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Abstract (deutsch)

CIC-3, ein CI/H*-Austauscher, der auf endosomalen Kompartimenten und synaptischen Vesikeln
von Neuronen lokalisiert ist, scheint im Gehirn eine bedeutende Rolle zu spielen, da die
Abwesenheit von CIC-3 im Knockout-Mausmodell zu Neurodegeneration mit vollstdndigem Verlust
des Hippocampus fuhrt. Es wird angenommen, dass CIC-3 einen Ausgleichsstrom aus negativ
geladenen Chloridionen fur die elektrogen arbeitende Protonenpumpe liefert und so zur
Akkumulation von Cl -lonen in synaptische Vesikel und zu deren Ansauerung und dadurch zur
vesikularen Neurotransmitteraufnahme beitragt. Die genaue Funktion von CIC-3 im Gehirn,
insbesondere seine Rolle bei der GABAergen und glutamatergen Neurotransmission, ist umstritten.
Zur Untersuchung dieser wurden in der vorliegenden Arbeit anhand von Knockout- und Knockin-
Mausmodellen von CIC-3 und -4 unter Verwendung der Patch-Clamp-Technik
elektrophysiologische Experimente an hippocampalen Akutschnitten durchgefiihrt und GABAerge
sowie glutamaterge postsynaptische Miniaturstrome (mIPSCs/ mEPSCs) an hippocampalen CAl-
Pyramidenzellen abgeleitet.

Um die Bedeutung von CIC-3 fiir die GABA-Aufnahme in synaptische Vesikel von Neuronen und
seinen Einfluss auf die QuantengréfRe von inhibitorischen Synapsen zu untersuchen, wurden
zunichst mIPSCs in CA1-Pyramidenzellen in Clcn3™-Méausen abgeleitet. Um auRerdem die
physiologische Relevanz der CI/H'-Austauscher-Funktion von CIC-3 fiir die GABAerge
synaptische Transmission zu untersuchen, sollten mIPSCs in einer CIC-3unc-Mutante untersucht
werden, in welcher CIC-3 anstelle seiner CI/H"-Austauscher-Funktion eine reine CI -Leitfahigkeit
aufweist. Daftr wurden Clen3""""°-Mause verwendet. In Clcn3“"“"-Mausen kann CIC-4 jedoch
vermutlich fiir die Abwesenheit der CI"/H*-Austauscher-Funktion von CIC-3 kompensieren. Aus
diesem Grund wurden auRerdem Clcn3“"“"*/Clcn4™"-Mause generiert, die nun tatsachlich eine CIC-
3unc — Mausmutante darstellen sollten, da CIC-4 fehlt und die CI"/H*-Austauscher-Funktion von
CIC-3 nicht mehr ausgleichen kann. mIPSCs wurden in Clcn3“"““"*/Clcn4™-Mausen, sowie in den
einfachen Clcn3"""™. und Clcnd-Mausmodellen, abgeleitet. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass
die Amplitude der mIPSCs, die ein MaR fur die vesikuldre GABA-Konzentration darstellt, in keinem
der untersuchten Mausmodelle veréndert war. Auch die Frequenz der mIPSCs, ein MaR fir die
Anzahl der Synapsen und fir die Wahrscheinlichkeit der spontanen Vesikelentleerung, war

unverandert. Einzig in Clcn3“"“"/Clcn4"-Mausen war die Frequenz der mIPSCs leicht vermindert,



was wahrscheinlich auf bereits einsetzende neurodegenerative Prozesse zuriickzufiihren war. Auch
die glutamatergen exzitatorischen Miniaturstrome, die an CAZl-Pyramidenzellen von
Clcn3""™/Clcnd™-Mausen abgeleitet wurden, waren in ihrer Amplitude im Vergleich zu
Clen3**/Clend ™ -Méausen unverandert. Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dafiir, dass CIC-3 fiir
die Aufnahme von GABA und Glutamat in synaptische Vesikel keine bedeutende Rolle spielt. Fir
die stabile Expression von CIC-4 im Gehirn spielt das Vorhandensein von CIC-3 eine wichtige
Rolle, die aber nicht auf dessen Funktion als CI"/H*-Austauscher beruht, da die Expression von CIC-

4 in Clen3™-Mausen, nicht aber in Clen3“"““"_Mausen, deutlich vermindert war.
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Abstract (englisch)

CIC-3, a CI /H"-exchanger, is located on endosomal compartments and synaptic vesicles in neurons.
It seems to play a pivotal role in the brain, as the absence of CIC-3 in the knockout mouse model
leads to a severe neurodegeneration involving the complete loss of the hippocampus. It is assumed
that CIC-3 provides a countercurrent of negative chloride ions for the electrogenic H*-ATPase
thereby contributing to the vesicular ClI accumulation, to the acidification of synaptic vesicles and
finally to the neurotransmitter uptake into synaptic vesicles. The precise function of CIC-3 in the
brain and particularly its role in the GABAergig and glutamatergic neurotransmission is
controversial. For its further investigation electrophysiological experiments using the patch-clamp
technique were performed on hippocampal acute slices of CIC-3 and CIC-4 knockout and knockin
mouse models and miniature GABAergic as well as glutamatergic postsynaptic currents (mIPSCs/
mEPSCSs) were recorded from hippocampal CA1 pyramidal cells.

To investigate the role of CIC-3 in the GABA uptake into synaptic vesicles of neurons and its
impact on the quantal size at inhibitory synapses, mIPSCs were initially recorded in Clcn3™™ mice.
To furthermore examine the physiological relevance of the putative function of CIC-3 as a CI'/H"-
exchanger for the GABAergic synaptic transmission, mIPSCs were supposed to be analyzed in a
CIC-3unc mutant in which CIC-3 shows a pure CI™ conductance instead of a Cl /H"-exchange

function. For this purpose Clcn3"""™ mice were used. However in Clcn3""*™

mice CIC-4 may
presumably compensate for the absence of the CI/H"-exchange function of CIC-3. For this reason
Clcn3“"“™/Clend™ mice were generated, actually constituting a CIC-3unc mutant now as CIC-4 is
absent and cannot compensate for the CI"/H"-exchange function of CIC-3 anymore. mIPSCs were

3uneline  and Clend™™ mouse

recorded in Clcn3""™"*/Clcn4™" mice as well as in the single Clcn
models. In the present study the amplitude of the mIPSCs which is a measurement for the vesicular
GABA concentration was not changed in any of the analyzed mouse models. Also the frequency of
the mIPSCs, constituting a measurement for the number of synapses and for the probability of the
spontaneous release of synaptic vesicles was not changed. Only in Clcn3“"“"/Clcnd™ mice the
frequency of the mIPSCs was slightly reduced, likely being explained by the beginning process of
neurodegeneration. Also the miniature glutamatergic postsynaptic currents that were recorded from
CA1 pyramidal cells of Clcn3""“"/Clcn4™~ mice were not changed compared to Clen3**/Clend ™~

mice. The results of the present study suggest that CIC-3 does not play an important role neither in
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the uptake of GABA nor in the uptake of glutamate into synaptic vesicles. It was shown that the
presence of CIC-3 plays an important role in the stable expression of CIC-4 in the brain. But this
does not rely on the putative CI'/H"-exchange function of CIC-3 as the expression of CIC-4 was
strongly reduced in Clen3™ mice but not in Clcn3“""" mice. The important function of CIC-3 in
the brain underlying the considerable neurodegeneration in the absence of CIC-3 remains
unexplained. However, in the present study it could be shown that the quantal size at GABAergic
and glutamatergic synapses is neither affected by the absence of CIC-3 nor by the loss of its CI/H"-

exchange function.



1 Einleitung

1.1 lonentransport

Die Zelle stellt die kleinste lebende Einheit dar. Durch ihre Zellmembran grenzt sie ihr inneres
Milieu vom Extrazellularraum ab. Die Zellmembran ist eine Lipid-Doppelschicht aus
amphiphatischen Lipiden, die nur fir lipophile Molekille und Gase, sowie fiir kleine polare
Molekile wie beispielsweise Wasser und Harnstoff durchlassig ist. GroRere polare Molekile sowie
Molekiile mit elektrischen Ladungen, wie z. B. lonen, kénnen diese Lipid-Doppelschicht nicht
passieren. Daneben sind aber Proteine in die Lipid-Doppelschicht der Zellmembran eingelagert, die
unterschiedliche  grundlegende  Zellfunktionen wie z.B. den lonentransport  oder
Signaltransduktionsprozesse ermdglichen. lonenkandle und Transporter sind transmembrandre
Proteine, die den selektiven lonentransport tGber die Zellmembran ermdéglichen. Die Ausstattung der
Zelle mit verschiedenen lonenkandlen und Transportern macht die Zellmembran fir
unterschiedliche lonen selektiv permeabel und flihrt zu einer asymmetrischen Verteilung der lonen
zwischen Intra- und Extrazellularraum (Tabelle 1). Dies hat zur Folge, dass ein
lonenkonzentrationsgradient tber die Zellmembran entsteht. Fur jedes lon kann anhand der Nernst-
Gleichung (1.1) ein Gleichgewichtspotenzial berechnet werden, bei welchem sein elektrisches und
sein chemisches Potenzial gleich groR und entgegengesetzt gerichtet sind. Die Differenz zwischen
Membranpotential und dem Gleichgewichtspotential eines lons bestimmt dessen Triebkraft Gber die
Membran. Die dominierenden lonen fir das Membranpotenzial von Sdugetierzellen sind Kalium
(K"), Natrium (Na) und Chlorid (CI). Da im Ruhezustand der Zelle, die Permeabilitit der
Zellmembran fir Kalium am groten ist, wird das Ruhemembranpotenzial, dass bei den meisten

Neuronen etwa -70 mV betrégt, vor allem vom K*- Gleichgewichtspotenzial bestimmt.

lonenkanale verfiigen Gber eine lonen-selektive Pore, durch die bis zu 10" bis 10° lonen pro
Sekunde (ber die Membran geleitet werden kdnnen. Sie leiten die lonen passiv, d.h. die lonen
flieBen durch Diffusion entlang ihres elektrochemischen Gradienten Uber die Membran. Haufig
besitzen lonenkanéle die Eigenschaft verschiedene Leitfahigkeitsstufen einnehmen zu kdénnen und
so ihre lonenleitfahigkeit zu &ndern, was als Gating bezeichnet wird. Die Leitfdhigkeitsstufen eines

lonenkanals sind offen, geschlossen oder Zwischenzustdnde. Sie é&ndern sich in
1



spannungsabhdngigen lonenkandlen mit der Membranspannung. Spannungsabhéngige lonenkanéle,
wie z. B. der schnelle Na'-Kanal, welcher der Entstehung von Aktionspotenzialen zugrunde liegt,
verfiigen Uber einen intramembranar gelegenen Spannungssensor, der sich bei Spannungsanderung
bewegt und so eine Konformationsdnderung des lonenkanals  bewirkt.  Diese
Konformationsédnderung fiihrt zu einer veranderten Leitfahigkeit des lonenkanals. Aber auch die
Bindung von Liganden an Rezeptoren von Liganden-gesteuerten lonenkanédlen kann zu einer
Konformationsédnderung und zu einer veranderten Leitfahigkeit von lonenkanélen fuhren. Daneben
gibt es auch lonenkanale, deren lonenleitfahigkeit durch mechanische oder thermische Stimuli

gesteuert wird.

Neben dem passiven Fluss durch lonenkandle kdnnen lonen auch durch Transporter (ber die
Zellmembran gelangen. lonentransporter nehmen die lonen auf der einen Seite der Membran auf
und geben sie nach Konformationsanderung auf der anderen Seite der Membran frei. Die
notwendige Konformationsanderung der Transporter bedingt die viel geringere lonentransportrate
von etwa 107 bis 10* lonen pro Sekunde. Im Gegensatz zu lonenkanalen, kénnen Transporter lonen
jedoch nicht nur passiv mit dem elektrochemischen Gradienten, sondern sie auch aktiv entgegen
ihres elektrochemischen Gradienten transportieren. Primér aktive Transporter, wie z.B. die Na'/K"-
ATPase transportieren lonen entgegen ihres elektrochemischen Gradienten unter Verbrauch von
ATP. Sekundar aktive Transporter, wie Symporter oder Kotransporter, nutzen hingegen den
elektrochemischen Gradienten eines lons um ein anderes lon entgegen seinen elektrochemischen
Gradienten zu transportieren. Auch die Aktivitat von Transportern kann auf unterschiedliche Weise
wie beispielsweise durch Spannungsénderung, den pH-Wert oder Bindung von Liganden beeinflusst

werden .

lonenkanéle und Transporter ermdglichen also den Fluss von Kationen und Anionen (ber die
Zellmembran und sind fiir eine regulére Zellfunktion wesentlich. In hoheren Organismen bilden sie
die Grundlage elektrischer Prozesse fir komplexe Zellfunktionen, wie beispielsweise

Nervensignalweiterleitung und Muskelzellkontraktion.



1.2 Chloridkanale

Chlorid (CI") ist das physiologisch am haufigsten vorkommende anorganische Anion im
Organismus. Deshalb werden Chlorid-leitende Anionenkanale auch als Chloridkanéle bezeichnet,
obwohl sie meist auch Permeabilitaten fur verschiedene andere Anionen wie lodid, Bromid und
Bikarbonat zeigen. Die extrazelluldre Chloridkonzentration in tierischen Zellen ist meist sehr viel
hoher als die intrazellulare (Tabelle 1). Berechnet nach Nernst (1.1) liegt das
Gleichgewichtspotenzial fur Chlorid meist nahe dem Ruhemembranpotenzial. Deshalb spielen
Chloridkandle in Skelettmuskelzellen und den meisten Neuronen eine wichtige Rolle bei der
Stabilisierung des Ruhemembranpotentials und bei der Repolarisation von depolarisierten Zellen.
Wichtig sind sie aullerdem fir die intrazellulare pH-Regulation, die Zellvolumenregulation und fur
den transepithelialen Transport 2 . Chloridkanale wurden in fast allen Saugertierzellen gefunden und
kommen in Zellmembranen und auf intrazelluldaren Kompartimenten vor. Haufig werden die
Chloridkanale aufgrund ihrer biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften anstatt, wie
es nah liegen wurde, nach ihrer genetischen Verwandtschaft eingeteilt. Der Grund daftr liegt darin,
dass den bekannten Genen, die fiir lonenkandle kodieren, haufig noch keine funktionellen Korrelate
zugeordnet werden konnten, erschwert durch die Anwesenheit von endogenen lonenkanélen in den
verschiedenen Expressionssystemen 2. So sind beispielsweise die genetischen Korrelate fiir den

schwellungsaktivierten Chloridstrom Ic swei Nach wie vor ungeklért.

Tabelle 1 Die wichtigsten freien lonen einer Sauger-

Skelettmuskelzelle
mit den extra- und intrazelluldren Konzentrationen und dem Gleich-
gewichtspotenzial nach Nernst. Adaptiert von Refernz *.

extrazellulare Intrazellulare Nernst-
Konzentration Konzentration potenzial
lon (mM) (mM) (mV)
Na* 145 12 +67
K* 4 155 -98
Ca** 15 100*10° +129
(ol 123 4.2 -90




R+T x]i
** []l

Ex =~ Z*F n [x]a (1-1)

Nernstgleichung zur Berechnung des Gleichgewichtspotenzials eines lons.
E . = Gleichgewichtspotenzial des lons X, R = Gaskonstante, T' = absoluteTemperatur, F' = Faradaykonstante,
Z = Ladung des lons X, [x]i und [x]a = intrazelluldre und extrazellulare Konzentration des lons X. Referenz * .

Drei Chloridkanalfamilien sind jedoch gut bekannt. Die groRte dieser Familien stellt die Gruppe der
Liganden-gesteuerten Chloridkanéle dar, die vor allem an chemischen, meist inhibitorischen
Synapsen im Nervensystem vorkommen und die durch die Bindung von den Neurotransmittern
GABA (y-Aminobuttersaure) oder Glycin aktiviert werden 2. Ein weiterer bekannter Chloridkanal
ist der CFTR, der auf der Suche nach der Erbkrankheit der Zystischen Fibrose (CF) durch
positionelles Klonen entdeckt wurde und durch Phosphorylierung bei der Hydrolyse von ATP voll
aktiviert wird %, Er gehért zur Familie der ABC-Transporter. Dieser Kanal wird besonders in der
apikalen Zellmembran von Epithelien des Darms, der Luftwege, von sekretorischen Driisen, der
Gallengénge und dem Nebenhoden exprimiert und hat eine wichtige Funktion beim transepithelialen

Transport fiir die Sekretion von Salz und Flussigkeit.

Die dritte bekannte Familie stellen die CICs dar, eine Familie von Cl -Kanalen und CI/H-
Austauschern, auf die im folgenden Kapitel néher eingegangen wird.

1.3 Die CIC — Familie: eine Familie von CI"-Kanalen und CI/H*-Austauschern

Die Entdeckung der CIC-Familie von Cl -Kanalen und CI /H"-Austauschern begann 1979 mit der
Identifizierung eines Cl -Kanals im elektrischen Organ der Zitterrochenart Torpedo californica,
heute als CIC-0 bekannt *°. Die Expressionsklonierung dieses Kanals im Jahr 1990 legte den
Grundbaustein fiir die nachfolgende Identifizierung der gesamten Genfamilie °. Die CIC-Proteine
sind (ber alle Phyla hinweg konserviert. Bei den Sdugern gibt es neun Mitglieder, die anhand ihrer

Sequenzhomologie in drei Gruppen aufgeteilt werden (Tabelle 2).



Tabelle 2 Die CIC - Familie der S&auger.

Phylogenetischer

Stammbaum  der
Gewebeverteilung, ihrer Funktion sowie assoziierte

CIC-Cl™-Kanale

und

-CI/H*-Austauscher
Erkrankung von Mensch und Maus bei

mit ihrer

Funktionsverlust. In rot sind die jeweiligen p-Untereinheiten dargestellt. Adaptiert von Referenz °.

Expression

Funktion

Stabilisierung des

Humane Erkrankung

Myotonia congenita

Maus Modell

Myotonia congenita

CIC-1  Skolettmuskel Membranpotenzials (adr Maus)
[—
g & I . .
- o _ it verbreitet Transepithelialer Retina-/Testesdegeneration
o E Cic-2 weit verbretie Transport ? Leukodystrophie
Hy
c E
o ®©
¥ E CIC-Ka/ ... Transepithelialer Verlust von Diabetes insipid
] Bartti Niere, Innenohr Transport barttin oder 1aRelesSiNSIPIGUS)
o= arttin Bartt beider CIC-Ks:
] artter- Bartter-Syndrom
- T thelial
G0 '.(bl Niere, Innenohr T::::egln eliater Syndrom  Typ |v
Barttin P Typ i
. . Ansduerung von Retina-/
CIC-3 UL LS synaptischen Vesikel/ Hippocampusdegeneration
Endosomen
CIC-4  weit verbreitet ?
ss
>2 . Endosomale
K] CIC-5 Vv-a.Niere Cl'Akkumulation/ Dent’sche Erkrankung Pe‘:fglk:ndzgdoz tose
B Anséuerung Y
" c
=T
7 ———CIC-6  Nervensystem Spét-endosomale lysosomale Speicherung
Et’ 3 Y Anséduerung (NcL)
+ 8 M
I E . . Lysosomale Osteopetrose, Osteopetrose,
GE CIC-7/  weit verbreitet Cr-Akkumulation, Retinadegenration, Retinadegenration,
Ostm1 Anséduerung der lysosomale Speicherung lysosomale Speicherung
Resorptionslakune (NCL) (NCL)
VN2 T T 1 wie bei CIC-7 wie bei CIC-7

CIC-1, CIC-2, CIC-Ka und CIC—Kb bilden die Gruppe der CIC-CI -Kanéle, die tberwiegend an der
Plasmamembran lokalisiert sind. CIC-1 ist fast ausschliellich in Skelettmuskelzellen exprimiert, wo
dieser Kanal fir die Stabilisierung des Ruhemembranpotenzials sorgt und zur Repolarisation
beitragt *. Mutationen in Clcnl fuhren zu verschiedenen Formen der Myotonia congenita 8. Beim
Menschen wird zwischen der autosomal dominant vererbten Thomsen Myotonie und der rezessiv

Dem breit exprimierten CIC-2-Kanal werden

vererbten Becker Myotonie unterschieden.

verschiedene Funktionen zugeordnet. Er soll an der Regulation der neuronalen Erregbarkeit *°, der

1011 ynd dem transepithelialen Transport ** beteiligt sein.

extrazellularen lonen-Homd@ostase
Maoglicherweise ist CIC-2 in die Pathogenese der megalenzephalen zystischen Leukodystrophie
(MLC) involviert, einer neonatal bzw. im Kleinkindalter auftretenden Leukodystrophie mit

subkortikaler Zystenbildung **. Die physiologische Bedeutung der CIC-K-Proteine und ihrer p-
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Untereinheit Barttin liegt im transepithelialen CI -Transport in der Niere und im Innenohr.
Mutationen dieser Gene fiihren beim Menschen zum Bartter-Syndrom , ein autosomal-rezessiv
vererbtes Salzverlustsyndrom aufgrund verminderter Natriumresorption im aufsteigenden Teil der
Henle-Schleife.

