul 9. Ende 4°C o0
Schritt 5- 7: 40x

Gitschier-Puffer (10x)
166 mM (NH4),SOq4; 670 mM Tris, pH 8,8; 67 mM MgCl,; 50 mM B-Mercaptoethanol;
67 mM EDTA
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Tab. 8: PCR-Ansatz und Programm zum Nachweis des Nex-Cre-Gens.

Nex-Cre End- Nex-Cre
PCR-Mix konzentration PCR-Programm
PCR-Puffer (Invitek) 1x 1. Denaturierung 94°C 2 min
MgCl, 1,5mM 2. Denaturierung 94°C 15s
dNTP Mix (10 mM) 0,2 mM 3. Annealing 49°C 155
Primer Cre800/1200-Mix | 0,6 uM 4. Elongation 72°C 45s
Tag-Polymerase 0,04 U/ul 5. Elongation 72°C 8 min
dH,O ad 24l 6. Ende 4°C o0
Schritt 2- 4: 35x
Tab. 9: PCR-Ansatz und Programm zum Nachweis des CamKIla-Cre-Gens.
CamKIlI-Cre-PCR-Mix | End- CamKII-Cre
konzentration PCR-Programm
PCR-Puffer (Invitek) 1x 1. Denaturierung 94°C 2 min
MgCl, 1,5mM 2. Denaturierung 94°C 15s
dNTP Mix (10 mM) 0,2 mM 3. Annealing 63°C 15s
Primer CamK1 0,2 uM 4. Elongation 72°C 45s
Primer CamK2 0,2 uM 5. Elongation 72°C 8 min
Primer CamK3 0,2 uM 6. Ende 4°C 00
Tag-Polymerase 0,04 U/ul Schritt 2- 4: 35x
dH,O ad 24l
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4.2.3.1 RNA-Isolation
4.2.3.1.1 RNA-Isolation aus Gehirngewebe

Das préparierte Gehirn (4.2.2) wurde auf einer gekihlten Petrischale in einzelne Gehirnareale
unterteilt, die separat in flissigem Stickstoff eingefroren wurden. Die RNA Isolation erfolgte
nach dem Protokoll von Peglab.

Das bei -80°C aufbewahrte Gewebe wurde nach Zugabe von Trizol (1 ml pro 50-100 mg
Gewebe) mit Hilfe des Ultra-Turrax dreimal 15 s mit 10 s Pause auf Eis homogenisiert. Die
Proben wurden 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und anschlieBend mit 12000 rpm
10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 0,2 ml Chloroform gemischt, 7 min bei RT
inkubiert und wieder 5 min bei 12000x g zentrifugiert. Die obere RNA-haltige Phase wurde in
ein neues Gefall dberfihrt und mit 0,5 ml Isopropanol fir 10 min auf Eis gefallt. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet zweimal mit 75% Ethanol und 10-minditiger
Zentrifugation mit 12000x g bei 4°C gewaschen. Das Pellet wurde in 89 ul RNase-freiem
Wasser aufgenommen. Um die RNA in Ldsung zu bringen wurde sie 10 min bei 56°C in

einem Thermoschuttler inkubiert.

4.2.3.1.2 RNA-Isolation aus Zellen

Neuronale Zellkulturen (siehe 4.2.6) wurden mit 1 ml Trizol pro 10 cm® Wachstumsflache
vom Boden der Zellkulturschale abgelost und durch mehrfaches Pipettieren mit einer P200-
Pipette mechanisch zerkleinert. Nach 5-minutiger Inkubation bei RT folgte die Fallung mit
0,2 ml Chloroform pro eingesetzten Milliliter Trizol. Die weitere Isolation folgte wie unter
4.2.3.1.1 beschrieben.

4.2.3.2 Nukleinsaurekonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration erfolgte nach Herstellerangabe mittels des
Nanodrop (Nanodrop ND-1000) spektroskopisch bei 260 nm.

4.2.3.3 RNA-Aufreinigung

Die Aufreinigung der RNA erfolgte je nach resultierender RNA-Menge mit dem Qiagen
RNeasy Mini- oder Mikro-Kit (max. 100 pg bzw. max. 45 pug Ausgangs-RNA-Menge) nach
Angaben des Herstellers.
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4.2.3.4 Elektrophorese

4.2.3.4.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse der Genotypisierung wurden die PCR-Produkte mit 1,5%igen Agarosegelen
aufgetrennt. Zur Herstellung des Agarosegels wurde die Agarose mit 0,5x TAE-Puffer
aufgekocht, mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid versetzt und in Geltrdgern gegossen. Nach
Abkuhlung der Agarose wurde der Geltrager in die Elektrophoresekammer (Cosmo Bio Co,
Mupid 21) tdberfuhrt und diese mit 0,5x TAE aufgefullt. Die DNA-Proben wurden mit 3 pl
Orange-G Puffer versetzt. Die Geltaschen wurden mit den Proben beladen. Die
Elektrophorese wurde bei 100 V durchgefuhrt bis der Farbmarker die Mitte des Agarosegels
iiberschritten hatte. Als GroBenstandard diente die GeneRuler™ 50 bp DNA Leiter
(Fermentas). Nach Beendigung der Elektrophorese wurde die DNA unter UV-Licht mit dem
Gel-Imager sichtbar gemacht.

0,5x TAE-Puffer
40 mM Tris; 5 mM Natriumacetat; 1 mM EDTA, pH 8,0

Orange-G Puffer
0,5% Orange G; 50% Glycerol; 25 mM EDTA

4.2.3.4.2 Formamidgelelektrophorese

RNA Proben wurden nach Angaben des RNeasy Kits von Qiagen durch Formamidgel (FA)-
Elektrophorese aufgetrennt. Es wurde dafur ein 1,2%iges FA-Gel verwendet, welches aus
UltraPure™ Agarose, 1x FA-Puffer und 0,5 pg/ml Ethidiumbromid hergestellt wurde. Die
RNA-Proben wurden mit 5x Loading-Puffer (RNeasy-Kit, Qiagen) versetzt und die
Elektrophorese 40 min bei 100 V in der Mupid-ex-Gelkammer (Eurogentec GmbH)
durchgefiihrt. Die RNA wurde mit Hilfe des Gel-Imagers durch UV-Licht sichtbar gemacht.

1x FA-Puffer
20 mM MOPS; 5 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, pH 7,0; 250 mM Formaldehyd
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4.2.3.5 cDNA Synthese

Fur die Durchfiihrung der gRT-PCR wurde RNA in cDNA umgeschrieben. In Abhéngigkeit
der RNA-Ausbeute dienten 1-4 ug RNA als Ausgangsmaterial. Die cDNA Synthese erfolgte

nach Herstellerangaben des Thermoscript First-Strand cDNA Synthese-Kit von Invitrogen.

Es wurde folgendes Pipettierschema verwendet:

dNTP Mix (10 mM) 2 ul
Random Primer (50 ng/pl) 1l
RNA-Template 1-4 ug entsprechend
DEPC-H,0 ad 12 pl

Es erfolgte zunéchst die Denaturierung der RNA bei 65°C fir 5 min und danach wurden

folgende Komponenten fir die cDNA-Synthese hinzugefugt:

cDNA-Synthese-Puffer (5x) 4 ul
DTT (0,1 M) 1l
RNase (40 U/ul) 1l
Thermoscript Rerverse Transkriptase (15 U/ul) 1l
DEPC-H,0 1 pl

4.2.3.6 Genexpressionsanalyse
4.2.3.6.1 Affymetrix

Fur die Analyse des Hippokampus Genexpressionsprofils aus drei 10 Tage alten Gehirnen
von CamKlla-CAR-KO-Tieren und drei Geschwisterkontrolltieren wurden Exon Maus Chips
1.0 ST der Firma Affymetrix verwendet. Die Aufreinigung der Proben erfolgte nach dem
Protokoll der Firma Affymetrix. Die Gesamt-RNA wurde wie unter 4.2.3.1.1 beschrieben aus
Hippokampi isoliert. Fur die Exon-Chip-Analyse wurde 1 pg der Gesamt-RNA verwendet.
Mit Hilfe des RiboMinus Transcriptome Isolation Kit (Human/Mouse) und des RiboMinus
Concentration Module wurde die Menge an rRNA reduziert und somit spateres
Hintergrundsignal verringert. Mittels ,,WT Sense Target Labeling and Control Reagents” Kit

wurde die RNA mit Zufalls-Hexamer Primern mit T7 Promotorsequenz in cDNA
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umgeschrieben. Diese Doppelstrang-cDNA diente als Grundlage fiir die Synthese von cRNA
mittels T7-RNA-Polymerase. Es folgte das Umschreiben der cRNA in Einzelstrang cDNA
durch Zufalls-Hexamer-Primer unter Einbau von dUTPs. Durch eine Kombination von Urazil
DNA Glycosylase (UDG) und apurinischer/ apyrimidinischer Endonuklease (APE 1) wurde
das zuvor eingebaute dUTP erkannt und an dieser Stelle die DNA fragmentiert. DNA
Fragmente wurden durch terminale Deoxynukleotidyl Transferase (TdT) kovalent mit Biotin
markiert. Die Hybridisierung und Waschen der Exon Chips erfolgte durch das ,,GeneChip
Hybridization, Wash and Stain“ Kit. Die Aufreinigung wurde von Beate Golbrich-Hannig und
die Hybridisierung der Chips von der AG Hiibner am MDC durchgefihrt. Die Affymetrix-
Chips wurden im Affymetrix GeneChip Scanner 3000 gelesen. Die Daten wurden von Dr.
Herbert Schulz (AG Hibner) mit der GeneChip Operating Software (Affymetrix) unter
Verwendung der vom Hersteller vorgegebenen Einstellungen ausgewertet. Nach
Qualitatskontrolle wurden die Daten durch log-scale robust multiarray Analyse normalisiert.
Nach Students-T-Test wurde ein parametrischer Varianztest (ANOVA,; F-Test) durchgefihrt,

um globale Expressionsunterschiede zu ermitteln (Stepup P-Wert).

4.2.3.6.2 Quantitative Reverse-Transcriptase-PCR

Fur die guantitative Reverse-Transcriptase-PCR (QRT-PCR) wurde der gqPCR Master Mix
Plus Kit (Eurogentec) verwendet und nach Herstellerangaben verfahren. Fir die gRT-PCR

wurde folgendes Programm verwendet:

1. Annealing 50°C 2min
2. Denaturierung 95°C 10 min
3. Denaturierung 95°C 15s
4. Amplifizierung 60°C 1 min
5. Ende 4°C oo

Schritt 3-4: 50x
Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Sequence Detection System 1.2 von Applied
Biosystems unter Verwendung der AACT-Methode, welche im Handbuch des ABI PRISM
7900 Sequence Detection System beschrieben ist. Die ermittelten CT-Werte wurden auf
18S-RNA oder GAPDH-mRNA normalisiert. Wenn nicht anders angegeben, wurden die
normalisierten Werte zwischen KO und Kontrollen verglichen, wobei die Kontrolle als 100%

gesetzt wurde.
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4.2.4 Proteinchemie
4.2.4.1 Proteinisolation aus Gewebe

Bei -80°C aufbewahrtes Gewebe wurde mit dem Ultra-Turrax in entsprechendem Puffer
zerkleinert. Fir eine native Proteinisolation wurde RIPA- oder DOC-Puffer verwendet. Fur
eine denaturierende Aufreinigung erfolgte der Aufschluss in Harnstoffpuffer. In beiden Fallen
wurden 4 ml Puffer/g Gewebe eingesetzt. Nach der Zerkleinerung wurde das Lysat mittels
Douncer bzw. mittels Ultraschallstab (bei denaturierenden Bedingungen) weiter
aufgeschlossen und anschlieend 20 min bei 4°C und 1000x g zentrifugiert, um Zellkerne und
Zellbruchstucke abzutrennen. Um die Membranfraktion zu erhalten, wurden die nativ in
Homogenisierungspuffer aufgetrennten Lysate zusatzlich 30 min bei 4°C mit 50000 rpm
ultrazentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 2% SDS 30 min bei
RT gel6st und anschlieBend in RIPA- bzw. DOC-Puffer 1:20 verdiunnt. Es folgte die

Proteinbestimmung nach Bradford oder mittels der Amidoschwarz-Methode.

Harnstoffpuffer
8 M Harnstoff; 2 M Thioharnstoff; 3% SDS; 75 mM DTT; 0,05 M Tris-HCI; pH 6,8

Homogenisierungspuffer
140 mM NacCl; 20 mM Tris-HCI; 5 mM EDTA; pH 8

RIPA-Puffer
50 mM Tris pH 8; 150 mM NaCl; 1% IGPAL; 0,1% Na-DOC; 5 mM EDTA; 0,1% SDS; 0,2
mM PMSF; 0,01 mM Leupeptin

DOC-Puffer
50 mM Tris pH9; 50 mM NaF; 5 mM EDTA; 0,2 mM PMSF; 1 ug/ml Pepstatin;
0,01 mM Leupeptin; 1% DOC

4.2.4.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde mit der Amidoschwarz-Methode von Schaffner und
Weissmann (Schaffner and Weissmann, 1973) oder mit Bradfordlésung (Roth) anhand der

Herstellerangaben bestimmt.
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4.2.4.3 SDS-PAGE

Es wurden 50 pg Proteinlysat mit 4x Lammlipuffer versetzt, 5 min bei 95°C inkubiert und auf
SDS-Gele entsprechenden Prozentsatzes aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte mit der
Hoefer Small Gel Unit (GE-Healthcare) ca. 30 min bei 90V und 2 h bei 120 V. Als
Laufpuffer wurde 1x SDS-Gelpuffer verwendet. AnschlieBend wurden die Gele mit
Coomassie Brilliant Blue (GE-Healthcare, nach Anleitung des Herstellers) geféarbt oder auf

eine Membran geblottet.

SDS-Gelpuffer
1% SDS; 0,2 M Glycin; 25 mM Tris-HCI, pH 7,5

4x Lammlipuffer
0,08% Bromphenolblau; 50% Glycerin; 5% R-Mercaptoethanol; 4% SDS

4.2.4.4 Western Blot

Nach der SDS-PAGE wurden die Gele 2 h bei 250 mA auf Hybond-C+-Membranen (GE-
Healthcare) geblottet (Mini Trans Blot Cell, Biorad). Anschlielend wurde die
Transfereffizienz mit einer reversiblen Ponceau-S-Farbung (Sigma) uberprift, indem die
Membran fur 10 s mit der Farbeldsung inkubiert wurde. AnschlieBend wurde die Farbung mit
PBS-Tween entfernt. Unspezifische Bindungsstellen auf der Membran wurden mit 5%iger
Milchpulverldsung in PBS-Tween 1 h bei RT blockiert. AnschlieBend wurde die Membran
UN mit dem primaren Antikorper (AK) in PBS bei 4°C inkubiert und 3x 15 min mit PBS/
PBS-Tween gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem sekundaren HRP- (horseradish
peroxidase) konjugierten AK fir 1 h bei RT. Anschlieend wurde die Membran 2x 15 min
mit PBS und 1x 15 min mit PBS-Tween gewaschen. Losung A und B des Supersignal Kit
(Pierce) wurden im Verhéltnis 1:1 miteinander gemischt und 1 min auf der Membran
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Detektion des Chemilumineszenssignals mit dem
Stella 8300 Detektionssystem (Raytest).

PBS
137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na;HPO4 x 2 H,0; 1,8 mM KH,PO,
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PBS-Tween
PBS + 0,1% Tween

4.2.4.5 Pulldown

Fur Pulldown-Versuche wurden zwei verschiedene Ansatze genutzt. Zum einen wurde das
bakteriell exprimierte GST-CARtail-Fusionsprotein und zum anderen das synthetisch
hergestellte cxadr-A-Peptid (CAR-Peptid) verwendet (Eurogentec).

4.2.45.1 Aufschluss und Aufreinigung der GST-Fusionsproteine

Fur die Gewinnung des GST-CARtail Fusionsproteins wurde von Dr. Yu Shi die
zytoplasmatische Domane (CARtail) von CAR in den GST-Fusionsvektor pGex4T1 (GE-
Healthcare) kloniert und anschlieRend in E. coli BL21 transformiert. Firr die Uberexpression
des Fusionsproteins und der Kontrollen (SorcS3-GST Fusionsprotein, bereitgestellt von Dr.
Breiderhoff, AG Willnow und GST) wurden 200 ml LB mit 200 pL Ampicilin (10 mg/ml),
150 pl Chloramphenicol (34 mg/ml) und 10 ml GlukoselGsung (36%) mit einer 2 ml UN-
Kultur auf ODgy= 0,05 angeimpft und bei 37°C bis ODggo= 0,3 geschiittelt. Anschlielend
wurden 2 ml der Kultur als Kontrolle vor der Induktion entnommen, abzentrifugiert und das
resultierende Pellet bei -20°C gelagert. Durch Zugabe von 100 pul 1 M IPTG zur Kultur wurde
die Expression der Fusionsproteine induziert. Anschlielend wurde die Kultur fir weitere 4 h
bei 16°C geschuttelt und bei 4°C und 7700x g fur 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in
10 ml PBS resuspendiert und mit Ultraschall bei 70% power and pulse 2x fir 45 s
aufgeschlossen. Nach Zugabe von 0,5 ml 20%igem Triton X-100 (Endkonzentration 1%)
wurde das Lysat mit 0,001 M PMSF fir 1 h auf Eis geschittelt und dann bei 10000x g und
4°C fiir 20 min zentrifugiert. Das Pellet wurde bei -20°C gelagert und der Uberstand fiir den
Pulldown weiterverwendet. Fir die Aufreinigung des GST-CARtail-Fusionsproteins und der
Kontrollen wurden 50 pl Glutathion Sepharose 4b Beads (GE-Healthcare) in ein
Eppendorfgefa gegeben und 3x mit 200 pl PBS gewaschen. Die Zentrifugation erfolgte
jeweils bei 500x g und 4°C fiir 3 min. Vom aufgeschlossenen Uberstand wurde 1 ml auf das
gewaschene Tragermaterial (Beads) gegeben und UN bei 4°C oder 2 h bei RT rotiert. Der
Uberstand wurde aufgehoben und die Beads mit 0,1% Triton enthaltendem PBS 3x
gewaschen. Um die Expression und Aufreinigung der Fusionsproteine zu uberprifen, wurde

die entnommene 2 ml Probe vor der IPTG-Induktion wie die Hauptkultur mit Triton
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enthaltendem PBS aufgeschlossen. Das Pellet der Hauptkultur wurde durch Inkubation mit
1%iger SDS Losung fur 5 min bei 95°C gel6st. Beide Ansédtze sowie eine Probe des
aufgeschlossenen Uberstandes vor und nach der Bindung an die Sepharosebeads wurden mit
4x Lammlipuffer (4.2.4.3) versetzt, 5 min bei 95°C inkubiert und auf ein 12%iges SDS-Gel

aufgetragen.

4.2.45.2 Kopplung von Peptid an Tragermaterial

Das von Eurogentec synthetisierte cxadr-A-Peptid mit der Sequenz H2N-CPV MIP AQS
KDG SIV-COOH, welches der C-terminalen zytoplasmatischen Sequenz der CAR-Isoform A
entspricht, wurde mittels des N-terminal eingefiigten Cysteins an SulfoLink Beads (Pierce,
Cat.20401) gekoppelt. Hierfur wurden 800 pl der Beads bei RT in eine Séule (Bio-RAD Poly
Prep column, Cat.731-1550) gefullt. Es wurde 1 mg des Peptids in 200 pl Bidest-Wasser
gelost und 50 pl 5x Kopplungspuffer hinzugefugt. Die Sdule wurde durch 6x 1 ml
Kopplungspuffer aquilibriert. Anschliefend wurde das geldste Peptid zur Sdule gegeben und
2 h bei RT inkubiert. Der erste Durchlauf wurde aufgefangen und die Séaule dreimal mit 1 ml
Kopplungspuffer gewaschen. Es folgte die Blockierung mit 1 ml Block-Puffer mittels 15 min
Mischen und 30 min Inkubation bei RT. Danach wurde die Sdule zweimal mit 1 M NaCl
gewaschen. Zur Aufbewahrung wurden die Beads ad 800 pl mit 1 M NaCl aufgefillt und
ad 10 mM Natriumazid zugegeben, um bakterielle Kontamination zu vermeiden. Zur
Abschatzung der Bindungseffizienz wurde die optische Dichte bei 280 nm der Peptidldsung

vor Zugabe zur Séule mit der des Durchlaufs verglichen.

5x Kopplungspuffer
250 mM Tris-HCI; 25 mM EDTA, pH 8.6

Block-Puffer
50 mM Cystein in 1x Kopplungspuffer; (43,7 mg Cystein in 5 ml Kopplungspuffer)

4.2.45.3 Pulldown-Analyse

Fur den Pulldown wurden 50 pl der 50%igen Séaulenlésung (mit CARtail-GST-
Fusionsprotein, GST, SorcS3-GST, CAR-Peptid oder CASK-Peptid) in ein 1,5 ml
Eppendorfgefal Gberfihrt, mit entsprechendem Puffer (RIPA oder DOC) gewaschen und
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dann mit 1-5 mg nativen Proteinlysat (4.2.4.1) UN bei 4°C rotierend oder 2 h bei RT unter
Schitteln inkubiert. Der erste Durchlauf nach der Inkubation und der erste Durchlauf nach
Zugabe des Waschpuffers wurden aufgefangen. Die inkubierten Beads wurden insgesamt
viermal mit entsprechenden Puffern (RIPA oder DOC) gewaschen. AnschlieRend wurden die
Proteine durch Inkubation mit Lammlipuffer bei 95°C fir 5 min von den Beads getrennt und
mittels SDS-PAGE separiert. Als Kontrollen dienten zum einen die entsprechenden Beads,
das Sorcs3-GST Fusionsprotein und das CASK-Peptid (bereitgestellt von AG Poy,
synthetisiert von Eurogentec). Das Gel wurde anschlieBend mit Coomassie Brilliant Blue
gefarbt und spezifische Bande ausgeschnitten und mittels Massenspektrometrie von der

MDC-Core Facility analysiert.

