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2. Molekulare Plastizitat inhibitorischer Synapsen:
Rezeptorverankerung und Synaptogenese

2.1 Rezeptorclusterbildung versus Rezeptorverankerung

Es muld zwischen der Rezeptorclusterbildung und der postsynaptischen Rezeptorver-
ankerung unterschieden werden. Aus historischen Grunden wurden diese beiden
physiologisch unabhangigen Prozesse jedoch gleichgesetzt. Die ersten Rezeptorcluster
wurden namlich in postsynaptischen Domanen gefunden, wo die lokale Verankerung
Uber entsprechende Ankerproteine zu einer Anhaufung von Rezeptoren fiuhrt. Auch
wenn der Rezeptorcluster meist zufallig mit dem Auftreten postsynaptischer Rezeptor-
anhaufungen koinzidiert, tritt ein Rezeptorcluster ortsunabhangig auf, wobei seine Ent-
stehung Ankerprotein-unabhangig sein kann. Der Ausdruck “postsynaptische Veranke-
rung“ hingegen beschreibt die lokale Stabilisierung (und damit Anhaufung) von Rezep-
toren durch Bindung an das Zytoskelett der Zelle gegeniiber den entsprechenden
Transmitter-Freisetzungsstellen. Dabei handelt es sich um diejenigen Rezeptoren, die
sich bereits an der Zelloberflache befinden und sich lateral in der Plasmamembran be-
wegen konnen. Fundamentale Fragen, die sich mit den molekularen Grundlagen der
Rezeptorclusterbildung und der postsynaptischen Rezeptorverankerung befassen, wer-

den nachfolgend diskutiert.

2.1.1 Rezeptorclusterbildung

Der Terminus “Rezeptorcluster” ist urspringlich auf elektronenmikroskopische Unter-
suchungen zurickzufuhren. Vor rund 20 Jahren wurden die ersten Studien zur Vertei-
lung von GlyR im Ruckenmark durchgefuhrt (Triller et al., 1985; Seitanidou et al., 1988).
Die Autoren konnten erstmalig zeigen, dal? GlyR tatsachlich Transmembranproteine
sind, die an bestimmten Stellen in der postsynaptischen Membran gegeniber von pra-
synaptischen Terminalien gehauft anzutreffen sind. Solche postsynaptischen Anhéau-

fungen wurden als Rezeptorcluster bezeichnet.

Kurze Zeit spater konnte die molekulare ldentitat des GlyR-Ankerproteins entschlisselt
werden. Gephyrin (Ubersetzt “Bricke") wurde als GlyR-interagierendes Protein aus dem
Ruckenmark der Ratte isoliert (Kirsch et al., 1991). Seine Eigenschaft, nicht nur die

GlyR-B-Untereinheit (Grenningloh et al., 1990), sondern auch Tubulin zu binden (Prior
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et al., 1992), demaskierte Gephyrin als postsynaptisches GlyR-Ankerprotein. Dies konn-
te bald darauf auch durch experimentelle antisense-Strategien bestatigt werden (Kirsch
et al., 1993).

Eine der sich hieraus unmittelbar ergebenden Fragen beschéftigte sich mit der Thema-
tik der Regulation der postsynaptischen GlyR-Verankerung (siehe 2.1.3.1). Auch wenn
die Clusterbildung bislang immer mit der postsynaptischen Anhaufung von GlyR einher-
ging, war nicht eindeutig geklart, ob die Rezeptorclusterbildung als solche einen auto-
nomen Prozel3 darstellt und damit auch Gephyrin-unabhangig stattfinden kann; schliel3-
lich wurden die Rezeptor-assoziierten Proteine seither immer fir deren Clusterbildung
verantwortlich gemacht. An der neuromuskularen Synapse beispielsweise sorgt ein
molekulares Zusammenspiel von Neuregulin und Agrin/MuSK fur die Rapsyn-vermittelte
postsynaptische ACh-Rezeptor (AChR)-Anhaufung (Colledge & Froehner, 1998; Feng
et al., 1998). Ebenso greifen die sogenannten scaffolding molecules durch Einsatz ihrer
PDZ (postsynaptic, discs large, zonula occludens)-Doméanen entscheidend in den Zu-
sammenbau glutaminerger postsynaptischer Domanen ein (Kim & Huganir, 1999). Die
spezifische Assemblierung von Molekilen zu Makromolekul-Komplexen wird dabei
durch die Verwendung von sogenannten Erkennungsmotiven gewahrleistet. So sorgt
das Erkennungsmotiv T/SXV im N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor (NMDAR) fur
die Erkennung des Bindungspartners PSD-95, das Erkennungsmotiv SVKI im a-amino-
3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid (AMPA)-Rezeptor (AMPAR) entspre-
chend fur die Bindung von glutamate receptor interacting protein (GRIP), und das Er-
kennungsmotiv FERM im Na'/H*-exchanger regulatory factor (NHERF) fiir die Wech-
selwirkung mit Ezrin (Kim & Huganir, 1999).

Die Clusterbildung als solche ist jedoch ein generelles Phanomen, das nicht ausschliel3-
lich in den Neurowissenschaften anzutreffen ist. Sie ist insofern ein eigenstandiger
Prozel3, als sie bereits als autonomer Mechanismus bei Prokaryonten zur Feineinstel-
lung der Sensibilitat von Rezeptoren gegeniiber Nahrstoffen, wie beispielsweise Aspar-
tat, beschrieben wurde (Bray et al., 1998). Ein anderes Beispiel, welches die generelle
und autonome Bedeutung der Clusterbildung unterstreicht, ist die Assemblierung von