Die Mitglieder des zweiten (CIC-3, -4 und -5) und dritten (CIC-6 und CIC-7) Homologiezweiges der
CIC-Familie stellen CI/H"-Austauscher dar. Sie sind berwiegend auf intrazelluliren
Kompartimenten des endosomalen-lysosomalen Pfades und auf synaptischen Vesikeln lokalisiert.
Diese Cl/H*-Austauscher tragen uber die Bereitstellung eines Gegenstroms fiir die vesikulére
Protonenpumpe und durch luminale CI -Akkumulation Uber sekundar aktiven Transport zur
Regulation des vesikuldren lonen-Homéostase bei *>*”. Die physiologische Funktion von CIC-3 und
-4 wird in Kapitel 1.3.2 und 1.3.3 behandelt.

Durch den Funktionsverlust von CIC-5, tritt seine physiologische Bedeutung bei der
proximaltubuldren Endozytose und Ansauerung von Endosomen zu Tage 8. Beim Menschen fiihrt
der Verlust von funktionellem CIC-5 zur Dent schen Erkrankung *°. Diese seltene X-chromosomale,
rezessiv vererbte Erkrankung betrifft die proximalen Nierentubuli und ist durch das Auftreten von
Calcium-Nierensteinen,  tubuldrer  Proteinurie,  Hypercalcurie und  Hyperphosphaturie
gekennzeichnet. CIC-6 ist auf spaten Endosomen in Neuronen exprimiert und moglicherweise mit
einer leichten Form der neuronalen Ceroid-Lipofuszinose, einer lysosomalen Speicherkrankheit,

assoziiert %°.

Auch CIC-7, ein Mitglied der dritten Homologie-Gruppe, ist mit einer humanen Krankheit, ndmlich
einer vererbbaren Form der Osteopetrose, assoziiert. Diese Krankheit ist durch eine gestorte
Knochenresorption gekennzeichnet, da die Resorptionslakune der Osteoklasten nur unzureichend

ausgebildet wird und ein Ansauerungsdefekt der Resorptionslakune vorliegt 2.

1.3.1 Molekulare Struktur

CIC-Cl -Kanale und CIC-CI'/H*-Austauscher sind funktionelle (Homo-) Dimere, die durch

Zusammenlagerung von zwei CIC-Proteinuntereinheiten zustande kommen 2>, CIC-Proteine

konnen auch  funktionelle Heteromere aus verschiedenen Untereinheiten  desselben
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Homologiezweiges ausbilden, doch ist deren biologische Relevanz noch nicht aufgeklart . Jede der
beiden CIC-Untereinheiten eines Dimers bildet eine eigenstandige Pore aus. Diese Struktur, das
sogenannte double-barrel-Modell, wurde vom Schaltverhalten mittels Einzelkanaluntersuchungen
abgeleitet (Abb. 1.A) ?°. Die beiden Poren kénnen sowohl unabhangig voneinander als auch
gemeinsam 6ffnen und schliel3en, da neben den beiden eigenstandigen gates, auch ein gemeinsames
gate existiert, das simultan auf beide Poren wirkt. Die beiden unabh&ngigen gates zeigen ein

schnelles, das gemeinsame gate ein langsames Schaltverhalten.

Die bisherigen Annahmen zur molekularen Struktur konnten mithilfe der Rontgenstrukturanalyse
von zwei prokaryotischen CIC-Proteinen, EcCIC-1 aus Escherichia coli und StCIC aus Salmonella

7" und eines eukaryotischen CIC-Proteins, CmCIC der thermophilen Rotalge

typhimurium
Cyanidioschyzon merolae 2, bestatigt und genauer erforscht werden (Abb. 1.C,D). Diese drei CIC-
Proteine sind alle CI'/H*-Austauscher. Aufgrund ihrer Homologie zu den CI -Kanélen, kann fiir

diese aber eine dhnliche Struktur angenommen werden.

Eine CIC-Proteinuntereinheit setzt sich aus einer komplexen Transmembranregion, einem kurzen,
zytosolischen N-Terminus und einem langen, zytosolischen C-Terminus zusammen (Abb. 1.B).
Vom Extrazelluldrraum aus betrachtet bilden die CIC-Untereinheiten je eine dreieckige Struktur, die
zum Dimer zusammengelagert die Form eines Rhombus ergibt (Abb. 1.C). Die

Transmembranregion wird von den 18 transmembranaren Doménen gebildet.



Abbildung 1 Struktur der CICs.

(A) Das vom Schaltverhalten des Cl-Kanals CIC-0 abgeleitete double-barrel-Modell. Die
Einzelkanalableitungen lassen zwei Leitfahigkeitsstufen unterscheiden. Ist das gemeinsame gate offen, kénnen
entweder beide unabhéngige gates geschlossen (0), nur eines der beiden gedffnet (1) oder beide unabhéngige
gates gedffnet sein (2). (B) Topologiemodell einer CIC-Untereinheit mit 18 a-Helices und zwei C-terminalen
CBS-Doménen (grau). C- und N-Termini sind intrazelluldr gelegen. Die N-terminalen a-Helices (0 A — al) sind
grun, die C-terminalen (aJ — aR) blau markiert. Poren-auskleidende Abschnitte sind rot markiert. (C) und (D)
zeigen die durch Rontgenstrukturanalyse erstellte Quartérstruktur des 2CI/H'-Austauschers CmCIC in der
Aufsicht (C) und der Seitenansicht (D). Beide Untereinheiten des CIC-Dimers (rot und blau) sind mit je einem
Cllon (griin) im Porenbereich dargestellt. Die H*- und CI'-Transportwege werden in einem (blau) der beiden
CmCIC-Untereinheiten durch gestrichelte Linien hervorgehoben. Adaptiert von Referenz *und .



Die Transmembranregion - lonentransportpfade und gates

Der lonentransportpfad durch die Transmembranregion hat die Form einer Sanduhr, mit zwei
wassergefiillten Einbuchtungen von der extra- und intrazelluldren Seite, die Uber einen Engstelle
miteinander verbunden sind. Innerhalb der Pore gibt es drei Cl -Bindungsstellen; eine externe
Bindungsstelle Sy, die zur extrazelluldren Seite hin gelegen ist, eine zentrale Sce, und eine interne
Sin, die zur intrazellul&ren Seite hin gelegen ist (Abb. 2). Wichtig fur die Koordination von Sce, im
Molekiil sind die Hydroxylgruppen eines zentralen Tyrosins Tyrce, und Serins Sercen 2.

Die Chloridbindungsstellen sind von grof3er Bedeutung, da durch sie die Spannungsabhéngigkeit der
CIC-CI-Kanale und -CI/H'-Austauscher erklart werden kann. Denn spannungsabhingiges
Schaltverhalten von lonenkanélen und -transportern muss (ber eine Ladung im Inneren des
transmembranadren Kanalproteins vermittelt werden, welche bei Spannungsénderung bewegt werden
kann. Eine solche Ladung wird deshalb als Schaltladung bezeichnet. Durch ihre Bewegung bei
Spannungsanderung kommt es zu einer Konformationsédnderung im Protein, die zu einer veranderten
lonentransportrate fihrt. In CIC-Proteinen konnten keine geladenen Aminosauren im Proteininneren
gefunden werden, welche diese Schaltladung bereitstellen kdnnten. Stattdessen fungieren vermutlich
die transportierten lonen selbst, also die negativ geladenen Chloridionen mittels der

Chloridbindungsstellen in der Pore, als Schaltladung %*°.

Daneben sind zwei negativ geladene Glutamatreste fur den lonentransports durch die Pore wichtig.
Einerseits ein sowohl in CIC-CI -Kanalen als auch in CI/H*-Austauschern, hochkonserviertes
Glutamat Glue, das von der extrazelluldren Seite Uber eine Seitenkette in die Pore hineinragt.
Andererseits gibt es bei den CI/H"-Austauschern ein zusatzliches, intrazelluldr gelegenes Glutamat
Glui. In CI'/H"-Austauschern sind beide, sowohl Gluey als auch Glu;,, fiir die Kopplung des CI -
und H*-Transports essentiell. Die CIC-CI "Kanéle haben an Stelle von Gluj, ein neutrales Alanin.

Fir die Spannungsabhéngigkeit der CICs spielt das Glue, eine wichtige Rolle und ist das molekulare
Korrelat des ,,schnellen” gates und wird auch gating-Glutamat genannt. Das gating-Glutamat
konkurriert durch seine negativ geladene Hydroxylgruppe mit ClI° um dessen zentrale
Bindungsstelle (Scen) und behindert dadurch den Durchtritt von CI -lonen. Beim lonenfluss durch

die Pore, muss diese Glutamatseitenkette zundchst von einem durchtretenden CI -lon verdrangt
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werden bevor weitere Cl -lonen die Pore passieren konnen. Das Gluex schwingt dann nach auf3en
weg.

Bei diesem Mechanismus fungieren die CI -lonen, durch ihre Bindungsstellen in der Pore, selbst als
Schaltladung (s.0.). Dies erklart auch die Abhangigkeit des Schaltverhaltens der CIC-Kandle und -

31

Transporter von der CI -Konzentration Ihr Schaltverhalten ist aber auch von der H'-

Konzentration abhangig und kénnte auch direkt von Protonen gesteuert werden *,

Fur den CI'/H"-Austausch wird ein Zyklus vermutet, bei dem Glue protoniert wird, dadurch nach
auBen schwingt und die Pore fiir den ClI -Transport frei macht 2. AuBen soll Glue wieder
deprotoniert werden und damit ein Proton nach auflen abgeben. Das deprotonierte Gluex wird dann
wieder zuruck in die Pore schwingen und diese fiir die Cl -lonen wieder verschliellen. Das Proton
wird von Glui, bereitgestellt, welches als intrazelluldrer H*-Akzeptor fungiert, und deshalb auch als
Protonenglutamat bezeichnet wird. Der Mechanismus des H'-Transfers von Glui, nach Gluey, ist

noch unklar.

Fiur dieses Modell spricht die Beobachtung, dass durch Neutralisierung von Gluey in CIC - CIT/H*-
Austauschermutanten der CI -Transport vom H*-Transport entkoppelt wird und eine reine CI-
Leitfahigkeit mit linearer Strom-Spannungskurve resultiert *°. Fiir die Neutralisierung wird Gluex
durch eine neutrale Aminosaure ersetzt. Diese neutralisierte Seitenkette, ist konstitutiv nach aulen
verlagert und kann nicht mehr de-/protoniert werden (Abb. 2). Das bedeutet, dass CI™ ungehindert
passieren kann und der H*-Transport aufgehoben ist. Diese Mutationen werden als unc-Mutationen
(uncoupled) bezeichnet. Wird hingegen Gluij, neutralisiert verliert der Austauscher jegliche
Transportaktivitét (transport-deficient-Mutanten). Solche Mutationen, die die
Transporteigenschaften der CIC-CI/H™-Austauscher verandern, eignen sich gut um ein besseres

Verstandnis fiir deren Funktion zu erlangen.
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geschlossen

"

offen

Abbildung 2 lonentransportpfad der CLCs.

Nahaufnahmen des lonentransportspfads von EcCIC, dem CIC-CI/ H*-Austauscher von E.coli (durch
Rontgenstrukturanalyse erstellte Quartarstruktur, ribbon-Darstellung.) (A) zeigt die Wildtyp-Form von EcCIC im
geschlossenen Zustand. Sey, wird von Gluey, E, besetzt und verhindert dadurch den Durchtritt der Cl " lonen. Die
E148Q-Mutante von EcCIC (B) stellt den offenen Zustand der CIC-CI/H*-Austauscher dar. Die transiente
Neutralisierung von Glue, durch Protonierung bei der lonentranslokation der CI/H*-Austauscher wird bei der
Mutante durch die Mutation von Glue, zur neutralen Aminosdure Glutamin, Q, erreicht, sodass der
lonentransportpfad fiir CI~ konstitutiv freigegeben und vom H*-Transport entkoppelt ist. Die beiden Aminoséuren
TYreen, Y, Und Serg,, S, sind wichtig fir die Formation von S,. Cl"lonen sind rot, wichtige Aminoséduren fur den

lonentransportpfad mit negativen Molekilgruppen (orange) und der Aminogruppe (blau) sind in griin dargestellt.
Adaptiert von Referenz %.

Das strukturelle Korrelat fiir das gemeinsame ,,Jangsame® gate ist noch weitgehend unverstanden.
Fur die eukaryotischen CICs wird eine Beteiligung des langen intrazelluldaren C-Terminus vermutet,
der zwei CBS-Doménen an jeder CIC-Proteinuntereinheit enthalt 3*>°. Die Abkiirzung CBS leitet
sich von Cystathion-Beta-Synthase ab, dem Protein in welchem diese Doméne zum ersten Mal
beschrieben wurde *°. Die CBS-Domanen haben vermutlich verschiedene regulatorische Funktionen

auf die Transmembrandomane 2.
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1.3.2 CIC-3 - ein CI/H"-Austauscher auf synaptischen Vesikeln und endosomalen
Kompartimenten
Die drei CIC-Proteine der zweiten Unterfamilie sind in ihrer Aminoséurensequenz zu 80% homolog.
Sie sind CI'/H"-Austauscher mit einer Stochiometrie von 2CI~ zu 1H". Die Funktion des CI'/H*-
Austauschs konnte unter den Mitgliedern des zweiten CIC-Homologiezweigs bisher jedoch nur fir
CIC-4 und CIC-5 3 sowie fiir die beiden Mitglieder der dritten CIC-Unterfamilie, CIC-6 und -7
3443 formal gezeigt werden. Die Stochiometrie von zwei CI-lonen im Austausch gegen ein H*-lon
wurde bisher fiir CIC-5 und CIC-7 sowie fiir ecCIC1 nachgewiesen ****°_ Die Funktion des CI /H*-
Austauschs sowie die Stéchiometrie von 2CI:1H" kann aufgrund seiner starken Homologie zu CIC-
4 und CIC-5 und in Gegenwart eines Protonenglutamates auch fur CIC-3 angenommen werden. Alle
drei Mitglieder der zweiten CIC-Unterfamilie wurden auf Vesikeln des endosomalen Pfades

lokalisiert, wo sie teilweise tberlappend exprimiert werden °.

1.3.2.1 Gewebeverteilung und subzellulare Lokalisation von CIC-3

CIC-3 wird breit exprimiert und konnte im Gehirn, der Retina, der Nebenniere, dem Pankreas, im
Nebenhoden, in Niere und Leber, sowie in der Skelettmuskulatur und im Herz nachgewiesen werden
%49 Im Gehirn wird CIC-3 besonders stark im Hippocampus, Cerebellum, olfaktorischen Kortex
und Bulbus olfaktorius exprimiert “®*".  Anhand subzellularer ~Fraktionierung und
immunhistologischer Untersuchungen wurde gezeigt, dass CIC-3 hauptséchlich auf endosomalen
Kompartimenten, auf GABAergen und glutamatergen Vesikeln in Neuronen (Abb. 3) und auf
SLMVs (synaptic-like microvesicles) in PC12-Zellen, chromaffinen Zellen und B-Zellen des
Pankreas lokalisiert ist “*°. Die Lokalisation von CIC-3 auf LDCVs (large dense core vesicles) ist

fraglich ®>>* und konnte durch Knockout-kontrollierte Untersuchungen nicht bestatigt werden “.
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immunobeads Abbildung 3 CIC-3 lokalisiert auf GABAergen

2N und glutamatergen synaptischen Vesikeln.
éQ §\QQV 0{\‘& Westernblot von immunisolierten synaptischen Vesikeln. Die
2 S immunoblot synaptischen Vesikel, die mit Hilfe von

antikorperbeschichteten  Mikroperlen (immunobeads) mit

CIC-3 Antikorpern gegen den Vesikelmarker Synaptophysin, den
vesikularen  Glutamattranporter VGLUT1/BNPI und den
@ e VGLUT1/ BNPI vesikularen GABA-Transporter VGAT isoliert wurden, sind

. . 48
9 .. VGAT positiv fir CIC-3. Referenz ™.

- e e e synaptophysin

Mittels Kotransfektion und Koimmunprazipitation von CIC-3 mit CIC-4 bis -7 konnte gezeigt
werden, dass heterolog exprimiertes CIC-3 mit CIC-4 und -5, nicht aber mit CIC-6 und -7,

subzellular kolokalisiert und Heterodimere bilden kann *°.

Maoglicherweise passiert CIC-3,
zumindest bei Uberexpression, auf seinem Weg bis zum intrazellularen Bestimmungsort die
Plasmamembran °°. Einige Untersuchungen, die CIC-3 der Plasmamembran zuordnen, wurden ohne
Knockout-Kontrollen durchgefiihrt oder basieren auf heterologer Uberexpression von CIC-3 #6761,
Immunhistologische, Knockout-kontrollierte Untersuchungen der subzelluldren Lokalisation von
CIC-3 im nativen Gewebe der Maus zeigen CIC-3 auf intrazelluldren Vesikeln und die

Kolokalisation von CIC-3 mit Synaptophysin, einem Marker fiir synaptische Vesikel, im Gehirn *.

1.3.2.2 Physiologische Rolle

Die physiologische Rolle von CIC-3 wird seit der erstmaligen Klonierung “¢*

nach wie vor
kontrovers diskutiert. Biophysikalische Untersuchungen an transfizierten Zellen waren aufgrund der
geringen Oberflachenexpression schwierig. Das hat h&ufig zu widerspriichlichen Ergebnissen
verschiedener Studien gefiihrt. Zur weiteren Aufklarung wurden in unterschiedlichen Laboratorien
unabhangig voneinander drei CIC-3 Knockout-Mause generiert (s.u.) **®#%. Mit ihrer Hilfe wurde
gezeigt, dass CIC-3 nicht, wie zuvor angenommen °“® das molekulare Korrelat der
schwellungsaktivierten Chloridstrome Icswen darstellt. Im CIC-3-Knockout-Modell waren diese
schwellungsaktivierten Chloridstrome in keinem der untersuchten Zelltypen beeintrachtigt. Auch
Ca’-abhangige, CaMKII-aktivierte CI"-Strome wurden CIC-3 zugeschrieben, welche u. a. eine Rolle

60

bei der Regulation der exzitatorischen neuronalen Transmission spielen sollen Eine
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Voraussetzung dafir wére allerdings die Lokalisation von CIC-3 an der Plasmamembran, was im
Hinblick auf die Annahme seiner intrazellularen Funktion in Homologie zu CIC-4 und -5 eher
widerspriichlich ist. Es wurde auch gezeigt, dass Ca'-aktivierte Cl-Stréme in Speicheldriisen von

Clcn3™-Méausen nicht beeintrachtigt sind ©’.