4.2.5 Histologie
4.2.5.1 Einbetten von Gewebe in Paraffin

Préapariertes Gehirn (4.2.2) wurde Uber Nacht in 4% Formaldehyd-PBS-Ldsung (FA-LAsung)
bei 4°C unter Schitteln fixiert. Es folgte das Wéssern des Gehirns flir mindestens 1 h. Zur
Dehydrierung und Einbettung der Organe in flissigem Paraffin wurde das Gerét Leica TP
1002 benutzt.

Es wurde folgendes Programm verwendet:

1x 1h 70% Ethanol
1x 1h 90 % Ethanol
2x 1h 96 % Ethanol
3x 1h 99% Ethanol
3x 1h Rotihistol

2x 1h Paraffin

Am Folgetag wurde das Gehirn entsprechend der gewinschten Schneideorientierung in
Paraffin eingebettet und durch Abkihlen erhédrten gelassen. Die Paraffinblocke wurden
mindestens 24 h bei RT gelagert und dann 10 um dicke Schnitte mittels Mikrotom (HM3555,
Leica) angefertigt.
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4.2.5.2 Nissl-Farbung von Paraffinschnitten

Paraffinschnitte wurden 1 h bei 60°C inkubiert, um das Paraffin abzuschmelzen und dann wie

folgt rehydriert:

2x 4 min Xylol

2x 4 min 99% Ethanol
2X 4 min 96% Ethanol
1x 4 min 80% Ethanol
1x 4 min 70% Ethanol
1x 4 min 50% Ethanol

Bis zur Farbung wurden die Paraffinschnitte in dH,O aufbewahrt. Die Nissl-Farbeldsung
wurde aus einer 1%igen Thionin-Stammldsung (in Wasser) durch 1:40 Verdinnung in 0,1 M
Acetatlosung pH 3,8 hergestellt (Endkonzentration 0,00025% Thionin). Die Acetatlésung
wiederum wurde durch Mischung von 24 ml 0,1 M Natriumacetatlésung mit 176 ml 0,1 M
Essigsdure hergestellt. Die Farbung erfolgte 30 min in der Nissl-Féarbeldsung.
Hintergrundfarbung wurde anschliefend durch 2x 1 min Inkubation in 96% Ethanol
ausgewaschen. Zum Einbetten wurden die Schnitte 2x 1 min in 99%igem Ethanol und
anschlieBend 5 min in Rotihistol getaucht. Zuletzt wurden Tropfen von Rotihistokit auf die

Schnitte gegeben und mit Objektglasern unter Vermeidung von Luftblasen eingedeckelt.

4.2.5.3 Anfertigung von Kryoschnitten (Floating-Schnitte)

Gehirne wurden UN mit 4% FA-Losung bei 4°C fixiert. Nach mehrfachem Waschen mit PBS
und 3 h Inkubation in 15% Saccharose/PBS bei 4°C, wurden die Gehirne in 30%
Saccharose/PBS bei 4°C bis zur Verwendung, aber mindestens UN aufbewahrt. Zum
Schneiden wurden die Gehirne entsprechend der Schnittrichtung auf Trockeneis mit O.C.T.-
Gefrierlosung (Firma Vogel) auf die Probenplatte des Mikrotoms (Leica SM2000R) gefroren
und in 40 um dicke Schnitte geschnitten. Die sogenannten Floating-Schnitte wurden mit
einem feinen Pinsel vom Messer abgenommen und in CPS-Puffer in einem 96-well Platte bei
4°C aufbewahrt.

CPS (Cryoprotectant Solution)
250 ml Glycerol; 250 ml Ethylenglycol; 500 ml 0,1M Natriumphosphat-Puffer; ad 1 | H,O
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4.2.5.4 Schwarzgold-Farbung von Kryoschnitten

Die 40 pum dicken Kryoschnitte wurden mit Hilfe eines Siebes 2x in PBS gewaschen und
anschlieBend in 2 ml 0,2%iger Schwarzgoldldsung in einer 6-well Platte ca. 30 min bei 60°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch zweimaliges Waschen mit dH,O gestoppt. Die Schnitte
wurden UN in PBS gelagert und dann auf Objekttrager gezogen. Nach dem Trocknen wurden

sie 10x in Rotihistol getaucht und mit Rotihistokit eingedeckelt.

4.2.5.5 Immunohistofarbung von Kryoschnitten

Fur die Farbung wurden mehrere Schnitte mittels Pinsel in eine Vertiefung einer 24-well
Platte Gberfuhrt, in der sich ein feines Sieb und PBS befand. Die Schnitte wurden 3x mit PBS
gewaschen, wobei sie mit Hilfe des Siebs von einer Vertiefung zur ndchsten uberfiihrt
wurden. Dieses Sieb ermdglichte eine schonendere und gleichmaRigere Behandlung der
Schnitte, im Vergleich zum Pinsel. Es folgte eine Permeabilisierung mit 0,3% Triton X-100 in
PBS fir 30 min und anschlieBend mehrfaches Waschen mit PBS. Blockiert wurde mit
Blockldsung, 1 h bei RT. Der 1. AK wurde in PBS verdiinnt und UN bei 4°C unter leichtem
Schitteln inkubiert. Nach Waschen mit PBS-Tween wurden endogene Peroxidasen durch
3% H,0, in PBS, 15 min weitestgehend inaktiviert. Nach 3x Waschen mit PBS folgte die
Inkubation mit dem 2. AK (Biotin-konjugiert) fur 2 h bei RT unter leichtem Schdtteln. Die
Schnitte wurden anschlieBend 3x mit PBS gewaschen und dann 30 min mit dem nach
Herstellerangaben vorbereiteten ABC-Kit (Pierce) inkubiert, 2x mit PBS gewaschen und dann
mit DAB entwickelt. Die Schnitte wurden auf Objekttrager gezogen und nach dem Trocknen

mit Wasser gespult, dann 10x in Rotihistol getaucht und mittels Rotihistokit eingedeckelt.

Blocklosung
2% BSA, 2% Eselserum in PBS

4.2.6 Neuronale Zellkultur Experimente

4.2.6.1 Isolation von Neuronen
Hippokampale Neuronen wurden nach einem modifizierten Protokoll basierend auf Bekkers

und Stevens isoliert (Bekkers and Stevens, 1991).
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Zur Vorbereitung wurden 14 mm Deckgléser 24 h mit 1 M HCL unter Schitteln inkubiert,
anschlieBend 8x mit dH,O und 2x mit 70%igem Ethanol gespilt und dann in 99%igen
Alkohol gelagert. Die Deckglaschen wurden vor der Préparation nach kurzem Abflammen in
24-well Platten gelegt und mit einem Gemisch von 600 pl 17 mM Essigséaure, 200 pl Poly-
(D)-Lysin und 200 pl Collagen beschichtet. Die Enzymlésung wurde 15 min mit CO, begast,
steril filtriert und nach Zugabe von 25 U Papain/ml Enzymlésung 1 h bei 37°C, 900 rpm
inkubiert. Das Gehirn der Jungtiere (4.2.2) wurde in gekuhltes HBSS-Medium (Invitrogen)
gelegt. Die Hippokampi wurden prapariert und in die vorinkubierte Papain-haltige
Enzyml6sung gegeben und fur 1 h bei 37°C mit 900 rpm im Thermoschittler verdaut.
Maximal sechs Hippokampi Paare wurden im Abstand von 5 min préapariert. Nach 1 h wurde
die Enzymldsung gegen 800 ul Stoppldsung ausgetauscht und weitere 5 min bei 37°C und
900 rpm inkubiert. Anschlielend wurde die Stopplosung entfernt und 300 pl
Dissoziationsldsung zugegeben und mit einer P200-Pipette das Gewebe mechanisch
zerkleinert. Die ersten 200 ul wurden in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt und erneut
200 ul Dissoziationslésung zu der restlichen Losung gegeben, wieder mechanisch zerkleinert
und mit der vorherig abgenommenen Dissoziationsldsung vereinigt. Die dissoziierten
Hippokampi wurden 10 min bei 100x g in einer Schwingrotorzentrifuge zentrifugiert, das
Dissoziationsmedium abgenommen und gegen 2 ml Neuronenmedium ausgetauscht. Das
zellhaltige Neuronenmedium eines Hippokampipaares wurde gleichméaRig auf 6 wells einer
24-well Platte verteilt bzw. 0,4 ml in 2 wells einer 24-well Platte und der Rest in eine
beschichtete 3,5 cm Petrischale. Nach vier Tagen wurde das Medium zur Halfte entfernt und
gegen frisches Neuronenmedium ausgetauscht, welches 3 ug FUDR pro Milliliter Medium
enthielt. FUDR ist ein Mitosehemmer, der die Zellteilung vorhandener Astrozyten und
Oligodendrozyten verhindert. Das Neuronenmedium wurde aller vier Tage jeweils zur Halfte
des Volumens gewechselt.

Enzymldsung
2 mg Cystein; 50 ml DMEM (Invitrogen); 1mM CaCl,; 0,5mM EDTA

Dissoziationslésung
47 ml DMEM; 5% FCS; 0,5 ml Penicillin/Streptomyozin (=100U/ml Pen; 0,1 mg/ml Strep)

Stopplésung
75 mg Albumin; 75 mg Trypsin Inhibitor; 30 ml Dissoziationslésung
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Neuronenmedium
49 ml Neurobasal A (Invitrogen); 1 ml B27 (Invitrogen); 0,5 ml Glutamax (Invitrogen);
0,5 ml Pen/Strep

FUDR-LOsung
25 mg 5-fluoro-2°‘-desoxyuridin (Sigma); 62,5 mg Uridin (Sigma); 12,5 ml DMEM

4.2.6.2 Immunfluoreszenzfarbung von Zellen

Fur die Farbung wurden auf Objektglasern gewachsene Zellen (4.2.6.1) 15 min mit 4% FA-
Losung fixiert und anschlieRend 3x mit PBS gewaschen. Es folgte der Transfer der
Deckgléser in eine Feuchtkammer, die Permeabilisierung der Zellen mittels 0.3% Triton
X-100 in PBS fur 15 min, 3x Waschen mit PBS und anschlieend die Blockierung mit
Blocklésung (4.2.5.5) fur 1 h. Die Zellen wurden UN bei 4°C mit entsprechend in PBS
verdiunnten 1. AK (Tab. 3) inkubiert. Am néchsten Tag wurden die Zellen 3x mit PBS, 1x
PBS-Tween und 2x PBS gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem fluoreszenzgekoppelte
2. AK (fluorophorkonjugierten) fiir 2 h bei RT. AnschlieRend wurden die Zellen 3x mit PBS,
1x PBS-Tween, 2x PBS und 2x mit dH,O gewaschen. Die Zellen wurden mittels
Fluorescence Mounting Medium (Dako) eingedeckelt. Die Farbungen wurden am
Konfokalmikroskop Leica SP5 und der Software Leica LAS AF ausgewertet.

4.2.6.3 Sholl-Analyse

Die Zellen wurden wie unter 4.2.6.2 beschrieben mit einem anti-MAP2 AK und einem
sekundaren fluorophorkonjugierten AK gefarbt und mit einem 20er Objektiv eines nicht-
konfokalen Leica CTR6000 Mikroskop untersucht. Die Ausmessung der Dendriten erfolgte
mittels CorelDraw-Software durch Zeichnung konzentrischer Kreise mit definiertem Radius
um das Soma der Zelle. Es wurde die Anzahl der Kreuzungspunkte von Dendriten mit dem
jeweiligen Ring bestimmt.

4.2.6.4 Exozytose-Versuch

Hippokampale Neuronen wurden wie in 4.2.6.1 beschrieben isoliert und auf Objektgléaser
ausgesat. Nach 13 Tagen in Kultur erfolgte der Exozytose-Versuch. Ein Objektglas mit
Neuronen wurde in eine Perfusionskammer (RC-20, Warner Instruments) in das Zeiss-
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Stereomikroskop (Zeiss Axiovert 200) eingespannt und zuerst mit 2 ml Imaging Puffer (mit
10 uM CNQX, Sigma) gewaschen und anschlieffen in diesem Puffer 5 min inkubiert. Die
Zugabe von 10 puM CNQX (6-cyano-7-nitroguinoxaline-2,3-dione) diente der Inhibierung von
ricklaufigen Signalen durch Blockierung der AMPA/NMDA-Rezeptoren. Durch eine 5-
mindtige Inkubation in Hoch-KCI Puffer (mit 10 uM CNQX) mit 10 uM FM1-43 (Invitrogen)
wurde die Zellmembran der Neuronen depolarisiert, Aktionspotentiale und somit Exozytose
ausgelost. Der Farbstoff lagerte sich an die nun exponierten Membranen an und wurde tber
natlrlich folgende Endozytose in Vesikel aufgenommen. Zur Erholung der Zellen und zur
vollstandigen Féarbung der Vesikel wurde das KCI durch waschen mit 2 ml Imaging Puffer
entfernt und anschlieBend 10 min in Imaging Puffer mit 10 uM FM1-43 inkubiert. Um
uberschussigen Farbstoff gut zu entfernen, aber eine Entladung der Vesikel zu verhindern
wurde ein Imaging-Puffer ohne CaCl, zum Waschen verwendet. Das Waschen erfolgte im
Wechsel zwischen 3 ml Waschen, 2 min Inkubation, 3 ml Waschen und 5 min Inkubation.
Um wieder extrazellular CaCl, im System zu haben, wurden die Zellen noch einmal mit 4 ml
Imaging Puffer gespult. Dies war erforderlich, da ansonsten keine Exozytose stattgefunden
hatte. Die Anregung des Farbstoffes erfolgte durch einen Polychrom Il Monochromator
(TILL photonics) mit 480 nm und einer Detektion mittels Breitbandfilter. Jede Sekunde
wurde eine Aufnahme gemacht und nach 20 s Hoch-KCI-Puffer mit 1 ml/min zugefihrt, der
kontinuierlich abgesaugt wurde. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software TilLLvislon
v3.4. Nur sich entladende Synapsen wurden in der Analyse beriicksichtigt. Es wurde ein ROI
(Region of Interest) um ein Vesikel gelegt und die durchschnittliche Fluoreszenzintensitat
nach Abzug des Hintergrundsignals ermittelt. Unter Verwendung von GraphPad Prison
erfolgte die nichtlineare Regression ,,Plateau mit einphasigem Abstieg®, die Berechnung der
Halbwertszeit t1/2 und die statistische Analyse (ungepaarter T-Test) drei unabh&ngiger
Zellpraparationen.

Imaging-Puffer
145 mM Na Cl; 5 mM KCI; 1 mM MgCl,; 1 mM CaCl,; 10 mM Glukose; 10 mM HEPES;
pH 7,4

Hoch-KCI Puffer
55 mM NacCl; 90 mM KCI; 1 mM MgCl,; 1 mM CaCl,; 10 mM Glukose; 10 mM HEPES;
pH 7,4
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4.2.6.5 Elektronenmikroskopie an Hippokampalen Neuronen

Hippokampale Neurone wurden isoliert wie unter 4.2.6.1. beschrieben. Ein Teil der
Nervenzellen wurden auf Lumox 35 mm Petrischalen (Greiner) ausgesat. Nach zwei Wochen
in Kultur wurden die Zellen in 3% Formaldehyd, 2,5% Glutharaldehyd in 0,1 M
Cacodylatpuffer fur 4 h in den Schalen fixiert. Die Eponeinbettung erfolgte in den
Petrischalen und wurde von der Technischen Assistenten Frau Marianne Vannauer
durchgefiihrt. Nach dem Waschen der Zellen mit Cacodylatpuffer wurden die Zellen mit 1%
Osmiumtetroxid, pH 7,5 fiir 2h bei Raumtemperatur behandelt, zweimal mit Cacodylatpuffer

gewaschen und dann durch eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert.

15 min 30% EtOH, 4°C

2x30 min 50% EtOH, 4°C
70% EtOH, 4°C, UN

30 min 70% EtOH, 4°C

2x 30 min 90% EtOH, 4°C

2x 30 min 100% EtOH, 4°C

Die Einbettung in Epon ging wie folgt:

2x 30 min Propylenoxid, RT

2x 30 min Propylenoxid/ Epon 1:1, RT
2x 30 min Propylenoxid/ Epon 1:2, RT
1x3h Epon, RT

1x Epon, RT, UN

Das Epon wurde noch einmal gewechselt und dann fur 2-3 Tage bei 60°C ausgehdrtet.
AnschlieBend wurden kleine Stiicke aus der Petrischale ausgeschnitten und in Férmchen auf
zahem Epon aufgesetzt und noch einmal miteinander ausgehértet. Dies ermdglichte eine
bessere Schneidbarkeit der Zellen. Schnitte wurden von Frau Vannauer in 70 nm Dicke
angefertigt und mit Uranylazetat und Bleizitrat kontrastiert. Die Schnitte von drei Tieren aus
zwei unabhéngigen Praparationen wurden am Zeiss 910 Elektronenmikroskop untersucht und
Bilder mittels CCD Kamera (Proscan) aufgenommen. Die Auswertung der Bilder erfolgte mit

der iITEM Software (Olympus Soft Imaging Solutions, Miinster, Germany).

44



Material und Methoden

4.2.7 Elektrophysiologie an Gehirnschnitten

Die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe
Prof. Schmitz, an der Charité, Berlin von Dr. Ulrike Pannasch durchgefiihrt und ausgewertet.
Hippokampale Gehirnschnitte von drei Monate alten M&usen wurden wie in Schmitz et al.,
2003 beschrieben, angefertigt (Schmitz et al., 2003). Das Gehirn wurde aus
isofloflurananésthesierten M&usen entnommen und Gewebebldcke mit Subikularbereich und
Hippokampus in die Kammer des Vibratoms (Leica VT1200) mit eiskalten artifiziellen
Zerebrospinalflissigkeit (ACSF) platziert. Transverse Schnitte von 400 pum wurden fir
30 min bei 35°C aufbewahrt. Die Schnitte wurden dann auf Raumtemperatur aquilibriert und
in ACSF-A Ldésung Uberfuhrt. Nach 1-7 h Lagerung der Schnitte in ACSF-A wurden die
Schnitte in die Aufnahmekammer Gberftihrt und dort mit 3-4 ml/min ACSF-A bei 34°C
durchstromt. Extrazellulare Feld- und Ganzzell-Patch-Clamp Aufnahmen wurden durch
Stimulierung der Schaffer-Kollateralen in der CA1-Region im Stratum radiatum mit ACSF-A
gefiillter Glaspipette unter Verwendung des Stimulus Isolators gemessen (ISO-flex, A.M.P.1).
Stimulierungsartefakte wurden gegen Pra-Stimulus-Werte abgeglichen.  Verlangerte
wiederholende Stimulierung bei 10 Hz wurden fir 60 s in Gegenwart von 50 uM APV ((2R)-
amino-5-phosphonovalersaure) durchgefiihrt. LTP wurde durch tetanische Stimulierung der
Schaffer-Kollateralen (2 Folgen von 100 Hz fur 1 s, 20 s Abstand) induziert. Die Messdaten
wurden mittels Axopatch 700B Amplifizierer erhalten (Molecular Devices), digitalisiert bei
5kHz, gefiltert bei 2 kHz, gespeichert und mit IGOR Pro 4 Software (Wavemetrics)
analysiert.

ACSF
87 mM NaCl; 75 mM Saccharose; 26 mM NaHCOs3; 2,5 mM KCI; 1,25 mM NaH»PO4; 0,5
mM CaCly; 7mM MgSOg; 25 mM Glukose; Geséttigt mit 95% O, 5% CO,, pH 7,4

ACSF-A
119 mM NaCl; 26 mM NaHCO3; 10 mM Glukose; 2,5 mM KCI; 2,5 mM CaCl;;
1,3 mM MgCl; 1 mM NaH,PO,; Geséttigt mit 95% O,, 5% CO,, pH 7,4

4.2.8 Verhaltensanalysen

Fur die Verhaltenstests wurden Tiere verwendet, die sechs Generationen auf C57/BI6 zurlick
gekreuzt waren. Die Tiere wurden zwei Tage vor der Versuchsdurchfiihrung in den
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Nebenraum des Versuchslabors gebracht, um den Versuch nicht durch Transportstress zu
beeinflussen. Die Mé&use wurden geordnet nach ihrer Ohrnummer und nicht nach Genotyp
dem Verhaltenstest unterzogen.

4.2.8.1 Context-Fear-Conditioning

Fir diesen Versuch bendtigte man eine Testbox mit einem Gitterboden zur Stromapplikation
von 0,7 mA, ein Lautsprecher 60 dB, eine Kamera sowie einen Computer und
Versuchssoftware (Med Associates) zur zeitlichen Koordinierung des Versuchs. Der Versuch
wurde nach Angaben von Wehner und Radcliffe durchgefihrt (Wehner and Radcliffe, 2004).
Am ersten Tag wurde die Maus unter eingeschaltetem WeiR3- und Infrarotlicht in die Testbox
gesetzt und die Videoaufzeichnung begonnen. Nach 2 min erfolgte ein Ton von 60 dB,
10 kHz. Nach 13 s wurde zusatzlich fiir weitere 2 s Uber die Ful3platte ein Strom von 0,7 mA
appliziert. Nach einer Ruhezeit von 2 min wiederholte sich die beschriebene Ton- und
Stromapplikation (Konditionierung). Die Maus wurde nach der 2. Stromgabe fur 30 s in der
Testbox belassen und dann in den Zuchtkafig Uberfuhrt. Am zweiten Tag wurde die Maus
zuerst unter den gleichen Lichtbedingungen wie am Vortag fiir 3 min in die Testbox gesetzt
(Kontext). Die Testbox wurde nach gutem Ausliften mit einer weiffen Schaumgummiwand
ausgekleidet und das FuRgitter mit einer weillen Plastik abgedeckt, um die Optik zu
veréndern. Des Weiteren wurde ein Duftstoff (Mé&nnerdeodorant) neben die Testbox gestellt
und das Weilllicht ausgeschaltet. Die Maus wurde in die Box gesetzt und ihr Verhalten fiir 3
min vor dem Ertonen des gleichen Tons, wie am Vortag (pra Ton), als auch 3 min wéhrend
des Ertonens des Tons beobachtet (Ton). Die Auswertung des Versuches erfolgte mit Hilfe
der Med-Software (Med Associates). Die Software errechnete anhand der Videoaufzeichnung
den prozentualen Anteil, in der die Maus sich nicht bewegte (freezing). Mit Hilfe des
GraphPad Prison Programms wurden diese Werte statistisch mit TwoWayANOVA

ausgewertet.