Mikrotubuli, die in einer polarisierten Form verlauft und den Aufbau des Zytoskeletts
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orchestriert. Die Clusterbildung ist ein dynamisch-kooperativer Prozel3, der auf der
Trennung einer urspringlich homogenen Phase in zwei Phasen, verdinnt und verdich-
tet, beruht (Guo & Levine, 1999). Oft spielen dabei homophile Interaktionen zwischen
Proteinen eine wesentliche Rolle. Ein prominentes Beispiel fur die homophile Protein-
Protein-Interaktion wurde im Golgi-Apparat entdeckt. Bei der sogenannten kin recogniti-
on sorgt die homophile Interaktion der Golgi-Enzyme untereinander fur den Erhalt der
Integritat des gesamten Golgi-Apparates (Nilsson et al., 1994). Auch AChR interagieren
in homophiler Weise miteinander. Diesbezuglich konnten elektrophysiologische Unter-
suchungen zeigen, dal} die statistische Verteilung der AChR-Einzelkanaloffnungen zwar
durch die Gesetzmaligkeiten der Poisson-Verteilung beschrieben werden kann, die
Einzelkanal6ffnungen jedoch nicht unabhéngig voneinander stattfinden (Yeramian et al.,
1986). Es wurde spekuliert, dafl3 die Ausbildung von Wasserstoffbricken zwischen den
a-Helices der Transmembrandomanen der einzelnen AChR-Untereinheiten an deren
homophilen Interaktion beteiligt sind und die Kopplung der Einzelkanal6ffnungen verur-
sachen (Yeramian et al.,, 1986). In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dal3 die

Aminosaure Asparagin die Helix-Helix-Interaktion favorisiert (Zhou et al., 2000).

Durch die Uberexpression von GlyR-al1- und -a2-Untereinheiten in Neuronen ist es uns
gelungen, die Frage nach der moglichen Eigenstandigkeit der GlyR-Clusterbildung zu
beantworten (Abb. 2.1.1-1). GlyR-al- und -a2-Untereinheiten wurden zu diesem Zweck

gewahlt, weil sie Gephyrin nicht binden kénnen.

So52 9552
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Abb. 2.1.1-1: Modell zur Veranschaulichung der GlyR-Clusterbildung. GlyR-Clusterbildung kann an nicht-
synaptischen Stellen in der neuronalen Plasmamembran stattfinden und Gephyrin-unabhéngig sein. GlyR
(gran) liegen in der nicht-synaptischen Plasmamembran entweder vereinzelt (Ry) oder in Form von Re-
zeptorclustern (R.) vor.

So konnten wir zeigen, dal3 die GlyR-al- und -a2-Untereinheiten funktionelle Kanéle
ausbilden, die an nicht-synaptischen Stellen in der neuronalen Plasmamembran in Ab-

wesenheit von Gephyrin Cluster ausbilden (Meier et al., 2000b). Obwohl die Mechanis-
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men, die zur Gephyrin-unabhéangigen Clusterbildung fiihren, weiterhin ungekléart sind,
konnten wir die physiologischen Konsequenzen der GlyR-Clusterbildung beschreiben.
Zu diesem Zweck wurde eine chiméare GlyR-al-Untereinheit hergestellt (a1-fgb), die
das Gephyrin-Bindungsmotiv (gb) (Meyer et al., 1995) der B-Untereinheit tragt (Abb.
2.1.1-2A). Humane embryonale Nierenzellen (HEK293) wurden mit GlyR-a1-fgb ent-
weder alleinig oder zusammen mit Gephyrin transfiziert und die Chloridstrome infolge
Glyzin-Applikation charakterisiert (Abb. 2.1.1-2B).
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Abb. 2.1.1-2: Struktur der chiméren GlyR-al-Bgb-Untereinheit und physiologische Konsequenzen, die
sich aus der GlyR-Clusterbildung ergeben. (A) GlyR-al-pgb-Struktur. Die al-pgb-Untereinheit besteht
aus einer N-terminalen Ligandenbindungsdoméane und vier Transmembrandoméanen, die Uber Schleifen
miteinander verbunden sind. Das Gephyrin-Bindungsmotiv der GlyR-B-Untereinheit, welches in die gro3e
zytoplasmatische Schleife zwischen M3 und M4 eingebaut wurde, ist in roter Farbe hervorgehoben.
Zystein-di-Sulfidbricken und Aminosaurepositionen, die in Glyzin- bzw. Strychninbindung involviert sind,
sind farblich gekennzeichnet. (B) Die GlyR-Clusterbildung bt einen wesentlichen Einflu auf die schnell
desensitisierende Komponente der Glyzin-induzierten Antwort aus. Nach 24 Stunden Proteinexpression
(1 DPT) ist die schnell desensitisierende Komponente noch nicht ausgepragt. Zunehmende Dauer der
Proteinexpression (2 DPT) hat die GlyR-Clusterbildung zufolge, die sich in dem Auftreten einer schnell
desensitisierenden Antwort auRert. Dieser Prozeld wird durch die gleichzeitige Gegenwart von Gephyrin
zwar beschleunigt, findet aber unabhangig davon auch statt. (B) nach (Legendre et al. 2002).

Dabei wurde deutlich, daf3 die GlyR-Clusterbildung einen EinfluR auf die Rezeptor-
desensitisierung ausibt (Abb. 2.1.1-2B). Die Starke der Proteinexpression bestimmt
das Ausmal} der Clusterbildung (Legendre et al., 2002), und die Clusterbildung wieder-
um verursacht das Auftreten einer schnell desensitisierenden Komponente in der Gly-
zin-induzierten Antwort. Die Anwesenheit von Gephyrin spielt dabei nur eine beschleu-