Untersuchungen an heterolog exprimiertem CIC-3 sprechen dafiir, dass CIC-3 ein CI/H'-
Austauscher ist ®®. So konnten Stréme mit einer hoheren Leitfahigkeit fur CI™ als fir 1~ und mit
starker Auswartsrektifizierung nachgewiesen werden ®*"° was fiir die CIC-CI/H*-Austauscher
charakteristisch ist. Die auswartsrektifizierenden Stréme konnten durch Neutralisierung des gating-

Glutamats aufgehoben werden ™ 333571

, wie es auch fur CIC-4 bis -7 gezeigt wurde
Maglicherweise kann eine Entkopplung des CI -Transports vom H*-Transport bei CIC-3 auch durch

einen stark sauren pH-Wert erfolgen ",

Im Gehirn und in der Retina scheint CIC-3 eine wichtige Rolle zu spielen, da Clcn3™"-Mause starke
Neurodegeneration zeigen, die zum kompletten Verlust des Hippocampus sowie der Degeneration
von Photorezeptoren der Retina fiihrt . Die verringerte Ansduerung von synaptischen Vesikeln von
Clen3”-Mausen in vitro lieRe vermuten, dass CIC-3 zum Ladungsausgleich der elektrogen
arbeitenden H*-ATPase an synaptischen Vesikeln und damit zur Aufnahme von Neurotransmitter in
synaptische Vesikel beitragt *®. Da die Ansauerung auch im Clcn3™" nicht vollstandig aufgehoben
und immer noch CIl -abhangig war, kann CIC-3 jedoch nicht die einzige CI -Leitfahigkeit an

synaptischen Vesikeln darstellen.

Die Aufnahme von Neurotransmittern in synaptische Vesikel ist vom elektrochemischen H®-
Gradienten abhangig, der unter Verbrauch von ATP erzeugt wird. Der elektrochemische H*-
Gradient setzt sich aus zwei Komponenten, dem pH-Gradienten (ApH) und dem elektrischen
Gradienten (AY), zusammen. Durch die Aktivitit der H'-Pumpe nimmt AY {iber die
Vesikelmembran schnell zu und hemmt die H*-Pumpe in ihrer Aktivitat (Abb. 4, A). Das verhindert
die weitere Zunahme von ApH, also die weitere Ansduerung des Vesikels. CIC-3 kdnnte jedoch,
getrieben durch den H*-Gradienten, negative Chloridionen (CI') ins Vesikellumen transportieren und
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so eine Ausgleichsladung fiir die positiven H*-lonen liefern, sodass A¥ klein bleiben wiirde und
eine weitere Anséuerung durch die V-ATPase erfolgen kdnnte (Abb. 4, B).

A AY > ApH B Aw<ApH
HQG L ATP N ATP

V-ATPase ADP+Pi V-ATPase ADP+Pi

” ﬁ -
NT Crl

Abbildung 4 Modell der vesikularen Ansauerung und ApH-abhéngigen

Neurotransmitteraufnahme.

Neurotransmittertransporter (rot), NT=Neurotransmitter, vakuoldre H*-ATPase (blau),
CIC-3 (lila), In diesem Modell ist die Neurotransmitteraufnahme von ApH abhéangig.
Zu (A): Fehlt CIC-3 zur Bereitstellung eines Ausgleichstroms, erfolgt keine weitere
Ansduerung des Vesikels, da die V-ATPase durch den grof3en elektrischen Gradienten
(AY) gehemmt wird. Die Neurotransmitteraufnahme ist vermindert. Zu (B): Der
Ausgleichstrom durch CIC-3 vermindert AY und ermdglicht die weitere Anséuerung

(Zunahme von ApH) und dadurch die weitere Neurotransmitteraufnahme.

NT

Der Transport der unterschiedlichen Neurotransmitter in das Vesikellumen héngt unterschiedlich
stark von den beiden Komponenten des elektrochemischen H*-Gradienten ab. Fiir die Aufnahme
von Monoamintransmittern und Acetylcholin ist ApH 73’74, fur die Aufnahme von Glutamat AY,
ausschlaggebend *°, wihrend die Aufnahme von GABA etwa in gleichem Mafe von ApH und AY
abhangig ist "8 Durch den verringerten Ladungsausgleich der elektrogen arbeitenden H*-ATPase
in Abwesenheit von CIC-3 im Knockout-Modell, sollte ApH vermindert und A¥ erhoht sein.
Demzufolge waére die Aufnahme von Monoaminen und Acetylcholin vermindert und die
Glutamataufnahme erhoht. Es stellte sich jedoch heraus, dass die Aufnahme des Monoamins

Dopamin im Clcn3™” nicht verringert und die Glutamataufnahme nicht erhéht sondern sogar
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vermindert war. Letzteres wurde dem WVerlust von glutamatergen Vesikeln oder Neuronen

zugeschrieben .

Elektrophysiologische Untersuchungen zur exzitatorischen synaptischen
Transmission an CAl-Pyramidenzellen des Hippocampus anhand der Ableitung exzitatorischer
Miniaturstrome (MEPSCs = miniature excitatory postsynaptic currents) zeigten namlich, in
Ubereinstimmung mit der Annahme einer erhéhten vesikuldren Glutamataufnahme aufgrund von
erhdhtem AW im Clen3™", eine Verschiebung der kumulativen Stromamplituden zu héheren

Amplituden im Clcn3™ “.

Die Rolle von CIC-3 an GABAergen Synapsen wird kontrovers diskutiert. Anhand von
Untersuchungen an Clcn3”"-M4usen postulierte Riazanski et al., 2011 fiir CIC-3 eine bedeutende
Rolle bei der inhibitorischen synaptischen Transmission "°. Die Amplitude von GABAergen
inhibitorischen, postsynaptischen Miniaturstromen (mIPSCs = miniature inhibitory postsynaptic
currents), die sowohl prasynaptisch vom GABA-Gehalt der Vesikel als auch von der
postsynaptischen GABA-Rezeptordichte abhéngt, war in Pyramidenzellen der CA1-Region im
Hippocampus im Clen3™" verringert. Dies wurde auf eine verminderte Aufnahme von GABA in
synaptische Vesikel aufgrund reduzierter Vesikelanséduerung in inhibitorische Interneuronen
zuriickgefiihrt . Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen von Stobrawa et al., 2001, die keine

+/+

Unterschiede der mIPSCs zwischen Clen3**- und Clen3”-Mausen zeigten 8.

Daneben wird angenommen, dass CIC-3 im Pankreas eine Rolle bei der Insulinsekretion spielt, da
die Sekretion der Insulin-haltigen LDCVs in Clcn3”-Mausen vermindert ist “>53%*, CIC-3 ist dabei
vermutlich nicht an der Ansduerung der LDCVs, sondern moglicherweise indirekt an ihrer Sekretion
beteiligt *°. Der genaue Mechanismus ist noch unverstanden. Ob CIC-3 méglicherweise auch bei
ROS (reactive oxgen species) —Signalwegen % und fir den Zellzyklus und die Zellmigration eine

Rolle ® spielt, bleibt fragwiirdig.

1.3.3 CIC-4
Uber die physiologische Rolle des CI"/H*-Austauschers CIC-4 ist immer noch wenig bekannt. Das
Gen CICn4 wurde bei der Analyse der chromosomalen Region Xp22.3 entdeckt #. Im Menschen

wird CIC-4 vor allem in der Skelettmuskulatur, im Herzen und im Gehirn exprimiert, in der Maus
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hingegen in Gehirn, Darm und Niere %%, Bei der algerischen Hausmaus Mus spretus ist Clcn4 wie
auch beim Menschen auf dem X-Chromosom lokalisiert, wahrend es sich beim Labormausstamm
Mus musculus auf Chromosom 7 befindet. CIC-4 ist hauptsachlich an intrazelluldaren Vesikeln
lokalisiert, gelangt in heterologer Expression aber auch an die Plasmamembran und ist
aufgrunddessen flr biophysikalische Analysen gut zugéanglich. In heterologer Expression zeigt CIC-
4 stark auswartsrektifizierende Strome, die im sauren pH-Bereich abnehmen %. Durch die
Neutralisierung des gating-Glutamats wird eine reine CI -Leitfahigkeit mit einer linearen Strom-
Spannungskurve erreicht 8. CIC-4 bildet mdglicherweise Heterodimere mit CIC-3 und -5 aus *°.
Durch Kreuzungen zwischen Mus spretus und Mus musculus ® konnten Clcn4™"-Méause generiert
werden. Diese Hybride sind zwar infertil, zeigen darlber hinaus aber keinen auffalligen Phanotyp.
Auch die auf konventionellem Wege erzeugten Clcnd ' -Mause haben keinen aufflligen Phanotyp
8 Die Vermutung, CIC-4 habe eine &hnliche Funktion wie CIC-5 konnte anhand der Clcnd ™ -

Mause somit nicht bestatigt werden ®’.

Subzellular ist CIC-4 vor allem auf Endosomen 84

, aber auch im ER (endoplasmatischen
Reticulum) ® lokalisiert. Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass bei heterologer
Uberexpression von CIC-4 in COS-7-Zellen CIC-4 im ER verbleibt. Die Kotransfektion mit CIC-3,
welches bei heterologer Uberexpression auf wvesikularen Strukturen, die vermutlich spate
Endosomen darstellen “®, lokalisiert, filhrt aber zur Kolokalisation von CIC-4 mit CIC-3 in Vesikeln.
CIC-3 scheint also wichtig dafir zu sein, dass CIC-4 das ER verlassen kann um zu anderen

vesikularen Kompartimenten, z.B. in Endosomen, zu gelangen.

1.3.4 Knockout- und Knockin-Mausmodelle von CIC-3 und CIC-4
Clcn3™"-Mause sind kleiner als ihre Wildtypgeschwister, erblinden aufgrund der Degeneration ihrer
retinalen Photorezeptoren und zeigen eine starke Neurodegeneration. Die Neurodegeneration

beginnt im Hippocampus und fihrt schliellich zu dessen kompletten Verlust.
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Abbildung 5 Neuronaler Phanotyp der Clcn3”-Maus.
Nissl-Féarbung, frontale Gehirnschnitte von sieben Monate alten Mausen. Es
ist das Gehirn einer Clen3” -Maus (B) nach kompletter Degeneration des
Hippocampus im Vergleich zum Gehirn einer Wildtyp-Maus (A) dargestellt.
Referenz .

Es gibt drei Clecn3” -Mausmodelle die in drei unterschiedlichen Laboren unabhéngig voneinander
generiert wurden *3°%%®_ Eine der drei Clcn3™ -Mausmodelle stammt aus unserer Arbeitsgruppe “.
Die drei Clecn3™"-Mausmodelle sind in ihrem Phanotyp leicht verschieden. So setzt beispielsweise
die Neurodegeneration zu unterschiedlichen Zeitpunkten und in verschiedenen Regionen des
Hippocampus ein. Die Neurodegeneration der Clcn3”"-M4use in unserem Labor setzt etwa am
postnatalen Tag P15, in der CA1-Region des Hippocampus beginnend, ein und schreitet in den
darauffolgenden Wochen rasch bis zum kompletten Verlust des Hippocampus fort. Die
Neurodegeneration der Clcn3” -Mause aus dem Labor von F.S. Lamb setzte zu einem spéteren
Zeitpunkt, zwischen P23 und P73, ein und schritt tiber Monate fort ®2. Sie begann im Gyrus dentatus
und breitete sich tber die CA3- zur CAl-Region des Hippocampus aus. Eine der Clcn3™-Mause

zeigt Merkmale der lysosomalen Speicherkrankheit Ceroid-Lipofuszinose 3%

. Eine maogliche
Ursache fiir die Unterschiede im Phanotyp der drei Clcn3™ -Mausmodelle kénnten Unterschiede im
genetischen Hintergrund und die unterschiedlichen Knockout-Strategien der Labore darstellen. Die
Clcn3™”"-Maus aus unserer Arbeitsgruppe wurde anhand der Deletion von Exon 3 von CICn3
generiert. Exon 3 kodiert die erste transmembranare Doméne (TMD1) von CIC3 . Im Labor von
F.S. Lamb wurden hingegen Exon 6 und 7 deletiert, die Teile der zweiten (TMD2) sowie die dritte

und vierte transmembranare Domane (TMD3, TMD4) von CIC-3 kodieren %. Im Labor von S.
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Sasaki wurden Exon 5 und 6 deletiert, die fir die zweite bis vierte transmembrandre Domane
(TMD2 - TMD4) kodieren %.

Zur weiteren Aufklarung der physiologischen Rolle von CIC-3 wurden in unserem Labor zusatzlich
CIC-3 Knock-in-Mause generiert, die Clcn3""""-Mause. Diese sollen an Stelle des funktionellen
CIC-3 CI/H'-Austauschers, ein vom H'-Transport entkoppeltes CIC-3-Protein mit einer
konstitutiven CI -Leitfahigkeit besitzen, was durch Neutralisierung von Gluey erreicht werden sollte
(s. Kapitel 1.3.1). Der Phanotyp dieser CIC-3unc-Mutante sollte es ermdglichen, Ruckschlisse auf
die biologische Relevanz der Kopplung des Cl Transports an den H*-Gradienten zu ziehen.
Interessanterweise zeigen die Clen3""““"-Mause, anders als die entsprechenden Mausmutanten von
CIC-5 und CIC-7 *** keine Ahnlichkeit zum Phénotyp der Clcn3™” -Mause. Clen5“"""- wie auch
Clen7“"“™_Mause zeigen einen nahezu ebenso schwerwiegenden Phanotyp wie die entsprechenden
Knockout-Mausmutanten. Das bedeutet, dass die Kopplung des CI -Transports an den H'-
Gradienten flr die physiologische Rolle der endosomalen/lysosomalen CI -Akkumulation von CIC-
5 bzw. -7 essentiell ist und durch eine konstitutive CI -Leitfahigkeit nicht ersetzt werden kann.
Anders bei CIC-3: Clcn3“"""°-Mause sind, im Gegensatz zu Clcn3~ -Mausen, auf den ersten Blick
phanotypisch véllig unauffallig. Da CIC-3 mit CIC-4 Heterodimere bilden kann *°, kénnte CIC-4 in
Clen3""™_Mausen maoglicherweise eine kompensatorische Rolle fiir die Funktion des CI/H'-
Austauschs von CIC-3 einnehmen. Diese Vermutung stitzt sich auch auf der Beobachtung, dass die
Expression von CIC-4 in Clcn3” -Mausen, nicht jedoch in Clcn3“"""-Mausen, drastisch
vermindert ist (Abb. 6).

Gehirn Abbildung 6 Expression von CIC-4 im Gehirn in
s Clen3™- und Clen3""™-Méausen verglichen mit
q & 4 & Clen3**-Mausen.
kDa \c,o \(}\ \c,o \(,(\ Westernblots aus Membranpreparationen von Gehirngewebe
NGO aus Clcn3™ - und Clen3""“"-Mausen jeweils im Vergleich zu
100 — Clen3**-Geschwistern. In  Clcn3”"-Méausen, nicht aber in

- .- cIC-4 Clen3“™™™_Mausen, ist die Expression von CIC-4 vermindert.

70 — Stefanie Weinert, AG Jentsch.

50 —

- 3-actin
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Unter Annahme einer kompensatorischen Funktion von CIC-4 in Clen3“""“"-Mausen und um nun
tatsachlich eine reine CI-Leitfahigkeit in Clcn3""“"™-Mausen zu betrachten, wurden in unserem
Labor zusatzlich Clcn3""""/Clcn4™"-Mause generiert. Der Phanotyp der Clcn3""“"/Clcnd™ -
Mause &hnelt dem der Clcn3” -Mause und ist noch stirker ausgepragt. Dies zeigt sich
beispielsweise in der noch friher einsetzenden Neurodegeneration und der erhohten Mortalitét

dieser Mause.

1.3.5 Beginn der hippocampalen Neurodegeneration in Clen3”"-Mausen

Um sicherzustellen, dass mdgliche Unterschiede der in der vorliegenden Arbeit abgeleiteten
inhibitorischen postsynaptischen Miniaturstrome zwischen Clen3™™ und Clen3** nicht durch die
Neurodegeneration in Clcn3™-Mausen bedingt, sondern tatsachlich auf die Abwesenheit von CIC-3
in Clen3™ -Mausen zuriickgefiihrt werden konnte, wurde der Hippocampus von Clcn3™ -M4usen
zuvor histologisch untersucht (durchgefiihrt von Stefanie Weinert). Dafuir wurden Nissl-Farbungen
von Sagittalschnitten des Hippocampus angefertigt und die Morphologie der Hippocampi von
Clen3™ - und Clcn3**-Mausen im Alter von 14 und 19 Tagen miteinander verglichen (Abb.9). Die
dunkleren Streifen der Gehirnschnitte in Abbildung 9 entsprechen dem Stratum pyramidale bzw.
dem Stratum granulare und bestehen hauptsachlich aus den dicht gepackten Zellkérpern der
Pyramidenzellen der CA1 und CA3-Region im Hippocampus bzw. der Kdrnerzellen im Gyrus
dentatus (Vgl. Kapitel 1.5.). Am Tag P14 war morphologisch kein Unterschied zwischen den
Hippocampi von Clecn3” - und Clen3**-Mausen  detektierbar (Abb  9.A, B), die
Pyramidenzellschicht hatte an P14 in Clcn3”- und Clcn3"*-Mausen die gleiche Breite und
Zelldichte. Am Tag P19 war die Neurodegeneration in Clcn3” -Mausen jedoch histologisch
sichtbar, die Zelldichte der Pyramidenzellschicht der CAl-Region des Hippocampus war in
Clen3”- im Vergleich zu Clcn3™*-Mausen deutlich verringert (Abb. 9.C,D). Die
Pyramidenzellschicht in Clcn3™ -Mausen zeigte sich deutlich verschmalert und war abschnittsweise
nur ein bis zwei Zellkérper breit (Abb. 9.C, Pfeile). Aufgrunddessen wurden fir die
elektrophysiologischen Messungen fir alle Genotypen jungere Mause, im Alter von 14-16 Tagen,

verwendet, die histologisch keine Neurodegeneration zeigten.
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Abbildung 7 Degeneration des Hippocampus in CICn3"-Méusen.
Nissl-Farbung von Sagittalschnitten des Hippocampus. An P14 (postnataler Tag 14) ist im
Hippocampus von Clcn3 ™ -Mausen histologisch noch keine Neurodegeneration erkennbar (B).
An P19 hat die Neurodegeneration des Hippocampus mit einer Abnahme der Anzahl an CA1-
Pyramidenzellen (D, Pfeile) bereits eingesetzt. In (A, C) sind im Vergleich hippocampale Schnitte

+/+

von Clcn3™"-Mausen dargestellt. MaRstabsbalken: 0,5 mm. Stefanie Weinert, AG Jentsch

1.4 Synaptische Transmission

1.4.1 Synaptische Vesikel

Wahrend der Reizweiterleitung zwischen Neuronen wird ein elektrisch kodiertes Signal mittels
prasynaptischer Freisetzung von Transmittern in ein chemisches Signal umgewandelt und Gber
postsynaptische Rezeptoraktivierung schliellich wieder in ein elektrisches Signal zurtickgewandelt.
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Die Transmittermolekile werden in synaptischen Vesikeln gespeichert und wéhrend der
Neurotransmission exozytotisch freigesetzt. Es gibt zwei Hauptgruppen von Vesikeln in Neuronen:
grolRe, elektronendichte Vesikel, LDCVs, und Kkleine synaptische Vesikel, SSVs (small synaptic
vesicles). Die beiden Gruppen von Vesikeln unterscheiden sich in GroRe, Transmitterart und
sekretorischem Weg voneinander. Die LDCVs sind groRer, enthalten Neuropeptide und biogene
Amine und werden am Trans-Golgi-Netzwerk im Soma gebildet. Die SSVs enthalten nicht-
peptidartige Neurotransmitter wie GABA und Glutamat und stellen den haufigsten sekretorischen
Vesikeltypus an chemischen Synapsen dar. Sie entstehen durch Abschnirung von friihen
Endosomen oder durch direktes Recycling im Synaptischen Vesikel Zyklus an der Prasynapse . Die
SSVs werden in zwei funktionelle Gruppen unterteilt, dem RRP (readily releasable pool), der
unmittelbar zur Exozytose bereit steht und dem RP (reserve pool), der als Reserve dient. Ein Vesikel
gelangt vom RP Uber das Andocken (Docking) an die Plasmamembran und dem Priming, bei dem es
fur die Fusion mit der Plasmamembran kompetent gemacht wird, zum RRP °!. Erreicht ein
Aktionpotenzial die prasynaptische Endigung, kommt es aufgrund der Depolarisation zum Ca’-
Einstrom durch spannungsabhéngige Ca’-Kanale und zur Exozytose der Vesikel des RRP. Bei der
Exozytose kann das Vesikel entweder vollstandig exozytiert werden, es kann aber auch zu einer nur
teilweisen Transmitterentleerung nach Formation einer transienten Fusionspore gemald dem ,, Kiss-
and-run “ — Mechanismus kommen %2. AnschlieRend wird das vollstandig entleerte Vesikel Clathrin-
vermittelt endozytiert und entweder direkt, oder tiber den Umweg Uber das Endosom recycelt. Die
exozytierten Neurotransmittermolekille im synaptischen Spalt binden an die postsynaptischen
Rezeptoren, was im Fall der exzitatorischen Neurotransmission zu einer postsynaptischen
Depolarisation, im Fall der inhibitorischen Neurotransmission zu einer postsynaptischen

Hyperpolarisation oder zu Shunting fuhrt.