4.2.8.2 Open-Field

Die Madause wurden einzeln fir 3 min in einen normalen K&fig mit Streu und einem
Gitterdeckel mit Zugang zu Futter und Trinken gesetzt. Der Kafig befand sich in einem
Rahmen mit an entsprechend gegeniiberliegenden Seiten angebrachten Lichtschrankensendern

und-empféngern. Die Lichtschranken waren in Xx-y-Orientierung ausgerichtet. Um ein
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Verlassen der Maus aus der x-y-Orientierung durch Klettern am Deckergitter zu verhindern,
wurde der gréite Bereich des Deckelgitters (auf3er Futter und Trinkflaschenbereich) mit einer
durchsichtigen Plastikfolie abgespannt. Mit Hilfe der ActiMot-Software wurde die Bewegung
der Mduse (anhand der durchbrochenen Lichtschranken) detektiert und ausgewertet. Eine

statistische Analyse erfolgte mittels GraphPad Prison als ungepaarter T-Test.

4.2.8.3 Barnes-Labyrinth

Die Versuchsdurchfiihrung orientierte sich an Sunya et al. (Sunyer, 2007).

Das Labyrinth bestand aus einer wei3en runden Platte mit 20 Lochern entlang des Randes.
Unter einem der Locher war eine dunkle Box installiert. Um das Labyrinth befanden sich
mehrere Markierungen (Kreise, Dreiecke), um der Maus die rdumliche Orientierung zu
ermoglichen. Ziel des Versuches war zu ermitteln, ob und wie gut die Maus sich erinnert,
unter welchem Loch der Riickzugsort (Box) lag. Ausgenutzt wurde bei diesem Versuch, dass
Méuse einen dunklen, nicht exponierten Ort bevorzugen, also die Box anstatt der hellen
Platte. Zu Beginn des ersten Tages wurde den Mausen die Rickzugsbox gezeigt. Hierfur
wurde die Maus in eine runde Startbox in der Mitte des Labyrinths gesetzt. Nach 10 s wurde
diese entfernt. Leichte Vibration der Platte motivierte die Maus zum Laufen. Sie wurde
behutsam zu dem Loch mit der Riickzugsbox gelenkt. Sobald die Maus in der Box war, wurde
die Vibration gestoppt und die Maus fir 2 min dort belassen. Nach der Gewohnung aller
Méuse folgte die Lernphase. Fur diese wurde die Maus in die Startbox gesetzt, nach 10 s die
Box entfernt und die Vibration der Platte aktiviert. Die Maus erkundete fir maximal 3 min
das Labyrinth. Falls sie das Loch mit der Riickzugsbox nicht innerhalb der 3 min gefunden
hatte, wurde sie wiederum behutsam zu dieser gefuhrt und dann fiir 1 min in der Box belassen
und die Vibration ausgeschaltet. Diese Ubung wurde insgesamt viermal pro Tag fiir vier Tage
durchgefiihrt mit einem Intervall von mindestens 15 min zwischen den Tests. Nach jedem
Test wurde die Platte und die Box gesdaubert und nach jedem Durchgang das Labyrinth
gedreht, um Beeinflussung durch Duftspuren zu verhindern. Am 5. Tag wurde der oben
beschriebene Versuch wiederholt, wobei diesmal die Maus 90 s auf der Plattform blieb und
die Riuckzugbox verschlossen war. Ziel war zu ermitteln, wie oft die Maus die Riickzugsbox
am richtigen Loch sucht und wie lange sie braucht, um dieses zu finden. Um die
Langzeiterinnerungsféhigkeit zu testen, wurde dieser Test 5 Tage spater, ohne weiteres
Training, wiederholt. Die Aufzeichnung der Versuche erfolgte mittels Deckenkamera und

wurde manuell ausgewertet.
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429 Statistik

Fur die Auswertung wurde die GraphPad Prism 5.0-Software (GraphPad Software Inc.)
verwendet. Die Messwerte wurden gemittelt und als Mittelwert mit Standartabweichung
(S.E.M.) dargestellt. Der Vergleich von zwei Gruppen erfolgte mittels Student T-Test und der
Vergleich von mehr als zwei Gruppen mittels one-way ANOVA. Um den Einfluss zweier
Parameter zu vergleichen wurde der two-way ANOVA Test durchgefuhrt. P-Werte mit * P <
0,05; ** P <0,01; *** P <0.001 wurden als signifikant betrachtet.
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5 Ergebnisse
5.1 Generierung gehirnspezifischer CAR-Knockout-Modelle

Um die neuronale Funktion des Coxsackievirus- und Adenovirusrezeptors zu untersuchen,
wurden von uns konditionelle gehirnspezifische CAR-KO-Modelle generiert. Dies war
erforderlich um die embryonale Letalitdt des konventionellen CAR-Knockouts (KO) zu
umgehen. In der Arbeitsgruppe bereits vorhandene CARrecf/recf Tiere (Lisewski et al., 2008;
Shi et al., 2009) wurden mit Cre-Rekombinase (Cre) -exprimierenden Mdusen verpaart. Die
genetisch modifizierten CARrecf/recf Tiere sind homozygot fur das gefloxte Allel (Recf,
Abb. 7). In diesem Recf-Allel ist das erste Exon des CAR-Gens, welches das Start-ATG fur
die Transkription enthélt, mit loxP-Sequenzen flankiert. Die Expression der Cre unter
Kontrolle des Nex-Promotors (Goebbels et al., 2006) bzw. des CamKlla-Promotors
(Casanova et al., 2001) fuhrt in CARrecf/recf Tieren zur Deletion des 1. Exons beider Allele
durch Rekombination der loxP-Sequenzen. Die CAR-KO-Tiere (Nex-CAR-KO und
CamKlla-CAR-KO) sind lebensfahig und fertil. Sie weisen keine offensichtlichen

Verhaltensauffalligkeiten auf.

Exon1 Exon2
{:} llll II:II
Wildtyp Allel (WT)
| | P1f» «P1r
: IIII E
Gehoxdasliel{Ras - \fIt\ lox JL+CamKIIa-CreINex-Cre
P2f: » «P1r .
Deletiertes Allel (Rec) l llox R
2000 4000 6000

: 7 26000

7/

Abb. 7: Generierung konditioneller CAR-Knockout-Modelle. In homozygoten genetisch
modifizierten CAR-Tieren (CARrecf/recf) ist das 1. CAR Exon durch loxP-Sequenzen
flankiert (Recf). Die Verpaarung dieser CARrecf/recf Mduse mit Nex-Cre bzw. CamKIla-Cre
Mauslinien flhrte zur Deletion des CAR-Exon 1 durch Rekombination der loxP-Sequenzen
im Gehirn (Rec).

Der Genotyp der Mé&use wurde mittels PCR uberprift. Mitunter kann es auf Grund des
genetischen Hintergrundes einer Maus zu unerwarteter Cre-Aktivitat in Organen kommen, in
denen der Promotor normalerweise nicht aktiv ist (Hébert and McConnell, 2000). Um eine
unerwinschte Rekombination der loxP-Sequenzen im Herzen auszuschlieBen, wurde DNA
aus dem Gehirn und dem Herz mittels PCR uberprift (Abb. 8). Die Primerpaare P1f und P1r
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(Abb. 7) weisen das Recf- und das Wildtyp-Allel und die Cre-Primer das Cre-
Rekombinasegen nach.

Gehirn Herz
WT: WSS R e ¢ -
Recf
Rec -~ —
Cre . — C—

CAR wt/ wt/ wt/ recf/ w/ wt/ recl
wt recf recf recf recf recf recf
CRE + - + + - + +

Abb. 8: Uberprifung der Rekombination der loxP-Sequenzen mittels PCR. Das Wildtyp-
Allel (WT) und das Recf-Allel wurden mittels P1f/P1r-Primerpaar nachgewiesen. Wildtyp-
CAR-Tiere (CARwt/wt) zeigten die WT-Bande. Homozygote CAR-Tiere (CARrecf/recf)
ergaben die Recf-Bande, wahrend heterozygote CAR-Tiere (CARwt/recf) beide Banden
aufwiesen. In Anwesenheit der Nex-Cre (CRE+) wurde die Rekombinationsbande (Rec)
mittels des P2f/P1r-Primerpaares nur im Gehirn CAR Recf-Allel-haltiger Tiere nachgewiesen.

Im Gegensatz zum Gehirn konnte im Herzen keine Rekombinationsbande (Rec) in Nex-Cre

exprimierenden CAR Tieren nachgewiesen werden.

5.2 Verifizierung der CAR-Knockout-Modelle

Durch die Expression der Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Nex- bzw. des CamKllo-
Promotors kam es zu unterschiedlicher lokaler und zeitlicher Rekombination des gefloxten
Allels in den Nex- bzw. CamKIla-CAR-KO-Tieren. Wéhrend die Nex-Cre-Rekombinase ab
dem embryonalen Tag (E) 12 exprimiert wird, ist die CamKlla-Cre-Expression ab dem
postnatalen Tag (P) 3 nachweisbar (Goebbels et al., 2006; Casanova et al., 2001).

Um zu Uberprifen, in welchen Arealen das CAR-Protein in den CAR-KO-Tieren deletiert
war, wurden die CAR-Expression immunohistochemisch in Gehirnschnitte sieben Tage alter
Mause untersucht. Im Vergleich zu Kontrollgeschwistertieren ohne Nex-Cre (Nex-), war in
Nex-CAR-KO-Tieren (Nex+) das Signal (Braunfarbung) fiir das CAR-Protein im Kortex und
Hippokampus, im Riechhirn und im Kleinhirn reduziert. Die CamKlla-CAR-KO-Tiere
(CamKlla+) zeigten im Vergleich zu Kontrolltieren (CamKIlla-) eine starke Verringerung des

CAR-Signals in nahezu allen Gehirnregionen (Abb. 9).
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Abb. 9: Verifizierung der CAR-Knockout-Modelle. (A) Immunohistochemiefarbungen mit
einem anti-CAR Antikorper an 40 um Floating-Gehirnschnitten 7 Tage alter Méuse zeigten
die Verringerung des CAR-Signals in Nex-CAR-KO-Tieren (Nex+) im Kortex,
Hippokampus, Riechhirn und Kleinhirn. (B) In CamKlla-CAR-KO-Tieren (CamKlla+) war
das CAR-Signal in nahezu allen Gehirnarealen reduziert. (C und D) Auf mRNA-Ebene war
die CAR-Expression im Kortex inklusive Hippokampus im Nex-CAR-KO auf ca. 25% im
Vergleich zu Kontrolltieren und im CamKlla-CAR-KO auf ca. 10% reduziert
(Normalisierung auf GAPDH-RNA,; T-Test, *** P < 0.001; n = 3 pro Genotyp). (E und F)
Auf Proteinebene ist CAR im Nex-CAR-KO auf 50% reduziert im Vergleich zu
Kontrolltieren. Im CamKlla-CAR-KO war CAR im Kortex inklusive Hippokampus nicht
detektierbar. GroRenbalken 1 mm.

Um die Effizienz der Rekombination zwischen Nex-CAR-KO-Tieren und CamKllo-CAR-
KO-Tieren vergleichen zu kdnnen, wurde der Kortex zusammen mit dem Hippokampus vom
restlichen Gehirn sieben Tage alter Mause separiert, da in diesen Arealen das CAR-Signal in
beiden CAR-KO-Modellen reduziert war. Aus diesen Geweben wurde sowohl mRNA als
auch Proteinlysat gewonnen. Der Nachweis des Expressionsniveaus erfolgte durch
quantitative reverse-transcriptase-PCR (qQRT-PCR) bzw. Westernblot-Analyse. Auf mRNA-
Ebene war die Expression von CAR in beiden KO-Modellen stark verringert. Auf
Proteinebene war jedoch ein hoherer Verlust von CAR in CamKlla-CAR-KO-Tieren
erkennbar als in Nex-CAR-KO-Madusen, eventuell auf Grund unterschiedlicher CAR-

Proteinstabilitat in verschiedenen Zelltypen.
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Zur weiteren Charakterisierung der CAR-KO-Modelle wurde die Rekombinationseffizienz
beider  Cre-Rekombinasen an  isolierten  hippokampalen  Neuronen  Gberprift.
Expressionsstudien an zwei Wochen alten Kulturen mittels qRT-PCR zeigten eine Reduktion
der CAR-mRNA auf unter 5% in Neuronen von CamKlla-CAR-KO-Tieren (CamKlla+) im
Vergleich zu Neuronen aus Kontrollgeschwistertieren (CamKlla-). In gleichaltrigen
Neuronen aus Nex-CAR-KO-Tieren (Nex+) war die CAR-Expression auf circa 75% reduziert
im Vergleich zu Kontrollzellen (Nex-; Abb. 10A). Eine Detektion des CAR-Proteins mittels
anti-CAR Antikorper und sekundéren fluorophorkonjugiertem Antikorper in hippokampalen
Neuronen aus CamKIlla-CAR-KO- und Kontrolltieren demonstrierte einen Riickgang der
CAR-Proteinmenge ab Tag 4 in vitro (days in vitro; div) und einen Verlust des CAR-Signals
an Tag 7 in Kultur (Abb. 10B). Zusétzlich zeigte die Immunférbung der hippokampalen
Neurone eine Lokalisierung von CAR in der Zellmembran des Zellkérpers und der

Zellfortsatze.
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Abb. 10: Expression und Lokalisation von CAR in hippokampalen Neuronen. (A) Ein
Vergleich der CAR-Expression in 14 Tage alten Kulturen hippokampaler Neurone belegte
eine starkere Reduktion der CAR-mRNA-Menge in CamKlla-CAR-KO- (CamKllo+) Zellen
im Vergleich zu Kontrollzellen (CamKlla—) als in Nex-CAR-KO- (Nex+) Neuronen im
Vergleich zu Kontrollzellen (Nex-) (Normalisierung auf 18S-RNA; T-Test, *P < 0.05, *** P
< 0.001, n= 4 pro Genotyp). (B) Immunodetektion von CAR mittels anti-CAR Antikorper
(gran) in CamKlla-CAR-KO- und CamKIla-CAR-Kontrollneuronen, zeigte eine Reduktion
von CAR in CamKlla-CAR-KO- (CamKlla+) Zellen ab Tag 4 in Kultur (div). In 7 Tage
alten Kulturen war kein CAR-Signal mehr in den CamKIla-CAR-KO-Neuronen detektierbar.
GrolRenbalken 50 pm.
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Die Quantifizierung der CAR-mRNA-Menge in den hippokampalen Neuronen bestatigte,
dass die CamKllo-Cre-Rekombinase sowohl in Gehirngewebe, als auch in hippokampalen
Neuronenkulturen zu einer effizienteren Verringerung der CAR-Expression fiihrte, als die
Nex-Cre-Rekombinase. Zusétzlich zeigte die zeitliche Verfolgung des CAR-Verlustes in den
hippokampalen Neuronen, dass sich die Zellen des CamKIla-CAR-KO Stamms ab Tag 7 in

Kultur als Modellsystem fur zellulare Untersuchungen eignen.

5.3 Unauffallige morphologische Entwicklung in CAR-defizienten Tieren

Verschiedene Arbeitsgruppen vermuten eine Funktion von CAR wahrend der Zellmigration
(Zen et al., 2005; Mirza et al., 2007; Fok et al., 2007; Hotta et al., 2003). Dies ist ein Prozess,
der vorwiegend wéhrend der prénatalen aber auch wéhrend der postnatalen
Gehirnentwicklung stattfindet (Rice and Barone, 2000; Daston et al., 2004).

Um zu untersuchen, ob ein embryonaler (Nex-CAR-KO-Tiere) oder neonataler (CamKllo-
CAR-KO-Tiere) Verlust des CAR-Proteins im Gehirn zu einer Veranderung der neuronalen
Zellwanderung fihrt, wurde eine Nissl-Farbung an Gehirnschnitten sieben Tage alter Mduse
durchgefuhrt (Abb. 11, Abb. 31 im Anhang). Bei dieser Methode werden die Nissl-Schollen
am Axonhugel im Soma einer Nervenzelle mittels Thionin blau angefarbt, wodurch die
Zellkorper der Nervenzellen erkennbar werden. Die Abfolge von zellkorperreichen und
zellkdrperarmen Abschnitten ist bei Mdusen stark konserviert und sehr gut charakterisiert
(Dong and Science, 2008). Ein Vergleich von KO-Tieren beider CAR-KO-Modelle mit
Kontrollgeschwistertieren ergab keinen Unterschied in der Anordnung der Nervenzellen, wie
Abbildung 11 fur den CamKIla—CAR-KO-Stamm belegt.
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Abb. 11: Morphologische Untersuchung des CamKIla-CAR-KO-Stamms mittels Nissl-
Farbung. (A) Durch Thionin wurden in Paraffinschnitten von Gehirnen 7 Tage alter Méause
die Nissl-Schollen der Nervenzellen angefarbt. Die Anordnung der Nervenzellkorper in
CamKlla-CAR-KO-Gehirnen (CamKlla+) unterscheidet sich nicht von der Anordnung in
Kontrollgehirnen (CamKlla-). (B) VergrolRerung eines Teils des Kortex und Hippokampus
von (A). GroRenbalken 500 pm.

Im Gehirn werden Zell-Zellkontakte zwischen und innerhalb verschiedener Zelltypen gebildet
wie beispielsweise zwischen Oligodendrozyten und Nervenzellen bei der Bildung der
Myelinscheide. Proteine der IgSF sind in diesen Prozess involviert, wie auch in die
Bundelung und dem Langenwachstum von Axonen (Stoeckli, 2004; Maurel et al., 2007;
Thompson et al., 2002; Lemmon et al., 1989; Niethammer et al., 2002). Die Myelinscheide
der Axone kann mit Hilfe der Schwarzgold-Féarbung sichtbar gemacht werden. Um zu
uberprufen, ob der Verlust von CAR sich auf die Myelinierung oder die Anordnung der
Axone auswirkt, wurden Gehirnschnitte 70 Tage alter Mduse mit dieser Methode gefarbt. Der
Vergleich der gefarbten Gehirnschnitte von Nex-CAR-KO-Tieren und CamKlla-CAR-KO-
Méusen mit ihren Geschwisterkontrolltieren ergab eine Ubereinstimmung der Farbintensitat
und der Anordnung der Axone zwischen den Genotypen, wie Abbildung 12 fir den
CamKlla-CAR-KO-Stamm zeigt. Die Nissl- und die Myelinfarbung des Nex-CAR-KO-

Stamms sind im Anhang Abbildung 31 zusammengefasst.
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Abb. 12: Vergleich des CamKlla-CAR-KO-Stamms hinsichtlich Myelinierung und
Axonstruktur. (A) Die Myelinscheiden wurden in 40 pum Floating-Gehirnschnitten von 70
Tage alten CAR-KO-Gehirnen (CamKlla+) und Kontrollgehirnen (CamKlla-) mittels
Schwarzgold-Methode angeféarbt. (B) Die hdhere VergroRerung zeigt hinsichtlich der
Signalstarke und der Anordnung der myelinierten Axone eine hohe Ubereinstimmung
zwischen beiden Genotypen. GroRenbalken 500 pum.

Neuronale Zelladh&sionsproteine der 1gSF spielen nicht nur eine Rolle im L&ngenwachstum
der Axone, sondern auch der Dendriten. Um eine Auswirkung des CAR-Verlustes auf das
Wachstum dieser Fortsdatze zu beurteilen, wurden isolierte hippokampale Neurone mittels
Sholl-Analyse untersucht (Gutierrez and Davies, 2007). Da die Rekombinationseffizienz in
den hippokampalen Neuronen der CamKlla-CAR-KO-Mduse hoher war, als in Nex-CAR-
KO-Tieren, wurde der Versuch an Nervenzellen des CamKlla-CAR-KO-Stamms
durchgefuhrt. Die Dendriten wurden mittels eines Antikorpers gegen das Zytoskelettprotein
MAP2  (microtubuli  assoziated proteine 2) und entsprechendem sekundaren
fluorophorkonjugierten  Antikérper angefarbt. Unter Verwendung des CorelDraw-
Zeichenprogrammes wurden konzentrische Ringe mit definiertem Radius um das Soma der
fotografierten Nervenzellen gezeichnet (Abb. 13A). Die Anzahl der Kreuzungspunkte
zwischen den Dendriten und den Ringen wurde gegen den Abstand der Ringe vom Zellkdrper
aufgetragen (Abb. 13B). Die Dendritenléange und die Verzweigung der Dendriten in 11 Tage
alten hippokampalen Neuronenkulturen stimmten zwischen CamKlla-CAR-KO-Zellen und

Kontrollzellen annahernd tberein.
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Abb. 13: Morphologische Untersuchung des Dendritenbaums hippokampaler Neurone
mittels Sholl-Analyse. (A) Die Dendriten hippokampaler Neurone aus CamKlla-CAR-KO-
(CamKllo+) und Kontrolltieren (CamKlla-) wurden mit anti-MAP2 Antikdrper und
entsprechendem sekundaren Antikorper gefarbt. Mittels CorelDraw-Software wurden Ringe
mit definiertem Radius um das Soma einzelner fotografierter Nervenzellen gelegt. (B) Die
graphische Darstellung der Anzahl an Dendriten im Verhaltnis zur Entfernung vom Soma
ergab eine hohe Ubereinstimmung zwischen CamKlla-CAR-KO- und Kontrollzellen nach
11 Tagen in Kultur. (CamKlla+, n = 60; CamKlla-, n = 55). GroRenbalken 50pum.

Die morphologischen Untersuchungen ergaben somit keine strukturellen Aufféalligkeiten der
Gehirne aus CamKllo-CAR-KO-Tieren oder Nex-CAR-KO-Méusen. Da die Deletion von
CAR im CamKlla-CAR-KO effizienter war als in Nex-CAR-KO-Tieren, wurden weitere
Untersuchungen zur Charakterisierung von CAR im ZNS am CamKlla-CAR-KO-Stamm
durchgefuhrt.