nigende Rolle und ist flr den Clusterbildungsprozel3 als solchen abdingbar. GlyR kon-
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nen demnach in Form von vereinzelten Rezeptoren oder als Cluster in der nicht-
synaptischen Plasmamembran vorliegen. Verglichen mit postsynaptischen GlyR werden
die vereinzelten, nicht-synaptischen Rezeptoren andersartige Funktionen wahrnehmen.
Postsynaptische GlyR-Cluster sind aufgrund ihrer schnelleren und starker ausgepragten
Desensitisierung durchaus besser zur Informationsverarbeitung geeignet als vereinzelte
GlyR. Sie bieten dem postsynaptischen Neuron namlich ein wesentlich breiteres Infor-
mationsspektrum an, weil unter diesen Umstanden die grol3ere Prazision der post-
synaptischen Hemmung dafir sorgt, dal3 das prasynaptisch-afferente Aktionspotential-
muster genauer auf das postsynaptische Neuron Ubertragen werden kann (Jones &
Westbrook, 1996). Nicht-synaptische, vereinzelte GlyR dagegen kénnten durch Glyzin-
spillover aus dem synaptischen Spalt infolge repetitiver synaptischer Transmission akti-
viert werden und aufgrund ihrer nicht-desensitisierenden Eigenschatft effektiver zur toni-
schen Inhibition der neuronalen Erregbarkeit beitragen (Faber & Korn, 1988). Die gra-
duelle GlyR-Clusterbildung als Funktion der Starke der Proteinexpression (Legendre et
al., 2002) 1aRt vermuten, daB es Ubergangszustande zwischen vereinzelten GlyR und
GlyR-Clustern geben muf. Im folgenden Paragraph soll nun die Existenz solcher Uber-

gangszustande gezeigt werden.

2.1.2 Bestatigung des diffusion-trap-Modells

Bislang war nicht bekannt, auf welche Weise Neurotransmitter-Rezeptoren zu den ent-
sprechenden postsynaptischen Domanen gelangen, weil die Darstellung postsynaptisch
verankerter Rezeptoren lediglich eine Momentaufnahme von den sich im Fliel3gleich-

gewicht (steady state) befindlichen Rezeptoren widerspiegelt.

Abb. 2.1.2-2: Hypothesen zur postsynaptischen Rezeptorverankerung. (A) Dieses Modell befal3t sich mit
der Zielsteuerung der Rezeptoren zu den entsprechenden postsynaptischen Doménen. (B) Alternativ be-

steht die Méglichkeit, dal3 die Neurotransmitter-Rezeptoren an beliebigen Stellen in die Plasmamembran
eingefugt werden und im Zuge ihrer Oberflachendiffusion auf die entsprechenden postsynaptischen Do-
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manen treffen, wo sie schlie3lich durch Bindung an die passenden Ankerproteine stabilisiert werden.
Nach (Craig et al., 1994).

Allein die Manipulation des Fliel3gleichgewichts kann Einblicke in die zugrundeliegen-
den Mechanismen gewahren. Urspriinglich wurde postuliert, da3 GlyR ausschlieRlich in
Aggregatform in postsynaptischen Domanen anzutreffen sind (siehe auch 2.1.1) (Triller
et al., 1985). Die Existenz von nicht-synaptischen Oberflachen-GlyR wurde explizit ver-
neint (Triller et al., 1985). Insofern favorisierten diese Ergebnisse zunéchst die Hypo-
these einer Zielsteuerung von Rezeptoren zu postsynaptischen Domanen (targeting).
Diese Problematik wurde 1994 aufgegriffen und diskutiert (Craig et al., 1994). Zwei

Hypothesen zur Rezeptorverankerung wurden formuliert (Abb. 2.1.2-2).

In einem der denkbaren Szenarien wirden sich die Rezeptoren zielgerichtet zu den
entsprechenden postsynaptischen Domanen bewegen und durch Bindung an entspre-
chende Ankerproteine lokal stabilisiert werden (Abb. 2.1.2-2A, targeting). Eine zweite
Moglichkeit besteht darin, die Rezeptoren an beliebigen Stellen in die Plasmamembran
einzuflgen und sie schlief3lich im Zuge ihrer Oberflachendiffusion den entsprechenden

postsynaptischen Doméanen, wo sie stabilisiert werden kdnnen (Abb. 2.1.2-2B, diffusion-

trap), begegnen zu lassen.
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Abb. 2.1.2-3: Struktur der chimaren GlyR-myc-Thr::a1-Untereinheit und experimentelles Vorgehen zur
Demonstration der ortsunabhéngigen GlyR-Oberflacheninsertion. (A) GlyR-myc-Thr::al-Struktur. Die
myc-Thr::al-Untereinheit besteht aus einer N-terminalen Ligandenbindungsdomane und vier Trans-
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membrandoménen, die Uber Schleifen miteinander verbunden sind. C-terminal vom c-myc-Etikett (grin,
Aminosauresequenz EQKLISEEDL) gelegen, befindet sich die Thrombinschnittstelle (rot, Aminosaurese-
quenz LVPRGS). (B) Experimentelles Vorgehen: 24 Stunden nach Transfektion der Riickenmarkneuro-
nen wird durch Herabsetzen der Temperatur auf 19,5°C die Synchronisierung der Abschnirung von
Transportvesikeln aus dem Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) gewahrleistet und gleichzeitig die Entfernung
der c-myc-Etiketten von der Zelloberflaiche durch Thrombinverdau vollzogen. Der anschlie3ende Tempe-
ratursprung auf 37°C leitet den synchronen Transport der Vesikel hin zur Zelloberflache ein. Zu unter-
schiedlichen Zeiten werden die Neuronen fixiert und immunzytochemisch untersucht. Diese Strategie er-
mdglichte es uns zu zeigen, dal} GlyR ortsunabhangig in die neuronale Plasmamembran eingefligt wer-
den. (C) Orts- und Zeitabhangigkeit des Vorkommens von GlyR-Clustern gemal3 dem experimentellen
Vorgehen in (B). (B, C) nach (Rosenberg et al., 2001).

Zur Uberprifung der beiden Hypothesen war es erforderlich, sowohl die raumlichen
Gegebenheiten der GlyR-Oberflacheninsertion als auch die zeitlichen Parameter der
GlyR-Verankerung bestimmen zu kdénnen. Mit Hilfe einer weiteren chimaren GlyR-al-
Untereinheit, die N-terminal ein c-myc-Etikett gefolgt von einer Thrombinschnittstelle
enthalt (Abb. 2.1.2-3A), konnte die ortsunabhangige GlyR-Oberflacheninsertion wie folgt

gezeigt werden.