1.4.2 Quantale Beschaffenheit der synaptischen Transmission

Anhand von Analysen der postsynaptischen Antworten an der neuromuskuldren Endplatte wurde
von Katz et al.,, 1971 der Transmittergehalt eines einzelnen Vesikels als elementare Einheit
(Quantum) der synaptischen Transmission identifiziert **. Die postsynaptisch gemessene Antwort

einer einzelnen Vesikelentleerung als der kleinste Betrag der synaptischen Transmission, wird als
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Miniaturereignis bezeichnet. Miniaturereignisse geschehen spontan und unabhdngig wvon
Aktionspotenzialen. Miniaturereignisse sind sowohl an exzitatorischen als auch an inhibitorischen
Synapsen zu messen. Die Frequenz von Miniaturereignissen, die an einem Neuron abgeleitet
werden, hangt einerseits von der Wahrscheinlichkeit der synaptischen Vesikelentleerung und
andererseits von der Anzahl der Synapsen dieses Neurons ab. Die Amplitude der Miniaturereignisse
wird als QuantengroRe bezeichnet und wird sowohl prasynaptisch vom Transmittergehalt der
Vesikel, als auch postsynaptisch von der Rezeptordichte und -sensitivitdt bestimmt. Als
Voraussetzung fur den Einfluss des prasynaptischen Transmittergehalts eines Vesikels auf die
Quantengrofie darf die Entleerung eines einzelnen Vesikels nicht zur Sattigung der postsynaptischen
Rezeptoren fuhren. Eine Vielzahl von Untersuchungen an verschiedenen Synapsentypen des
Nervensystems haben gezeigt, dass es zwar Unterschiede im Sattigungsgrad der postsynaptischen
Rezeptoren an verschiedenen Synapsen gibt, doch dass die meisten Synapsen physiologischerweise
im nicht-geséttigten Bereich arbeiten *%. Deshalb kénnen sich Mechanismen, die die vesikulare
Transmitteraufnahme beeinflussen auf die QuantengrofRe auswirken. Zu diesen prasynaptischen
Mechanismen gehdren beispielsweise die Regulation der zytosolischen Transmitterkonzentration,
der elektrochemische H'-Gradient an der Vesikelmembran, der den Neurotransmittertransport
antreibt, die vesikuldren lonenleitfahigkeiten, die diesen Gradienten beeinflussen und die
Neurotransmittertransporter. Daneben gehéren auch die Vesikelgrofie, sowie die Regulation der

Vesikelfusion zu den Faktoren, die die QuantengroRe prasynaptisch beeinflussen.

Die Quantengrofie einer Synapse ist keine starre Grofl3e, sondern aktivitatsabhéngig modulierbar. Die
Aktivitatsabhangigkeit der Quantengrole tragt zu verschiedenen Formen von synaptischer Plastizitat
bei, wie beispielsweise der LTP (long term potentiation), ein grundlegender Mechanismus von

Lernen und Gedachtnis.
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1.5 Der Hippocampus
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Abbildung 8 Neuronaler Schaltkreis des Hippocampus.
Eine Illustration von Ramén y Cajal. Gyrus dentatus (DG),
Cornu ammonis (CA). Adaptiert von Referenz .

Da CIC-3 im Hippocampus besonders stark exprimiert wird und der Hippocampus diejenige
Gehirnstruktur darstellt, welche durch die Abwesenheit von CIC-3 im Knockout — Mausmodell am
starksten betroffen ist (Neurodegeneration), wurde in der vorliegenden Arbeit diese Gehirnregion

untersucht.

Der Hippocampus ist im basalen Temporallappen lokalisiert. Er stellt eine zentrale Schaltstelle des
limbischen Systems dar und wird mit emotionalen, viszeralen und endokrinen Vorgangen in
Zusammenhang gebracht. Der Hippocampus hat eine besonders wichtige Funktion fiir Lernen und
Gedachtnis und spielt eine bedeutende Rolle bei der Uberfithrung von Informationen ins deklarative
Langzeitgedéchtnis. Dies wurde bei der Untersuchung des Patienten H.M. in den flinfziger Jahren
des 20. Jahrhunderts erkannt *’. Zur Behandlung von Epilepsie wurden H.M. beidseits die medialen
Teile des Temporallappens und damit beide Hippocampi entfernt. Dies fuhrte bei diesem Patienten
zu anterograder Amnesie, also zur Unfdhigkeit neue Information im Langzeitgedéchtnis
abzuspeichern. H.M. war jedoch weiterhin in Lage sich an Ereignisse vor der Operation zu erinnern

sowie neue motorische Fertigkeiten zu erlernen.
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Eingehende Informationen des entorhinalen Kortex durchlaufen den Hippocampus tber den internen
trisynaptischen Schaltkreis, ber den der Hippocampus in den Papez-Neuronenkreis eingebunden
wird. Die erste Synapse wird durch die Projektion der Tractus-perforans-Fasern auf die
Kornerzellen des Gyrus dentatus gebildet. Die Axone der Kdornerzellen, die sog. Moosfasern,
projizieren dann auf die Pyramidenzellen der CA3-Region des Hippocampus (zweite Synapse), die
uber  Schaffer-Kollateralen =~ CAl1-Pyramidenzellen (dritte Synapse) innervieren. CAl-
Pyramidenzellen projizieren weiter Uber den Tractus alveans zum Neokortex oder zuriick zum
Subiculum und den entorhinalen Kortex. Diese Verbindungen sind alle exzitatorisch durch Glutamat
vermittelt. Sie sind in der Lage das experimentelle Phdnomen der Langzeitpotenzierung, einer Form
von synaptischer Plastizitat, zu erzeugen: nach kurzer, hochfrequenter prasynaptischer Stimulation
kommt es zu einer lang anhaltenden Veranderung der synaptischen Ubertragung mir erhohter

Effizienz *. Dies konnte die physiologische Grundlage filr Gedachtnisprozesse darstellen .

Inhibitorische Eingadnge auf die Pyramidenzellen des Hippocampus werden durch den
Neurotransmitter GABA vermittelt. Sie spielen eine wichtige Rolle fir die Synchronisierung
gleichzeitig aktiver Neuronenpopulationen und die daraus resultierende Generierung von
intrinsischen Oszillationen des Hippocampus, wie beispielsweise dem Theta-Rhythmus . Es gibt
eine Vielzahl unterschiedlicher inhibitorischer Interneuronentypen im Hippocampus. Die
Interneurone kénnen morphologisch, neurochemisch aufgrund ihres unterschiedlichen Gehalts an
Neuropeptiden und Calcium-bindenden Proteinen, elektrophysiologisch und aufgrund ihres

101 Korbzellen bilden beispielsweise an den Somata der

Innervationsmusters eingeteilt werden
Pyramidenzellen inhibitorische Synapsen, Kandelaberzellen dagegen bilden spezielle axo-axonale

Synapsen am Axoninitialsegment der Pyramidenzellen aus.

1.6 Fragestellung

Untersuchungen an Clcn3” -Mausen haben gezeigt, dass der Verlust von CIC-3 zu starker
Neurodegeneration mit komplettem Verlust des Hippocampus fiihrt. Dies deutet darauf hin, dass
CIC-3 eine bedeutende Rolle im Gehirn spielt. CIC-3 ist in Neuronen intrazellular auf synaptischen
Vesikeln lokalisiert, wo dieses Protein moglicherweise als ClI"/H*-Austauscher an der Anséuerung

von synaptischen Vesikeln und so an der vesikuldren Neurotransmitteraufnahme beteiligt ist. Es
25



spielt somit folglich eine wichtige Rolle bei der Neurotransmission. Die Bedeutung von CIC-3 fir
die GABAerge inhibitorische Neurotransmission ist umstritten. Elektrophysiologische
Untersuchungen von Riazanski et al., 2011 an Clcn3™ -Mausen, zeigten eine reduzierte Amplitude
und Frequenz der mIPSCs in Clen3™"-Mausen und filhrten dies auf die wichtige Funktion von CIC-3
fur die vesikulare GABA-Aufnahme zuriick °. In der Studie von Stobrawa et al., 2001 wurden

hingegen keine Unterschiede beschrieben .

Gegenstand dieser Arbeit st es, diese
widerspriichlichen Aussagen zu Uberprifen und die Rolle von CIC-3 bei der inhibitorischen
Neurotransmission elektrophysiologisch zu untersuchen. Einerseits soll die Rolle von CIC-3 fir die
inhibitorische Transmission im Hinblick auf dessen vollstandigen Verlust anhand von Clcn3™ -
Mausen untersucht werden, und andererseits im Hinblick auf die Funktion als CI"/H*-Austauscher
anhand einer CIC-3unc — Mausmutante, bei der CIC-3 anstelle des CI/H"-Austauschs ein reine CI™

Leitfahigkeit zeigt.

Dafur sollen anhand von hippocampalen Akutschnitten der verschiedenen Knockout- bzw.
Knockinméuse mIPSCs an CAZl1-Pyramidenzellen des Hippocampus abgeleitet werden. Die
Amplitude der mIPSCs, die vom vesikuldren Transmittergehalt abhangig ist, sowie ihre Frequenz,
die von der Anzahl der Synapsen und von der Wahrscheinlichkeit der spontanen Vesikelfusion

abhangig ist, sollen analysiert werden.

Auch die exzitatorische Neurotransmission in der CIC-3unc-Maus, anhand von Clcn3"""/Clcna ™ -
Mausen, wird betrachtet. Daflr sollen analog zu den mIPSCs exzitatorische Miniaturstrome

(mEPSCs) in hippocampalen CA1-Pyramidenzellen abgeleitet und die Amplitude analysiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Soweit nicht anders erwéhnt, wurden Standardchemikalien der Qualitat ,,p.a.“ bzw. ,reinst* der
Firmen Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Rapidozym (Berlin), Roche (Mannheim), Roth
(Karlsruhe), Sigma (Deisenhofen) und Tocris (Bristol) verwendet. Enzyme wurden von Eurx

(Gdansk) bezogen, Oligonukleotide von Biomers (UIm).

Besondere Chemikalien und Ausstattung werden im entsprechenden Methodenteil in Kapitel 2.2

aufgefiihrt.

2.1.1 Losungen und Medien

Fur alle Losungen wurde durch ein Milli-Q-System (Millipore, Eschborn) aufgereinigtes
Reinstwasser verwendet. Die Osmolaritat aller bei der Elektrophysiologie verwendeten Losungen
wurde mit dem Gefrierpunkt-Osmometer OSMOMAT 030 (Gonotec, Berlin) bestimmt.

Tabelle 3 Lésungen und Medien.

131 mM NaCl; 28,8 mM NaHCO3; 11 mM Glukose; 2,8 mM
KCI; 2,5 mM CaCl,; 1,3 mM MgSQ,; 1,1 mM NaH,PO,; ca.
320 mosml/I

Badlésung = ACSF (artificial cerebrospinal
fluid) fur hippocampale Akutschnitte

0.25% (w/v) Bromphenolblau, 0.25% (w/v) Xylenzyanol, 30%

DNA Ladepuffer (w/v) Glycerol

Alkalischer Lysepuffer (DNA-Extraktion) 25mM NaOH; 0,2mM EDTA, pH 12

Neutralisationspuffer (DNA-Extraktion) 40mM Tris-HCI; pH 5

130mM CsCl; 10mM HEPES; 2mM MgATP; 2mM MgCl,;

Intrazellulére Losung 0,2mM EGTA: ca. 280-290 mosml/I

87 mM NaCl; 75 mM Sucrose; 28,8 mM NaHCO3; 11 mM

Sucroseldsung Glukose; 7 mM MgSOy,; 2,5 mM KCI; 1,1 mM NaH,PO,; 0,5
mM CacCl,; 320-340 mosml/I
TAE-Puffer (50x) 200 mM Tris-Acetat; 10mM EDTA; pH 7,4
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2.1.2 Oligonukleotide

2.1.2.1 Primer fur Genotypisierung

Tabelle 4 Primer fur Genotypisierung.

Mauslinie Primersequenz

Lange des PCR-Produkts

5 -CACAGTTCTGTAACTTGG-3

_/_
Clen3 5-AGCCAAGCAAGATAAAGC-3’

5 -GCATGCTCCAGACTGCCTTG-3

604 bp WT-Allel
301 bp LoxP-Allel

5-GCATTTTCCTAGCAGGTG-3’
/unc
Clcn3"™

5-AAGACTCCCAGAGACAATGAG-3’

140 bp WT-Allel
195 bp LoxP-Allel

5-CCTGTAGGTTCGCTTCAGTCG-3

_/_
Clen4 5 -TGGGATGAGGTAGAGACTCCG-3’

5"-GGAAGACAATAGCAGGCATGC-3"

900 bp WT-Allel
700 bp KO Allel

2.1.3 Mauslinien

Alle verwendeten Mduse wurden im Tierhaus des MDC-Berlin nach den institutionellen Richtlinien
gehalten (Tag/Nacht-Zyklus mit Licht von 7:00 - 19:00Uhr, freier Zugang zu Futter und Wasser).
Die Tierhaltung und Experimente erfolgten nach den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes.

Folgende Mauslinien wurden fiir die Arbeit verwendet: Clcn3™ -Mause “¢, Clen3“"“™-Mause,

Clend™"-Mause & und Clen3“"""°/Clend ™ -Méuse.

Die verwendeten Clcn3™ -Mause der Arbeitsgruppe Jentsch, in Stobrawa et al., 2001 noch im
gemischten genetischen Hintergrund C57BL/6J-129/SvJ “®, wurden mittlerweile in den 129/SvJ-
Hintergrund riickgekreuzt. Die Clcn3""""™-Mause, wurden von Stefanie Weinert (AG Jentsch)

generiert und haben den genetischen Hintergrund der C57BL/6-Inzuchtlinie.

28



2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Alkalische Lyse von Schwanzbiopsien zur DNA-Extraktion (Hot-shot-Methode)
Fur die routinemaRige Genotypisierung wurden die Schwanzbiopsien 45 min lang in 75 pl
alkalischem Hot-Shot Lysepuffer bei 95 °C verdaut und danach auf 4 °C gekihlt. AnschlieRend

wurde die Probe mit dem Hot-Shot-Neutralisationspuffer neutralisiert.

2.2.1.2 PCR (Polymerase-Kettenreaktion)

Die PCR wurde routinemélRig zur DNA-Amplifikation fir die Genotypisierung der Mause
eingesetzt. Der Mastermix (50 pl — Ansatz) fir die Standard-PCR enthielt: je 20 pmol der beiden
Primer, 1 pul 10 mM dNTP-Mix, 2 pl 50 mM MgCl,, 5 ul 10x PCR-Puffer, 50-100 ng DNA und 1,5
U Tag-Polymerase. Die Primer sind in 2.1.2.1 aufgelistet. Fir die PCR wurden Thermozykler der
Firma Biometra (Professional Thermocycler) verwendet. In Abhéngigkeit von den Primern und der
Lange des PCR-Produkts, wurden die Einstellungen fur die PCR-Zyklen auf folgendem PCR-
Protokoll basierend abgewandelt:

Tabelle 5 PCR-Protokaoll

Schritt Temperatur (°C) Dauer Arlzz;l?lleﬂer
erste Denaturierung 94 5 min
Denaturierung 94 30s
Anlagerung 52-62 30s 38x
Elongation 72 1 min/kb
letzte Elongation 72 10 min
Lagerung 10 oo
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2.2.1.3 DNA-Gelelektrophorese

Zur DNA-Auftrennung wurden 0,7 - 2,0%ige Agarosegele verwendet, bei deren Herstellung
Ethidiumbromid zugesetzt wurde. Als Laufpuffer diente 1x TAE-Puffer. Den DNA-Proben wurde
DNA-Ladepuffer zugesetzt. Die Elektrophorese erfolgte in Flachbettkammern bei ca.10 V/cm. Nach
der Autrennung wurden die Gele auf einem UV-Transilluminator bei 312 nm mit einem

Videodokumentationssystem fotografiert.
2.2.2 Elektrophysiologie

2.2.2.1 Prinzip der Patch-Clamp-Technik

Neher und Sakman haben 1976 *°? eine Methode entwickelt, die die Messung von Stromen durch
einzelne lonenkandle in Membranen von lebenden Zellen ermdglichte, die sog. Patch-Clamp-
Technik. Sie stellt eine Verfeinerung der Technik der Spannungsklemme (voltage clamp) dar, die
bereits in den dreiRiger Jahren von Cole und Curtis entwickelt worden war. Grundlage der Patch-
Clamp- bzw. Voltage-Clamp-Technik ist die Konstanthaltung der Spannung Uber die Zellmembran,
was durch Injektion eines Kompensationsstroms ermdglicht wird, der genauso grof3 ist, wie der
Strom, der durch die Membran flielit und der ohne entgegengesetzten Kompensationsstrom zur
Spannungsanderung fiihren wirde (Abb. 8). Die Messung des Kompensationsstroms in Patch-
Clamp-Experimenten erlaubt unmittelbare Rickschlusse auf die Leitfahigkeit der Membran zu
ziehen, die z.B. von lonenkanédlen bestimmt wird. Im Gegensatz zu anderen Voltage-Clamp-
Verfahren wird bei der Patch-Clamp-Technik mit einer Glaspipette ein stabiler Kontakt zu einem
kleinen Membranfleck (dem Patch) der Zellmembran hergestellt, sodass dieser Membranfleck durch
einen hohen Abdichtwiderstand im GQ-Bereich, dem Gigaseal, vom Bad getrennt wird und vom
Hintergrundrauschen elektrisch isoliert ist. Dadurch resultiert eine extrem hohe Auflésung fiir die zu
messenden Strome im Membranbereich ,,unter” der Pipette. Nach Erreichen des Gigaseals, was als
cell-attached-Konfiguration bezeichnet wird, kann durch ruckartiges Anlegen und Loslassen eines
Unterdrucks an die Pipette, der Membranbereich unter der Pipette zerstért werden, sodass die sog.
Ganzzellkonfiguration erreicht wird. In der Ganzzellkonfiguration wird dann der Strom gemessen,
der durch die gesamte verbleibende Membranoberflache fliel3t, ohne den unmittelbaren Beitrag der

einzelnen lonenkandle zu erkennen. Daneben tauscht sich in der Ganzzellkonfiguration nach kurzer
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Zeit das Cytoplasma mit der Pipettenldsung aus. Dies ermdglicht einerseits, die (lonen-)
Zusammensetzung im Zellinneren genau zu kontrollieren. Andererseits ist die Zusammensetzung
des Cytoplasmas nun nicht mehr die urspringliche bzw. natirliche, sodass es beispielsweise zum
Verlust von intrazellularen Molekilen kommen kann, die wichtige regulatorische Funktionen auf
lonenkanéle ausiiben %,