Im Folgenden werden CamKlla-Cre exprimierende CARrecf/recf Tiere oder Zellen
(CamKlla-CAR-KOQO) als KO und CARrecf/recf Tiere oder Zellen als Kontrollen (Ktr)

bezeichnet.

5.4 CAR kolokalisiert mit Proteinen der Pra- und Postsynapse

Die subzellulare Lokalisierung eines Proteins kann Hinweise auf die Funktion des Proteins
geben. Arbeiten von Excoffen und Welsch zeigten eine Interaktion von CAR mit PSD95
(postsynaptic density 95) und [p-Catenin in COS-7 bzw. humanen Endothelzellen des
Atemtrakts (Excoffon et al., 2004). PSD95 ist Bestandteil des elektronendichten Bereiches der
Postsynapse, B-Catenin kommt in Neuronen sowohl pré- als auch postsynaptisch vor
(Arikkath and Reichardt, 2008; Okuda et al., 2007). Dies weist darauf hin, dass CAR auch in

der Synapse lokalisiert ist.
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Abb. 14: CAR-Lokalisation in Neuronen. Immunfluoreszenzfarbung an 10 Tage alten
hippokampalen Wildtyp-Neuronen zeigte eine partielle Kolokalisation von CAR (griin) mit 3-
Catenin und MAP2, mit dem prasynaptischen Marker Synaptophysin und den
postsynaptischen Proteinen PSD95 und NMDA-Rezeptor (jeweils rot). GroRenbalken 10 pm.
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Um die Lokalisierung von CAR in hippokampalen Wildtyp-Neuronen zu Uberpriifen, wurden
Ko-Immunfluoreszenzfarbungen mit Antikdrpern gegen CAR und pré- und postsynaptische
Marker durchgefihrt. Da eine Interaktion von CAR mit Zytoskelettproteinen bekannt war,
wurden zusétzlich Zellen mit anti-CAR und anti-MAP2 und entsprechenden
fluorophorkonjugierten sekundéren Antikdrpern gefarbt (Abb. 14).

Die Immunfluoreszenzfarbung ergab eine partielle Uberlagerung des Fluoreszenzsignals von

CAR mit allen fnf Proteinen und verweist auf einen Lokalisation von CAR in Synapsen.

5.5 CAR-Defizienz fuhrt zu erhéhter synaptischer Transmission

Untersuchungen an herzspezifischen adulten CAR-KO-Mausen zeigten eine Verdnderung in
der kardialen Reizweiterleitung (Lisewski et al., 2008; Lim et al., 2008). Um zu Uberpriufen ob
CAR auch im Gehirn eine Rolle bei der Signalweiterleitung spielt, wurden
elektrophysiologische Experimente an Gehirnschnitten adulter Méuse des CamKlla-CAR-
Stamms durchgefiihrt. Fir die Bestimmung der synaptischen Transmission in den Schaffer-
Kollateralen wurden AMPA-Rezeptor-vermittelte Feld exzitatorische postsynaptische
Potentiale (fEPSP) im Stratum radiatum, einer Zellschicht des Hippokampus, evoziert. Da der
Anteil an inhibitorischen Synapsen im Stratum radiatum unter 2,5% liegt, kann davon
ausgegangen werden, dass es sich um exzitatorische und nicht inhibitorische postsynaptische
Potentiale handelt (Hiscock et al., 2000). Das Verhéltnis zwischen der Reizstarke (Fiber
volley Amplitude) und dem gemessenen Anstieg des fEPSP in CamKIlla-CAR-KO-Gehirnen
und Kontrollgehirnen ist in Abbildung 15A graphisch dargestellt. Es wurde ein um circa 70%
héheres Verhéltnis zwischen Eingangs- und Ausgangssignal in CamKlla-CAR-KO-Tieren im
Vergleich zu Kontrolltieren gemessen. Die postsynaptische Antwort auf die jeweilige

Reizstarke war in den CAR-KO-Tieren kontinuierlich héher als in den Kontrolltieren.
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Abb. 15: Ermittlung der synaptischen Transmission in CAR-KO- und Kontrolltieren.
(A) Der Stimulus (Fiber volley Amplitude) wurde gegen den gemessenen Wert (fEPSP-
Anstieg) extrapoliert. Dieses Verhdltnis zwischen Eingangs- und Ausgangssignal
veranschaulichte eine erhohte synaptische Transmission in CAR-KO-Gehirnschnitten im
Vergleich zu Kontrolltieren (Ktr) (P < 0.005, n = 10 pro Genotyp). (B) Die gleiche Messung
wurde an Kontrolltieren (CARrecf/recf; n = 10), CARwt/wt (n = 10) und CARwt/wt
CamKlla+ Tieren (n = 9) durchgefihrt. Das Verhéltnis zwischen Eingangs- und
Ausgangssignal stimmte in allen drei Genotypen Gberein.

Um auszuschlielen, dass die CamKlla-Cre oder die loxP-Sequenzen einen Effekt auf die
synaptische Transmission haben, wurde die exzitatorische synaptische Transmission zwischen
CARwt/wt CamKlla-Cre exprimierenden (CAR wt/iwt CamKlla+), CARwt/wt und
CARrecf/recf Tieren verglichen (Abb. 15B). Dabei sind die CARrecf/recf Tiere die generell
als Kontrollen verwendeten Tiere, wie auch in Abb. 15A (Ktr). Die CARwt/wt Tiere sind
homozygot fur das CAR-Wildtyp-Allel und enthalten keine CamKllo-Cre-Rekombinase. Die
CARwt/wt CamKlla+ Tiere sind homozygot fir das CAR-Wildtyp-Allel und exprimieren die
CamKlla-Cre-Rekombinase. Der Vergleich des Eingangs- zu Ausgangssignal-Verhéltnisses
zwischen CARwt/wt CamKllo+ Tieren und Wildtyptieren zeigte, dass die Cre-Rekombinase
keinen Einfluss auf die synaptische Transmission hat. Die CARrecf/recf-Tiere sind
homozygot fiir das Recf-Allel und enthalten keine CamKlla-Cre. Die Ubereinstimmung des
Eingangs- zu Ausgangssignal-Verhaltnisses zwischen den CARrecf/recf-Tieren und den
Wildtyptieren zeigt, dass die loxP-Sequenzen des Recf-Allels die synaptische Transmission

nicht beeinflussen.
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5.6 CAR-Knockout-Neurone zeigen Veranderungen in der Prasynapse

Die Weiterleitung elektrischer Reize von einer Zelle zur Nachbarzelle geschieht im ZNS
vorwiegend Uber chemische Synapsen. Um zu untersuchen, ob die erhdhte exzitatorische
Transmission in CAR-KO-Tieren durch veranderte Freisetzung von Vesikeln erfolgt, wurde
die Vesikel-Exozytose in hippokampalen Neuronenkulturen untersucht. Hierfur wurden
Vesikel zwei Wochen alter Kulturen mit dem Fluoreszenzfarbstoff FM1-43 beladen. Dies
geschieht durch Depolarisierung der Zellmembran durch 90 mM Kaliumchloridlésung und
der daraus resultierenden Exo- und Endozytose von Vesikeln. Die Bindung von FM1-43 an
Lipide erhoht die Fluoreszenzintensitat des Farbstoffes im Vergleich zum lipidfreien Zustand.
Auf Grund dieser Eigenschaft wird FM1-43 zur Analyse von Exozytosevorgangen eingesetzt
(Betz and Bewick, 1992). Nach Beladung der Vesikel wurden die Zellen erneute durch
Zugabe von 90 mM Kaliumchloridlésung depolarisiert. Dies hat eine Freisetzung von
Vesikeln zur Folge und die Reduktion der Fluoreszenzintensitdt in den Synapsen. Die
Auswertung der Signalintensitaten uber Zeit ergab eine hohere Freisetzungsgeschwindigkeit
von FM1-43 in CamKlla-CAR-KO-Neuronen, wie ein Vergleich der Halbwertszeit von
CAR-KO- und Kontrollzellen verdeutlicht (Abb. 16).
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Abb. 16: Untersuchung der Vesikelfreisetzung in hippokampalen Neuronen mittels
FM1-43. Vesikel hippokampaler Neuronenkulturen wurden nach 13 Tagen in Kultur tber
Endozytose mit dem Farbstoff FM1-43 beladen. (A) Die Analyse der Vesikelentladung durch
Zugabe von 90 mM Kaliumchloridlésung ergab eine verénderte Kinetik in CAR-KO-
Neuronen (KO) im Vergleich zu Kontrollzellen (Ktr). (Normalisierung der
Fluoreszenzsignale vor Kaliumchloridzugabe auf 100%) (B) Die Halbwertszeit war in CAR-
KO-Synapsen geringer als bei Kontrollsynapsen (errechnet aus (A)). (C) Die nicht-
normalisierte Fluoreszenzintensitit vor der Exozytose war in KO-Zellen hoher als in den
Kontrollen. (T-Test, **P <0.01, Ktr, n = 396 Synapsen; KO, n = 311 Synapsen).
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Um zu Uberprifen, ob diese Veranderung strukturell bedingt ist, wurden zwei Wochen alte
hippokampale Neuronenkulturen elektronenmikroskopisch untersucht. Ultradiinnschnitte
unabhéngiger Préparationen wurden am Elektronenmikroskop untersucht und ausgewertet.
Ein Vergleich von CamKlIla-CAR-KO- und Kontrollsynapsen ergab keinen Unterschied in
der Synapsenflache, der Lange der postsynaptischen Dichte (PSD) oder der
Gesamtvesikeldichte. Jedoch war die Vesikeldichte im prasynaptischen Bereich von 150 nm

entlang der aktiven Zone in CAR-KO-Neuronen geringer als in den Kontrollzellen (Abb. 17).
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Abb. 17: Ultrastrukturanalyse der Synapsen. (A) Die Ultrastruktur der Synapsen 13 Tage
alter hippokampaler Neurone wurde verglichen und statistisch ausgewertet. (B) Ein Vergleich
von CAR-KO- und Kontrollsynapsen (Ktr) ergab keinen Unterschied in der Synapsenflache,
der L&nge der postsynaptischen Dichte (PSD) oder der Vesikeldichte in der gesamten
Synapse. Jedoch war die Vesikeldichte entlang des intrazellularen Bereiches (150 nm) der
aktiven Zone in KO-Synapsen minimiert. (T-Test, *P < 0.05, Ktr, n=97; KO, n= 95).
GroRenbalken 50 nm.

5.7 Veranderte postsynaptische Potenzierung in CAR-defizienten Tieren

Durch die Applikation von 90 mM Kaliumchloridldsung fir eine definierte Zeit wurden die
Nervenzellen kontinuierlich stimuliert. Um zu berprfen, ob wir auch in Gehirnschnitten der
CAR-KO-Tiere einen Effekt des CAR-Verlustes auf kontinuierliche Stimulierung haben,
wurden CAR-KO- und Kontrollgehirnschnitte fir 60 s mit 10 Hz im Stratum radiatum des
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Hippokampus stimuliert. Eine solche Reiz-Applikation fuhrt zu einer verstarkten Exozytose
prasynaptischer Vesikel (Zucker and Regehr, 2002). Im Vergleich zu Kontrollgehirnschnitten
aus Geschwistertieren kam es zu einem langsameren und geringeren Absinken der fEPSP-
Amplitude wahrend der 10 Hz Applikation. Nach Beendigung des Stimulus erholten sich
beide Gruppen anfanglich zu gleichem Malie, jedoch erreichten die gemessenen fEPSP-
Amplituden in den KO-Tieren schneller das Ausgangsniveau als in Kontrolltieren (Abb.
18A).
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Abb. 18: Verlangerte 10 Hz Stimulierung und Induktion von Langzeit-Potenzierung
(LTP). (A) Die Gehirnschnitte wurden im Stratum radiatum 60 s mit 10 Hz stimuliert (Pfeil).
Die fEPSP-Amplitude sank in CAR-KO-Gehirnschnitten langsamer und geringer als in
Kontrollgehirnschnitten (Ktr). (Normalisierung der fEPSP-Amplitude zu fEPSP vor
repetitiver Stimulierung; *P < 0.05, n =8 pro Genotyp). (B) LTP wurde durch tetanische
Stimulierung der Schaffer-Kollateralen (Pfeil, zwei 100 Hz Stimuli fir 1 s separiert durch
20 s) induziert. Ein hoheres LTP wurde in CAR-KO-Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren
beobachtet. (Normalisierung des fEPSP-Anstiegs zu fEPSP vor Stimulierung; *P < 0.05,Ktr, n
=10; KO, n = 12).

Da die CAR-KO-Tiere bereits wahrend der kontinuierlichen 10 Hz Stimulierung der Schaffer-
Kollateralen eine hohere exzitatorische postsynaptische Potenzierung aufwiesen, als die
Kontrollen, vermuteten wir eine Veranderung der Langzeit-Potenzierung (LTP) in diesen
Tieren. Ein weiterer Grund war die Tatsache, dass der Verlust von Zelladh&sionsproteinen der
IgSF, wie NCAM zu einer Veranderung der Langzeit-Potenzierung fuhrt (Bukalo et al., 2004;
Markram et al., 2007).

Die Gehirnschnitte von CamKlla-CAR-KO- und Kontrolltieren wurden durch zweifache

tetanische Applikationen von 100 Hz im Abstand von 20 s stimuliert (Abb. 18B). In den
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Schaffer-Kollateralen konnte in beiden Gruppen LTP induziert werden. Dabei war das LTP in

CAR-KO-Schnitten circa 10 min nach Stimulierung héher als in Kontrolltieren.

5.8 CAR-Knockout-Tiere zeigen normales Lernverhalten

Langzeit-Potenzierung wird mit der Ausbildung von Gedachtnis und Lernvermdgen in
Verbindung gebracht (Morris, 1989; Lynch, 2004). Dabei spielt der Hippokampus besonders
bei raumlichen Lernverhalten eine Rolle (Ahi et al., 2004; Desmond et al., 1988; Morris et al.,
1986). Auf Grund dessen wurde das Verhalten und das Lernvermégen der CAR-KO- und
Kontrolltiere untersucht. Zuerst wurde das Verhalten der Méuse fur 3 Minuten im Kafig
beobachtet (Open-Field). Dafir wurden die Tiere einzeln in einen Kéfig gesetzt. Mittels
Lichtschranken konnte die Bewegung der Maus und ihr Aufenthalt im Kafig beobachtet
werden. Die CamKlla-CAR-KO-Tiere und Geschwisterkontrolltiere zeigten ein &hnliches
Verhalten. Beide Versuchsgruppen bewegten sich circa 80% der Zeit (Abb. 19A). Innerhalb
der 3 Minuten hielten sich die CamKlla-CAR-KO- und Kontrolltiere vorwiegend in der
Peripherie des Kéfigs auf (Abb. 19B).
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Abb. 19: Verhaltensanalyse im Open-Field-Versuch. (A) Die Tiere wurden in K&fige - mit
Lichtschranken in x-y-Richtung - platziert und ihre Aktivitat fir 3 min beobachtet. Innerhalb
dieser Zeit bewegten sich die CAR-KO-Tiere und Kontrolltiere im gleichen MaRe (circa 80%
der Zeit). (B) Beide Gruppen hielten sich vorwiegend in der Kafigperipherie und zu
geringerem Anteil im K&figzentrum auf. (Ktr, n = 7; KO, n = 14).

Eine Moglichkeit um rdumliches und akustisches assoziatives Lernen zu untersuchen ist das
Context-Fear-Conditioning (Barrett et al., 2010). Bei diesem Versuch wird ermittelt, ob eine

Maus eine Umgebung (Kontext) oder einen Ton mit einer negativen Erfahrung assoziieren
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kann. Ist dies der Fall, reagiert die Maus mit verringerter Bewegung (freezing, Stillstehen).
Wie in Abbildung 20A graphisch dargestellt, wird die Maus zuerst konditioniert. Hierflr
wurde die Maus in eine Versuchsbox platziert. Nach erklingen eines Tons wurde ein
elektrischer Reiz Uber die Fullplatte appliziert. Dies wurde einmal wiederholt
(Konditionierung, Kond). Am Folgetag wurde die Maus in die gleiche Box gesetzt und
getestet, ob sie den Raum wiedererkennt und mit &ngstlichem Verhalten, also héherem Anteil
an Stillstehen reagiert (Kontext). Nach einer Pause von mindestens zwei Stunden wurden die
Méuse erneut getestet, diesmal auf Assoziation des Tons mit der negativen Erfahrung
(elektrischer Reiz). Hierfur wurde die Maus in eine umgestaltete Testbox mit einem anderen

Geruchsstoff gesetzt (prd Ton) und dann der Ton eingeschaltet (Ton).
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Abb. 20: Untersuchung des assoziativen Lernvermoégens. (A) Versuchsablauf des Context-
Fear-Conditionings. Die Tiere wurden am ersten Tag konditioniert, indem zusammen mit
einem Ton ein elektrischer Stimulus appliziert wurde (Kond). Am néchsten Tag erfolgte der
Test auf Wiedererkennung des Raumes (Kontext) und des Tones in einer neuen Umgebung
(Ton). (B) CAR-KO-Tiere (KO) und Kontrolltiere (Ktr) erkannten gleich gut den Raum
wieder (Kontext) und reagierten mit erhdhtem Stillstehen. Gleiches galt fiir die Erkundung
einer neuen Umgebung (prd Ton) und die Reaktion auf den Ton (Ton). (Ktr, n = 18; KO, n =
17).
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Ein Vergleich aller vier Testpunkte zeigte eine Ubereinstimmung der CAR-KO-Tiere und
Kontrollen hinsichtlich ihres Verhaltens (Abb. 20B). Beide Gruppen erkundeten die
Versuchsbox im gleichen MaRe, wie bereits im Open-Field-Versuch. Auf den Raum
(Kontext) und den Ton in neuer Umgebung (Ton) reagierten beide Genotypen mit erhéhtem
Stillstehen.

Zur Bestimmung des raumlichen Lernvermdgens wurde der Barnes-Labyrinth-Versuch
durchgefuhrt (Sunyer, 2007). Bei diesem Versuch wurden die Mé&use flr vier Tage trainiert
eine Fluchtbox unterhalb einer runden Plattform zu finden. Die Box konnte nur tber eines der
20 am Rand konzentrisch angeordneten Locher erreicht werden. Flr die Beurteilung des
Lernvermdgens der CAR-KO-Tiere und der Kontrollgeschwistertieren, wurde die Zeit bis
zum erstmaligen Erreichen des Zielloches, unter dem sich die Fluchtbox befand, und die Zeit
bis zum Eintritt in die Box verglichen. Versuchsmause aus beiden Gruppen fanden jeden Tag
schneller die Fluchtbox und zeigten ein gleiches Lernvermdgen ohne Unterschiede zwischen

den Genotypen.
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Abb. 21: Analyse des raumlichen Lernverhaltens im Barnes-Labyrinth. CAR-KO- (KO)
und Kontrolltiere (Ktr) wurden fiir vier Tage trainiert eine Box unterhalb der Labyrinthplatte
zu finden. Es wurde die Zeit gestoppt, bis sie zum ersten Mal das Loch zur Box erreichten (A)
und bis sie in die Box eintraten (B). In beiden Fallen konnte kein Unterschied zwischen CAR-
KO- und Kontrolltieren beobachtet werden. (Ktr, n = 18; KO, n = 17).

Das Barnes-Labyrinth ermdglichte zum einen die Beurteilung des Lernvermoégens (Abb. 21)
uber die vier Trainingstage hinweg und zum anderen die Bewertung des
Erinnerungsvermogens der M&use am 5. und am 10. Versuchstag. Dabei wurden die Mé&use

zwischen Versuchstag funf und zehn nicht trainiert (Abb. 22).
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An Tag 5 und 10 wurde die Fluchtbox verschlossen und gezéhlt, wie oft die Maus innerhalb
von 90 s welches Loch besuchte (Anzahl der Treffer). Beide Versuchsgruppen besuchten das

Zielloch (T) mit durchschnittlich gleicher Haufigkeit.
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Abb. 22: Vergleich des Erinnerungsvermdgens zwischen CAR-KO-Tieren und
Kontrollen im Barnes-Labyrinth. (A) Am 5. Tag wurde das Eingangsloch (T) zur Box
verschlossen. Es wurde gemessen, mit welcher Haufigkeit die Maus innerhalt von 90 s zu den
Lochern links (-1 bis -9), rechts (1 bis 9) und gegentiber von T (O) ging. (B) zeigt die Zeit bis
zum erstmaligen Erreichen von T. (C und D) Nach mehrtagiger Pause, wurde dieser Versuch
an Tag 10 wiederholt. An Tag 5 und an Tag 10 besuchten CAR-KO-Tiere und Kontrolltiere
(Ktr) T mit nahezu gleicher Haufigkeit und erreichten T in nahezu gleicher Zeit. (Ktr, n =
18;KO, n =17).

Die Zeit bis zum erstmaligen Erreichen des verschlossenen Eingangslochs an Tag 5 und

Tag 10 war zwischen beiden Versuchsgruppen nicht signifikant veréndert.

5.9 Veranderte Gen-Expression in CAR-Knockout-Tieren

Um die molekulare Ursache fiir die verdnderte Reizweiterleitung und die Vesikelfreisetzung
zu verstehen, haben wir die Expression von CAR Interaktionspartnern untersucht. In adulten
Mausherzen wurde gezeigt, dass der Verlust von CAR zu einer verringerten Expression der
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Gap Junction Gene Connexin 45 und 43 (Cx45 und Cx43) sowie ZO-1 und B-Catenin fiihrt
(Lisewski et al., 2008; Lim et al., 2008). Um zu Uberprifen, ob die Expression dieser Proteine
im gehirnspezifischen CAR-KO verédndert ist, wurde deren Expression mittelt gRT-PCR
untersucht. Zusatzlich wurde die Expression der auch neuronal exprimierten Gene Cx36 und
MUPP1 mittels qRT-PCR Uberpriift.

mRNA KO vs. Ktr [%]
=
o

o

CAR Cx36 Cx43 Cx45 MUPP1 ZO-1 pB-Cat

Abb. 23: Uberpriifung der Expression CAR assoziierter Gene mittels gRT-PCR.
Vergleich der mRNA-Menge von Connexinen (Cx) und CAR interagierenden Proteinen ergab
keinen Unterschied zwischen CAR-KO-Tieren und Kontrolltieren. Verglichen wurden die
Gene im Bereich Hippokampus und Kortex drei Wochen alter Mduse. (Normalisierung auf
18S-RNA; T-Test, ***P < 0.001, n = 4 pro Gruppe).

