Molekulare Plastizitat inhibitorischer Synapsen im ZNS:
Rezeptorverankerung und Synaptogenese

1. Einleitung

Die Signalverarbeitung im Zentralnervensystem (ZNS) beruht auf einer rdumlich und
zeitlich kontrollierten Verschrankung von erregenden und hemmenden Signaleingangen
an Nervenzellen (Prange et al.,, 2004). Die Erregbarkeit von Nervenzellen kann u.a.
Uber phasisch-synaptische und tonische Signaleingdnge modifiziert werden. Es werden
erregende von hemmenden Neurotransmittern gemald ihren Eigenschaften, das
Membranpotential zu positivieren oder zu negativieren, unterschieden. Als erregende
Neurotransmitter werden u.a. Acetylcholin (ACh) und Glutamat betrachtet, wahrend
Glyzin und die nach Abspaltung der Karboxylgruppe von Glutamat entstehende
y-Aminobuttersdure (GABA) als hemmende Neurotransmitter anzusehen sind. Glyzin
und GABA konnen ihre hemmende, d.h. hyperpolarisierende Wirkung allerdings erst
nach der entwicklungsbedingten Aufregulierung des Kaliumchlorid-Co-Transporters
(KCC2) entfalten (Rivera et al., 1999). Im Gehirn der Ratte findet diese Umstellung in
der Funktionsweise der Chloridkanale im Laufe der zweiten postnatalen Woche statt
(Hubner et al., 2001). Stoérungen des Gleichgewichts zwischen Erregung und Hemmung
haben schwerwiegende ZNS-assoziierte Erkrankungen zur Folge. So auf3ern sich Fehl-
funktionen des glyzinergen/GABAergen Systems in neurologischen Hypererreg-
barkeitserkrankungen, wie beispielsweise erhohter Muskeltonus, starre Korperhaltung,
Myoklonus bis hin zu epileptischen Anféllen (Beemer et al., 1985; Bamforth et al.,
1990).

Das Verstandnis der neuronalen Kommunikation stellt die Grundlage fur die Entwick-
lung von Therapien im Einsatz gegen ZNS-assoziierte Krankheiten dar. Hierfur ist es er-
forderlich, Einblicke in die morphologische Struktur chemischer Synapsen zu gewinnen,
eine detaillierte Kenntnis des Zusammenspiels der molekularen Bausteine wahrend der
Synapsenneubildung (Synaptogenese) sowie im Zuge von Reorganisationsprozessen
zu erlangen und, nicht zuletzt, die elektrophysiologische Charakterisierung der synapti-
schen Strome durchzufihren. Nachdem die ersten elektrophysiologischen Unter-
suchungen die Beschreibung der chemischen Signaliibertragung an neuronalen
Synapsen ermdglichte, konnte die Molekularbiologie in den vergangenen 30 Jahren ei-
nen immensen Erkenntniszuwachs hinsichtlich der molekularen Struktur glutaminerger

sowie glyzinerger und GABAerger Synapsen liefern (Shepherd & Erulkar, 1997). Wéah-
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rend eine Vielzahl der molekularen Bausteine der glutaminergen Synapsen heutzutage
bekannt sind (Dresbach et al., 2001; Garner et al., 2002; Kim & Sheng, 2004), kbnnen
diejenigen glyzinerger/GABAerger Synapsen an einer Hand abgezahlt werden. Es sind
dies Gephyrin, Collybistin, receptor for activated C-kinase (RACK1), rapamycin and
FKBP12 target 1 (RAFT1) und Profilin (Moss & Smart, 2001; Fritschy & Brunig, 2003).
Die Entschlusselung der molekularen Identitat der synaptischen Bausteine konnte je-
doch zunéchst keinen Einblick in deren funktionelles Zusammenspiel gewéhren. Sie
stellte aber die Grundlage fur die gezielte funktionelle Manipulation ausgewahlter Bau-
steine dar. Das sogenannte gene targeting (gezieltes Ausschalten der Synthese be-
stimmter Gene in vivo) ermdglichte die Bestimmung der Funktion ausgewahlter Bau-
steine innerhalb des molekularen Netzwerkes. Einen weiteren entscheidenden Durch-
bruch im Verstandnis der Funktionsweise der molekularen Bausteine bedeutete die
Entwicklung des epitope tagging. Durch Einfiigen bestimmter Proteinsequenzen in ein
Zielgen wurde die selektive und ausschlief3liche Sichtbarmachung ausgewahlter synap-
tischer Komponenten moglich. In diesem Zusammenhang ist die Isolierung des grin
fluoreszierenden Proteins (GFP) aus der Qualle Aequorea Victoria sowie des rot fluo-
reszierenden Proteins Discosoma Red (DsRed) aus der Koralle Discosoma zu erwéh-
nen. Beide Proteine ermoglichen namlich die Darstellung eines bestimmten Zielgens im
lebenden Organismus. Das Einfligen derart grof3er Proteinsequenzen kann jedoch zum
Verlust der biologischen Aktivitat des Zielgens fuhren. In solchen Fallen wird die An-
wendung kurzer Proteinsequenzen (z.B. c-myc als Bruchstlick des gleichnamigen On-
kogens und HA als Teil des Glykoproteins Hamagglutinin aus dem Influenza Virus) in
Erwégung gezogen. Die Erfordernis der Anwendung immunzytochemischer Techniken
zur Sichtbarmachung solcher kurzen epitope tags macht sich dabei jedoch insofern
nachteilig bemerkbar, als diese Proteine nicht mehr im lebenden Organismus darge-
stellt werden koénnen. SchlieBlich nimmt die Studie der morphologischen und
molekularen Reorganisationsprozesse, die sich infolge von gezielt gesetzten Lasionen
im ZNS ergeben, einen ganz besonderen Stellenwert in der Suche nach Erkenntnissen
ein (Kirov et al., 1999; Meier et al., 2003; Kirov et al., 2004). Diese Vorgehensweise
gewahrte vielseitige Einblicke in die Struktur-Funktion-Beziehungen komplexer moleku-