Usaus Strom-
messung

Kommando-
spannung

Abbildung 9 Vereinfachtes Schaltbild eines Patch-Clamp-Verstarkers

bei einer Patch-Clamp-Ableitung in Ganzzellkonfiguration.
Cn: Membrankapazitdt, R,: Membranwiderstand, Rs: Serienwiderstand, OPA:
Operationsverstérker, Rs: Riickkopplungswiderstand, Ugy: Kommando- oder Sollspannung,

Upip: Pipettenpotenzial, U,,s: Ausgangsspannung proportional zum lonenstrom = MessgréRe.
Adaptiert von Referenz %,

2.2.2.2 Gerate

Fir die elektrophysiologischen Messungen wurde der Signalverstarker Multiclamp 700B (Axon)
und der Analog/Digitalkonverter Digidata 1440A (Axon) verwendet. Die optische Kontrolle erfolgte
durch ein aufrechtes Mikroskop (Olympus BX51WI) mit DIC-Optik (Differential Interface Optic)
uber Videomikroskopie mit der Infrarot-Kamera VX55 (Till Photonics, Grafelfing). Es wurde dabei
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ein 4fach- oder 60fach-VergréRerungsobjektiv genutzt. Zum Auffinden der Gehirnregion wurde mit
dem 4fach-VergroRerungsobjektiv, zur ldentifizierung einer geeigneten Zelle mit einem 60fach-
VergroRerungsobjektiv gearbeitet. Die Messpipetten aus Borosilikatglas (AuBendurchmesser 1,5
mm, Wandstéarke 0,241 mm) wurden mit einem Horizontalpipettenzieher (Zeitz, Miinchen) gezogen.
Die Messelektrode wurde mit Hilfe eines elektrischen Mikromanipulators SM 5 (Luigs & Neumann)
positioniert. Die Temperatur der Messkammer wurde mit dem BadController V (Luigs & Neumann)
kontrolliert. Um Akutschnitte des Hippocampus zu erhalten wurde ein Vibratom Leica VT 1200 S

verwendet.
2.2.2.3 Elektrophysiologie an hippocampalen Akutschnitten

2.2.2.3.1 Praparation von transversalen Akutschnitten des Hippocampus fur
Elektrophysiologie

Mause im Alter von 14 bis 16 Tagen (pl4-p16) wurden durch zerebrale Dislokation getotet.
AnschlieBend wurde der Kopf abgetrennt, die Schadeldecke gedffnet und das Gehirn entnommen.
Das Gehirn wurde sagittal in seine beiden Hemispharen getrennt und die beiden Gewebebldcke, die
den Hippocampus enthielten, wurden in einer Vibratomkammer in eiskalter Sucroseldsung mit
Sekundenklebstoff fixiert und geschnitten. Die transversalen Gehirnschnitte mit der Dicke von
300pum wurden fir 30 min in einem 34 °C warmen Sucrosebad gehalten. AnschlieBend wurden die
Schnitte in ein ACSF-Bad mit Raumtemperatur transferiert, wo sie eine bis sieben Stunden
aufbewahrt, bevor sie in die Messkammer bertragen wurden. Alle benutzten Lésungen wurden
stetig mit Carbogen (5% CO und 95% O,) begast.

2.2.2.3.2 Patch-Clamp-Messungen an Pyramidenzellen im Hippocampus

Fur die Patch-Clamp-Messungen an Pyramidenzellen der CA1-Region des Hippocampus wurden
die Akutschnitte auf einem Poly-D-Lysin beschichteten Deckglédschen in die Messkammer
uberfihrt. Die Pyramidenzellen wurden anhand ihrer Form wund ihrer Lage in der
Pyramidenzellschicht identifiziert. Als Mess- sowie als Badelektrode dienten chlorierte Silberdrahte.
Die Messpipetten waren mit intrazelluldrer Losung gefillt und hatten in der Badlésung einen
Widerstand von 2,5 - 4 MQ, der Uber kurze 5 mV - Testpulse bestimmt wurde. Wahrend die
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Messpipette im Schnitt zur ausgewahlten Zelle navigiert wurde, wurde die Pipettenspitze durch
einen konstanten Uberdruck von ca. 70 mmHg offen gehalten. AuBerdem wurde die Zelloberflache
der Pyramidenzelle durch den Uberdruck vom umliegenden Gewebe befreit. Befand sich die
Pipettenspitze nah an der glatten Zelloberflache, wurde der Uberdruck weggenommen, sodass sich
die Pipettenspitze dicht mit der Zellmembran verband und ein Widerstand zwischen Bad- und
Pipettenldsung im GOhm-Bereich entstand (Gigaseal). Durch ruckartiges Anlegen und Wegnehmen
von Unterdruck an die Pipette, wurde die Zellmembran an der Pipettenspitze durchbrochen und die
Verbindung zwischen Pipettenlosung und dem intrazellularen Kompartiment hergestellt
(Ganzzellkonfiguration). Nach einer zweiminiitigen Aquilibrationszeit wurden die im Voltage-
Clamp-Modus gemessenen Strome mit der Frequenz von 10 kHz aufgenommen, mit 2 kHz (Low-
pass) gefiltert und mit pClamp 10.2 — Software (Molecular Devices, Sunnyvale) visualisiert. Fir die
Datenanalyse wurde ebenfalls pClamp 10.2 — Software und zudem Mini Analysis Program

(Synaptosoft, Decatur) verwendet.

2.2.2.3.3 Messung inhibitorischer postsynaptischer Miniaturstrome (mIPSCs)

GABAEerge, inhibitorische postsynaptische Miniaturstrome (mIPSCs) wurden im Voltage-Clamp-
Modus bei einem angelegten Haltepotenzial von -70 mV an hippocampalen CA1-Pyramidenzellen
abgeleitet. Die Temperatur der Badlésung wurde bei 34°C gehalten. Um Aktionspotenzial—
vermittelte Transmission auszuschlieen, enthielt die extrazellulare Losung 1pM TTX
(Tetrodotoxin). Sie enthielt aulRerdem 10 pM NBQX (2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-
benzo[f]quinoxaline-2,3-dione) und 50 UM D-AP5 (D-(-)-2-Amino-5-phosphonovaleriansaure) um
die exzitatorische Neurotransmission zu verhindern. Die Pipettenldsung enthielt 130 mM CI', sodass
es bei der postsynaptischen Aktivierung der GABA-Rezeptoren durch GABA nach einem
Miniaturereignis zu einem Auswartsstrom von Cl-lonen kam und die mIPSCs negative Strome
darstellten. Wahrend der Aufnahme wurden zur Uberpriifung des Zugangswiderstands 5 mV-
Testpulse im Abstand von zwei Minuten appliziert. Pro Zelle wurden ca. 300

Miniaturstromereignisse ausgewertet.
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2.2.2.3.4 Messung exzitatorischer postsynaptischer Miniaturstrome (mEPSCs)

Der Versuchsaufbau zur Aufnahme der exzitatorischen postsynaptischen Miniaturstréme entsprach
im Allgemeinen dem der Aufnahme der mIPSCs. Neben 1 uM TTX (Tetrodotoxin) in der
extrazellularen Badldsung zum Ausschluss der Aktionspotenzial — vermittelten Transmission,
befand sich hier 20 uM Bicuculline anstelle von D-AP5 und NBQX in der Badlésung um die
inhibitorische Neurotransmission zu verhindern. Aufgrund der niedrigen Frequenz der mEPSCs von
etwa 1/min wurde die Vesikelentleerung mittels Erhohung der Osmolaritdt durch Zugabe von

200mM Sucrose stimuliert. Pro Zelle wurden ca. 230 Miniaturstromereignisse ausgewertet.

2.2.2.4 Statistische Auswertung

Alle Ergebnisse wurden, falls nicht anders vermerkt als Mittelwert mit Standardfehler (S.E.M.)
angegeben. Fehlerbalken repréasentieren ebenfalls den Standardfehler. Um die statistische
Signifikanz (p < 0,05) zu Uberpriifen wurden die mittleren Amplituden und Frequenzen zunéchst auf
das Vorliegen der Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test geprift. Bei Normalverteilung wurde
der zweiseitige t-Test fiir ungepaarte Stichproben angewandt. Waren die Werte nicht normalverteilt
wurde der Mann-Whitney-Test verwendet. Zur Uberpriifung der statistischen Signifikanz der

kumulativen Amplituden und Frequenzen, wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test angewandt.

34



3 Ergebnisse

Zur Untersuchung der Rolle von CIC-3 bei der GABAergen synaptischen Neurotransmission
wurden GABAerge inhibitorische postsynaptische Miniaturstrome, mIPSCs, an Pyramidenzellen der
CAl-Region im Hippocampus abgeleitet. Diese Strome stellen die postsynaptische Antwort nach
spontaner, d.h. nicht Aktionspotenzial getriggerter, prasynaptischer Entleerung einzelner Vesikel in
den synaptischen Spalt dar. Es wurden die Amplitude und die Frequenz der mIPSCs analysiert. Die
Amplitude der Strome hadngt dabei prasynaptisch vom Transmittergehalt der Vesikel, der
mdoglicherweise von CIC-3 beeinflusst wird, und der Vesikelgrofie sowie postsynaptisch von der
Rezeptordichte und —sensititvitdt ab. Die Frequenz der mIPSCs stellt einerseits ein MaR fiir die
Anzahl der inhibitorischen Synapsen der abgeleiteten Zelle dar und h&ngt andererseits von der
Wahrscheinlichkeit der spontanen Vesikelentleerung an diesen Synapsen ab. Die Anwesenheit von
TTX in der Badlosung zum Ausschluss von Aktionspotenzialen sowie von NBQX und d-AP5 zum
Ausschluss exzitatorischer Strome, ermdglichte es die mIPSCs zu isolieren. Fir die Ableitung der
mIPSCs in den verschiedenen CIC-3 und -4 Mausmodellen wurden stets drei Geschwisterpaare
bestehend aus je einer Knockout- bzw. Knockin-Maus und einer Wildtyp-Maus gemessen, sodass
insgesamt je drei Knockout- bzw. Knockin-Mause und drei Wildtypméause miteinander verglichen
wurden. Es wurden fir alle Genotypen Mé&use im Alter von 14-16 Tagen, verwendet, da diese
histologisch keine Neurodegeneration zeigten (s. Kapitel 1.3.5). Pro Maus wurden mehrere Zellen
gemessen. Es wurden nur Zellen ausgewertet, deren Zugangswiderstand < 30 MQ betrug und deren

Hintergrundstrom bei einem Haltepotenzial von -70mV < -150 pA war.

3.1 Inhibitorische postsynaptische Miniaturstréme in Clen3™"-Mausen sind nicht verandert

Um die Bedeutung von CIC-3 fur die GABAerge synaptische Transmission zu untersuchen und die
diesbeziiglich widerspriichlichen Ergebnisse der verschiedenen Arbeitsgruppen zu tiberpriifen 3",
wurden zunichst mIPSCs an CAZ1-Pyramidenzellen des Hippocampus von Clcn3™ - und von
Clen3** -Mausen im Vergleich abgeleitet. Die Analyse von Amplitude und Frequenz der
postsynaptischen Miniaturstrome ergab keine Unterschiede zwischen Clen3™~ und Clen3** (Abb.
10). Die mittlere Amplitude der mIPSCs im Clcn3** betrug 26,9 pA (+ 1,6, n=16) und im Clcn3 ™"

26,6 pA (x 1,6, n=15) (p=0,89, t-Test) (Abb. 10.C). Die mittlere Frequenz der mIPSCs lag im
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Clen3** bei 3,41 Hz (+ 0,41, n=16) und im Clcn3™" bei 4,03 Hz (+ 0,55, n=15) (p=0,48, Mann-
Whitney-Test) (Abb. 10.E). Auch die kumulative Verteilung der Amplituden (Abb. 10.B) sowie die
kumulative Verteilung der Interevent-Intervalle (Abb. 10.C) der mIPSCs unterschieden sich nicht
signifikant zwischen Clcn3™~ und Clen3*™* (KS-Test).
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Abbildung 10 Inhibitorische Miniaturstrome (mIPSCs) in CA1-Pyramidenzellen

von Clcn3**- und Clcn3™"-Mausen.

Kein Unterschied in Stromamplitude und Frequenz von mIPSCs. (A) Beispielspuren der
aufgenommenen mIPSCs. (B) Kumulatives Amplitudenhistogramm der mIPSCs und (C)
Dotplot der mittleren Stromamplituden der mIPSCs der gemessenen Zellen mit Mittelwert
und S.E.M. (D) Kumulatives Histogramm der Interevent-Intervalle der mIPSCs und (E)
Dotplot der mittleren Frequenz der gemessenen Zellen mit Mittelwert und S.E.M.
(Clen3*™*: n=16 Zellen, N=3 Mause; Clcn3/": n=15 Zellen, N=3 Mause; 3
Geschwisterpaare).

Diese Ergebnisse suggerieren, dass die Abwesenheit von CIC-3 keine Auswirkung weder auf die

Quantengréfle noch auf die Wahrscheinlichkeit der spontanen Vesikelentleerung und die

Synapsenzahl von GABAergen Synapsen der CAl-Pyramidenzellen hat.
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3.2 Inhibitorische postsynaptische Miniaturstréme im CIC-3unc-Mausmodell

Im nachsten Schritt sollte die Bedeutung von CIC-3 in seiner Funktion als CI"/H*-Austauscher fiir
die GABAerge inhibitorische Neurotransmisson untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden
mIPSCs in CAl1-Pyramidenzellen des Hippocampus an einem Mausmodell untersucht, in welchem
die CI'/H"-Austauscherfunktion von CIC-3 durch eine reine, vom H*-Transport entkoppelte, Cl-
Leitfahigkeit von CIC-3 ersetzt sein sollte. Die Clcn3""""*/Clcn4 ™ -Maus wurde als ein solches
Modell angenommen, da in den einfachen Clcn3""“"-Mausen CIC-4 die CI/H™-
Austauscherfunktion von CIC-3 vermutlich kompensieren kann. Zunachst wurden dafir in
Vorexperimenten, die mIPSCs im Hippocampus in den einfachen Mausmutanten, d.h. in
Clen3“™ ™ ynd Clcnd™"-Méausen, untersucht.

3.2.1 Inhibitorische postsynaptische Miniaturstréme in Clen3“"" und Clcn4 ™ -Mausen

Um mdgliche Auswirkungen der einfachen Clcn3"™""°. sowie der einfachen Clcnd ™ -
Mausmutanten auf die GABAerge synaptische Transmission auszuschlieen, wurden vor der
eigentlichen Untersuchung der Clen3“"“"*/Clcn4"-Mause mIPSCs zunachst in den einfachen
Clen3""™™. und Clend™"-Mausen im Vergleich zu den jeweiligen Wildtyp-Mausen untersucht.

+/+

Zunachst wurden mIPSCs an CAZl-Pyramidenzellen von Clcn3“"“" und Clcn3™* -Méusen
abgeleitet. Die Analyse von Frequenz und Amplitude der mIPSCs ergab keinen Unterschied
zwischen Clen3™* und Clen3"™M™ (Abb. 11). Die mittlere Stromamplitude der mIPSCs in Clcn3*/*-
Mausen betrug 40,7 pA (+ 1,6, n=21) und 39,8 pA (+ 2,2, n=13) fiir Clcn3“"""°-Mausen (p=0,75, t-
Test) (Abb. 11.C), die mittlere Frequenz 3,05 Hz (+ 0,25, n=21) bzw. 3,48 Hz (x 0,33, n=13)
(p=0,30, t-Test) (Abb. 11.E). Auch die kumulative Verteilung der Stromamplituden der mIPSCs
ebenso wie die kumulative Verteilung der Interevent-Intervalle zeigten keine signifikanten

Unterschiede zwischen Clen3**- und Clen3""““™-Mausen (KS-Test) (Abb. 11.B, D).
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Abbildung 11 Inhibitorische Miniaturstrome (mIPSCs) in CA1-Pyramidenzellen

von Clen3“"". yund Clcn3**-Méausen.

Kein Unterschied in Stromamplitude und Frequenz von mIPSCs. (A) Beispielspur der
aufgenommenen mIPSCs. (B) Kumulatives Amplitudenhistogramm der mIPSCs und (C)
Dotplot der mittleren Stromamplituden der mIPSCs der gemessenen Zellen mit Mittelwert und
S.E.M. (D) Kumulatives Histogramm der Interevent-Intervalle der mIPSCs und (E) Dotplot
der mittleren Frequenz der gemessenen Zellen mit Mittelwert und S.E.M. (Clen3™*: n=21
Zellen, N=3 Mause; Clcn3"""": n=13 Zellen, N=3 Mause; 3 Geschwisterpaare).

Die in der einfachen Clcn3“"""™-Mausmutante vermutete Entkopplung des CI -Transports vom H*-
Transport von CIC-3, zeigte im Vergleich zu Clen3™* -Mausen keinen Effekt auf die GABAerge

synaptische Transmission.

Um zu untersuchen ob die Abwesenheit von CIC-4 die GABAerge synaptische Transmission
beeinflusst, wurden anschlieBend mIPSCs in Clcnd - und Clcnd™* -Méusen abgeleitet und deren

+/+

Frequenz und Stromamlitude analysiert. Auch in Clcn4™"-Mausen verglichen mit Clen4** -Mausen
konnte keine Verdnderung, weder fur die Frequenz, noch fur die Amplitude der mIPSCs gezeigt

werden (Abb. 12). Fir Clcnd™* bzw. Clend™ ergab die mittlere Stromamplitude der mIPSCs einen
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Wert von 40,6 pA (= 1,3, n=18) bzw. 42,7 pA (x 1,7, n=18) (p=0,36, t-Test), die mittlere Frequenz
einen Wert 3,56 Hz (£ 0,39, n=18) bzw. 3,67 (£ 0,38, n=18) (p=0,60, Mann-Whitney-Test).
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Abbildung 12 Inhibitorische Miniaturstrome (mIPSCs) in CA1-Pyramidenzellen

von Clend”- und Clen4**-Mausen.

Kein Unterschied in Stromamplitude und Frequenz von mIPSCs. (A) Beispielspur der
aufgenommenen mIPSCs. (B) Kumulatives Amplitudenhistogramm der mIPSCs und (C)
Dotplot der mittleren Stromamplituden der mIPSCs der gemessenen Zellen mit Mittelwert
und S.E.M. (D) Kumulatives Histogramm der Interevent-Intervalle der mIPSCs und (E)
Dotplot der mittleren Frequenz der gemessenen Zellen mit Mittelwert und S.E.M. (Clcn4™*:
n=18 Zellen, N=3 Mause; Clcn4™": n=18 Zellen, N=3 Mause; 3 Geschwisterpaare).

In diesen Messungen konnte ein Einfluss von CIC-4 auf die Quantengréle und auf die
Wahrscheinlichkeit der spontanen Vesikelentleerung bzw. die Synapsenzahl von GABAergen
Synapsen der CA1-Pyramidenzellen nicht gezeigt werden.

3.2.2 Inhibitorische postsynaptische Miniaturstréme in Clcn3“"“"*/Clcn4™-Mausen
Nachdem in den Vorexperimenten mit Clcn3“"““"- und Clen4™"-Mausen keine Auswirkung dieser
Genotypen auf Amplitude und Frequenz der mIPSCs gezeigt werden konnte, wurden anschlieRend

Clcn3“"“"/Clcnd ™ -Mause untersucht und mit Clen3**/Clend ™ -Mausen verglichen.
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Abbildung 13 Inhibitorische Miniaturstrome (mIPSCs) in CA1-Pyramidenzellen

von Clcn3™*/Clen4™- und Clen3"™“"/Clcna™-Mausen.