Das Expressionsniveau der Connexine, MUPP1, ZO-1 und (-Catenin stimmte zwischen
CAR-KO- und Kontrolltieren iberein.

Um zu untersuchen, ob die Expression anderer Gene durch die Deletion von CAR beeinflusst
ist, wurde eine  Affymetrix-Chip-Analyse  durchgefuhrt.  Hierfir  wurde das
Genexpressionsprofil der Hippokampi von 10 Tage alten CamKlla-CAR-KO-Tieren und
Kontrollgeschwistertieren verglichen. Tabelle 10 stellt verédnderte Gene dar, die einen
Signifikanzwert von weniger als P < 0,02 haben, eine Stepup P-Wert < 0,8 und eine um
mindestens 1,2-mal geringere oder héhere Expression im CAR-KO als in den Kontrollen
aufweisen (Verhaltnis KO/Ktr).

Neben der Signifikanzberechnung (P-Wert) wurde zusétzlich der Stepup P-Wert berechnet.
Dieser gibt an, wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, dass die ermittelte signifikante
Veranderung zufallig ist. Je kleiner also der Stepup P-Wert, desto wahrscheinlicher, dass der
signifikante Unterschied (P-Wert) wahr ist. Eine Liste der regulierten Gene mit einem P-Wert
< 0,05 und einem KO/Kontrollverhéltnis < -1,2 oder > 1,2 ohne Einschrinkung durch den

Stepup P-Wert ist in Tabelle 13 und Tabelle 14 im Anhang zusammengestellt.
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Tab. 10: Ubersicht regulierter Gene in CAR-KO-Hippcampi 10 Tage alter Mause

Gen Name (Englisch) P-Wert | Stepup | Verhdltnis | Lokalisation | Funktion
P-Wert | (KO/Ktr)
Cxadr Coxsackievirus- and | 0,00001 | 0,106 -10,413 Membran Zelladhésion
Adenovirusreceptor
Eln Elastin 0,0001 0,283 -1,416 Extrazellular | Struktur
Pla2g2d | Phospholipase A2, 0,0003 | 0,727 1,209 Zytoplasma | kalzium-
group IID abhéngige
Hydrolyse von
Phospholipiden
Trafl Tnf receptor- 0,0004 | 0,762 1,213 Membran Signal-
associated factor 1 transduktion
Slc6a7 Solute carrier family | 0,00002 | 0,161 2,283 Membran Prolin-
(PROT) | 6 (Prolin- Transporter
Transporter)
Syt2 Synaptotagmin 2 0,0001 | 0,353 2,344 Membran Vesikel-
Exozytose,

Kalziumsensor

Die am stérksten regulierten Gene nach CAR waren PROT und Synaptotagmin 2 (Syt2).

5.10 Erhohte Synaptotagmin 2 und PROT-Expression in CAR-defizienten Tieren

Die Expressionsdaten von Syt2 und PROT der Affymetrix-Chip-Analyse wurde mittels gRT-
PCR Uberprift. Die qRT-PCR ergab eine signifikant erhohte Expression von PROT und Syt2

im Hippokampus 10 Tage alter KO-M&use und in isolierten hippokampalen KO-Neuronen

(Abb. 24).
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Abb. 24: Verifizierung der Affymetrix-Daten fir Syt2 und PROT mittels qRT-PCR. (A)
Die Expression von PROT und Syt2 auf mRNA-Ebene war in CAR-KO-Hippokampi hoher
als in Kontroll-Hippokampi 10 Tage alter Geschwisterméuse. (B) Der Vergleich der PROT-
und Syt2-mRNA-Menge in isolierten hippokampalen Neuronen ergab einen htheren mRNA-
Gehalt beider Gene in KO-Neuronen als in Kontrollzellen (100%, nicht eingezeichnet). Im
Vergleich zu den Kontrollzellen stieg die PROT- und Syt2-mRNA-Menge in KO-Neuronen
zwischen 11 div und 15 div (Normalisierung auf 18S-RNA; T-Test, ***P < 0.001, n = 4 pro
Genotyp).

Ein Vergleich der mRNA-Menge von PROT und Syt2 in 11 Tage und 15 Tage alten
neuronalen Kulturen zeigte, dass die PROT- und Syt2-Expression in den CAR-KO-Neuronen
im Vergleich zu Kontrollzellen (100%, nicht eingezeichnet) mit der Zeit stieg (Abb. 24B).

Die Expression von Syt2 und PROT wurde auch auf Proteinebene berprift (Abb. 25).

A B sk
Ktr KO < 200~ |— = ﬁg
= O
sytz W e S B 0 O <
GAPDH s e smm 49 aun &9 ¢
o 100+
Ktr KO x
=
(2]
PROT (o e ot ot sy e 2
aTubuiin [ S © o

Syt2  PROT

Abb. 25: Uberpriifung der Syt2- und PROT-Proteinmenge. (A) Durch Westernblot-
Analyse wurde die Proteinmenge von Syt2 und PROT in hippokampalen Neuronenkulturen
uberpruft. (B) Die quantitative Auswertung von (A) ergab einen signifikant hoheren Syt2-
Proteingehalt in CAR-KO-Zellen als in Kontrollzellen, wéhrend die PROT-Proteinmenge

unverandert war. (Normalisierung auf GAPDH bzw. a-Tubulin; T-Test, **P < 0,01, n =3 pro
Genotyp).
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Die quantitative Westernblot-Analyse zeigte eine hohere Syt2-Proteinmenge in CAR-KO-
Neuronen im Vergleich zu Kontrollzellen, wéhrend die PROT-Proteinmenge im CAR-KO mit

der Proteinmenge in Kontrolltieren Ubereinstimmte.

Um auszuschlieen, dass die verstarkte Syt2-Expression nicht auf die Cre-Aktivitat
zurlickzufuhren ist, wurde die Expression von CAR und Syt2 in zwei Wochen alten
hippokampalen Neuronenkulturen von CARwt/wt CamKlla+ Tieren untersucht. Auf Grund
der Verpaarungsstrategie mussten zwei individuelle Zellpraparationen miteinander verglichen
werden, zum einen aus CARwt/wt CamKlla+ und CARwt/wt Tieren und zum anderen die
Zellpraparation aus CARrecf/recf CamKlla+ (KO) und CARrecf/recf Tieren (Ktr). Da die
Syt2-Expression Uber die Zeit steigt und die CAR-mRNA-Menge sinkt, wurden die auf 18S-
RNA normalisierten ACt-Werte von CAR und Syt2 in den jeweiligen Kulturen auf den CAR-
Wert von CARwt/wt bzw. CARrecf/recf (Ktr) normalisiert.
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Abb. 26: Vergleich der CAR- und Syt2-Expression in CARwt/wt CamKlla+ mit
Kontroll- und CAR-KO-Zellen. A) Die Expression von CAR stimmt in CARwt/wt
CamKlla+ und Kontrollneuronen (Ktr) tberein. In CAR-KO-Zellen war die CAR-mRNA-
Menge stark reduziert. (B) Der Gehalt an Syt2-mRNA stimmt in CARwt/wt CamKlla+
Neuronen und Kontrollneuronen tberein. In CAR-KO-Zellen war die Syt2-Expression erhéht
(Normalisierung auf 18S-RNA und Normalisierung der CAR- und Syt2-Expression von
CARwt/wt CamKllo+ Zellen auf die CAR-Expression von CARwt/wt Zellen und von KO-
Zellen auf die CAR-Expression von Kontrollzellen; 11 div; n = 4 pro Genotyp).

Ein Vergleich der Expression ergab ein &hnliches mRNA-Niveau von CAR und Syt2 in
CARwt/wt CamKlla+ und Kontrollzellen (Ktr). Die CAR-mRNA-Menge in den CAR-KO-
Zellen war stark reduziert, wahrend die Syt2-mRNA-Menge erhéht war (Abb. 26).
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5.11 Synaptotagmin 1-Expression ist in CAR-Knockout-Tieren unverandert

Syt2 ist sequenzhomolog zu Synaptotagmin 1 (Sytl). Beide Proteine zeigen dahnliche
Funktionen bei der Exozytose von Vesikeln (Nagy et al., 2006; Stevens and Sullivan, 2003).
Sytl und Syt2 unterscheiden sich hinsichtlich ihres Expressionsortes. Sytl ist verstarkt im
Hippokampus exprimiert, wéhrend Syt2 vorwiegend in kaudal gelegenen Gehirnregionen zu
finden ist (Geppert et al., 1991). Um zu Uberpriifen, ob die Expression von Sytl in CAR-KO-
Neuronen verdndert ist, wurde die Sytl-mRNA-Menge aus hippokampalen Neuronen aus
Kontroll- und KO-Tieren verglichen.
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KO O KO
°\l—°l dekk §|
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Abb. 27: Expressionsanalyse von Sytl mittels qRT-PCR. (A) Der Vergleich der
Expression von Sytl in hippokampalen CAR-KO- und Kontrollneuronen zeigte keinen
Unterschied zwischen beiden Genotypen an Tag 11 in Kultur. (B) Gleiches galt fiir 15 Tage
alte hippokampale Zellkulturen. Wahrenddessen war in 11 div und in 15 div Neuronen das
CAR-mRNA-Niveau im KO stark reduziert. (Normalisierung auf 18S-RNA; T-Test, ***P <
0.001, n = 4 pro Genotyp).

Die Analyse der Expression von Sytl in 11 Tage und 15 Tage alten hippokampalen
Neuronenkulturen zeigte ein unverandertes Sytl-mRNA-Niveau in CAR-KO-Zellen im
Vergleich zu Kontrollneuronen (Abb. 27).
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5.12 ldentifizierung neuronaler CAR-Interaktionspartner

Fur CAR wurden bereits einige Interaktionspartner identifiziert (siehe 3.2.4, Abb. 5). Nicht
alle diese Proteine kommen im zentralen Nervensystem vor. Um neuronale
Interaktionspartner von CAR zu identifizieren, wurden Pulldown-Experimente mit murinem
Gehirnlysat durchgefiihrt. Fur diese Versuche wurden zum einen das Fusionsprotein GST-
CARtail, in dem der zytoplasmatische Bereich der CAR-Isoform A N-terminal mit
Glutathion-S-Transferase fusioniert war (Abb. 28A), und zum anderen ein Peptid verwendet,
welches aus den letzten 14 Aminoséuren der CAR-Isoform A bestand (Abb. 28B). Beide
Konstrukte enthalten das C-terminale PDZ-Domanen-Bindemotiv, welches durch die letzten
drei Aminosauren -SIV charakterisiert ist.

A 9 GST Peptide

3 SorcS3 - CAR CAR CASK
- "

Abb. 28: Interaktionsstudie mit dem GST-CARtail-Fusionsprotein und dem CAR-
Peptid. Fir die Interaktionsstudie wurde das GST-CARtail-Fusionsprotein mit dem
intrazellularen (1Z) Abschnitt des CAR-Proteins (A) und das CAR-Peptid der 14 C-terminalen
AS des CAR-Proteins (B) eingesetzt. Beide enthielten das C-terminale PDZ-Doménen-
Bindemotiv (gelb). (C) SDS-PAGE zur Auftrennung der Pulldown-Kandidaten. Der Pulldown
erfolgte mit Gehirnlysat und den Konstrukten: GST-CARtail, CAR-Peptid und zur Kontrolle:
GST-SorcS3 (zytoplasmatische Abschnitt), CASK-Peptid (14 C-terminalen AS) und den
entsprechenden Beads (-). Es wurden die Pulldowns und das Proteinlysat (Input; 1), der erste
Durchlauf (2) und der zweite Durchlauf (3) aufgetrennt. Spezifische Banden (*) wurden
ausgeschnitten und durch Massenspektrometrie analysiert. Zur Kontrolle wurden die mit **
markierten Banden charakterisiert.

Prézipitierte  Proteine  wurden nach  Auftrennung durch SDS-PAGE  mittels
Massenspektrometrie analysiert (Abb.28C).

Tabelle 11 zeigt die Liste identifizierter Proteine unter Auslassung von heat-shock Proteinen
und Keratin. In den Kontrollbanden (Abb. 28C: **) wurden nur Keratin und heat-shock

Proteine identifiziert.
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Tab. 11: Massenspektrometrische Analyse der préazipitierten Proteine

Symbol Name (Englisch) Lokalisation Funktion
TRPM1" | Transient receptor potential cation | Membran Ca'"-abhangiger
channel, subfamily M, member 1 Kationenkanal
Srpm Small muscle protein Zytoskelett -
mylk2 Myosin light chain kinase 2 Zytoskelett -
Lama3 Laminin 5 subunit Membran Involviert in
Zelladhésion
usp24 Ubiquitin specific protease 24 Zytoplasma -
Snapin® Synaptosomal-associated protein | membranassoziiert Involviert in
25-binding protein Exozytose
cpne8” Copine-8 membranassoziiert Eventuell
Kalziumsensor wie
Sytl und Syt2
col3al Collagen type Il alpha 1 extrazelluléar Struktur
negrl” Neuronal growth regulator 1 Membran Eventuell
Zelladhasion tber
extrazellulare Ig-
Domanen
eefla? Elongation factor 1 A-2 Zytoplasma
collal Alpha-1 type I collagen extrazelluléar Struktur
gpm6a Glycoprotein M6A Membran
mapt” Microtubule-associated protein Zytoskelett Intrazellularer
Tau Transport
thyl Thy-1 membrane glycoprotein Membran
ntng2 Netrin g2 Membran
grb2 Growth factor receptor-bound Membran
protein 2
fmnl2 Formin-like 2
kif26a Kinesin family member 26A Zytoskelett
Vps26b Vacuolar protein sorting 26 Membran
homolog B
actn4” Alpha-actinin 4 Zytoskelett Postulierter CAR
Interaktionspartner
drebn Drebrin Zytoskelett Intrazellularer

Transport

Die Auswertung der Massenspektrometrie-Daten ergab, dass die Mehrheit der identifizierten

Proteine Membran- bzw. membranassoziierte Proteine sind oder zum Zytoskelett gehdren.

73




Ergebnisse

Die mit * markierten Proteine heben sich durch verschiedene Besonderheiten von den anderen
Proteinen ab. Mehrere Arbeitsgruppen hatten bereits eine Interaktion von CAR mit dem
Zytoskelett gezeigt (Fok et al., 2007; Coyne and Bergelson, 2005). So wurde Alpha-actinin-4
von Coyne und Bergelson Gber MAGI1-1b mit CAR in Verbindung gebracht und Tau
interagiert mit Tubulin (siehe 3.2.4 Abb. 5) (Coyne et al., 2005). Negrl gehdrt genauso wie
CAR zur IgSF. Copine-8 besitzt wie Sytl und Syt2 zwei C2-Doménen und bindet Kalzium-
abhangig Phospholipide. Snapin bindet Sytl (Pan et al., 2009; llardi et al., 1999) und ist in
Exozytoseprozesse involviert. TRPML ist ein Kalzium-abhangiger Kationenkanal.

Um den molekularen Zusammenhang zwischen CAR und der erhéhten Syt2-Expression zu
klaren, sollte die Interaktion und Kolokalisation von CAR mit Copine-8, Snapin und TRPM1
als erstes untersucht werden. Fiir Copine-8 ist kein Antikdrper kommerziell erhaltlich. Somit

wurde vorrangig die Kolokalisation von Snapin und TRPM1 mit CAR untersucht.

Snapin CAR CAR TRPM1 Snapin TRPM1 Snapin CAR TRPM1

TRPMA1

'

Abb. 29: Kolokalisation von CAR mit Snapin und TRPM1. (A) Wildtyp hippokampale
Neurone wurden mit anti-CAR (blau), anti-TRPM1 (griin) und anti-Snapin (rot) Antikérpern
und entsprechenden sekundaren fluorophorkonjugierten Antikdrpern markiert. Dabei konnte
eine partielle Kolokalisation zwischen CAR und TRPM1, CAR und Snapin und zwischen
Snapin und TRPM1 beobachtet werden. (B) Darstellung der Einzelkandle. GroRenbalken
5 um.
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Abbildung 29 zeigt eine partielle Kolokalisation von CAR mit TRPM1 und Snapin, wahrend
TRPML1 und Snapin nur gering kolokalisierten. Dies zeigte, dass sich CAR und Snapin bzw.
CAR und TRPM1 in rdumlicher Ndhe befinden. Die Kolokalisation von Snapin und CAR
weist auf eine Interaktion zwischen beiden Proteinen hin. Auf Grund der Interaktion von
Snapin mit dem SNARE-Protein Snap-25 und Sytl weist dies auf eine Assoziation von CAR

mit dem Exozytosemaschinerie hin.
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6 Diskussion

CAR vermittelt die Bindung von Coxsackie- und Adenoviren an die Zelloberflache und ist an
deren Aufnahme in die Zelle beteiligt. Eine Infektion mit Coxsackie- und Adenoviren kann zu
Erkrankungen der Hirnhaut (Meningitis), der Bauchspeicheldriise (Pankreatitis) oder des
Herzens (Kardiomyopathie) fuhren. Auf Grund seiner extrazellularen Ig-Domanen zahlt CAR
zu der |IgSF. Wie andere Mitglieder dieser Protein-Familie wirkt CAR als
Zelladhé&sionsprotein (Cohen et al., 2001; Honda et al., 2000; Patzke et al., 2010). In vielen
Organen ist CAR in dichten Zell-Zellkontaktbereichen (Tight Junctions) lokalisiert. Die
physiologische Rolle von CAR ist jedoch kaum untersucht. Schwerpunkt der vergangenen
Jahre war die Charakterisierung von CAR im Herzen. Untersuchungen an CAR-KO-Modellen
zeigten, dass CAR wichtig fir die Herzentwicklung ist. Die Deletion von CAR in der
Keimbahn oder spezifisch im embryonalen Herzen fihrt zu kardialer Einblutung und
embryonaler Letalitat (Fischer et al., 2009). Nach der Geburt nimmt CAR eine wichtige Rolle
in der Herzfunktion ein, wie adulte herzspezifische CAR-KO-Modelle zeigten. Diese KO-
Tiere entwickeln eine Storung der Reizweiterleitung von den Vorhdfen Uber den
atrioventrikuldren Knoten zu den Herzkammern (Lisewski et al., 2008; Lim et al., 2008).

Uber die Funktion von CAR im zentralen Nervensystem ist nur wenig bekannt, auch wenn
CAR in vielen Gehirnregionen lokalisiert ist und in Endothelzellen, Astrozyten und Neuronen
nachgewiesen wurde (Honda et al., 2000; Hotta et al., 2003; Persson et al., 2006; Raschperger
et al., 2006). Sowie im Herzen ist die CAR-Expression im Gehirn wahrend der
Embryonalentwicklung hoch und sinkt eine Woche nach der Geburt stark ab (Honda et al.,
2000). Interaktionsstudien weisen darauf hin, dass CAR mit den neuronalen Proteinen PSD95
und PICK1 interagiert.

Ziel dieser Arbeit war es die Funktion von CAR im zentralen Nervensystem zu
charakterisieren. Hierfur wurden gehirnspezifische CAR-KO-Modelle unter Verwendung des
Cre/lox-Systems generiert. Mit Hilfe der Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des CamKllo-
Promotors (CamKllo-Cre) bzw. des Nex-Promotors (Nex-Cre) wurde CAR gehirnspezifisch
deletiert. Die durchgefiihrten Untersuchungen der CamKlloa-CAR-KO-Tiere weisen auf eine

Funktion von CAR in der neuronalen Reizweiterleitung hin.
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6.1 Nex- und CamKlla-Cre fuhren zu unterschiedlicher neuronaler CAR-

Deletion

Das hohe Expressionsniveau von CAR wahrend der embryonalen Entwicklungsphase liel8
vermuten, dass CAR fur die pranatale Gehirnentwicklung wichtig ist. Um dies zu
untersuchen, wurden CARrecf/recf Mause mit Tieren verpaart, die die Cre-Rekombinase
unter dem FoxG1-Promotor exprimieren. FoxG1 ist ein putativer Transkriptionsfaktor der
winged-Helix-Familie. Die FoxG1-Cre wird ab E8.0 in den optischen Vesikeln exprimiert und
ist im weiteren Verlauf der Gehirnentwicklung im Vorderhirn aktiv (Hébert et al., 2000). Bei
der Verpaarung der FoxG1-Cre-Mduse mit CARrecf/recf Tieren wurden keine FoxG1-CAR-
KO-Tiere geboren. Untersuchungen der Embryonen zeigten, dass die KO-Tiere um den
Zeitpunkt E12.5 starben, wie die embryonalen herzspezifischen CAR-KO-Tiere (Lisewski et
al.,, 2008). Literaturrecherchen ergaben, dass es in Abhéngigkeit des genetischen
Hintergrundes zu unerwarteter Cre-Aktivitat aullerhalb des Gehirns kommt. Im genetischen
Hintergrund SvJ129 ist die FoxG1-Cre gehirnspezifisch. In dem von uns verwendetem
C57BI/6-Hintergrund kommt es zu FoxG1-Cre-Aktivitdt in weiteren Organen (Hébert et al.,
2000). Eine Untersuchung auf Rekombination des gefloxten CAR-Allels im Herzen der
FoxG1-CAR-KO-Tiere bestatigte eine zusatzliche Cre-Aktivitat in diesem Organ. Eine
Rickkreuzung heterozygoter CAR-Mause (CARrecf/wt FoxG1l+) mit SvJ129-Mausen war
nicht erfolgreich. Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass sich die Deletion von CAR im
Herzen auf die Gehirnentwicklung auswirkt, wurden die FoxG1-CAR-KO-Tiere nicht weiter
untersucht. Fir die Generierung gehirnspezifischer CAR-KO-Tiere wurden anschlieRend
Mause verwendet, die die Cre-Rekombinase unter dem Nex-Promotor oder dem CamKllo-
Promotor exprimieren.