larer Systeme im ZNS.
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Genetisch-bedingte Krankheiten sind auf Nukleotidsubstitutionen im Genom zurlickzu-
fuhren. Demnach leistet die kausale Verknupfung zwischen Nukleotidpolymorphismen
auf Genomebene und den dadurch verursachten Erkrankungen einen wesentlichen Bei-
trag zur klinischen Friherkennung und Diagnostik. Eine Vielzahl von Krankheiten kann
jedoch nicht einem bestimmten Genotyp zugeordnet werden, da zellulare Editierungs-
prozesse die Vervielfaltigung der im Genom kodierten Informationen verursachen. Das
MRNA-Spleil3en beispielsweise leistet einen entscheidenden Beitrag zur Diversifizie-
rung der im Genom kodierten Informationen. Alternatives Spleiien der mRNA des
postsynaptischen Ankerproteins Gephyrin beispielsweise tragt zur Unterscheidung zwi-
schen Glyzin-Rezeptoren (GlyR) und TypA-GABA-Rezeptoren (GABAAR) hinsichtlich
ihrer postsynaptischen Verankerung bei (Meier et al., 2000a; Meier & Grantyn, 2004a,;
Meier & Grantyn, 2004b).

Eine weitere Moglichkeit, die vorgegebene genetische Information zu diversifizieren,
besteht darin, Nukleotide nachtraglich zu verandern (RNA-Editierung). Die RNA-
Editierung unterbricht die strikte klinische Genotyp - Phanotyp - Zuordnung insofern, als
sie eine funktionelle Vielfalt tber das genomisch mégliche Mald hinaus generiert. Bei
Saugetieren sind bislang nur wenige Félle der RNA-Editierung bekannt; diese jedoch
beeinflussen hauptséchlich die Informationsverarbeitung im ZNS (Seeburg & Hartner,
2003; Bhalla et al., 2004; Meier et al., 2005). Mit der Entdeckung editierter Glutamat-
Rezeptor- (GluR)-Untereinheiten erfuhr die Thematik der RNA-Editierung einen spurba-
ren Popularitatszuwachs. Es sind dies die Pionierarbeiten der Arbeitsgruppe um Peter
Seeburg, die vor rund 15 Jahren zeigten, daf3 die Aminosaure Glutamin (Q) innerhalb
der GluR-B-Untereinheit durch RNA-Editierung in ein Arginin (R) umgewandelt wird.
Dabei stellte sich heraus, daf3 diese Aminosauresubstitution weitreichende physiologi-
sche Konsequenzen hat. Liegen GIuR in ihrer nicht-editierten Form (Q) vor, weisen sie
eine geringfugige Durchlassigkeit fur Kalzium-lonen auf. Dagegen haben Kanéle, wel-
che die (R)-Form beinhalten, eine deutlich grol3ere Permeabilitat fir Kalzium-lonen
(Kohler et al.,, 1993). Die Editierung von Serotonin-Rezeptor- bzw. Kaliumkanal-
spezifischen mRNAs verursachen Anderungen in der G-Protein-Aktivierung (Gurevich
et al., 2002) bzw. in der Kaliumkanal-Inaktivierungskinetik (Bhalla et al., 2004). Die Liste
der aufgefuhrten Beispiele, die auf einer Adenosin-zu-Inosin (A-zu-I) RNA-Editierung
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beruhen, kann um all diejenigen Proteine, die aus einer Cytosin-zu-Uracil (C-zu-U)
RNA-Editierung hervorgehen, erweitert werden. So werden beispielsweise auch Apoli-
poprotein B- bzw. Neurofilament-spezifische mRNAs C-zu-U editiert (Powell et al.,
1987; Skuse et al., 1996). Die C-zu-U-Editierung Neurotransmitter-Rezeptor-

spezifischer mMRNAs wurde von uns nachgewiesen (Meier et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Struktur-Funktion-Beziehungen an glyziner-
gen/GABAergen Synapsen mit Hilfe von gene targeting, epitope tagging, restriction
fragment length polymorphism (RFLP)-polymerase chain reaction (PCR), zielgerichteter
Mutagenese und morphometrischer Analyse nach gezielt gesetzter Hirnlasion unter-

sucht.