(A) Beispielspur der aufgenommenen mIPSCs. (B) Kumulatives Amplitudenhistogramm der
mIPSCs und (C) Dotplot der mittleren Stromamplituden der mIPSCs der gemessenen Zellen
mit Mittelwert und S.E.M. Kein signifikanter Unterschied in der mittleren und kumulativen
Stromamplitude der mIPSCs in Clcn3""““"*/Clcn4”-Mausen im Vergleich zu Clen3™*/Clcnd™
-Méusen. Auch in der mittleren Frequenz (E) der mIPSCs unterscheiden sie sich nicht. (D)
kumulatives Histogramm der Interevent-Intervalle der mIPSCs: Die kumulative Verteilung
der Interevent-Intervalle der mIPSCs ist in Clcn3""“"/Clcn4”-Mausen zu groReren
Interevent-Intervallen hin verschoben. (Clen3™*/Clcnd™: n=16 Zellen, N=3 Maéuse;
Clen3""™¢/Clend™: n=12 Zellen, N=3 Mause; 3 Geschwisterpaare).

Die Untersuchung der mIPSCs an CA1-Pyramidenzellen zeigte auch fir die Entkopplung von CIC-3
im Clcn3""""/Clcn4™"-Mausmodell keinen Unterschied der Stromamplitude verglichen zu
Clcn3**/Clend™"-Méausen. Die Werte der mittlere Stromamplitude der mIPSCs betrug 36,5 pA (+
2,0,n=16) in Clcn3"*/Clcnd”-Mausen und 38,2 pA (+ 1,7,n=15) in Clcn3""“""°/Clcn4 " -Mausen
(p=0,53,t-Test) (Abb. 13.C). Auch die kumulative Verteilung der mittleren Stromamplituden der
mIPSCs war nicht signifikant verschieden (KS-Test) (Abb. 11B). Wahrend die mittleren Frequenzen
der mIPSCs von Clen3**/Clend™ und Clen3“"“"/Clcnd ™ mit den Werten 5,36 Hz ( + 0,61,n=16)
und 3,91 Hz ( = 0,67, n=15) statistisch nicht signifikant unterschiedlich waren (p=0,12, t-Test)(Abb.
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13.E), war die kumulative Verteilung der Interevent-Intervalle der mIPSCs im Clcn3“"""/Clcn4 ™
signifikant zu groReren Interevent-Intervallen, also zu einer verminderten Frequenz, hin verschoben
(p<0,05, Kolmogorov-Smirnov-Test) (Abb. 13.D). Die Analyse der mIPSCs zeigte, dass die
Entkopplung von CIC-3 und zusatzlich die Abwesenheit von CIC-4 in Clcn3""“"/Clcnd ™ -Méausen
verglichen mit Clen3"*/Clcnd™"-Mausen die QuantengroBe an GABAergen Synapsen von CAl-
Pyramidenzellen nicht beeinflusst. Die Frequenz der mIPSCs, also die Wahrscheinlichkeit der
spontanen Vesikelentleerung und/oder die Anzahl der GABAergen Synapsen der CAl-
Pyramidenzellen war in Clcn3""““"*/Clcnd ™ -Mausen im Vergleich zu Clen3™*/Clend™ -Mausen

jedoch leicht vermindert.

3.3 Exzitatorische postsynaptische Miniaturstrome im CIC-3unc-Mausmodell

Von Stobrawa et al., 2001 wurde in Clcn3™-Mausen bereits eine Verschiebung der Verteilung der
kumulativen Stromamplituden von mEPSCs hin zu erhéhten Stromamplituden gezeigt *®. Neben der
Untersuchung der inhibitorischen synaptischen Neurotransmission anhand von mIPSCs sollte
schliellich, anhand der Ableitung von glutamatergen exzitatorischen Miniaturstromen, mEPSCs, an
CA1-Pyramidenzellen in Clcn3""““"*/Clcn4 ™ -Mausen, die Bedeutung der Entkopplung von CIC-3
auf die exzitatorische Neurotransmission betrachtet werden. mEPSCs stellen das Pendant zu mIPSCs
fur die exzitatorische Neurotransmission dar. Um sie zu isolieren wurde die inhibitorische
synaptische Transmission mit dem GABAAa-Rezeptor-Blocker Bicuculline sowie die Entstehung von
Aktionspotenzialen durch TTX verhindert. Die Anwesenheit von 200 mM Sucrose in der Badldsung
war notwendig um die niedrige Frequenz der mEPSCs von etwa 1 /min zu erhéhen um genigend
mEPSCs innerhalb der Zeit, in der der Kontakt zwischen Patchpipette und Pyramidenzelle stabil war
(bis zu 30 Minuten), ableiten zu kdnnen. So konnten pro Zelle etwa 230 mEPSCs ausgewertet
werden. Fir die Ableitung der mEPSCs wurden zwei Geschwisterpaare bestehend aus je einer
Clen3**/Clend™"-Maus und einer Clen3""“""/Clcnd”"-Maus gemessen, sodass insgesamt je zwei
Clen3**/Clend™"- und zwei Clen3""“"/Clcnd-Mause miteinander verglichen wurden. Pro Maus

wurden mehrere Zellen gemessen.
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Abbildung 14 Exzitatorische Miniaturstrome (mEPSCs) in CA1-Pyramidenzellen

von Clen3**/Clen4™- und Clen3""“"/Clcn4™-Mausen.

Kein Unterschied der Stromamplitude von mEPSCs. (A) Beispielspuren der aufgenommenen
mEPSCs. (B) Kumulatives Amplitudenhistogramm der mEPSCs und (C) Dotplot der
mittleren Stromamplituden der mEPSCs der gemessenen Zellen mit Mittelwert und S.E.M.
(Clen3**/Clen4™: n=12 Zellen, N=2 Méause; Clcn3""“""*/Clcn4™: n=8 Zellen, N=2 Mause; 2
Geschwisterpaare). (Clcn3**/Clcna™: n=16 Zellen, N=3 M4use; Clcn3""""*/Clcn4™: n=12
Zellen, N=3 Mause; 3 Geschwisterpaare).

Die Stromamplituden der mEPSCs von Clcn3"""“"/Clcn4™- und Clcn3™*/Clend™™ -Méausen
unterschieden sich nicht (Abb. 14). Die mittlere Stromamplitude der mEPSCs hatte im
Clcn3“"“"/Clcnd ™ einen Wert von 11,4 pA (+ 0,2) und einen Wert von 11,3 pA (+0,5) (p=0,97, t-
Test) im Clen3™*/Clcnd™ (Abb 14.B). Auch die Verteilung der kumulativen Stromamplituden der
MEPSCs war in Clcn3""""/Clcn4 " -Mausen unverandert (Abb. 14.C, KS-Test). Diese Messungen
zeigen, dass die Entkopplung von CIC-3 in der CIC-3unc-Mutante Clcn3"""“"/Clcnd™ die

exzitatorische Neurotransmission auf CAl-Pyramidenzellen nicht beeinflusst.
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3.4 Heterodimerisierung von CIC-3 und CIC-4

Die Expressionsmuster von CIC-3 und -4 in den verschiedenen CIC-3- und -4-Knockin- und Knock-
out-Mausmodellen, in denen die Funktion von CIC-3 und -4 fur die vesikulére
Neurotransmitteraufnahme untersucht wurde, sowie die Phanotypen dieser Mausmodelle, fuhrten zu
der Vermutung, dass CIC-3 fur die Expression von CIC-4 eine Rolle spielen und CIC-4 die Funktion
des CI/H*-Austauschs von CIC-3 in Clen3""“"*-Mausen iibernehmen konnte.

Anders als die entsprechenden Mausmutanten von CIC-5 und CIC-7, deren unc-Mutanten einen
ghnlich schwerwiegenden Phanotyp wie deren Knockout-Mutanten zeigten %
cICn3""“™_Mause keine Ahnlichkeit zum Phanotyp der Clcn3™-Mause. Die CICn3""""*-Mause

wurden in unserem Labor generiert um die Funktion von CIC-3 als CI/H"-Austauscher zu

, zeigten die

untersuchen. Diese Mause besitzen anstelle des CIC-3-Proteins mit ClI'/H"-Austauscherfunktion ein
CIC-3-Protein, welches vermutlich eine reine Cl -Leitfahigkeit aufweist. Jedoch sind Clcn3""“re.
Mause, im Gegensatz zu Clecn3”-Mausen, auf den ersten Blick phanotypisch vollig unauffallig.
Dies zusammen mit der Beobachtung, dass die Expression von CIC-4 im Gehirn von Clcn3™ -
Mausen, nicht jedoch in Clcn3"™""™-Mausen, stark vermindert war (Abb. 6), legte die Vermutung
nahe, dass CIC-3 einerseits die Expression von CIC-4 stabilisieren konnte. Andererseits kénnte CIC-
4, moglicherweise durch Heterodimerisierung mit dem CIC-3""°-Homomer, die Funktion des CI"/H"-
Austauschs von CIC-3 in Clecn3""“""-Mzusen kompensieren. AuRerdem ist bekannt, dass CIC-3 mit
den weiteren Mitgliedern der zweiten CIC-Unterfamilie, CIC-4 und CIC-5, Heterodimere bilden
kann *°. Um nun tatsachlich die CIC-3unc-Mutante mit einer reinen Cl-Leitfahigkeit von CIC-3,
ohne Kompensation durch CIC-4 zu betrachten, wurden Clcn3""“"°/Clcnd"-Mause generiert,
denen CIC-4 zusétzlich fehlt. Die einfachen Clcn4d™"-Mause sind, wie es auch bei den Clcn3""“"c.
Mausen der Fall ist, phanotypisch unauffallig. Clcn3""““"/Clcnd ™ -Mause haben jedoch einen
ahnlichen und noch gravierenderen Phanotyp wie Clcn3™ -Mause. Die Uberlebenszeit der Mause ist
im Vergleich zu Clen3” -Mausen geringer, die Neurodegeneration setzt friiher ein und schreitet

rascher fort.

Um der Vermutung nachzugehen, dass CIC-3 die Expression von CIC-4 moglicherweise durch

Bildung von Heteromeren stabilisiert, wurden in unserer Arbeitsgruppe weitere Untersuchungen
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durchgefiihrt. Die heterologe Uberexpression von CIC-4 in COS-7-Zellen zeigte, dass CIC-4 im ER
verbleibt (Abb. 15.A). Die Uberexpression von CIC-3 in COS-7-Zellen zeigte hingegen ein
vesikulares Expressionsmuster (Abb. 15.B). Die Kotransfektion von CIC-4 mit CIC-3 fiihrte aber
zur Kolokalisation von CIC-4 mit CIC-3 ebenfalls mit vesikularem Expressionsmuster (Abb. 15.C-
D). CIC-3 scheint also wichtig daftir zu sein, dass CIC-4 das ER verlassen kann um zu anderen

vesikuldren Kompartimenten, z.B. in Endosomen, zu gelangen.
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Abbildung 15 Subzellulare Lokalisation von CIC-3 und CIC-4.
Heterologe Uberexpression von CIC-3 und CIC-4 in Cos7-Zellen. Die alleinige Uberexpression
von GFP-markiertem CIC-4 zeigt ein ER-&hnliches Expressionsmuster fiir CIC-4 (A). Die
alleinige  Uberexpression von GFP-markiertem CIC-3zeigt hingegen ein vesikulires
Expressionsmuster fur CIC-3 (B). Bei Kotransfektion von CIC-4 und CIC-3, ist sowohl CIC-4
als auch CIC-3 in Vesikeln lokalisiert (C, D) und CIC-3 und -4werden Uberlappend exprimiert
(E). MaRstabsbalken: 30p. Stefanie Weinert, AG Jentsch.

Biochemische Untersuchungen zur Lokalisation von CIC-3 und -4 im Gehirn ergaben, dass CIC-3

und CIC-4 zusammen mit dem Vesikelmarker Synaptophysin in der LP2-Fraktion, die nach dem
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Aufreinigungsprozess synaptischer Vesikel aus Gehirngewebe vor allem synaptische Vesikel

enthalt, vorkommt *® . Dies weist darauf hin, dass CIC-3 und -4 gemeinsam auf synaptischen

Vesikeln vorkommen. Zur Untersuchung der Heterodimerisieriung wurden auRerdem

Koimmunprazipitationsexperimente durchgefiihrt, in denen gezeigt werden konnte, dass CIC-3

tatsachlich mit CIC-4 aus Gehirngewebe und umgekehrt koprazipitierte (Abb. 16).
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Abbildung 16 Koimmunprazipitation von CIC-3 und CIC-4.

Western Blot von Membranpraparationen aus Gehirn von WT, Clen3 - und Clend ™ -Mausen
(Spur 1 - 3) sowie Immunprézipitaten solcher (Spur 4 - 9) gefolgt von Immundetektion von
CIC-3 (A) und CIC-4 (B). Immunprézipitation mit Hilfe von antikdrper-gekoppelter Protein-A-
Sepharose. Die Spuren 4-6 zeigen das Eluat nach Immunprézipitation gegen CIC-3, die Spuren
7 - 9 nach Immunprézipitation gegen CIC-4, je aus WT, Clen3”" und Clcnd ™™ Praparationen.
Die geladene Menge des Lysats betrug 10% der Immunprazipitatmenge.

Immunprazipitation gegen CIC-3 (Spur 4-6) fihrte zu Prazipitation von CIC-3in
Gehirnpraparationen aus WT und Clcn4 ™™ (A). AuRerdem fiihrte die Immunprézipitation gegen
CIC-3 zu Préziptation von CIC-4 in WT-Prdparationen (B). Immunprézipitation  mit
einemAntikdrper gegen CIC-4 (Spur 7-9) flhrte zu Prazipitation von CIC-3in
Gehirnpraparationen aus WT (A) und zur Prézipitation von CIC-4 aus WT und Clcn3™"
Praparationen (B). Die Gehirnpraparationen aus Clcn3” -Mausen stellen die Negativkontrolle
fiur die Immun/Prazipitation gegen CIC-3 dar. Negativkontrolle fiir die Immun/Prézipitation
gegen CIC-4 sind die Gehirnpraparationen aus Clcn4d™"-M4usen. Stefanie Weinert, AG Jentsch.
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Immunisoliertes CIC-4 aus Gehirnlysaten von Wildtyp-Madusen koprézipitierte mit CIC-3 (Abb. 16
A, Spur 7) und umgekehrt (Abb. 16 B, Spur 4). Als Kontrolle diente Gehirngewebe aus Clcn3™ -
bzw. Clcnd ™’ -Mausen. Diese Experimente zeigen auBerdem, dass das Signal fir CIC-4 auf
Praparationen und auf CIC-4-Immunprazipitaten aus Gehirn von Clen3”-Mausen im Vergleich
zum Wildtyp deutlich vermindert ist (Abb. 16 B, Spuren 1 und 2; 7 und 8). Dies l&sst auf eine
verminderte Expression von CIC-4 im Gehirn von Clcn3™"-Méusen schlieBen. Im Gegensatz dazu
ist das Signal fiir CIC-3 in Clcn4™"-Méausen und Wildtyp-M4usen gleich stark (Abb. 16 A, Spuren 1

und 3; 4 und 6). Die Expression von CIC-3 ist in Clcn4~"-Mausen also nicht verandert.

Die Ergebnisse der Koimmunprézipitationsexperimente, die fur die Heterodimerisierung von CIC-3
mit CIC-4 sprechen, konnten durch FRET (Forster resonance energy transfer) —Messungen an

transfizierten Zellen, die von Niclas Gimber durchgeftiihrt wurden, bekréftigt werden.
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4  Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle von CIC-3 fir die inhibitorische und exzitatorische
synaptische Neurotransmission untersucht. Zur Klarung der Frage welchen Einfluss der vermutliche
Cl'/H"-Austauscher CIC-3 auf die vesikulire Neurotransmitteraufnahme von GABA und damit auf
die QuantengroRe von GABAergen Synapsen hat, wurden mIPSCs in CA1-Pyramidenzellen an
hippocampalen ~ Akutschnitten im  Clen3” -Mausmodell und im  CIC-3unc-Mausmodell,
Clen3"™™/Clcn4™", sowie in den einzelnen Clcn3""“™. und Clcnd™-Mausmodellen,
elektrophysiologisch abgeleitet und die Stromamplitude sowie die Frequenz analysiert. In keinem
der untersuchten Mausmodelle konnten Unterschiede im Hinblick auf Amplitude und Frequenz der
mIPSCs gefunden werden. Einzig die kumulative Frequenzverteilung in Clcn3“"“"/Clcn4 -

+/+

Mausen war verglichen mit Clen3**/Clcnd”-Mausen zu einer geringeren Frequenz hin verschoben.
Um die biologische Relevanz der Kopplung des Cl™-Transports an den H*-Transport der CI'/H*-
Austauscherfunktion von CIC-3 fir die exzitatorische synaptische Neurotransmission zu betrachten,
wurde die Amplitude der mEPSCs in Clcn3""““™/Clcnd ™ -Mausen untersucht, die im Vergleich zu

Clen3**/Clend™-Méausen nicht verandert war.

4.2 CIC-3 —wichtige CI'-Leitfahigkeit im Modell der vesikularen
Neurotransmitteraufnahme?

Die Aufnahme von Neurotransmitter in synaptische Vesikel durch die Neurotransmittertransporter
ist vom elektrochemischen H*-Gradienten an der Vesikelmembran abhingig, der aus dem pH-
Gradienten (ApH) und dem Membranpotential (AY) besteht. Diese Gradienten werden durch die
vakuolare H*-ATPase erzeugt. Die Zunahme von AW, vermindert jedoch die Aktivitit der H'-
ATPase und limitiert dadurch die Zunahme von ApH. CI'-Leitfahigkeiten an synaptischen Vesikeln
konnten jedoch einen Ausgleichsstrom aus negativ geladenen Cl™-lonen bei der Akkumulation der
positiv geladenen H* im Vesikel zu Verfiigung stellen, der A¥ reduziert und die weitere Aktivitat

der H-ATPase und die Zunahme von ApH auf diese Weise ermaglicht.
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CIC-3, vermutlich ein CI/H"-Austauscher, wurde auf synaptischen Vesikeln gefunden und wird in
diesem Zusammenhang als eine der wichtigsten CI'-Leitfahigkeiten an synaptischen Vesikeln
diskutiert. Er soll einen dominanten Einfluss auf die vesikuldre Neurotransmitteraufnahme haben
(Abb. 4). Beim Verlust von CIC-3 in Clcn3” -Mausen sollte also ApH vermindert, A¥ dagegen
erhoht sein, was zu einer verédnderten Neurotransmitterkonzentration in synaptischen Vesikeln

fuhren sollte.

Monoamine,
Acetylcholin

GABA Glutamat

Abbildung 17 Modell der vesikuléren Neurotransmitteraufnahme.

Vesikuldre Neurotransmittertransporter (rot) sind in unterschiedlichem MaRe vom
pH-Gradienten (ApH) und dem Membranpotential (A¥) des elektrochemischen H'-
Gradienten abhangig, der durch die vakuolare H*-ATPase (tlrkis) erzeugt wird. Die
Aufnahme der Monoamine und von Acetylcholin ist hauptsachlich von ApH, die
Aufnahme von Glutamat vor allem von AY und die Aufnahme von GABA in
dhnlichem MaBe von ApH und AY¥ abhingig. Der ClI'/H"-Austauscher CIC-3 (lila)
ermdglicht die weitere Zunahme von ApH durch Dissipation von AY. Adaptiert von
Referenz '*.