Ein enzymatischer Thrombinverdau entfernt das c-myc-Etikett wahrend die GlyR-
Oberflacheninsertion blockiert ist (bei exakt 19,5°C; (Matlin & Simons, 1983)). Dieses
Vorgehen laRt die Definition eines Zeitpunkts “0“ zu, bei dem virtuell keine c-myc-
Immunreaktivitat mehr an der neuronalen Zelloberflache nachweisbar ist. Nachfolgend
wird die GlyR-Oberflacheninsertion durch die Erhéhung der Temperatur auf 37°C syn-
chronisiert stattfinden kénnen, so dal’ der Ort der Insertion der ersten GlyR-Cluster be-
stimmt werden kann. Dabei stellte sich heraus, dal3 GlyR im Bereich des Soma sowie
der proximalen Dendriten (Abb. 2.1.2-3C) in die neuronale Plasmamembran integriert
werden (Rosenberg et al., 2001). Die Kurve, die den Zeitpunkt 7 Minuten nach Syn-
chronisierung wiedergibt, verdeutlicht das Soma-nahe Auftreten der ersten GlyR-
Cluster. Mit zunehmender Zeit nach Synchronisierung wird diese Kurve nach rechts
verschoben. Diese Beobachtung suggerierte, da3 GlyR in die somatische Plasma-
membran eingefugt werden und infolge ihrer Oberflachendiffusion schlie3lich auch die
distalen Bereiche der Dendriten erreichen (Abb. 2.1.2-3C).

Somit bestatigten diese Ergebnisse die erste Voraussetzung, die zur Bestéatigung des

diffusion-trap-Modells erforderlich ist, na&mlich die ortsunabhangige GlyR-Ober-
flacheninsertion. Zudem gewabhrleisteten sie Einblick in die Zeitkonstanten, welche die
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GlyR-Oberflachendiffusion beschreiben. Diese konnten aus der progressiven Ausbrei-
tung der GlyR-Oberflachencluster in die distalen Dendriten errechnet werden. Die
durchschnittliche lineare Ausbreitungsgeschwindigkeit betrug 3,3 um/min (Rosenberg et
al., 2001). Der Diffusionskoeffizient D = 2,8 x 10 um?/s ergab sich aus der Anwendung

l.-' O '-.l D l.-' & '-.l
\ ﬁ._. . B | 6.5."5 13

des zweiten Fickschen Diffusionsgesetzes ! :

unter der Voraussetzung einer konstanten Dendritensektion, wobei “n“ die Zahl der
Cluster pro 5 um Dendritenlangenintervall bei zunehmender Entfernung “x* zu Soma
und Zeit “t* bedeutet.

Um das diffusion-trap-Modell endguiltig bestatigen zu kbnnen, war es nun noch erforder-
lich, die zeitlichen Parameter der GlyR-Verankerung zu bestimmen. Die Anwendung ei-
ner optischen Pinzette (Abb. 2.1.2-4) stellte sich in diesem Zusammenhang als aul3erst
hilfreich heraus. Durch Lichtbrechung wird das Greifen nach kugelférmigen Gegenstan-

den (z.B. Latexkugeln mit 0,5 pum Durchmesser) ermdglicht.

A Lasarstrahl Abb. 2.1.2-4: Prinzip der optischen
|| Pinzette und charakteristischer Ver-
| | lauf der GlyR-Oberflachen-diffusion.
/f-*llll-l?—ﬂ\\ (A) Die Lichtbrechung des Laser-
i - strahls in der Latexkugel erzeugt ei-
| & ._] - ~ ne Kraft, die es ermdglicht, die La-
v Jf'}fn,l / L texkugel “festzuhalten®. (B) Aufent-
e A e Kraft haltswahrscheinlichkeit von Oberfla-

chen-GlyR. Rot gekennzeichnet
sind Bereiche lokaler GlyR-
Stabilisierung durch Gephyrin. Gelb
gekennzeichnet sind die Bereiche
freier Oberflachendiffusion. Die Linie
markiert den rAumlichen Verlauf der
GlyR-Bewegung. Die grauen Kreise
stellen postsynaptische Doméanen
dar. (B) nach (Triller & Choquet,
2003).

| Objeldiv i

Die Oberflachenbeschichtung der Latexkugeln mit einem c-myc-gerichteten Antikoérper
sorgt schliel3lich dafir, dal’3 die Latexkugeln durch Einsatz der optischen Pinzette an
Oberflachen-GlyR in transfizierten Neuronen gebunden werden kénnen. Dabei ermég-
licht die Antikdrper-Antigen-Bindung nach Freigabe der Kugel von der Pinzette die Be-

schreibung der GlyR-Oberflachendiffusion. Auf diese Weise konnte die Diffusionskon-
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stante D = 2,85 x 10 pm?/s fir GlyR-a1-pgb bestimmt werden. Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dal3 die Bindung an Gephyrin die Oberflachendiffusion erheblich — aber
reversibel — einschrankt (Meier et al., 2001). Treffen die beweglichen GlyR auf ein
Gephyrin-Aggregat, welches die GlyR-B-Untereinheit binden kann, fallt der Diffusions-
koeffizient um das 10fache ab, und die Rezeptoren bewegen sich raumlich einge-
schrankt innerhalb der Flache des Gephyrin-Aggregats (Meier et al., 2001). Diese Er-
kenntnisse wurden schlief3lich auf Einzelmolekll-Ebene bestétigt (Dahan et al., 2003).
AMPAR sind ebenfalls frei in der Plasmamembran beweglich und werden postsynap-
tisch durch Bindung an die entsprechenden Ankerproteine stabilisiert (Borgdorff & Cho-
quet, 2002; Tardin et al., 2003). Mit diesen Ergebnissen wurden nicht nur alle Erforder-
nisse zur Bestatigung des diffusion-trap-Modells erfiillt, sondern auch der Grundstein fur
das folgende Modell zur Erklarung der stetigen Fluktuation der Anzahl postsynaptischer
Rezeptoren gelegt (Abb. 2.1.2-5).