Die Nex-Cre- und CamKIlla-Cre-Mauslinien unterscheiden sich hinsichtlich des Orts und der
Zeit der Cre-Expression (Tab. 12). Die Nex-Cre ist circa ab dem embryonalen Tag 11.5 aktiv.
Fur die CamKlla-Cre wurde eine Aktivitdt ab dem postnatalen Tag 3 gezeigt. Beide Cre-
Rekombinasen werden im GroBhirn, welches den Kortex und den Hippokampus umfasst,
exprimiert. In den Nex-CAR-KO-Tieren war die CAR-Expression im Kortex, Hippokampus,
Riechhirn und im Kleinhirn reduziert. Im Kortex (inklusive Hippokampus) sieben Tage alter
Méuse betrug die Reduktion 50% im Vergleich zu den Kontrolltieren. Im CamKIlla-CAR-KO
war CAR in nahezu allen Gehirnregionen deletiert. Im Kortex (inklusive Hippokampus)

sieben Tage alter Mduse wurde kein CAR-Proteinsignal detektiert (siehe Abb. 9).
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Tab. 12: Nex-Cre und CamKlIla-Cre Aktivitéat

Cre-Aktivitat Nex-Cre CamKlla-Cre
Zeit Ab E11.5 Ab P3
Dorsale Telenzephalon, spater: Hippokampus, Kortex, Riechhirn,
Ort GroRhirn, Hypothalamus, Amygdala; geringere Aktivitat:
Kleinhirn, Stammbhirn, Pons Hypothalamus, Thalamus

Keine Cre-Aktivitat | Ventrikulare Zone -

Zelltypen Postmitotische Zellen -

) .| Interneurone, postnatale
Keine Cre-Aktivitat -
Granulazellen

Autor (Goebbels et al., 2006) (Casanova et al., 2001)

Goebbels et al. schranken die Nex-Cre-Aktivitat auf einige Zelltypen ein. Die Fehlende
Aktivitat der Nex-Cre in postmitotischen Zellen und in Interneuronen kdnnte Ursache fiir den
geringeren Verlust des CAR-Proteins im Nex-CAR-KO im Vergleich zum CamKlla-CAR-
KO sein, da bisher nicht bekannt ist, in welchen Neuronen CAR exprimiert wird.

Fur die Generierung der Nex-Cre-Mause wurde ein DNA-Fragment, welches die Cre-
Rekombinase und Elemente des Nex-Promotors enthalt, unspezifische in das Mausgenom
integriert (Goebbels et al., 2006). Die CamKIlla-Cre-Méuse wurden durch Klonierung des
Cre-Rekombinasegens hinter den CamKIla-Promotor generiert. Dies ermdglicht eine bessere
Regulation der Cre-Expression, da alle regulatorischen Sequenzen fiir die Promotoraktivitat
erhalten sind, und kann zu einer hoheren Rekombinationseffizienz bei der Generierung von
KO-Tieren fuhren (Casanova et al., 2001). Die Integration des Cre-Rekombinasegens in das
Mausgenom kann zu Nebeneffekten fihren. Fir beide Cre-Mauslinien ist jedoch kein
Phénotyp beschrieben. Die Klonierung des Cre-Rekombinasegens hinter den CamKllo-
Promotor flhrt zur Deletion eines Allels des CamKlla-Gens. Heterozygote CamKllo-KO-
Tiere zeigen eine Beeintrachtigung des Langzeitgedéachtnis ab 10 Tage nach Beendigung des
Trainings in zwei Hippokampus-abhéngigen Lerntests, wahrend dies 1-3 Tage nach dem
Training nicht der Fall ist. Die Induktion von Langzeit-Potenzierung (LTP) ist im
Hippokampus CamKllo—heterozygoter Knockouttiere vergleichbar mit Kontrolltieren. Im
Kortex hingegen ist die Induktion von LTP in CamKlla-heterozygoten Knockouttieren
beeintrachtigt (Frankland et al., 2001). Die Genexpressionsanalyse in Hippokampi von
CamKlla-CAR-KO- und Kontrolltieren ergab keine Verénderung der CamKlla-mRNA-
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Menge in den CAR-KO-Tieren (Affymetrix-Daten). Untersuchungen des Lernverhaltens
wurden von uns bis maximal 5 Tage nach Trainingsende durchgefiihrt, einem Zeitpunkt zu
dem Tiere mit heterozygoter Deletion von CamKlla ein normales Lernverhalten aufweisen.
Die Bestimmung des LTPs erfolgte im Hippokampus und nicht im Kortex. Um dennoch einen
Cre-Effekt auszuschlielen, wurden Kontrollmessungen an CARwt/wt CamKlla+ Tieren

durchgefihrt.

6.2 Die Gehirnstruktur ist in CAR-Knockout-Tieren unverandert

Fir einige Proteine der 1gSF, wie TAG-1, NCAM oder L1, wurde gezeigt, dass sie die
neuronale Zellmigration oder des Wachstums von Dendriten und Axonen beeinflussen
(Kyriakopoulou et al., 2002; Niethammer et al., 2002; Cremer et al., 1994). Die Deletion von
NCAM in der Keimbahn fuhrt zu einem verénderten Aufbau der Zellschichten im
Hippokampus und zur Verkleinerung des Riechhirns. L1-defiziente Tiere zeigen eine
VergroBerung der Gehirnventrikel und Veranderung des Dendritenbaums (Dahme et al.,
1997). Die Untersuchungen der Gehirnstruktur der CAR-KO-Tiere ergaben keinen
Unterschied zwischen CAR-KO- und Kontrolltieren. In den Nex-CAR-KO- und in den
CamKlla-CAR-KO-Tieren waren die Anordnung der Zellschichten und der myelinierten
Axone im Kortex und Hippokampus unverandert im Vergleich zu Kontrollgeschwistertieren
(Abb. 11, Abb. 12, Abb. 31). Ebenso wenig war eine Veranderung des Dendritenbaums in
CamKIlla-CAR-KO-Neuronen im Vergleich zu Kontrollneuronen zu beobachten (Abb. 13).

Dies konnte zum einen bedeuten, dass CAR nicht relevant flr die Zellmigration oder das
Langenwachstum neuronaler Auslaufer ist, oder dass der Verlust von CAR in den Nex-CAR-
KO-Tieren zu gering und in den CamKlla-CAR-KO-Tieren zu spat ist, um sich auf die
Gehirnstruktur auszuwirken. Die Assoziation von CAR mit dem Zytoskelett (siehe 3.2.4), die
Isolation von Tau oder Alpha-actinin-4 in unseren Pulldown-Versuchen (Tab. 11) und die
Daten von Patzke et al. lassen vermuten, dass CAR einen Einfluss auf die neuronale Struktur
hat. So fihrt die Applikation von Adenovirusfragmenten zu kultivierten Hilhnerneuronen zu
einem erhohten L&ngenwachstum der Dendriten, wahrend anti-CAR Antikorper eine
Verkirzung der Dendriten bewirken (Patzke et al., 2010). Ein Vergleich des konventionellen
CAR-Knockouts und des adulten herzspezifischen CAR-Knockouts deuten darauf hin, dass
der Zeitpunkt der CAR-Deletion relevant ist flr die Auswirkung auf die Organstruktur. So

fuhrt der Verlust des CAR-Proteins in der Keimbahn zu strukturellen Verédnderungen des
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Myokards, wahrend die Herzstruktur adulter herzspezifischer CAR-KO-Tiere unverandert ist
(Asher et al., 2005; Dorner et al., 2005; Lisewski et al., 2008). Ahnliches kann bei einem
Vergleich der konventionellen und gehirnspezifischen L1- und NCAM-KO-Tiere festgestellt
werden. Im Gegensatz zu den konventionellen KO-Tieren sind weder im gehirnspezifischen
NCAM- noch im gehirnspezifischen L1-KO Veranderungen der Gehirnstruktur zu beobachten
(Law et al., 2003; Bukalo et al., 2004). Eine fehlende morphologische Veranderung in den
konditionellen KO-Mausen bedeutet nicht, dass L1, NCAM oder CAR unbedeutend fur die
Funktion des Gehirns bzw. des Herzens sind. Die gehirnspezifische Deletion von L1 und
NCAM verursacht eine Veranderung der Reizweiterleitung im Gehirn und die adulte
herzspezifische Deletion von CAR zu einer Stérung der Reizweiterleitung im Herzen (Bukalo
et al., 2004; Law et al., 2003; Lim et al., 2008; Lisewski et al., 2008).

6.3 CAR beeinflusst die basale synaptische Transmission

Der Einfluss der CAR-Deletion auf die Reizweiterleitung im Gehirn, wurde durch
elektrophysiologische Messungen an Gehirnschnitten von CamKlla-CAR-KO- und
Kontrollmdusen untersucht. Die Schaffer-Kollateralen wurden in der CAl1-Region des
Hippokampus durch verschiedene Reizstarken (Eingangssignal) stimuliert und die
korrespondierende postsynaptische Potenzierung (fEPSP, Ausgangssignal) ermittelt. Der
Vergleich von CAR-KO- und Kontrolltieren ergab eine kontinuierlich hdhere postsynaptische
Potenzierung als Antwort auf die entsprechende Reizstarke in den KO-Tieren als in den
Kontrolltieren. Dies zeigt, dass die Reizlbertragung in den KO-Tieren im Vergleich zu
Kontrolltieren verbessert ist (Abb. 15A). Im Gegensatz dazu wurde kein Unterschied
zwischen CARwt/wt CamKlla+, CARwt/wt und CARrecf/recf Tieren festgestellt, wodurch
die genomische Integration der Cre-Rekombinase oder der loxP-Sequenzen als Ursache fir
den Phanotyp ausgeschlossen werden kénnen (Abb. 15B).

Die gehirnspezifische Deletion von NCAM oder L1 flhrt ebenfalls zu einer erhohten
synaptischen Transmission in den entsprechenden KO-Tieren (Bukalo et al., 2004; Law et al.,
2003). Ursache fur eine erhohte Reizibertragung konnte eine hohere Anzahl an
stimulierbaren Axonen in den L1-, NCAM- oder CAR-KO-Tieren sein. Fur den
konditionellen L1-KO wurde diese Mdglichkeit durch elektrophysiologische Messung
ausgeschlossen (Law et al., 2003). Die morphologische Untersuchung der CAR-KO-Tiere

sprechen gegen eine erhohte Anzahl an stimulierbaren Axonen in der hippokampalen CAl-
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Region (Abb. 11, Abb. 13). Es konnte kein Unterschied in der Zelldichte in diesem Bereich
festgestellt werden. Da die Deletion von CAR keinen Einfluss auf das L&angenwachstum der
Dendriten hat, ist zu vermuten, dass CAR ebenso wenig das Wachstum von Axonen in diesen
CAR-KO-Tieren beeinflusst. Da es sich bei den Schaffer-Kollateralen um nicht-myelinierte
Axone handelt, ist eine direkte Aussage Uber die Anzahl der Axone in dieser Gehirnregion
durch die Myelinfarbung von CAR-KO- und Kontrolltieren nicht moéglich (Palani et al.,
2010). Jedoch deutet die Ubereinstimmung der Struktur myelinierter Axone auf keine
morphologische Ursache fir die erhdhte Signallibertragung in den CAR-KO-Tieren hin (Abb.
12). Eine weitere Ursache konnte eine geringere Anzahl an inhibitorischen Neuronen in den
CAR-KO-Tieren sein. Da die Messungen im Stratum radiatum durchgefiihrt wurden, einer
Zellschicht des Hippokampus die weniger als 2,5% inhibitorische Neurone enthé&lt (Hiscock et
al., 2000), scheint diese Mdglichkeit nicht ausreichend, um die 70%ige Erhéhung der
synaptischen Transmission in den CAR-KO-Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren zu
erklaren. So wurde im gehirnspezifischen L1-KO eine geringere Inhibierung der synaptischen
Aktivitdt ausgeschlossen (Law et al., 2003). Im Falle des gehirnspezifischen NCAM-
Knockouts ist die erhdhte synaptische Transmission von der extrazellularen
Kalziumkonzentration abhéngig. Wahrend bei extrazelluldaren Kalziumkonzentrationen von
1,5 mM das Verhaltnis zwischen postsynaptischer Potenzierung und Stimulus-Stérke im
NCAM-KO hoher ist als in den Kontrolltieren, ist dies bei extrazellularen
Kalziumkonzentrationen von 2 mM und 2,5 mM nicht der Fall (Bukalo et al., 2004). Eine
maogliche Erklarung fur die Konzentrationsabhangigkeit ist der Einfluss von NCAM auf
Kalziumkanéle und die intrazellulare Kalziumhomeostase (Schuch et al., 1989; Kiryushko et
al., 2006). Dies lasst vermuten, dass die erhéhte synaptische Transmission in den NCAM-,
L1- und CAR-KO-Tieren durch Veranderungen pra- oder/und postsynaptischer Prozesse
verursacht wird und weniger durch morphologische Veranderungen (Bukalo et al., 2004; Law
et al., 2003).

6.4 CAR als Mediator bei der Exozytose von Vesikeln

Um zu untersuchen, ob die erhohte synaptische Reizweiterleitung in den Schaffer-
Kollateralen durch prasynaptische Veranderungen hervorgerufen wird, wurde die Freisetzung
von Vesikeln mittels des Fluoreszenzfarbstoffes FM1-43 untersucht.
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Dieser Farbstoff wird durch Endozytose in prasynaptische Vesikel aufgenommen und durch
Exozytose der Vesikel wieder abgegeben. Da der Farbstoff eine hohere Fluoreszenzintensitat
aufweist, wenn er an Lipide gebunden ist, ermdglicht diese Eigenschaft eine Verfolgung der
Vesikelfreisetzung mittels Fluoreszenzmikroskop (Betz et al., 1992; Betz et al., 1996;
Biederer et al., 2002). Die Exozytose von Vesikeln wurde in zwei Wochen alten
hippokampalen Neuronenkulturen von CAR-KO- und Kontrolltieren durchgefihrt. In den
CAR-KO-Neuronen kam es nach Depolarisierung der Membran zu einer schnelleren
Reduktion des FM1-43-Fluoreszenzsignals im Vergleich zu Kontrollzellen, wobei die
Synapsen der CAR-KO-Zellen eine héhere Fluoreszenzintensitat vor der Vesikelfreisetzung
aufwiesen als Synapsen der Kontrollzellen (Abb. 16).

Die Ursache fur die erhohte Ausgangsfluoreszenz in den CAR-KO-Synapsen kann
beispielsweise an einer veranderten Aufnahme des FM1-43-Farbstoffes liegen. Dies konnte
auf Grund der technischen Eigenschaften des Mikroskops nicht untersucht werden.
Verénderungen der Vesikelendozytose kann unter anderem durch Beeinflussung von
Proteinen der Endozytosemaschinerie oder der Lipidzusammensetzung der Zellmembran
verursacht werden. So stimuliert Cholesterin die Internalisierung von Adenoviren nach
Bindung an CAR und ein verringerter Cholesteringehalt in der Zellmembran flhrt zur
Beeintrachtigung von Endo- und Exozytoseprozessen (Linetti et al., 2010; Thiele et al., 2000;
Imelli et al., 2004). CAR befindet sich in speziellen lipid-raft Bereichen der Zellmembran,
welche reich an Lipiden, wie z. B Cholesterin, sind (Ashbourne Excoffon et al., 2003). Ob
jedoch die Deletion eines Membranproteins dieser Mikrodomanen die Lipidzusammensetzung
der Zellmembran beeinflusst, ist kaum untersucht.

Eine verdnderte Expression von Proteinen der Endozytosemaschnerie beeintréchtigt ebenfalls
die Endozytose von Vesikeln. So fiihrt die Deletion von Sytl, einem Protein, das in Vesikel-
Endo- und Exozytose involviert ist, zu einer verlangsamten Vesikelaufnahme und -abgabe
(Nicholson-Tomishima and Ryan, 2004). Interessanterweise ist in den CAR-KO-Tieren die
Expression von Syt2 erhoht. Sytl und Syt2 sind sich funktionell sehr &hnlich (Stevens et al.,
2003; Pang et al., 2006; Young and Neher, 2009). Es ist zu vermuten, dass die Erh6hung des
Syt2-Proteingehaltes zusatzlich zu einer unveranderten Expression von Sytl zu einer
Umkehrung des Phanotyps des Sytl-KO fiihrt, demzufolge zu einer beschleunigten
Vesikelaufnahme und Vesikelabgabe. In Syt1-KO-Tieren wurde weiterhin eine Verkleinerung
des Recycling-Pools festgestellt, also einer Verringerung an Vesikeln, die endo- und
exozytiert werden (Nicholson-Tomishima et al., 2004; Ryan and Smith, 1995; Sudhof, 2004).
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Somit konnte die héhere Fluoreszenzintensitat der CAR-KO-Synapsen nach der Aufnahme
von FM1-43 auf einen grolReren Recycling-Pool in den CAR-KO-Synapsen hinweisen. Die
Ergebnisse der repetitiven 10 Hz Applikation in den Schaffer-Kollateralen der CAR-KO- und
Kontrolltiere unterstiitzen die Annahme eines vergréRerten Recycling-Pools in den CAR-KO-
Synapsen. Bei diesem Versuch wurde wéhrend der 10 Hz Stimulierung eine geringere
Depression der fEPSP-Ampliude in CAR-KO-Tieren als in Kontrollmé&usen beobachtet. Nach
Beendigung des Stimulus erhohten sich die fEPSP-Amplituden anfénglich gleich schnell,
wobei diese in CAR-KO-Gehirnschnitten im weiteren Verlauf schneller das Ausgangsniveau
erreichten als in den Kontrollschnitten (Abb. 18A). Die kontinuierliche Applikation von
10 Hz flhrte zu einer nahezu vollstandigen Entleerung des Recycling-Pools innerhalb von 60
s und hat somit eine Verringerung der postsynaptischen Potenzierung als Folge (Ryan et al.,
1995). Auf Grund dessen ist eine geringere Depression in den CAR-KO-Gehirnschnitten ein
Hinweis auf eine erhohte Vesikelanzahl, die durch die kontinuierliche 10 Hz Stimulierung
exozytiert werden (Ryan et al., 1995; Polo-Parada et al., 2001; Kavalali, 2007).

Die erhohte Fluoreszenzintensitat vor der FM1-43-Farbstofffreisetzung und die schnellere
Reduktion des Fluoreszenzsignals in den CAR-KO-Zellen lieBen eine hohere
Gesamtvesikeldichte bzw. eine hohere Vesikeldichte in der Nahe der aktiven Zone erwarten.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen an hippokampalen Kulturen ergaben keine
Veréanderung der Gesamtvesikeldichte, aber eine Verringerung der Vesikeldichte in der Nahe
der aktiven Zone (Abb. 17). Dies deutet darauf hin, dass die Erhéhung des Recyling-Pools
durch Rekrutierung von Vesikeln aus dem Resting-Pool erfolgt (siehe 3.1.3.2). Da Vesikel
des Recycling-Pools gleichméaliig in der Synapse verteilt sind und nicht alle Vesikel dieses
Pools an der aktiven Zone angelagert sind, muss dies kein Widerspruch zu der schnelleren
FM1-43-Freisetzung sein (Schikorski et al., 1997; Sudhof, 2004; Ariel and Ryan, 2010). Es
lasst jedoch vermuten, dass die schnellere Reduktion des Fluoreszenzsignals in CAR-KO-
Zellen durch eine beschleunigte Rekrutierung der Vesikel an die aktive Zone oder an
Membranbereiche aulRerhalb der aktiven Zone verursacht wird (Kavalali, 2007; Sudhof, 2004;
Ryan, 2006; Yan et al., 2002; Polo-Parada et al., 2001). Eine weitere Mdglichkeit ist die
Exozytose von fusionierten Vesikel, einem Prozess an dem das im CAR-KO verstarkt
exprimierte Syt2 beteiligt ist. Dies wurde zu einer erhéhten Freisetzung von FM1-43 wahrend
der Exozytose dieser Vesikel fiihren (He et al., 2009).

Bei einer schnelleren Exozytose von Vesikeln an der aktiven Zone wiirde man eine stérkere

Depression bei der kontinuierlichen 10 Hz Stimulierung vermuten. Wir beobachten jedoch
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eine verringerte Depression in den CAR-KO-Tieren. Eine mdgliche Erklarung ist ein
vergrolerter Recycling-Pool oder, eine Vesikelfreisetzung, die nicht nur an der aktiven Zone
stattfindet. Dies vermuten Polo-Parada et al. als Ursache fir ihre Beobachtung an
neuromuskuldaren Endplatten des konventionellen NCAM-Knockouts. Die neuromuskuldre
Endplatte ist eine chemische Synapse, in der elektrische Reize mittels Transmitter an die
postsynaptische Muskelzellen Ubertragen werden. An den neuromuskuléren Endplatten ist die
FM1-43-Freisetzung in den NCAM-KO-Tieren schneller als in den Kontrolltieren. Da die
Ausschittung von Neurotransmittern in den neuromuskuldren Endplatten der KO-Tiere
unverandert ist, vermuten Polo-Parada et al. eine erhdhte Exozytose der Vesikel auRerhalb der
aktiven Zone (Polo-Parada et al., 2001).