Da die Aufnahme der verschiedenen Neurotransmitter unterschiedlich stark von ApH und AY
abhangig ist, ware nach Verlust von CIC-3, anders als bei der spezifischen Inhibition der H*-

105

ATPase, die zu einer reduzierten Aufnahme aller Neurotransmitter fiihrt >, mit unterschiedlichen

Effekten an den verschiedenen Synapsentypen zu rechnen (Abb.15). Die Aufnahme des wichtigsten
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exzitatorischen, negativ geladenen Neurotransmitters Glutamat, héngt vor allem von AY ab und
sollte aufgrunddessen in Clcn3” -Mausen erhoht sein. Die Aufnahme von positiv geladenen
Monoaminen hingegen ist hauptsichlich von ApH abhangig und sollte in Clcn3™ -Méausen
vermindert sein. Entgegen dieser Vermutung war die Monoaminkonzentration in Clcn3™-Mausen
jedoch unverandert . Die vesikulire Aufnahme von GABA ist etwa in gleichem MafBe von ApH
und AY abhingig """®. Es ist deshalb schwierig vorauszusagen, wie sich die vesikulire GABA-

Aufnahme im Clcn3™ -Méusen verhlt.

4.2.1 Inhibitorische synaptische Transmission im Clcn3™"

Die Stromamplitude der abgeleiteten mIPSCs, die ein MaR fur den prasynaptischen vesikularen
GABA-Gehalt und damit fur die Effizienz der présynaptischen GABA-Aufnahme darstellt, war in
Clcn3/-Mausen unverandert. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen die Ergebnisse
vorangegangener elektrophysiologischer Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe an Clcn3™ -
Mausen 8, die ebenfalls keine Unterschiede in Stromamplitude und Frequenz der mIPSCs ergaben.
Dies spricht dafiir, dass die CI'-Leitfahigkeit von CIC-3 fiir die vesikulare GABA-Aufnahme, und in
diesem Zusammenhang fur die GABAerge Neurotransmission keine wichtige Rolle spielt.

Diese Ergebnisse stehen jedoch im Widerspruch zu Untersuchungen einer anderen Studie ™, die
eine Verminderung von Amplitude und Frequenz der mIPSCs an CA1-Pyramidenzellen in Clcn3™" -

+/+

verglichen mit Clcn3""- Mausen zeigten und dies darauf zuriickfihrten, dass CIC-3 durch seinen
Beitrag zur Ansauerung von GABAergen synaptischen Vesikeln fur die GABA-Aufnahme wichtig

sei.

Méglicherweise spielt der genetische Hintergrund der verwendeten Clcn3™-Méause sowie die
unterschiedlichen  Knockout-Strategien, mithilfe derer sie generiert wurden, fir die
widerspriichlichen Ergebnisse eine Rolle. Die Clcn3™” -Mause, die in der vorliegenden Arbeit
verwendet wurden, wurden in unserer Arbeitsgruppe generiert. Sie entsprechen den M&ausen, die
auch fir die vorangegangenen Experimente in der Studie von Stobrawa et al. 2001 verwendet
wurden “®. Sie unterscheiden sich jedoch in ihrem genetischen Hintergrund. Die Mause, die in dieser

Arbeit verwendet wurden, haben durch die Rickkreuzung aus einem gemischten C57BL/6-129/Sv
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Hintergrund, mittlerweile den reinen genetischen Hintergrund der 129/SvJ-Inzuchtlinie. Riazanski et
al., 2011 verwendeten Clcn3 ' -Mause, die im Labor von F. S. Lamb generiert wurden und den
gemischten genetischen Hintergrund C57BL/6J-129/S haben "°. Die Clcn3™"-Mause aus dem Labor
von F. S. Lamb wurden anhand der Deletion von Exon 6 und 7 von CICn3 generiert. Diese Exons
kodieren Teile der zweiten (TMD2) sowie die dritte und vierte transmembrandre Doméne (TMD3,
TMD4) von CIC-3 %2 Unsere Arbeitsgruppe nutzte hingegen die Deletion von Exon 3 von CICn3 als
Knockout-Strategie. Exon 3 kodiert die erste transmembranare Doméane (TMD1) von CIC3 *®. Die
verschiedenen Clcn3”-Mause zeigen auch ein raumlich und zeitlich verschiedenes Muster der
Neurodegeneration. Die Neurodegeneration der Clcn3™-Mause in unserem Labor setzt etwa am
postnatalen Tag P15, in der CAl-Region des Hippocampus beginnend, ein und schreitet in den
darauffolgenden Wochen rasch bis zum kompletten Verlust des Hippocampus fort. Die
Neurodegeneration der Clcn3™~ - Mause aus dem Labor von F.S. Lamb setzte zu einem spéteren
Zeitpunkt, zwischen P23 und P73, ein und schritt Gber Monate fort. Sie begann im Gyrus dentatus
und breitete sich Uber die CA3- zur CAl-Region des Hippocampus aus. Die Ableitungen der
mIPSCs von Riazanski et al., 2011 wurden im Unterschied zu dieser Arbeit an alteren Tieren, im
Alter von 18 bis 25 Tagen, durchgefuhrt, mit der Angabe jedoch, dass zu diesem Zeitpunkt noch
keine Neurodegeneration detektierbar war °. Auch wenn zu diesem Zeitpunkt histologisch noch
keine Neurodegeneration erkennbar war, konnten die verringerte Frequenz und Stromamplitude der
mIPSCs dennoch durch neurodegenerative Prozesse hervorgerufen worden sein, da sich diese bereits
abspielen, bevor sie anhand der Nissl-Farbung histologisch sichtbar werden. Besonders die
verringerte Frequenz kann auf Neurodegeneration hinweisen. Eine verringerte Frequenz von
mIPSCs kann namlich auf einer verminderten Anzahl von Synapsen beruhen, der eine verminderte
Anzahl pésynaptischer Neurone aufgrund von Neurdegeneration zugrunde liegen kann. Die
verminderte Amplitude der mIPSCs im Clen3™ kann jedoch weniger gut durch bereits einsetzende
neurodegenerative Prozesse erklart werden. Eine Mdglichkeit um neurodegenerative Prozesse friiher
und quantitativ besser festzustellen, konnte die elektronenmikroskopische Beurteilung von
Gehirnschnitten darstellen. Biochemisch koénnte mithilfe von Antikérpern gegen den

Synapsenmarker Synaptophysin die Synapsenzahl als MalR fur die  Neurodegeneration in
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Praparationen definierter Gehirnregionen, z. B. Cortex, Cerebellum und Hippocampus, beurteilt

werden.

Die Amplitude von postsynaptischen  Miniaturstromen hangt nicht nur von der
Transmitterkonzentration in den prasynaptischen Vesikeln ab, sondern ist auch wvon der
Rezeptordichte und —sensitivitat an der postsynaptischen Membran abhéngig. Aufgrunddessen ist
ein Ruckschluss anhand von mIPSCs auf die Rolle von CIC-3 fir die présynaptische vesikulére
GABA-Aufnahme nur limitiert moglich. Ein verminderter GABA-Gehalt in synaptischen Vesikeln
von Clcn3”"-Mausen kénnte z. B. durch eine erhohte postsynaptische GABA-Rezeptordichte
kompensiert werden, sodass die Amplitude der abgeleiteten mIPSCs in der Summe unverandert
bliebe. Diese Mdglichkeit ist denkbar. So zeigten Dickerson et al., 2002 eine friihe Hochregulierung
von GABAAa-Rezeptoren auf Kornerzellen des Gyrus dentatus in Clen3” -Mausen verglichen mit
Clcn3"*-Mausen ®2. Die GABAa-Rezeptordichte im Stratum pyramidale der CAl- und CA3-
Region des Hippocampus war in diesen Mausen jedoch unveréndert. Die Neurodegeneration setzte
bei diesen Clcn3 ' -Méausen im Gyrus dentatus ein, in den Clcn3™™ - Mausen, die in dieser Arbeit
verwendet wurden, jedoch in der CA1-Region des Hippocampus. Mdglicherweise konnte analog
dazu die GABA-Rezeptordichte in den hier verwendeten Clcn3™”"-Mausen, anstelle auf Kornerzellen

des Gyrus dentatus, auch auf CA1-Pyramidenzellen hochreguliert sein. Dies bleibt zu untersuchen.

In der Annahme, dass die unveranderte Stromamplitude der mIPSCs in Clcn3™ -Méusen tatsachlich
auf eine unveranderte vesikulare GABA-Aufnahme an der Prasynapse zurlickgeht, hat CIC-3 keinen

bedeutenden Einfluss auf die vesikulare GABA-Aufnahme.

Dies konnte einerseits dadurch erklart werden, dass im Fall einer verminderten Ansduerung der
GABAergen synaptischen Vesikel in Clcn3” -Mausen, die Abnahme von ApH durch eine damit
einhergehende Zunahme von AY ausgeglichen wird. Die vesikuldre GABA-Aufnahme, die etwa in
gleichem Mal} von AY und ApH abhéngt, kdnnte in der Summe also etwa gleich bleiben. Dies ware
eine Erklarung dafiir, dass die Stromamplitude der mIPSCs in Clcn3” -Mausen verglichen mit

Clcn3** - Mausen, unverandert ist.
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Es wurde gezeigt, dass in der LP2-Fraktion, die vor allem synaptische Vesikel enthélt, die ATP-

abhangige Ansduerung in Clcn3” -Mausen vermindert war .

Allerdings enthalt diese
Vesikelfraktion nicht nur GABAerge Vesikel, sondern stellt eine transmitterunspezifische Fraktion
an synaptischen Vesikeln des untersuchten Gehirngewebes dar. Diese Fraktion besteht vor allem aus
glutamatergen Vesikeln, die im Gehirn quantitativ am haufigsten vorkommen. Aufgrunddessen kann
hier keine spezifische Aussage zur Ansiuerung der GABAergen Vesikel in Clcn3™ -Mausen
getroffen werden. Dariiber hinaus wurden die Ansduerungsversuche dieser Studie in einem Alter
durchgefiihrt, bei dem die Clcn3” -Mause bereits Neurodegeneration zeigten. Die verminderte
vesikulare Ansduerung konnte aus diesem Grund, anstatt auf der Abwesenheit von CIC-3, auch auf
neurodegenerativen Prozessen beruhen. Die Studie von Riazanski et al., 2011 zeigt im Gegensatz
dazu keine Unterschiede der Ansdauerung der Neurotransmitter-unspezifischen LP2-Fraktionen aus
Clcn3” -Mausen verglichen mit Clcn3"*-Mausen 7°. Sie beschreibt jedoch eine verminderte
Ansduerung in Clen3” -Mausen, nachdem die glutamatergen, VGLUT1-positiven Vesikel aus
dieser Fraktion entfernt worden waren, sodass der Anteil der GABAergen Vesikel in dieser Fraktion
erhdht war. Diese Fraktion enthielt neben GABAergen Vesikeln aber immer noch synaptische
Vesikel anderer Neurotransmitter. Aus der Studie geht zudem nicht hervor, ob diese
Ansduerungsexperimente vor oder nach Eintritt der Neurodegeneration durchgeftihrt wurden. Ob die
Anséuerung GABAerger synaptischer Vesikel in Clcn3™-Méausen tatsichlich vermindert ist, bleibt

somit weiterhin ungeklart.

Es besteht auerdem die Mdglichkeit, dass ApH an GABAergen Vesikeln von Clcn3™ -Mausen gar
nicht vermindert ist. Der Ausgleichsstrom fiir die H*-ATPase am Vesikel, der firr die Generierung
von ApH zur vesikuldaren GABA-Aufnahme wichtig ist, konnte nadmlich auch durch andere
vesikulare ~ Membrantransporter, die eine  Cl-Leitfahigkeit aufweisen oder durch
Kationenleitfahigkeiten bereitgestellt werden. Fur weitere CI "Leitfahigkeiten an synaptischen
Vesikeln sprechen Ansauerungsversuche, die zeigten, dass die Ansduerung im Clcn3™ nicht
vollstandig aufgehoben und immer noch Cl -abhéngig ist “®. Eine Studie an Proteoliposomen, die
den aufgereinigten vesikularen GABA-Transporter VGAT enthielten, zeigte, dass VGAT
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moglicherweise als 2CI'/GABA-Kotransporter fungiert, also selbst eine CI'-Leitfahigkeit aufweist
196 Diese Funktion von VGAT ist jedoch umstritten (Abb.16) %'

V-ATPase V-ATPase

ADP

(cLC-3

N
@

Abbildung 16 Zwei verschiedene Modelle zur Funktion von VGAT.
(A) VGAT als H'/GABA-Austauscher: In diesesm Modell hinge die GABA-
Aufnahme sowohl von ApH als auch von AY ab. (B) VGAT als CI/GABA-
Kotransporter: In diesem Modell verfligt VGAT selbst (ber eine CI-
Leitfahigkeit. Die vesikuldare GABA-Aufnahme ware hausptsachlich von AY

abhangig. Adaptiert von Referenz '’

Riazanski et al., 2011 nehmen fiir VGAT eine H'/GABA-Austauscherfunktion an "°. Daneben
konnten auch VGLUT2-Transporter, die auch auf GABAergen Vesikeln vorkommen %, eine CI-

Leitfahigkeit aufweisen.

4.2.2 Rolle von CIC-3 als CI'/H*-Austauscher fir die inhibitorische synaptische Transmission
Die Ergebnisse der Untersuchung von Amplitude und Frequenz der mIPSCs in der CIC-3unc-
Mutante entsprechen den Ergebnissen fir die mIPSCs im CIC-3-Knockout-Mausmodell. Die
Amplitude der mIPSCs war, wie im CIC-3-Knockout-Mausmodell, in Clcn3"""“"/Clcn4 ™ -Mausen
im Vergleich zu Clen3**/Clcnd™-Mausen unverandert. Auch die Amplituden der mIPSCs in

Clen3""™™_ ynd Clcnd"-Mausen waren im Vergleich zu den jeweiligen Wildtyp-Mausen nicht
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verschieden. Dies spricht dafiir, dass CIC-3 und CIC-4 fiir die vesikulare Aufnahme von GABA
keine bedeutende Rolle spielen. Die leicht verringerte kumulative Frequenz der mIPSCs in
Clen3""™/Clcnd™-Mausen  konnte auf eine reduzierte Synapsenanzahl —aufgrund von
Neurodegeneration zuriickgefihrt werden, die in Clcn3“"““"*/Clcn4-Mausen noch frither als in
Clen3™"-Mé4usen einsetzt. In Clen3™"-Méausen war die Neurodegeneration am postnatalen Tag P19
histologisch schon deutlich erkennbar (Abb. 9), sodass neurodegenerative Prozesse an P15, dem
Zeitpunkt der Experimente, in Clcn3“""/Clcn4 ™ -Mausen denkbar sind. Dafur spricht auch, dass
in Clen3""""/Clcnd ™ -Mausen beim Navigieren der Patch-Pipette durch den Gehirnschnitt zum
Auffinden einer geeigenten CAl-Pyramidenzelle fiir die Ableitung der mIPSCs, apoptotische Zellen
im Stratum pyramidale auffielen. Diese apoptotischen Zellen unterschieden sich sichtbar von den
durch die Akutschnitt-Praparation verursachten apoptotischen Zellen. Sie hatten ein abgerundetes
Soma, welches Punkt-formig gemustert war und waren dem Uberdruck an der Pipette gegeniiber
sehr empfindlich, durch den sie leicht zerstort wurden. Die durch die Akutschnitt-Praparation
verursachten apoptotischen Zellen waren hingegen angeschwollen, besal’en einen grofRen runden
Zellkern und zeigten kein Punkt-férmiges Muster des Somas. Obwohl im Stratum pyramidale
hauptsachlich die Zellkérper der exzitatorischen Pyramidenzellen liegen, kommen dort auch
GABAerge Interneurone vor, die von der Neurodegeneration betroffen sein kdnnten. Zuséatzlich
konnten neurodegenerative Prozesse in der Umgebung der abgeleiteten Zelle, die GABAergen

Synapsen allgemein beeinflussen und reduzieren.

4.2.3 Rolle von CIC-3 als CI'/H*-Austauscher fiir exzitatorische synaptische Transmission

Wie die vesikulare Aufnahme von GABA, héngt auch die Aufnahme des wichtigsten exzitatorischen
Neurotransmitters Glutamat in synaptische Vesikel von der Aktivitat der vesikuldren H*-ATPase
und des resultierenden elektrochemischen H*-Gradienten ab. Die Glutamataufnahme wird dabei vor
allem durch das Membranpotential A¥ und weniger durch ApH angetrieben (Abb. 15) ™.
Verschiedene vesikuldre lonenleitfahigkeiten, die AY und ApH beeinflussen, wirken sich
unterschiedlich auf die vesikuldre Glutamataufnahme aus. Vesikulére CI'-Leitfahigkeiten spielen fur
die Glutamataufnahme eine bedeutende Rolle. In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass die

vesikulare Glutamataufnahme eine biphasische Abhéangigkeit von der extravesikuldren CI-
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Konzentration zeigt. Die Glutamataufnahme der vesikularen Glutamattransporter ist in Abwesenheit
von CI” sowie bei hohen CI-Konzentrationen (10-100mM) sehr gering, bei einer geringen CI-
Konzentration (2-4 mM) aber maximal '®*° Auch Kationenleifahigkeiten, wie z.B. K*/H'-
Austauscher der NHE-Familie beeinflussen den elektrochemischen Protonengradienten und
erleichtern durch Erhdhung von AW auf Kosten von ApH die vesikuldre Glutamataufnahme ***.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Stromamplitude der mEPSCs, ein MaR fur die
Konzentration von Glutamat in synaptischen Vesikeln und damit fir die vesikulare
Glutamataufnahme, in Clcn3"""*/Clcnd ™ -Mausen verglichen mit Clcn3**/Clend™ -Méusen
unverandert war. Vorangegangene Untersuchungen hatten im Unterschied dazu eine veranderte

+/+

Stromamplitude der mEPSCs in Clcn3™ -Mausen verglichen mit Clen3**-Méausen ergeben *. Die
mEPSCs in CAl-Pyramidenzellen von Clcn3™ -M4usen zeigten eine leichte Verschiebung der
kumulativen Stromamplituden hin zu héheren Amplituden in Clcn3™ -Mausen “®. Dies wurde durch
die theoretische Annahme der Erhéhung von AY, von dem die vesikuldre Glutamataufnahme
hauptsachlich abhangt ", im Clen3” erklart. Aufgrund der Beobachtung, dass
Clcn3""™/Clcn4a ™ -Mause einen sehr ahnlichen, aber verstarkten Phanotyp wie Clcn3™ -Mause
zeigen, ware eher eine, mdglicherweise noch starkere, Erhéhung der kumulativen Stromamplituden

in Clcn3“"“U"/Clcnd™-Mause verglichen mit Clen3**/Clend ™ -Méusen zu erwarten gewesen.