@ Receptors
mm  Scaffold elements
cyloskelelon

Immobile receptors

Abb. 2.1.2-5: Die inhibitorische postsynaptische Domane im Gleichgewichtszustand, molekulare Grund-
lage der Rezeptorfluktuation in inhibitorischen Synapsen. (A) Oberflachen-GlyR befinden sich im Gleich-
gewicht zwischen den Zustanden: “vereinzelt, nicht-synaptisch” (a), “vereinzelt, nicht-synaptisch, gebun-
den an ein Ankerprotein“ (b), “Cluster, nicht-synaptisch” (c), “Cluster, nicht-synaptisch, gebunden an ein
Ankerprotein“ (d) und “Cluster, synaptisch, mit dem Zytoskelett verankert durch Bindung an das post-
synaptische Ankerprotein“ (e). (B) Synaptische Rezeptorfluktuationen. Bewegliche, vereinzelte, nicht-
synaptische Oberflachen-GlyR (a oder b) kénnen in die synaptischen Zytomatrix entweder in Ab- (e) oder
in Anwesenheit (f) von Gephyrin eingebunden werden. Nach (Triller & Choquet, 2003).
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Die Erkenntnis, da es deutliche Schwankungen in der Anzahl der postsynaptischen
Rezeptoren gibt, steht im Gegensatz zur bisherigen, statischen Sichtweise der
Synapse. Dies wurde besonders deutlich am Beispiel postsynaptischer AMPAR, die in
ihrer Anzahl zwischen Null (silent synapse) und durchschnittlich 50 variieren (Nusser et
al., 1998; Kennedy, 2000). Die Anzahl der postsynaptischen NMDAR muf3 ebenfalls ei-
ner derartigen Fluktuation unterliegen, weil eine Wiederherstellung der postsynap-
tischen NMDAR-Funktion nach irreversiblem Block durch die Substanz MK801 méglich
ist (Tovar & Westbrook, 2002; Carroll & Zukin, 2002). Am Beispiel glyzinerger Synapsen
wurde schlieBlich ersichtlich, daR Rezeptorfluktuationen infolge von Anderungen im
Gleichgewicht zwischen Rezeptormembraninsertion und Rezeptordegradierung auftre-
ten (Rasmussen et al., 2002). Die physiologischen Konsequenzen derartiger Rezeptor-
fluktuationen sind absehbar. Die Starke der postsynaptischen Antwort wird sich andern.
Langzeitanderungen in der Effizienz der glutaminergen synaptischen Transmission
(long-term potentiation (LTP) oder long-term depression (LTD)) beispielsweise beruhen
auf einer Zunahme in der Membraninsertionsrate bzw. einer Zunahme in der Endozyto-
serate von Glutamat-Rezeptoren (GIuR) (Ehlers, 2001; Malinow & Malenka, 2002). An-
derungen in der Synapsenstruktur sowie in der Effizienz der synaptischen Transmission
kénnen sich Uber lange Zeitraume erstrecken und werden als neuzeitliches neurobiolo-
gisches Korrelat des Gedachtnisses angesehen (Trachtenberg et al., 2002; Grutzendler
et al., 2002). Wesentlich weniger hingegen ist Uber die Dynamik in der postsynapti-
schen GABAaR-Verankerung bekannt. Erste Hinweise auf moglicherweise vorhandene
Fluktuationen in der Anzahl von Oberflachen-GABAAR wurden bereits im Jahr 1996
publiziert (Barnes, Jr., 1996). Daruber hinaus lieferte die Elektrophysiologie auf Einzel-
boutonebene wertvolle Einsichten in die Plastizititsmechanismen GABAerger
Synapsen (Kirischuk et al., 1999b). Wahrend die biochemischen Grundlagen postsy-
naptischer GABAAR-Fluktuationen durchaus bekannt sind (Kittler & Moss, 2003), wur-
den Messungen der GABAAR-Oberflachenmobilitat bislang noch nicht dokumentiert.

2.1.3 Rezeptorverankerung
Unter “postsynaptischer Verankerung® versteht man die Bindung von Neurotransmitter-
Rezeptoren an das Zytoskelett der Zelle. Mit Hilfe der Molekularbiologie konnten vielsei-

tige Einblicke in die molekulare Struktur pré- und postsynaptischer Domanen gewonnen
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werden. Dabei spielen die glutaminergen vor den glyzinergen/GABAergen Synapsen
gewissermalien eine Vorreiterrolle. Im Jahr 1997 waren einige wenige der molekularen
Komponenten glutaminerger Synapsen bekannt (Kennedy, 1997). Diese Anzahl wuchs
mit Beginn des Massenspektrometrie-Zeitalters sprunghaft an. Derzeit sind einige Hun-
dert verschiedene Proteine bekannt (Abb. 2.1.3-1), welche am Aufbau der Struktur glu-
taminerger postsynaptischer Doméanen beteiligt sind (Husi et al., 2000; Husi & Grant,
2001; Yoshimura et al., 2004).

Prasynaptic
LINTOMINT 1 LINZICASK
<0 0 3
E phiriry
Ephi
‘ o°c
0 O
AMPAR
g PIECKY
a

Abb. 2.1.3-1: Funktionelles Zusammenspiel der molekularen Komponenten glutaminerger Synapsen.
Nach (Kim & Sheng, 2004).

Stellt man die Anzahl der bekannten Proteine in postsynaptischen GABAergen Doma-
nen dieser Zahl gegentber, wird die Vorreiterrolle glutaminerger Synapsen sehr schnell
deutlich. Werden GlyR und GABAAR einbezogen, sind aktuell nur circa 20 verschiedene
Proteine als Bestandteile inhibitorischer postsynaptischer Doméanen bekannt (Luscher &

Keller, 2004). Werden die regulatorischen Proteine, wie beispielsweise Kinasen und
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Phosphatasen und deren Adapterproteine, ausgenommen, bleiben die strukturell rele-
vanten Komponenten Gephyrin, Collybistin, RAFT1, Profilin, Tubulin, Actin und cell divi-
sion cycle 42 (cdc42) ubrig (siehe Abb. 2.1.3.1-2).