Jedoch kann die geringere Depression in den CAR-KO-Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren
auch andere Ursachen haben. Bei der FM1-43-Freisetzung werden nur Vesikel betrachtet, die
vor der Depolarisierung der Membran durch 90 mM Kaliumchloridlésung mit FM1-43
beladen waren. Neu endozytierte Vesikel werden nicht beobachtet, da der FM1-43-Farbstoff
wahrend der Vesikelentladung kontinuierlich entfernt wurde und neu endozytierte Vesikel
erst nach 90 s fur eine erneute Exozytose bereit stehen (Ryan et al., 1993). Da die erneute
Exozytose von endozytierten Vesikeln bei der kontinuierlichen 10 Hz Stimulierung schneller
ist als bei der Depolarisierung der Membran mit 90 mM Kaliumchloridlésung, wird bei
diesem Versuch auch teilweise die Exozytose neuer Vesikel betrachtet (Ryan et al., 1993;
Ryan et al., 1995). Somit kann die geringere Depression in den CAR-KO-Tieren durch ein
verbesserte erneute Rekrutierung (Re-priming) der Vesikel verursacht sein. Auf Grund der
Tatsache, dass bei der 10 Hz Stimulierung die postsynaptische Potenzierung gemessen wird,
kann ein Unterschied zwischen CAR-KO- und Kontrollzellen nicht nur durch Verénderungen
prasynaptischer Prozesse verursacht werden, sondern auch durch Veranderungen an der
Postsynapse. In Interaktionsstudien wurde festgestellt, dass CAR mit den postsynaptischen
Proteinen PSD95 und PICK1 interagiert (Excoffen 2004). PICK1 bindet an die GluR2-
Untereinheit des AMPA-Rezeptors und der Phosphokinase C. Der AMPA-Rezeptor ist
hauptséchlich fiir die postsynaptische Antwort auf die Glutamatfreisetzung im Hippokampus
bzw. hippokampalen Neuronen verantwortlich. Dabei ist die Lokalisierung der AMPA-
Rezeptoren wichtig flr die Effizienz der postsynaptischen Antwort, da AMPA-Rezeptoren im
Allgemeinen akkumuliert an der Zelloberflache vorliegen (Lisman and Raghavachari, 2006;
Raghavachari and Lisman, 2004; Franks et al., 2002). AMPA-Rezeptoren und andere

Membranproteine zirkulieren zwischen der Zellmembran und intrazellularen Kompartimenten
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(Bredt and Nicoll, 2003). Diese Wanderung der AMPA-Rezeptoren wird unter anderem durch
die Interaktion mit PDZ-haltigen Proteinen wie PICK1 und die Phosphorylierung der GluR2-
Untereinheit durch die Phosphokinase C gesteuert (Kim et al., 2001; Hirbec et al., 2003; Lu et
al., 2005; Chung et al., 2000; Daw et al., 2000). Es besteht die Mdglichkeit, dass die CAR-
Deletion in den CAR-KO-Tieren die Funktion von PICK1 bei der Wanderung der AMPA-
Rezeptoren beeinflusst und dadurch zu einer geringeren Depression der postsynaptischen
Potenzierung wahrend der verlangerten 10 Hz Stimulierung flhrt. Dies konnte zum Beispiel
durch Analyse der AMPA-Rezeptor-Menge an der Zelloberflaiche nach verlangerter
Stimulierung Uberprift werden oder durch Inhibierung der Phosphokinase C wahrend der
kontinuierlichen 10 Hz Applikation (Chung et al., 2000).

6.5 CAR beeinflusst hippokampale Langzeit-Potenzierung

Die erhohte synaptische Transmission, die Verdnderung in der Vesikelfreisetzung und die
geringere Depression der postsynaptische Potenzierung wahrend der verldngerten 10 Hz
Stimulierung zeigen, dass CAR die Signalubertragung zwischen Neuronen beeinflusst. Um zu
testen ob dies Auswirkung auf eine langzeitliche Kommunikation zwischen Neuronen hat,
wurden CAR-KO- und Kontrolltiere auf Langzeit-Potenzierung (LTP) untersucht.

Die Applikation von zwei tetanischen 100 Hz Stimuli im Stratum radiatum fiihrte zur
Induktion von LTP in CAR-KO- und Kontrolltieren. Ab zehn Minuten nach der Induktion
war eine hohere Potenzierung in CAR-KO-Tieren als in Kontrolltieren zu beobachten (Abb.
18B). Dieses Ergebnis zeigt, dass sich die CAR-Deletion auch auf die Verstarkung der
synaptischen Signallibertragung auswirkt. In diesem Vorgang sind vor allem postsynaptische
aber auch préasynaptische Veranderungen involviert (Stanton et al., 2005; Lisman et al., 2006;
Zakharenko et al., 2001; Ahmed and Siegelbaum, 2009). Auf der postsynaptischen Seite
kommt es unter anderem zu erhéhtem Einbau von AMPA-Rezeptoren in die postsynaptische
Membran und zur Aktivierung von NMDA-Rezeptoren (Gomperts, 1996; Park et al., 2008).
Die Deletion von CAR konnte, Uber die in 6.4 besprochene Interaktion von PICK1 und der
GluR2-Untereinheit, die Rekrutierung von AMPA-Rezeptoren an die Zelloberflache oder die
Lokalisierung der NMDA-Rezeptoren beeinflussen. NMDA-Rezeptoren interagieren mit
PSD95 (Kornau et al., 1995), welches ebenfalls als Interaktionspartner von CAR identifiziert
wurde (Excoffon et al., 2004).

Nach der Induktion von LTP kommt es in erster Linie zu biochemischen Umbauprozessen auf

der postsynaptischen Seite, wéhrend Verénderungen von présynaptischen Prozessen, wie eine
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verstarkte Transmitterfreisetzung, langsamer erfolgen (Stanton et al., 2005; Zakharenko et al.,
2001; Bayazitov et al., 2007). Da wir erst 10 Minuten nach LTP-Induktion eine hdhere
Potenzierung in den CAR-KO-Tieren als in den Kontrolltieren beobachten und keine
Verénderung kurz nach der Induktion (maximale fEPSP-Anstieg), lasst dies vermuten, dass
die erhohte Potenzierung durch Beeinflussung prasynaptischer Ablaufe hervorgerufen wird.
Ein Hinweis daflr ist die veranderte Vesikelfreisetzung in den CAR-KO-Neuronen im
Vergleich zu Kontrollzellen.

LTP wird mit Lernverhalten und Gedachtnisbildung in Zusammenhang gebracht. Explizit der
Hippokampus ist wichtig fir raumliches Lernvermégen (Winson, 1978; Grant et al., 1992;
Schmitt et al., 2004). Auf Grund der Assoziation von LTP im Hippokampus mit rdumlichem
Lernen, wurden die CAR-KO-Tiere und Kontrollen im Context-Fear-Conditioning-Versuch
und im Barnes-Labyrinth untersucht. Beides sind Methoden um Hippokampus-abhangiges
Lernverhalten zu untersuchen (Sanders et al., 2003; Ahi et al., 2004; Barrett et al., 2010). Im
Context-Fear-Conditioning-Versuch wird das assoziative Lernverhalten einer Maus und im
Barnes-Labyrinth das rdumliche Lern- und Erinnerungsvermogen getestet (Sanders et al.,
2003). In beiden Versuchen zeigten die CAR-KO-Tiere ein ahnliches Verhalten wie die
Kontrolltiere. Beide Versuchsgruppen assoziierten sowohl den Ton als auch den Raum mit
der Stromapplikation wahrend der Konditionierung im Context-Fear-Conditioning und
zeigten ein &hnliches raumliches Lern- und Erinnerungsvermdgen im Barnes-Labyrinth.

Die pharmakologische Blockierung von NMDA-Rezeptoren oder die Deletion jeweils einer
der Untereinheiten des NMDA-Rezeptors verhindert die Induktion von LTP und
beeintrachtigt das rdumliche Lernvermdgen (Morris et al., 1986; D'Hooge and De Deyn,
2001; Kiyama et al., 1998). Im gleichen Sinne fiihrt die Uberexpression der NMDA-Rezeptor-
Untereinheit NR2B zu einer verstarkten Langzeit-Potenzierung und Steigerung des
Lernvermdgens (Wang et al., 2009). Auf Grund dieser und weiterer Beobachtungen in KO-
Tieren wird vermutet, dass LTP ein Modell fir die molekularen Ablaufe bei der Bildung von
Erinnerungsvermogen ist. Ob die molekularen Verdnderungen, die LTP zu Grunde liegen, die
gleichen sind wie beim Lernen, ist noch nicht vollstandig aufgeklart (Lynch, 2004; Frey and
Frey, 2008). So wird als Argument angefihrt, dass bei der Induktion von LTP nur eine
geringe Anzahl an Nervenzellen involviert ist, da es nur in einem definierten Bereich des
Gehirns induziert wird. Im Gegensatz dazu sind bei dem Erlernen und Speichern von
Information mehrere Gehirnareale beteiligt (Lynch, 2004; Frey et al., 2008). Auch zeigen

einige  KO-Modelle keinen direkten Zusammenhang zwischen erhéhtem LTP und
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verbessertem Lernverhalten bzw. vermindertem LTP und verschlechtertem Lernvermdgen
(Reisel et al., 2002; Rutten et al., 2008; Lynch, 2004; Chan et al., 2010; Migaud et al., 1998;
Zamanillo et al., 1999). So fuhrt beispielsweise die Mutation von PSD95 zu einer erhthten
Langzeit-Potenzierung, aber zu einer Verschlechterung des Lernvermdégens der modifizierten
Méuse (Migaud et al., 1998).

Somit muss eine Veranderung im LTP nicht mit verdndertem Lernverhalten einhergehen. Die
erhdhte Langzeit-Potenzierung in den CAR-KO-Tieren aber zeigt, dass CAR die

Kommunikation zwischen Synapsen auch langfristig beeinflusst.

6.6 Veranderte Synaptotagmin 2 Expression in CAR-Knockout-Tieren

Im adulten herzspezifischen CAR-KO-Modell wurde ein Zusammenhang zwischen CAR und
den Gap Junction Proteinen (Connexinen) beschrieben. Die KO-Tiere zeigten eine Stérung
der elektrischen Reizweiterleitung von den Vorhofen zu den Herzkammern. Dabei war eine
Reduktion des CAR interagierenden Proteins ZO-1 und der Connexine 45 und 43 (Cx45 und
Cx43) zu beobachten (Lisewski et al., 2008). Parallel konnten Lim et al. eine Interaktion von
CAR mit Cx45 unter Beteiligung des PDZ-Doménen enthaltenden Proteins ZO-1 nachweisen
(Lim et al., 2008). Auf Grund dessen wurde die Expression der Connexine 36, 43 und 45
sowie der CAR interagierenden Proteine ZO-1, MUPP1 und B-Catenin in Gehirnen von
CamKIlla-CAR-KO-Tieren und Kontrolltieren tberpruft. Es konnte keine Veranderung in der
MRNA-Menge dieser Proteine im CAR-KO festgestellt werden (Abb. 23). Dies lasst
vermuten, dass die physiologischen Verénderungen im gehirnspezifischen CAR-KO durch
andere molekulare Mechanismen hervorgerufen werden als im adulten herzspezifischen CAR-
KO. So lasst die eingeschrankte SignalUbertragung im Herzen der adulten herzspezifischen
CAR-KO-Tiere im Vergleich zu der verbesserten Signalibertragung im Gehirn der
gehirnspezifischen CAR-KO-Tiere vermuten, dass CAR in beiden Organen in
unterschiedliche Funktionswege involviert ist.

Auf Grund dessen wurde mittels Genexpressionsanalyse Uberprift, ob die Expression weiterer
Gene durch die Deletion von CAR beeinflusst ist. Die Analyse wurde in Hippokampi 10 Tage
alter Méuse des CamKlla-CAR-KO-Stamms durchgefiihrt. Im Gegensatz zu Kontrolltieren
ist das CAR-Protein zu diesem Zeitpunkt im CAR-KO nicht mehr nachweisbar. Die am
starksten regulierten Gene im Hippokampus waren PROT und Syt2 (Tab. 10). Die erhohte
Expression beider Gene in den CAR-KO-Tieren konnten wir auf mRNA-Ebene mittels gRT-
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PCR bestdtigen (Abb. 24). Im Gegensatz zu PROT war eine Verdnderung der Syt2-
Expression auch auf Proteinebene nachweisbar (Abb. 25).

PROT st ein Natrium- und Chlorid-abhéngiger hoch-affiner L-Prolin-Transporter der im
Hippokampus ausschlieBlich in glutamatergen Neuronen exprimiert wird. In diesen Neuronen
ist PROT vorwiegend in Vesikeln und teilweise in der prasynaptischen Membran lokalisiert
(Cohen and Nadler, 1997; Renick et al., 1999). Eine erhohte Prolinkonzentration fuhrt zu
erhohter synaptischer Transmission ohne die Freisetzungswahrscheinlichkeit der Vesikel zu
beeinflussen (Cohen et al., 1997). Die Funktion von L-Prolin im Gehirn ist kaum untersucht,
es gibt jedoch Hinweise, dass L-Prolin ein Neurotransmitter ist (Takemoto and Semba, 2006).
Es wird vermutet, dass PROT durch die Beseitigung von Prolin aus dem extrazellularen Raum
eine Rolle bei der Regulation der synaptischen Transmission spielt (Fremeau et al., 1992;
Crump et al.,, 1999; Renick et al., 1999). Wir sehen keine Veranderung der PROT-
Proteinmenge in den CAR-KO-Tieren. Dies konnte auf einer fehlenden Proteinsynthese oder
auf einer erhohten Instabilitat des Proteins beruhen. Eine weitere Mdéglichkeit ist, dass es sich
bei der erhéhten mRNA-Menge um eine besondere Spleil3-Variante von PROT handelt, die
der Antikorper gegen das PROT-Protein nicht unterscheidet. Jedoch sind keine weiteren
Isoformen von PROT bekannt. Es ist zu vermuten, dass PROT nicht in die verénderte
Signaliibertragung in den CAR-KO-Tieren involviert ist.

Die Expression von Syt2 war sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene im CAR-
KO erhoht. Syt2 ist eines von 16 verschiedenen Synaptotagminen und ist zu 76%
sequenzidentisch zu Sytl (Pang et al., 2010). Beide Synaptotagmine ahneln sich hinsichtlich
ihrer Funktion (Pang et al., 2006; Stevens et al., 2003; Young et al., 2009). Sie sind in der
Membran von Vesikeln lokalisiert und binden Gber ihre zwei C-terminalen C2-Doménen
Kalziumionen, wobei die Kalziumbindung die Affinitat zu Phospholipiden erhoht (Fernandez
et al, 2001; Pang et al., 2006). Beide Synaptotagmine sind Bestandteil der
Exozytosemaschinerie in Neuronen und endokrinen Zellen und spielen besonders als
Kalziumsensoren bei der schnellen (synchronen) Kalzium-abhangigen Vesikelfreisetzung eine
wichtige Rolle (Bommert et al., 1993; Geppert et al., 1994; Pang et al., 2006).

Synaptische Vesikel werden durch die partielle Assemblierung der SNARE-Proteine
Syntaxin, Snap-25 und Synaptobrevin an die aktive Zone der Prasynapse heran gezogen und
fir die Exozytose vorbereitet (Abb. 30). Eine Mdglichkeit ist eine langsame asynchrone
Kalzium-abh&ngige Exozytose von Vesikeln, die vezdgert nach der Ankunft eines

Aktionspotentials stattfindet, aber scheinbar durch die Komponenten der synchronen Vesikel-
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Exozytose unterdriickt wird. So verhindert die Bindung von Complexin die Vesikel-
Exozytose bis Sytl oder Syt2 Kalziumionen gebunden hat. Durch die Depolarisierung der
Zellmembran kommt es zur Offnung spannungsabhangiger Kalziumkanale und zum
kurzzeitigen Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration. Nach der Bindung von
Kalziumionen interagieren Sytl und Syt2 mit dem SNARE-Komplex und Phospholipiden und
entfernt Complexin. Dies erméglicht die Offnung der Fusionspore und fihrt zur schnellen
synchronen Vesikel-Exozytose (Rickman et al., 2004, Pang et al., 2006; Chicka and
Chapman, 2009; Pang et al., 2010).

Sytl-defiziente Tiere sterben 48 h nach der Geburt, wahrend die Syt2-Defizienz zu einer
Lethalitdt nach 3 Wochen flihrt. Beide KO-Tiere zeigen eine Beeintrachtigung der schnellen,
synchronen Kalzium-abhéngigen Transmitterfreisetzumg (Geppert et al., 1994; Pang et al.,
2006). In hippokampalen Neuronen des Sytl-KO fehlt die schnelle Kalzium-abhéngige
Transmitterfreisetzung vollig, wahrend sie in Syt2-KO-Zellen aus dem Vorderhirn nur
verlangsamt ist. Eine starkere Beeintrachtigung ist im Syt2-KO in neuromuskuldren Zellen zu
beobachten (Pang et al., 2006; Geppert et al., 1994). Ein Grund dafir ist die unterschiedliche
Expression von Sytl und Syt2. So wird Sytl im Vorderhirn exprimiert, wahrend Syt2
vorwiegend in kaudalen Gehirnarealen vorkommt (Geppert et al., 1991). Neben der
Lokalisation unterscheiden sich die beiden Synaptotagmine in ihrer Kalzium-Affinitat fir die
Phospholipidbindung. So ist die Kalzium-Affinitdt von Syt2 leicht geringer, als von Sytl
(Nagy et al., 2006). Dennoch kompensiert Syt2 in hohem Male den Verlust von Sytl in Sytl-
KO-Zellen. Die Uberexpression von Syt2 in Sytl-KO-Zellen fihrt zu einer nahezu
vollstandigen Wiederherstellung der synaptischen Transmission (Stevens et al., 2003; Nagy et
al., 2006).

Die erhohte Syt2-Proteinmenge in den CAR-KO-Tieren ist neben der veranderten Vesikel-
Exozytose ein weiterer Hinweis, dass sich die CAR-Deletion auf prasynaptische Prozesse
auswirkt. Des Weiteren weisen die Ergebnisse der Pulldown-Versuche darauf hin, dass CAR
mit Proteinen der Prasynapse interagiert. Unter den isolierten Proteinen befinden sich
TRPML1, Snapin, Copine-8 und Negrl. TRPML1 (transient receptor potential cation channel,
subfamily M, member 1) ist ein Membranprotein mit verschiedenen Isoformen. Die langste
Isoform hat ein Molekulargewicht von 180 kDa und ist ein Kalzium-abhangiger
Kationenkanal. VVon uns wurde die 55 kDa Isoform isoliert. Uber die Funktion des Proteins
und insbesondere der verkirzten Isoform ist wenig bekannt. Es konnte jedoch gezeigt werden,

dass TRPM1 wichtig fur die Depolarisierung von bipolaren Retinanervenzellen ist (Krizaj et
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al., 2010). Snapin ist ein Snap-25-Bindeprotein und befindet sich in der Membran neuronaler
Vesikel. Snapin spielt eine Rolle bei der Synchronisierung der Vesikelfreisetzung und
vermittelt eine verstarkte Interaktion von Snap-25 und Sytl (Pan et al., 2009; llardi et al.,
1999). Copine-8 enthalt, wie Sytl und Syt2, zwei C2-Kalziumbindedomanen und bindet
ebenso wie Sytl und Syt2 Phospholipide in Abhéngigkeit von Kalziumionen. Von Pang et. al.
wird vermutet, dass die Proteine der Copine-Familie eine Rolle bei der Kalzium-abhé&ngigen
Exozytose von Vesikeln einnehmen (Pang et al., 2010). Negrl (neuronal growth regulator 1)
gehort genauso wie CAR zu der IgSF. Es enthdlt drei extrazellulare lg-Doménen und
vermittelt moglicherweise Zell-Zelladhasion (Funatsu et al., 1999).

Die Isolierung von Snapin und Copine-8 zeigen eine potentielle Assoziation von CAR mit
Proteinen der Exozytosemaschinerie. Somit ist denkbar, dass eine fehlende Wechselwirkung
zwischen CAR und Snapin sich auf die Vesikel-Exozytose auswirkt, zumal die Deletion von
Snapin einen negativen Einfluss auf die Vesiklefreisetzung und GroRe des RRP hat (Pan et
al., 2009). In den CAR-KO-Tieren ist die Syt2-Expression hochreguliert, wéhrend die Syt1-
Expression unveréndert ist (Abb. 27). Dies konnte eine erhohte Vesikelfreisetzung und eine
verstarkte synaptische Transmission verursachen (Abb. 30). So bewirkt die Uberexpression
von Sytl ber das Sytl-Wildtyp-Niveau hinaus eine VergroRerung des RRP und einer
Verstarkung der schnellen Vesikelfreisetzung (Nagy et al., 2006). Die Deletion von Syt2 bzw.
eine instabile dominant-negative Form von Syt2 fiihrt in neuromuskuldren Verbindungen
(neuro-muscular junctions; NMJ) zu einer verminderten und verlangsamten Antwort auf
Aktionspotentiale in Form einer verminderten Kalzium-abhéngigen Transmitterfreisetzung
(Pang et al., 2006, 2006; Young et al., 2009). Bei einer Uberexpression von Syt2 wiirde man
einen entgegengesetzten Ph&notyp erwarten. Tatséchlich sehen wir eine beschleunigte
Vesikelfreisetzung in den CAR-KO-Neuronen und ein hoheres EPSP als Reaktion auf die
Applikation von Aktionspotentialen. Als Kontrolle zu dem Effekt der dominant-negativen
Form von Syt2 in der Calyx-of-Held wurde Syt2 in dieser Region tberexprimiert (Young et
al., 2009). Diese Uberexpression filhrt zu einer erhdhten Antwort auf die Depolarisierung der
Membran durch Aktionspotentiale. Diese Erhéhung war im post-hoc Test nicht signifikant,
laut Angaben der Autoren auf Grund mangelnder Sensitivitat des post-hoc-Tests. Dies deutet
jedoch darauf hin, dass eine Syt2-Uberexpression zu einer erhdhten Signaltransmission
beitragt (Young et al., 2009). Somit ist es moglich, dass die erhohte Syt2-Konzentration die

verstarkte Signaltransmission und Vesikelfreisetzung verursacht.
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Neben der Beeinflussung der Syt2-Expression durch fehlende Interaktion von CAR mit
Snapin oder Copine-8 sind auch andere Signalwege denkbar. Eine Mdoglichkeit ist die
Beeinflussung von Kalziumstromen, die zu einer veréanderten Expression des Kalziumsensors
Syt2 fihrt (Abb. 30, blaue Pfeile). Fir das IgSF-Protein NCAM wurde beispielsweise gezeigt,
dass es die Funktion von Kalziumkanélen beeinflusst (Schuch et al., 1989; Kiryushko et al.,
2006). Weiterhin ist eine Auswirkung der CAR-Deletion auf Calmodulin denkbar. Die Syt2-
Expression wird im Vorderhin durch Calmodulin inhibiert. So fihrt die Deletion von
Calmodulin oder der Kalziumbindedoménen von Calmodulin zu einer CamKlla-
unabhéngigen Steigerung der Syt2-Expression im Kortex um das 5fache (Pang et al., 2010).
Dies zeigt, dass die Expression von Syt2 stark reguliert ist und durch Beeinflussung von

Proteinen in vorderen Gehirnregionen aktiviert werden kann.