Obwohl in dieser Arbeit keine Vorexperimente zur Stromamplitude der mEPSCs in den einfachen
Clen3""“™_Mausen und Clend™-Mausen durchgefihrt wurden, konnen von den Ergebnissen der
untersuchten MEPSCs in Clcn3“"""/Clcnd ™ - und Clen3**/Clend ™ -Mausen, Riickschliisse auf die
Bedeutung der CI'/H*-Austauscherfunktion von CIC-3 gewonnen werden. Ware die Stromamplitude
der mEPSCs in Clcn3"™""-Mausen im Verglech zu Clcn3**-Mausen verandert, hétte sich dies
vermutlich auch in einer veranderten Stromamplitude der mEPSCs in Clen3“"““"*/Clcnd " -Mause
verglichen mit Clcn3**/Clcnd ™ -Mausen gezeigt. Da CIC-4 sowohl in Clen3“"""/Clcn4"-Mausen
als auch in Clcn3**/Clcnd ™ -Mausen fehlt, kénnen anhand des Vergleichs der Stromamplituden der
mMEPSCs in diesen Mausen, keine Rickschliisse Uber eine un/verdnderte Stromamplitude der
mMEPSCs in Clcnd ™ - im Vergleich zu Clen4**-Mausen getroffen werden. Dies sollte durch weitere

Experimente an Clen4d™"- und Clcnd*™*-Mausen tberpriift werden. Eine veranderte Stromamplitude
55



der mEPSCs, die eine gestorte vesikulare Aufnahme von Glutamat, des wichtigsten exzitatorischen
Neurotransmitters im Gehirn anzeigt, wére jdeoch sehr schwer mit den voéllig unauffélligen
Phanotypen, wie sie die Clcn3""“™- und Clcnd ™ -Mause aufweisen, vereinbar. VGlutl”-Mause
beispielsweise, bei denen die vesikulare Glutamataufnahme gestort ist, da sie den vesikularen
Glutamattransporters VGLUT1 nicht besitzen, zeigen einen ausgepragten Phanotyp **2. Sie bleiben
im Wachstum zuriick, zeigen neurologische Defizite in Form einer verminderten Reaktionsfahigkeit
und sterben in der dritten postnatalen Woche, etwa zu dem Zeitpunkt namlich, ab dem VGLUTL1 zur
wichtigsten Glutamattransporter-lIsoform flr die vesikulare Glutamataufnahme in Neuronen wird.
Es liegt also nahe, dass bei den unauffalligen Phanotypen der Clcn3“"““™. und Clcnd ™ -Mause, die
vesikuldre Glutamataufnahme nicht gestort ist und der unverénderten Stromamplitude der mEPSCs
in Clcn3"™"/Clen4™"-Mausen, auch eine unveranderte Stromamplitude der mEPSCs in den

einfachen Clcn3""“"- und Clcn4”"-Mausen zugrunde liegt.

Die unveranderte Stromamplitude der mEPSCs im Clcn3""“""/Clcn4 ™ spricht dafiir, dass CIC-3 die
vesikulére Glutamataufnahme nicht beeinflusst. Die Glutamataufnahme ist dennoch wie oben
beschrieben von der CI'-Konzentration abhangig. Eine Studie, die Untersuchungen an synaptischen
Vesikelfraktionen aus VGlutl”-Mausen und Clcn3”-M4usen und an Proteolipsosomen mit
aufgereingtem  VGLUT1 durchfihrte, fihrte die CI'-Abhéngigkeit der vesikularen
Glutamataufnahme auf eine ClI'-Leitfahigkeit des vesikuldren Glutamattransporters VGLUT1 und
nicht auf CIC-3 zuriick 3. Diese Studie ist jedoch sehr zweifelhaft. In dieser wird sogar
angenommen, dass CIC-3 berhaupt nur auf jedem 2000sten synaptischen Vesikel vorkommt. Eine
Studie, die die Proteinzusammensetzungen von immunisolierten VGLUT1- und VGAT-positiven
die Vesikelsubpopulationen mit Hilfe von Massenspektrometriemessungen miteinander verglich,
konnte CIC-3 jedoch auf beiden Vesikelsubpopulationen identifizieren .

4.3 CIC-3 stabilisiert die Expression von CIC-4

Die stabile Expression von CIC-4 ist von CIC-3 abhangig. Daflr spricht das Expressionsmuster von
CIC-4 in den untersuchten CIC-3-Mausmodellen, namlich die verminderte Expression von CIC-4 in
Abwesenheit von CIC-3 in Clecn3”-Mausen und im Gegensatz dazu die unveranderte Expression

von CIC-4 in Clcn3""“"°-Mausen. Auch die Ergebnisse die mittels heterologer Uberexpression von
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CIC-3 und CIC-4 in COS-7-Zellen gewonnen wurden, sowie die
Koimmunoprézipitationsexperimente und FRET-Messungen, die zur Untersuchung der
Heterodimerisierung von CIC-3 und CIC-4 durchgefuhrt wurden, sprechen dafir, dass CIC-3 fir die
Stabilisierung von CIC-4 wichtig ist. CIC-3 und -4 scheinen im Gehirn tberlappende Funktionen zu
ubernehmen, wobei die Anwesenheit von CIC-3, nicht aber seine wahrscheinliche Funktion als CI’
/H*-Austauscher, fiir die stabile Expression von CIC-4 im Gehirn wichtig ist. Umgekehrt hat CIC-4
fur die Expression von CIC-3 eher eine geringe Bedeutung, da Clcnd”-Mause phanotypisch
unauffallig sind und die subzellulare und quantitative Expression von CIC-3 in Clcnd ' -M&usen

+/+

verglichen mit Clcnd™ -Mausen unveréndert ist.

CIC-4 kann in den phanotyisch unauffalligen Clcn3""“"°-Mausen vermutlich durch
Heterodimerisierung mit CIC-3 fiir die vermutliche Funktion von CIC-3 als CI/H*-Austauscher
kompensieren. Die tatsachliche CIC-3unc-Mutante, mit einer reinen CI -Leitfahigkeit von CIC-3
anstelle des CI/H"-Austauschs ohne Kompensation durch CIC-4, kann also vermutlich erst durch
den zusatzlichen Verlust von CIC-4 in Clen3""""*/Clcn4""-Mausen betrachtet werden. Diese Mause
haben einen ahnlichen, aber noch gravierenderen Phanotyp als Clcn3™ -Mause. Ahnlichkeit und
Auspragung im Phanotyp von Clen3™ - und Clen3U™“"/Clcnd ™ -Méusen sprechen dafir, dass die
vermutliche CI'/H"-Austauscherfunktion von CIC-3 nicht durch eine konstitutive CI -Leitfahigkeit
ersetzt werden kann. Kénnten Clen3""“"/Clcn4™"-Méause also theoretisch als ein doppeltes CIC-3-
und CIC-4-Knockoutmausmodell angesehen werden? Clcn3™/Clend™ -Méuse, denen tatsachlich
sowohl Clcn3 als auch Clcn4 fehlen, sind jedoch berhaupt nicht lebensfahig, sondern sterben vor
der Geburt. Clcn3"""“"/Clcn4 ™ -Mause sind im Gegensatz dazu jedoch lebensfahig, weshalb sie
nicht als doppeltes CIC-3- und CIC-4-Knockoutmausmodell angenommen werden kdnnen. Die
konstitutive CI -Leitfahigkeit von CIC-3unc, die in Clcn3""““"/Clcn4 ™ -Mausen noch vorhanden
sein sollte, scheint also fir die vermutliche CI/H*-Austauscherfunktion von CIC-3 doch teilweise

einspringen zu kdnnen und den Phanotyp der Clcn3™"/Clcnd™"-M4use zu retten.

4.4 Ausblick
Die Mechanismen, die im Gehirn von Clen3™ -Mausen und Clcn3""""/Clcn4 ™ -Mausen zu der

schwerwiegenden Neurodegeneration fiihren, sind immer noch ungekléart. Die Ergebnisse der
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vorliegenden Arbeit sprechen daflr, dass die Neurodegeneration im Hippocampus nicht auf einer
gestorten Neurotransmission an GABAergen und glutamatergen Synapsen beruht und dass der
Verlust von CIC-3 sowie der vom H*-Transport entkopplte CI"-Transport der CIC-3unc-Mutante, die
Neurotransmitteraufnahme von GABA und Glutamat in synaptische Vesikel nicht beeinflusst. CIC-3
und -4 kommen im Gehirn nicht nur auf synaptischen Vesikeln, sondern auch auf Endosomen vor.
Maoglicherweise geht die Neurodegeneration in Abwesenheit von CIC-3 auf eine verminderte
Funktion von Endosomen zuriick. Eine reduzierte CI'-Akkumulation in Endosomen oder ihre
verminderte Anséduerung kénnten zu Neurodegeneration fiihren. Ahnliches wurde im Gehirn von
Clen7™ - und Clen7""™"™ -Mausen beobachtet "> |n den beiden Clcn7-Mausmutanten kommt
es, wie auch in Clcn3”-Mausen, zu retinaler Degeneration. Bei ihnen pragt sich die
Neurodegeneration ebenfalls besonders stark im Hippocampus, allerdings vor allem in der CA3-
Region, aus. Es ist unklar, warum die Neurodegeneration in den Knockout- bzw. unc-Mausmodellen
von CIC-3 und CIC-7, trotz ihrer breiten Expression in verschiedenen Gehirnregionen, gerade im
Hippocampus so prominent ist. Mdglicherweise ist der Hippocampus besonders sensitiv flr die
Fehlfunktion dieser Proteine. Konditionelle Knockout-Mause, denen CIC-7 spezifisch in Neuronen
fehlt, tiberleben langer als Clcn7”~ -Mause. So konnte das Fortschreiten der Neurodegeneration in
diesen langer verfolgt werden. Es wurde beobachtet, dass neben dem Hippocampus auch andere
Gehirnregionen von Neurodegeneration betroffen waren **’. Clen7 ™"~ und Clen7*"""*-Mause zeigen
charakteristische Merkmale lysosomaler Speicherkrankheiten im Gehirn. Auch eine der drei, von
den verschiedenen Arbeitsgruppen generierten, Clcn3™ -Méause zeigte eine neuronale Akkumulation
der ATP-Synthase-Untereinheit ¢, die fiir die neuronale Ceroid-Lipofuszinose typisch ist ®. In den
Clcn3 " -Méausen, die im Labor von F. S. Lamb sowie in unserer Arbeitsgruppe generiert wurden
konnten jedoch keine charakteristischen Merkmale lysosomaler Speicherkrankheiten detektiert

werden 862

. Es bleibt zu untersuchen, ob die Neurodegeneration in Abwesenheit von CIC-3
moglicherweise auf eine verminderte Funktion von Endosomen, beispielsweise in Form einer

Akkumulation von Speichermaterial in Neuronen, zuriickzuftihren ist.

Die Anséuerung synaptischer Vesikel durch die vakuolare H*-ATPase ist Cl™-abhangig. Transporter

mit CI-Leitfahigkeiten auf synaptischen Vesikeln sind wichtig fur die Bereitstellung eines

58



Ausgleichsstroms, der die weitere Ansauerung durch die vakuolare H*-ATPase ermdglicht. Es ist
nach wie vor umstritten, welche Rolle dem vermutlichen CI/H*-Austauscher CIC-3 fiir die
Ansduerung synaptischer Vesikel und endosomaler Kompartimente zukommt. Weitere
Ansduerungsexperimente an neurotransmitterspezifischen Subpopulationen von synaptischen
Vesikeln, die z.B. positiv fur VGLUT1 oder VGAT sind, und an Endosomenfraktionen aus
Gehirngewebe der verschieden CIC-3 und CIC-4-Mausmodelle koénnten weitere Aufschlisse

dartiber geben.

Untersuchungen an Clen3""“"°-Mause sowie an Clcn3""“"*/Clcnd " -Mausen, die in dieser Arbeit
verwendet wurden, ergaben eine neue Funktion fiir CIC-3, die in der Stabilisierung von CIC-4 liegt.
CIC-4 kann fiir den Funktionverlust von CIC-3 in Clcn3""""-Mausen kompensieren. Daneben kann
Clcn3"™ im Clcn3""“™™/Clcnd™ den Phanotyp der Clcn3™ /Clcnd-Mause retten. Denn der
doppelte Clen3™/Clend ™ ist letal. Ob die Kompensation im Clcn3""“™ tatsachlich auf der Bildung
von Heterodimeren von CIC-4 mit dem CIC-3""°-Protein beruht oder ob beispielsweise CIC-4-
Homomere fiir die Kompensation von CIC-3 verantwortlich sind, die mithilfe von CIC-3""-
Homomeren zum Vesikel gelangen, ist nicht sicher geklart und sollte weiter untersucht werden.
Sowohl die Funktionen von CIC-3 und CIC-4 im Gehirn als auch die Art und Weise wie diese
miteinander zusammenhéangen ist noch nicht verstanden. Es ware auch interessant Mausmodelle zu
untersuchen, in denen CIC-3 und -4 oder CIC-3"™ nur teilweise vorhanden sind. Auf diese Weise
konnten unterschiedliche Abstufungen der Ausprédgung der bereits untersuchten Phanotypen
betrachtet werden. Dies kdnnte relativ einfach durch Verpaarung der verschiedenen Mausmodelle
erreicht werden. Es waére beispielsweise interessant die Ausprdgung und das AulRmald der
Neurodegeneration in Clcn3™/Clcnd” Mausen und Clen3*/Clend ™ -Mausen zu untersuchen.
AuRerdem konnten Clen3“"“"/Clcn4*~-Mausen analysiert werden, die quantitativ wahrscheinlich
die Halfte an CIC-4 verglichen mit Clcn3""“"*/Clcn4**-Mausen exprimieren. Die Expression von
CIC-4 wiirde in Clcn3""“""/Clcn4*-Mausen quantitativ vermutlich immer noch hoher ausfallen als
in Clcn3”-Mausen. In Clcn3"™""/Clcna*"-Mausen, wiirde die verbleibende Menge an CIC-4 mit
Hilfe des Clcn3""-Proteins vermutlich immer noch stabilisiert werden kénnen und die endosomalen

Kompartimente bzw. synaptischen Vesikel erreichen kdénnen. Dies wirde weiteren Aufschluss
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dartiber geben, welche Bedeutung die quantitative Reduktion von CIC-4 an sich, im Gegensatz zu
einer fehlenden Stabilisierung und falschen Lokalisation von CIC-4 wie vermutlich im Fall der
Clcn3 " -Méausen, hat. Umgekehrt kdnnte auch untersucht werden wie sich die partielle Entkopplung
von CIC-3 im Gehirn in Clcn3*"/ Clcnd ™ -Mausen auspragt. Um die Bedeutung der Kopplung des
CI-Transports an den H*-Transport von CIC-4 und CIC-3 besser zu verstehen, konnten, analog zu
Clcn3U""® _Mausen, Clend“"“™_Mause generiert werden. Vermutlich wiirden diese einen dhnlich
unauffalligen Phanotyp wie Clcnd ™ -Mause zeigen. Die Clcn4“"“"-Mause konnten dariiber hinaus
mit Clen3""“"-Mausen verpaart werden um Clcn3""U"/Clen4™""*-Mause zu erhalten.
Clen3"™"¢/Clen4 ™" Mause wiirden ein elegantes Mausmodell darstellen um die biologische
Relevanz der Kopplung des CI-Transports an den H" Transport in CIC-3 und CIC-4 genauer zu
untersuchen. Genauso wie in Clcn3""“""/Clcnd ™ -Mausen konnte CIC-4 die Funktion des CI7/H*-
Austauschs von CIC-3 nicht mehr kompensieren. Doch anders als in Clcn3""“"*/Clcnd ™ -Mausen,
wirde CIC-4 nicht fehlen, sondern vermutlich genauso wie fir CIC-3 angenommen, anstelle der
Funktion als CI/H"-Austauscher (ber eine konstituive CI-Leitfihigkeit verfiigen. Es wire
interessant zu untersuchen, ob die Auspragung im Phanotyp der Clcn3""""%/Clcng"""™-Mzuse dem
der Clen3""/Clcnd ™ -Mause dhnlich wire oder ob die konstituive CI-Leitfahigkeit von CIC-4""
méglicherweise zu einem milderen oder anderen Phanotyp verglichen mit Clcn3“"""/Clcnd ™ -
Mausen filhren wiirde. Die Clcn3“"“"/Clcnd ™" _Mzuse konnten, dhnlich wie in dieser Arbeit,
elektrophyiologisch untersucht werden. Darliber hinaus kdénnten Ansduerungsversuche an
immunisolierten Transmittertransporter-spezifischen, synaptischen Vesikelpopulationen sowie an
endosomalen Fraktionen von Clcn3""“""/Clcn4"™""*-Mausen durchgefiihrt werden um die
Bedeutung von CIC-3 und CIC-4 im Gehirn an den jeweiligen intrazellularen Kompartimenten

besser zu verstehen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik die Bedeutung von CIC-3 fir
die inhibitorische und exzitatorische synaptische Transmission anhand von Knockout- und Knockin-
Mausmodellen von CIC-3 und -4 untersucht. Im Gehirn kommt CIC-3 eine bedeutende Rolle zu,
was im Hinblick auf die ausgepragte Neurodegeneration mit komplettem Verlust des Hippocampus
in Clen3” -Méusen deutlich wird. CIC-3, hdchstwahrscheinlich ein CI/H*-Austauscher, der auf
synaptischen Vesikeln und endosomalen Kompartimenten vorkommt, ist moglicherweise durch
Bereitstellung eines ClI™-Ausgleichstroms fiir die vakuoldre H*-ATPase, bei der Ansauerung und bei
der CI'-Akkumulation dieser intrazellularen Kompartimente beteiligt. An synaptischen Vesikeln
kann der pH-Gradient zur Neurotransmitteraufnahme genutzt werden. Die Bedeutung von CIC-3 fur
die GABA-Aufnahme in synaptische Vesikel von Neuronen und sein Einfluss auf die QuantengroRe
von inhibitorischen Synapsen sind umstritten. Um dies zu untersuchen, wurden mIPSCs in CA1l-
Pyramidenzellen in Clcn3” -Mausen abgeleitet. Um auBerdem die physiologische Relevanz der
CI/H*-Austauscher-Funktion von CIC-3 fir die GABAerge synaptische Transmission zu
untersuchen, sollten mIPSCs in einer CIC-3unc-Mutante untersucht werden, in welcher CIC-3
vermutlich anstelle seiner CI"/H*-Austauscher-Funktion eine reine Cl ™ Leitfahigkeit aufweist. Dafiir
wurden Clcn3""“"™-Mzuse verwendet. In Clen3“"“"™-Mausen kann CIC-4 moglicherweise fir die
Abwesenheit der CI/H*-Austauscher-Funktion von CIC-3 kompensieren. Aus diesem Grund
wurden Clcn3"™""/Clcnd ™ -Mause generiert, die nun tatsachlich eine CIC-3unc — Mausmutante
darstellen, da CIC-4 fehlt und die CI/H"-Austauscherfunktion von CIC-3 nicht mehr ausgleichen
kann. mIPSCs wurden in Clcn3""““"/Clcnd ™ -Mausen, sowie in den einfachen Clcn3""“"™- und
Clcnd " -Mausmodellen, abgeleitet. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Amplitude der mIPSCs,
die ein Mall fur die vesikulare GABA-Konzentration darstellt, in keinem der untersuchten
Mausmodelle veréndert war. Auch die Frequenz der mIPSCs, ein MaR fiir die Anzahl der Synapsen
und fur die Wahrscheinlichkeit der spontanen Vesikelentleerung, war unverdndert. Einzig in
Clcn3“"™/Clcnd™-Mausen war die Frequenz der mIPSCs leicht vermindert, was wahrscheinlich
auf bereits einsetzende neurodegenerative Prozesse zurlickzuftihren war. Auch die glutamatergen
exzitatorischen Miniaturstrome, die an CA1-Pyramidenzellen von Clcn3"""“"/Clcn4 ™ -Mausen

abgeleitet wurden, waren in ihrer Amplitude im Vergleich zu Clen3**/Clcnd ™ -Méusen
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unverandert. Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dafur, dass CIC-3 fur die Aufnahme von GABA
und Glutamat in synaptische Vesikel keine bedeutende Rolle spielt. Fir die stabile Expression von
CIC-4 im Gehirn spielt das Vorhandensein von CIC-3 eine wichtige Rolle, die aber nicht auf dessen
Funktion als CI"/H*-Austauscher beruht, da die Expression von CIC-4 in Clcn3™-Mausen, nicht
aber in Clcn3""""- Mausen, deutlich vermindert war. Es ist immer noch unklar, welche wichtige
Funktion CIC-3 im Gehirn zukommt, die fur die ausgepragte Neurodegeneration in Abwesenheit
von CIC-3 ursachlich ist. In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass in Abwesenheit von
CIC-3 sowie bei dessen Funktionsverust als CI/H"-Austauscher die Quantengroe von GABAergen

und glutamatergen Synapsen unbeeinflusst bleibt.
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