Aus der molekularen Vielfalt ergibt sich zwangslaufigerweise eine funktionelle Vielfalt,
die auf einer Ubergeordneten Ebene infolge posttranslationaler Veranderung der einzel-
nen Komponenten noch komplexer werden kann. Eine Grundvoraussetzung fur die Ent-
stehung funktioneller Vielfalt ist die Eigenschaft dieser Komponenten, mit verschiede-
nen anderen Komponenten gleichzeitig zu interagieren. Infolge dessen entsteht ein
komplexes Proteinnetzwerk, ahnlich dem neuronaler Verschaltungen. So stellt bei-
spielsweise GRIP durch seine Interaktion mit sowohl AMPA- als auch Ephrin-
Rezeptoren ein funktionelles Bindeglied zwischen der Rezeptorverankerung und der

funktionellen Entsprechung zwischen Pra- und Postsynapse dar (Abb. 2.1.3-1).

Aufgrund seiner Eigenschaft, Neuroligin und NMDAR zu binden, ist PSD-95 ein ebenso
exzellenter Kandidat fur die funktionelle Entsprechung hinsichtlich postsynaptischer
NMDAR-Verankerung. Metabotrope GIUR (mGIuR) sdumen die Peripherie glutaminer-
ger postsynaptischer Domanen. Sie werden Uber ein komplexes Netzwerk, welches
zwischen Homer, SH3 and ankyrin repeat-containing protein (Shank), guanylate kinase-
associated protein (GKAP) und PSD-95 ausgebildet wird, verankert. Im folgenden
Paragraph wird die Komplexitat diskutiert, die sich aus einem einzigen Protein, namlich

Gephyrin, und seinen Varianten ergibt.

2.1.3.1 Molekulare Vielfalt — Funktionelle Vielfalt, Gephyrin und Partner

Gephyrin wurde urspringlich als GlyR-verunreinigende Komponente beschrieben
(Grenningloh et al., 1990). Entwicklungsgeschichtlich gesehen ist Gephyrin vermutlich
durch Genfusion (Abb. 2.1.3.1-1A) aus zwei bakteriellen Proteinen, MogA und MoeA,
entstanden (Stallmeyer et al., 1999).

Auf dieser Grundlage wurde Gephyrin in eine N-terminale MogA-ahnliche und eine

C-terminale MoeA-ahnliche Domane unterteilt. Beide Domanen sind tber einen soge-

nannten linker miteinander verbunden (Abb. 2.1.3.1-1A).
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Gephyrin Uk MogA iinker MoeA c (rat, huuman)
Cinnamon  n~-[[LTY MoeA -G (Drosophild
N - C Cnx1 (Arabidopsis)

Stallmeyer ef af, 1999, PNAS, 86 133338

HATEEMI LTHNHD

Abb. 2.1.3.1-1: Gephyrin-Struktur und Homologievergleich. (A) Gephyrin weist Homologie zu den Protei-
nen Cinnamon (Drosophila) und Cnx1 (Arabidopsis) auf und ist vermutlich aus der Genfusion der bakteri-
ellen Proteine MogA und MoeA hervorgegangen. (B) Gephyrin-Primérstruktur: Die Kassetten C1-C4 wer-
den durch alternatives Splei3en an den indizierten Stellen eingefiigt. Zwei PEST-Domanen, die auf
schnellen Protein-turnover hinweisen, eine N-terminale Myristoylierungssequenz sowie Phosphorylie-
rungsstellen (Serin (S); Threonin (T)) sind gezeigt. (A) veréndert nach (Stallmeyer et al., 1999).

Von den bakteriellen Proteinen MogA und MoeA ist bekannt, dal3 sie in den Molybd&an-
Stoffwechsel der Zelle eingreifen. Sie wirken an der Molybdan-Co-Faktor (Moco)-
Biosynthese mit, in dem sie die Aktivierung und den Einbau des Molybdéns in Molyb-
dopterin katalysieren. Moco wiederum bildet das aktive Zentrum der Enzyme, die Re-
dox-Reaktionen zur Entgiftung katalysieren. Darunter fallen die Sulfit-, Xanthin-, und
Aldehyd-Oxidasen (Stallmeyer et al., 1999). Eine genetisch bedingte Abwesenheit von
Moco aulRert sich in der Akkumulierung toxischer Stoffwechselprodukte. Obwohl diese
Enzyme vermehrt im Herzen sowie in der Niere, Leber und Lunge anzutreffen sind,
dominieren neurologische Symptome, wie beispielsweise erhthter Muskeltonus, starre
Kdrperhaltung, Myoklonus bis hin zu epileptischen Anfallen (Beemer et al., 1985; Bam-
forth et al., 1990). Diese Erkenntnisse lieferten die ersten Hinweise daftr, da? Gephyrin
neben seiner metabolischen Funktion auch eine wesentliche Rolle im ZNS spielt. Bis-
lang ist allerdings noch nicht geklart, wie die Moco-Biosynthese in die neuronale Signal-

verarbeitung eingreift.
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Im Zuge der Isolierung und Klonierung Gephyrin-spezifischer komplementérer Desoxy-
ribonukleinsauren (cDNA) stellte sich heraus, dal3 es mehrere Spleil3varianten gibt. Vier
sogenannte Kassetten (C1-C4, Abb. 2.1.3.1-1B) wurden seinerzeit beschrieben (Prior et
al., 1992). Die funktionelle Relevanz dieser Kassetten ist jedoch noch nicht bekannt.
Alle vier Kassetten wurden im ZNS nachgewiesen, wobei sich C3 und C4 gegenseitig

ausschlielRen (Prior et al., 1992).