Zusammenfassung der Disskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig mittels gehirnspezifischer CAR-KO-Tiere die
Funktion von CAR im zentralen Nervensystem untersucht werden. Die Deletion von CAR
fuhrte in unseren CAR-KO-Modellen zu keiner morphologischen Verénderung im Gehirn,
jedoch zu einer erhohten Reizibertragung im Hippokampus. Dies konnte zum einen wéhrend
der Applikation verschiedener Reizstarken und zum anderen bei der repetitiven Stimulation
mit 10 Hz beobachtet werden. Weiterhin fiihrte die CAR-Deletion zu einer erhfhten Langzeit-
Potenzierung (LTP) ohne Verénderungen in rdumlichen oder assoziativen Lerntests. Die
fehlende Interaktion zwischen CAR und PSD95 oder PICK1 in CAR-KO-Zellen kdnnte zu
einer Verdnderung der synaptischen Reizlbertragung fuhren (Abb. 30). Unsere
Untersuchungen auf der zellularen Ebene weisen jedoch auf eine Funktion von CAR auf
prasynaptischer Seite hin. So kommt es in CAR-defizienten hippokampalen Neuronen zu
einer veranderten Vesikel-Exozytose und zu einer erhéhten Expression von Syt2, einem
wichtigen Protein flr die Kalzium-abhéngige Vesikelfreisetzung. Durch Interaktionsstudien
konnten wir potentielle neuronale Interaktionspartner von CAR identifizieren, wie Snapin und
Copine-8, welche ebenfalls an der Exozytose von Vesikeln beteiligt sind (Pan et al., 2009;
llardi et al., 1999; Chheda et al., 2001; Pang et al., 2010).
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Abb. 30: Zusammenfassung moglicher Funktionswege von CAR in der Synapse. Die
erhohte synaptische Reizlbertragung in den CAR-KO-Tieren kdnnte durch Beeinflussung von
AMPA- und NMDA-Rezeptoren in der Postsynapse verursacht sein (schwarze Pfeile). In den
CAR-KO-Tieren ist die Syt2-Expression erhoht. Dies konnte auf Beeinflussung von
Kalziumkanalen oder/und Calmodulin, als Regulator der Syt2-Expression, in den CAR-KO-
Tieren beruhen (blaue Pfeile). Die Ergebnisse der Pulldown-Experimente weisen auf eine
Interaktion (orangene Doppelpfeile) von CAR mit Copine-8 und Snapin hin. Copine-8 enthélt
wie Sytl/Syt2 zwei Kalziumbindedoménen und ist eventuell an der Vesikel-Exozytose
beteiligt. Snapin interagiert mit Sytl und Snap-25. Die Interaktion von Snap-25, Syntaxin und
Synaptobrevin ist wichtig fur die Vesikel-Exozytose (grine Doppelpfeile). Somit kdnnte CAR
durch die Interaktion mit Snapin oder/und Copine-8 an der Regulierung der
Vesikelfreisetzung beteiligt sein.

Somit weisen unsere Daten darauf hin, dass CAR mit Proteinen der Exozytosemaschinerie

interagiert und einen Einfluss auf die synaptische Transmission hat.
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7 Ausblick

Unsere Daten zeigen, dass die Deletion von CAR zu einer gesteigerten Signalweiterleitung im
Gehirn fiihrt und lassen vermuten, dass CAR eine regulierende Funktion in der synaptischen
Reizweiterleitung einnimmt. Die verdnderte synaptische Transmission in den CAR-KO-
Tieren konnte durch Verdnderungen auf Seiten der Post- oder auf Seiten der Présynapse
verursacht werden. Excoffen et al. zeigen eine Interaktion von CAR mit PSD95 und PICK1,
welche mit den postsynaptischen AMPA- und NMDA-Rezeptoren interagieren (Excoffon et
al., 2004; Lu et al., 2005; Christopherson et al., 1999). In weiterfiihrenden Studien ist zu
klaren, ob CAR in postsynaptische Prozesse, wie die Lokalisierung der AMPA- und NMDA-
Rezeptoren, involviert ist. Dies konnte unter anderem durch immunologische
Lokalisationsstudien, wie Oberflachenbiotinylierung oder durch elektrophysiologische
Untersuchungen unter Verwendung selektiver Blocker, geklart werden. Unsere Ergebnisse
weisen vorwiegend auf eine Funktion von CAR auf der prasynaptischen Seite hin. In
Pulldown-Experimenten mit der zytoplasmatischen CAR-Region wurden Proteine der
Exozytosemaschinerie, Copine-8 und Snapin, isoliert. Da beide Proteine keine PDZ-Doménen
besitzen, vermuten wir eine Interaktion von Copine-8 oder Snapin mit anderen Bindemotiven
innerhalb des CAR-Proteins oder eine indirekte Interaktion mit CAR. Dies konnte mittels
verschiedener CAR-Proteinkonstrukte und Tandem-Affinitats-Aufreinigung oder Yeast-two-
Hybrid-Screen untersucht werden. Es ist zu vermuten, dass CAR durch Beeinflussung der
Snapin- oder Copine-8-Funktion die Exozytose von Vesikeln reguliert. Die Uberexpression
von Snapin oder Copine-8 in den CAR-KO- und Wildtypzellen und deren Analyse wirde
dartiber Aufschluss geben. Ein potentieller Effekt von CAR auf Calmodulin oder
Kalziumstrome (siehe 6.6) kann durch Untersuchung der Calmodulin-Expression und mittels
Kalzium-Imaging durch Aktivierung von CAR durch Zugabe von extrazellularen Liganden,
wie Viruspartikel oder anti-CAR Antikorper, geklart werden. Die Untersuchung der
molekularen Mechanismen, die der erhéhten synaptischen Signaltransmission in den CAR-
KO-Tieren zu Grunde liegen, ermdglicht ein besseres Verstandnis der Reizlbertragung im
Gehirn. Veranderte synaptische Reizweiterleitungen sind nicht nur Grundlage des Lernens
und des Erinnerungsvermdgens, sie konnen auch pathologische Folgen haben. Somit kann
durch weiterfiihrende Studien geklart werden, in wie weit CAR ein therapeutischer

Ansatzpunkt flr neurologische Erkrankungen mit deregulierter Reiziibertragung ist.
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Abb. 31 Morphologische Untersuchung des Nex-CAR-KO-Stamms mittels Nissl-
Farbung und Myelinfarbung. (A) Die Neuronen in Gehirnschnitten 7 Tage alter Mé&use
wurden mittels Farbung der Nissl-Schollen angefarbt. Die Anordnung der Neuronen in den
Nex-KO-Tieren (Nex+) ist vergleichbar mit der Neuronenschichtung in Kontrolltieren (Nex-).
(B) Vergroferung von (A). (C) Farbung der Myelinscheide durch Schwarzgold-Farbung. Die
Signalintensitat und Anordnung der myelinierten Axone stimmte zwischen Gehirnschnitten
70 Tage alter KO- und Kontrolltiere tberein. (D) VergroBerung von (C). GrolRenbalken
500 pm.
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Tab. 13: Regulierte Gene mit verringerter Expression in CAR-KO-Hippokampus (P-
Wert < 0,05; KO/Kontrollverhéltnis < -1,2)

Durch- | Durch-

Chromo- Stepup | schnitt |schnitt | Verhaltnis
Gen-Symbol RefSeq som P-Wert | (P-Wert) |(KO) | (Ktr) (KO/Ktr)
Cxadr NM_001025192 |chrl6 0,000 0,106| 7,458| 10,839| -10,413
Acta2 NM_007392 chrl9 0,002 0,997| 8,698| 9,446 -1,679
OIfr530 NM_146519 chr7 0,035 0,997| 6,299 7,017 -1,644
Pramel5 NM_001085418 |chr4 0,047 0,997| 7,047| 7,692 -1,564
Olfr628 NM_147097 chr7 0,001 0,997| 6,549| 7,174 -1,543
Olfr283 NM_147036 chrl5 0,029 0,997| 6,347| 6,953 -1,522
Zfp60 BC094367 chr7 0,030 0,997| 7,328| 7,896 -1,483
Gnrhr NM_010323 chr5 0,025 0,997| 7,836| 8,400 -1,479
EmI5 NM_001081191 |chrl2 0,001 0,997| 8,111| 8,669 -1,471
Abcal6 NR_024051 chr7 0,005 0,997| 6,697| 7,221 -1,437
Pira3 NM_011090 chr7 0,032 0,997| 6,756| 7,263 -1,422
Nme?2 NM_008705 chrll 0,028 0,997| 7,195| 7,698 -1,417
Eln NM_007925 chrb 0,000 0,283| 8,913| 9,415 -1,416
Eif3e NM_008388 chrl5 0,049 0,997| 9,741| 10,232 -1,405
Lmbrl NM_020295 chrb 0,036 0,997| 7,318| 7,805 -1,402
Cd70 NM_011617 chrl7 0,039 0,997| 7,749| 8,229 -1,395
Gngll NM_025331 chr6 0,027 0,997| 6,731 7,190 -1,374
Tmem18 NM_172049 chrl2 0,031 0,997| 9,453| 9,882 -1,346
Nudt11 NM_021431 chrX 0,009 0,997| 9,071| 9,481 -1,328
Mé6pr NM_010749 chr6 0,022 0,997| 8,494| 8,901 -1,326
Olfr360 NM_146622 chr2 0,048 0,997| 6,500 6,903 -1,323
Mx1 EU638327 chrl6 0,005 0,997| 7,916| 8,315 -1,318
Pigw NM_027388 chrll 0,038 0,997| 7,984| 8,354 -1,293
Eif4a2 NM_001123038 |chrl6 0,015 0,997| 10,717| 11,083 -1,289
Cyp2c50 NM_134144 chrl9 0,022 0,997| 7,442| 7,806 -1,287
Gp5 NM_008148 chrl6 0,002 0,997| 6,836| 7,187 -1,275
Clps NM_025469 chrl7 0,009 0,997| 7,823| 8,173 -1,275
Mapkspl NM_019920 chr7 0,032 0,997| 7,149| 7,492 -1,269
Zmynd19 NM_026021 chr2 0,031 0,997| 7,934| 8,270 -1,262
Ebag9 NM_019480 chrl5 0,017 0,997| 8,443| 8,777 -1,261
Higdla NM_019814 chr9 0,023 0,997| 10,147| 10,478 -1,258
EG224180 XR_035108 chrl6 0,035 0,997| 7,033| 7,361 -1,255
Osgin2 NM_ 145950 chr4 0,019 0,997| 8,495| 8,821 -1,253
Duxbl NM_ 183389 chrl4 0,003 0,997| 6,935| 7,260 -1,253
Gabra2 NM_008066 chr5 0,041 0,997| 11,071| 11,394 -1,251
Arl6ip6 NM_022989 chr2 0,029 0,997| 8,658| 8,974 -1,245
Ccnd3 NM_001081636 |chrl7 0,018 0,997| 7,646| 7,960 -1,244
Helt NM_173789 chr8 0,004 0,997| 6,613| 6,927 -1,243
Cripl NM_007763 chrl2 0,017 0,997| 7,944| 8,232 -1,221
Ckap2| NM_181589 chr2 0,042 0,997| 7,345| 7,630 -1,219
Polr2d NM_027002 chrl8 0,009 0,997| 9,017 9,301 -1,218
Spcs?2 NM_025668 chr7 0,005 0,997| 10,280| 10,561 -1,215
Tas2r129 NM_207029 chr6 0,028 0,997| 7,488| 7,768 -1,214
Rrm2b NM_199476 chrl5 0,024 0,997| 8,502| 8,782 -1,214
Fratl NM_008043 chrl9 0,039 0,997| 8,751| 9,025 -1,209
Gpbplll NM_029868 chr4 0,008 0,997| 8,774| 9,047 -1,208
Slc35¢cl NM_ 211358 chr2 0,028 0,997| 8,184| 8,456 -1,207
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Durch- | Durch-

Chromo- Stepup | schnitt |schnitt | Verhdltnis
Gen-Symbol RefSeq som P-Wert | (P-Wert) |(KO) | (Ktr) (KO/Ktr)
Zfp326 NM_018759 chrb 0,040 0,997| 8,667| 8,939 -1,207
Gpx2 NM_030677 chrl2 0,047 0,997| 6,953| 7,222 -1,205
Fenl NM_007999 chrl9 0,016 0,997| 7,543| 7,811 -1,204
Psma7 NM_011969 chr2 0,038 0,997| 9,440| 9,707 -1,204
Trntl NM_027296 chr6 0,043 0,997| 8,578| 8,846 -1,203
Mtrfl NM_ 145960 chrl4 0,020 0,997| 7,707| 7,972 -1,202
BC016423 NM_134063 chrl3 0,034 0,997| 8,943| 9,207 -1,201
Myom1 NM_010867 chrl7 0,013 0,997| 7,155| 7,419 -1,201

Tab. 14: Regulierte Gene mit erhohter Expression in CAR-KO-Hippokampus (P-Wert <

0,05; KO/Kontrollverhiltnis > 1,2)

Durch- | Durch-
Chromo- Stepup | schnitt |schnitt |Verhaltnis

Gen-Symbol RefSeq som P-Wert | (P-Wert) |(KO) | (Ktr) (KO/Ktr)

Fmcl NM_025363 chr6 0,031 0,997| 7,757| 7,494 1,200
Rpl26 NM_009080 chrll 0,024 0,997| 8,430| 8,167 1,200
Calm4 NM_020036 chrl3 0,029 0,997| 8,355| 8,089 1,203
Ocell NM_029865 chr8 0,009 0,997| 7,857| 7,590 1,203
Qrfp NM_ 183424 chr2 0,032 0,997| 8,615| 8,347 1,204
Histlhlt NM_010377 chrl3 0,029 0,997| 7,461| 7,191 1,206
Ankrd33 NM_144790 chrl5 0,043 0,997| 7,658| 7,388 1,206
lldrl NM_ 134109 chrl6 0,015 0,997 7,885| 7,614 1,207
EG406223 NM_001003670 |chrl5 0,010 0,997| 7549| 7,277 1,208
Pla2g2d NM_ 011109 chrd 0,000 0,727| 7,734| 7,460 1,209
Lyplall NM_ 146106 chrl 0,045 0,997| 9,728| 9,454 1,210
Twistl NM_011658 chrl2 0,033 0,997| 8,152| 7,877 1,210
Catsperl NM_139301 chrl9 0,022 0,997| 7,499| 7,224 1,211
OlIfr522 NM_146952 chr7 0,021 0,997| 7,580| 7,303 1,211
Trafl NM_009421 chr2 0,000 0,762| 7,718| 7,439 1,213
Serpinb7 NM_027548 chrl 0,033 0,997| 9,993| 9,715 1,213
Tnni3k NM_177066 chr3 0,031 0,997| 7,693| 7,414 1,213
St6galnacl NM 011371 chrll 0,047 0,997 7,456| 7,173 1,216
Gm1574 BC064117 chrl3 0,021 0,997| 7551| 7,266 1,219
Calhm2 NM_ 133746 chrl9 0,016 0,997| 7,348| 7,061 1,220
Ripply3 NM_133229 chrl6 0,021 0,997| 8,294| 8,006 1,220
Mfap5 NM_ 015776 chré 0,025 0,997 7,217| 6,925 1,225
OIfr319 NM_146500 chrll 0,028 0,997| 7,392 7,098 1,226
Apol10b NM_177820 chrl5 0,043 0,997| 7,251| 6,956 1,227
Btn3a3 NM_030746 chrl?7 0,034 0,997| 7,748| 7,452 1,227
Aim2 NM_001013779 |chrl 0,007 0,997| 7547| 7,251 1,228
OIfr557 NM_146361 chr7 0,009 0,997| 7,704| 7,400 1,235
EG272350 NR_003622 chr7 0,030 0,997| 7,910| 7,603 1,238
Sds NM_ 145565 chrb 0,012 0,997| 7,827| 7,515 1,242
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Gen-Symbol RefSeq som P-Wert | (P-Wert) |(KO) | (Ktr) (KO/Ktr)

Rab17 NM_008998 chrl 0,036 0,997| 8,552| 8,239 1,242
AY702102 AY702102 chr2 0,019 0,997| 7,033| 6,719 1,243
Krt25 NM_133730 chrll 0,035 0,997| 8,946| 8,631 1,244
Olfr170 NM_146957 chrl6 0,035 0,997| 8,031| 7,716 1,244
Olfr1389 NM_147066 chrll 0,017 0,997| 7,649| 7,334 1,244
Btk NM_013482 chrX 0,039 0,997| 6,920 6,600 1,248
Olfr614 NM_147100 chr7 0,039 0,997| 7,428| 7,106 1,250
Gdf2 NM_019506 chrl4 0,039 0,997| 7,726| 7,403 1,251
Fut2 NM_018876 chr7 0,005 0,997| 7,330| 7,002 1,255
SIfn9 NM_172796 chrll 0,040 0,997| 8,047| 7,714 1,259
Olfr341 NM_146950 chr2 0,034 0,997| 7,064| 6,727 1,263
Olfr223 NM_146429 chrll 0,014 0,997| 8,676| 8,338 1,264
Ash18 NM_139152 chrl 0,001 0,997| 7551| 7,211 1,266
Tshb NM_009432 chr3 0,043 0,997| 7,168| 6,824 1,269
Ntf5 NM_198190 chr7 0,030 0,997| 8,267| 7,917 1,275
Olfr1015 NM_146571 chr2 0,023 0,997| 7,102| 6,751 1,275
Gdf6 NM_013526 chr4 0,049 0,997| 7,433| 7,081 1,277
Zswim2 NM_027964 chr2 0,047 0,997| 7,640| 7,277 1,286
Gjd4 NM_153086 chrl8 0,018 0,997 7578| 7214 1,287
Fbxw13 NM_177598 chr9 0,019 0,997| 7,446| 7,073 1,295
Wdr20b NM_027614 chrl2 0,010 0,997| 7,256| 6,879 1,299
Olfr1153 NM_146640 chr2 0,036 0,997| 6,922| 6,541 1,302
Pyy NM_145435 chrll 0,010 0,997| 7,364| 6,982 1,303
Vpreb3 NM_009514 chr10 0,026 0,997| 7,376| 6,988 1,309
H2-t9 AB267093 chrl7 0,036 0,997| 8,906| 8,516 1,310
Ninj2 NM_016718 chr6é 0,047 0,997 7,390 6,995 1,315
Pgcp NM_018755 chrl5 0,048 0,997| 9,010| 8,614 1,316
Angptl3 NM_013913 chr4 0,009 0,997| 7,228| 6,830 1,317
Tuba3b NM_009449 chr6 0,044 0,997| 8,368| 7,970 1,318
Nppb NM_008726 chrd 0,044 0,997| 7,235| 6,833 1,322
Aicda NM_009645 chr6é 0,036 0,997| 7,127| 6,715 1,331

ENSMUST0000

Ndufal2 0020209 chr5 0,022 0,997| 12,473 | 12,058 1,333
V1rh5 NM_134214 chrl3 0,021 0,997| 7,185| 6,765 1,337
Idol NM_008324 chr8 0,007 0,997| 8,007| 7,582 1,342
Txndc3 NM_181591 chrl3 0,043 0,997| 7,376| 6,946 1,346
EG433365 NM_001008426 |chrl 0,010 0,997| 7,755| 7,324 1,348
LyzIl NM_026092 chrl8 0,023 0,997| 7,003| 6,572 1,348
Acot6 NM_172580 chrl2 0,046 0,997| 7,629| 7,191 1,354
Olfr1217 NM_146901 chr2 0,040 0,997| 7,689| 7,240 1,365
Btg4 NM_019493 chr9 0,044 0,997| 7,106| 6,656 1,365
Srd5a2l2 NM_ 153801 chr5 0,028 0,997| 7567| 7,114 1,369
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Gjc2 NM_080454 chrll 0,028 0,997| 7,862| 7,408 1,370
Nkg7 NM_024253 chr7 0,007 0,997| 9,685| 9,201 1,399
V1rc22 NM_134177 chré 0,023 0,997| 7,627| 7,140 1,402
Tnnc2 NM_009394 chr2 0,036 0,997| 8,084| 7,597 1,402
Tyms-ps NR_000040 chrl0 0,039 0,997| 7,414| 6,923 1,406
Procr NM_011171 chr2 0,025 0,997| 7976 7471 1,420
H2-M2 NM_008204 chrl7 0,016 0,997| 7,371| 6,853 1,432
Rdhl NM_080436 chrl0 0,041 0,997| 9,062| 8,543 1,433
Olfr394 NM_147007 chrll 0,034 0,997| 7553| 7,019 1,448
Olfr745 NM_146299 chrl4 0,047 0,997| 6,925| 6,391 1,448
Olfr1388 NM_146467 chrll 0,047 0,997| 7570 7,033 1,452
LOC100042767 XM_001477460 |chrl8 0,049 0,997| 8,704| 8,152 1,466
Hoxd10 NM_013554 chr2 0,017 0,997| 8,066| 7,509 1,471
Hoxb8 NM_010461 chrll 0,035 0,997| 7,418| 6,812 1,522
Cyp4al2b NM_172306 chr4 0,048 0,997| 6,972| 6,349 1,540
Olfr20 NM_146923 chrll 0,047 0,997| 6,996| 6,350 1,565
Olfr202 NM_146995 chrl6 0,006 0,997| 7,148| 6,444 1,629
Cd209c NM_130903 chr8 0,022 0,997| 7,346| 6,636 1,636
Olfr862 NM_146562 chr9 0,027 0,997| 6,688 5,828 1,816
Slc6a7 NM_201353 chrl8 0,000 0,161| 11,289| 10,098 2,283
Syt2 NM_009307 chrl 0,000 0,353| 9,139| 7,910 2,344
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