Gephyrin interagiert nicht nur mit GlyR, und mdglicherweise auch mit GABAAR, sondern
auch mit RAFT1, Collybistin, GABARAP und Tubulin (Abb. 2.1.3.1-2). RAFTL1 ist ein
zytosolisches Protein, welches in den mitogen-stimulierten intrazellularen Signalweg
eingreift. Damit kontrolliert RAFT1 zellulare Prozesse wie die mRNA-Translation und
maoglicherweise auch die lokale postsynaptische Proteinsynthese (Sabatini et al., 1999;
Gardiol et al.,, 1999). Collybistin wurde erst kirzlich isoliert und kloniert (Kins et al.,
2000). Dabei ergab der Homologievergleich mit anderen Proteinen, dal3 Collybistin die
Funktion eines GDP-GTP-Austauschfaktors wahrnehmen koénnte (Kins et al., 2000).
Gewdhnlicherweise aktivieren die GDP-GTP-Austauschfaktoren die GTPasen der

Rho/Rac-Familie, indem sie den GDP-GTP-Austausch beschleunigen.

Protein
synthesis

Microtubules Moco biosynthesis

Abb. 2.1.3.1-2: Zusammensetzung inhibitorischer postsynaptischer Doménen. Nach (Moss & Smart,
2001).

Die in Collybistin enthaltene Pleckstrin-Homologie-Domane ermdglicht die Zielsteue-

rung des Proteins zu Phosphatidylinositol-bis-phosphat (PIP;)-haltigen Plasma-
membran-Bereichen und stellt damit eine direkte Verbindung zum Diacylglycerol (DAG)-
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Protein-Kinase-C (PKC)-Signalweg her (Harlan et al., 1994). Zudem konnte gezeigt
werden, dalR die Expression von Collybistin, Gephyrin und GIlyR eine hinreichende
Bedingung fir die sub-membrandre Anreicherung und Kolokalisierung aller drei
Proteine in nicht-neuronalen Zellen darstellt (Kins et al., 2000). GABARAP wurde als
GABAR-assoziiertes Protein identifiziert und kloniert (Wang et al., 1999). In seiner Ei-
genschaft, GABAAR und Mikrotubuli zu binden, ware es theoretisch — in Analogie zu
Gephyrin — ein ausgezeichneter Kandidat fir die postsynaptische GABAaR-
Verankerung. Es wurde jedoch gezeigt, dal? GABARAP eher fur den intrazellularen
Transport von GABAAR zur Plasmamembran zustandig ist, als fir die postsynaptische
GABAaR-Verankerung (Kneussel et al., 2000).

An der postsynaptischen GlyR-Verankerung ist ausschlieBlich Gephyrin beteiligt.
Gephyrin eignet sich aufgrund seiner Fahigkeit, Gber die linker-Sequenz Tubulin zu bin-
den (Ramming et al., 2000), sehr gut zur postsynaptischen Rezeptorverankerung. Die
GlyR-B-Untereinheit spielt dabei eine entscheidende Rolle, weil sie Gber eine kurze, 18
Aminosauren lange Sequenz (gb-Sequenz, siehe auch 2.1.1, (Meyer et al., 1995)) mit
Gephyrin interagiert (Sola et al., 2004; Schwarz et al., 2004b). Eine direkte Binding des
GABAAR an Gephyrin konnte bislang nicht eindeutig nachgewiesen werden. Es gibt je-
doch neuerdings Hinweise dafir, dal3 dies infolge einer Aktivierung der PKC mdoglich ist
(Meier & Grantyn, 2004Db).

Die Stabilitat der Bindung des GlyR an Gephyrin, die sogar der Behandlung mit be-
stimmten Lésungsmitteln (z.B. Triton X-100) standhalt (Pfeiffer et al., 1982; Kirsch et al.,
1991), ist bemerkenswert. Die Interaktion der GlyR-B-Untereinheit mit Gephyrin ist je-
doch nicht so starr und irreversibel wie urspringlich angenommen. Zum einen belegen
die Studien der GlyR-Oberflachendiffusion eindeutig, daf3 diese Bindung reversibel ist
(siehe 2.1.2). Ferner haben neuere Studien gezeigt, dall bestimmte Gephyrin-
SpleiBvarianten entweder permissiv oder nicht-permissiv hinsichtlich ihrer Bindung an
GlyR sind. Die erst kirzlich identifizierte Kassette C5, die in den N-terminalen MogA-
ahnlichen Bereich eingefligt werden kann (Abb. 2.1.3.1-3), schliel3t die Interaktion mit
dem GIlyR aus (Meier et al., 2000a).
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ﬂ(\ﬁ — Abb. 2.1.3.1-3: Trimere MogA-Struktur. Die kiirzlich
identifizierte Kassette C5 (KFPTFPFCGLQKG)
kann infolge alternativen Spleil3ens in a-Helix 4
eingefugt werden (gelber Pfeil, “5*). N- und C-
Termini (Nter, Cter) sowie funktionell fiir die Moco-
Biosynthese relevante Bereiche (schwarze Pfeil-
spitzen) sind dargestellt. B-Faltblatter sind blau und
a-Helices sind gelb widergegeben. Verandert nach
(Sola et al., 2001).

Diese Erkenntnis lieferte Anlal3 zur Spekulation Gber den Ort der GlyR-Bindungsstelle in
Gephyrin. Anfangliche Annahmen Uber eine N-terminale Lokalisierung der GlyR-
Bindungsstelle konnten nicht bestatigt werden (Sola et al., 2001). Die GlyR-
Bindungsstelle wurde schlie3lich der C-terminalen MoeA-&hnlichen Doméne zugeord-
net (Rees et al., 2003). Gephyrin besitzt die Eigenschaft, hochmolekulare Proteinnetz-
werke auszubilden. Die N-terminale Domane ist dabei wesentlich an der Ausbildung
trimerer Proteinstrukturen beteiligt (Abb. 2.1.3.1-3), wahrend die C-terminale Doméne
fur eine Dimerisierung verantwortlich ist. Das Resultat einer solchen konzertierten
Protein-Protein-Interaktion ist die Ausbildung einer hexagonalen Proteinschicht (Xiang
et al., 2001). Die Kassette C5 wird in unmittelbarer Nahe zur Trimer-Schnittstelle (Abb.
2.1.3.1-4) in die N-terminale Doméane eingefligt (Schwarz et al., 2001). Es ist daher da-
von auszugehen, dalR die Gegenwart der Kassette C5 eine Konformationsanderung
hervorruft, die sich nicht nur auf das Aggregationsverhalten sondern auch auf die ent-
fernt in der C-terminalen Doméane befindliche GlyR-Bindungsstelle auswirken wird
(Schwarz et al., 2001).

Nachdem die strukturellen Auswirkungen der C5-Insertion erkannt worden waren, ergab
sich die Frage nach einer méglichen funktionellen Relevanz. Eine Gephyrin-lsoform,
welche die Fahigkeit zur GlyR-Bindung verliert, konnte fir den Ausschlufd der GlyR von
der postsynaptischen Verankerung gegeniber GABA-freisetzenden prasynaptischen
Endigungen zustandig sein.
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Abb. 2.1.3.1-4: Strukturelle Basis der C5-
verursachten Konformationsanderung in der
Gephyrin-Struktur. Die Kassette C5 kann infolge
alternativen Spleil3ens in a-Helix 4 eingefugt wer-
den (rot). a-Helix 4 bildet die Schnittstelle zur
MogA-Trimer-Bildung. Nach (Schwarz et al., 2001).

Tatsachlich konnte diese Hypothese kurzlich in hippocampalen Neuronen durch An-
wendung von antisense-Versuchen bestétigt werden (Meier & Grantyn, 2004a). Dies
war der erste Hinweis darauf, daf’ die GlyR-Gephyrin-Bindung regulierbar ist. Schliel3-
lich kamen noch weitere Erkenntnisse hinzu — so wurde beispielsweise deutlich, welche
Rolle der pH-Wert auf die GlyR-Gephyrin-Bindung austubt. Eine Absenkung des pH-
Wertes begunstigt die Ausbildung von Gephyrin-Trimeren ebenso wie die Entstehung
von zwei GlyR-Bindungsstellen mit unterschiedlichen Affinitaten in vitro (Sola et al.,
2004). Bedenkt man, dal3 GlyR nicht ausschlie3lich Chlorid-permeabel sind, sondern
auch Bikarbonat-leitfahig, wird die Bedeutung dieser Entdeckung sofort augenschein-
lich. Eine solche pH-Wert-Senkung kann namlich direkt infolge der Aktivierung der Re-
zeptoren erfolgen (Kaila & Voipio, 1987). In diesem Fall wirde die Entstehung von
Gephyrin-Aggregaten auf der Aktivierung des GlyR oder GABAAR per se beruhen, und
nicht, wie seither angenommen, auf einem Anstieg des intrazellularen Kalziumspiegels
(siehe 2.2.1).

2.1.3.2 Die GABAAR-y2-Untereinheit und ihre Spleil3varianten

Vor rund 17 Jahren wurde deutlich, dal3 GlyR und GABAAR in den gleichen postsynap-
tischen Doménen gehauft vorkommen konnen (Triller et al., 1987). Rund zehn Jahre
spater wurde die physiologische Bestéatigung dieses Sachverhaltes geliefert, indem die
gleichzeitige Freisetzung von Glyzin und GABA aus einem prasynaptischen Vesikel ge-

zeigt werden konnte (Jonas et al., 1998). Bislang sind 19 verschiedene GABAAR-
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Untereinheiten beschrieben worden. Diese umfassen die Untereinheiten al-6, p1-3,
v1-3, 6, pl1-3, & m und O (Luscher & Keller, 2004). GABAaR-Kanéle kdnnen aufgrund
ihrer bevorzugten zellularen Lokalisierung in zwei Gruppen unterteilt werden. Dabei
werden &-haltige, vorwiegend nicht-synaptische von y-haltigen, vorwiegend synapti-
schen GABAAR unterschieden. Wie gene-targeting-Studien bewiesen, sind die
GABAR-Untereinheiten y1-3 als einzige befahigt GABAAR postsynaptisch zu verankern
(Essrich et al., 1998; Baer et al., 1999; Schweizer et al., 2003). Diesbezuglich ergibt
sich direkt die Frage nach dem zellularen Bindungspartner. Bis dato schlugen alle Ver-
suche fehl, ein Protein zu isolieren, welches zu einer direkten Interaktion mit den
GABAR-y-Untereinheiten beféhigt ist, gleichzeitig postsynaptisch lokalisiert ist und
dartuber hinaus Elemente des Zytoskeletts binden kann. Hierfiir in Frage kamen die
Proteine GABARAP, AP2, BIG2, GODZ, Plic-1, und Gephyrin. GABARAP ware ein
ausgezeichneter Kandidat hierfir gewesen, weil es direkt mit der GABAaR-y2-
Untereinheit und Tubulin interagiert (Wang et al., 1999). Eine postsynaptische Lokalisie-
rung von GABARAP konnte jedoch leider nicht nachgewiesen werden (Kneussel et al.,
2000). AP2 und BIG2 binden an die GABAAR-B- (AP2 und BIG2) und y- (BIG2) Unter-
einheiten (Kittler et al., 2000; Charych et al., 2004). Beide Proteine werden in post-
synaptischen Domanen gefunden, sind jedoch fur die Regulierung der Endo- bzw.
Exozytose von GABAAR und damit fir Steuerung der Oberflachenexpression zustandig.
Ebenso wird von Plic-l angenommen, dal3 es die GABAAR-Oberflachenexpression
steuert, indem es mit den a- und B-Untereinheiten interagiert und deren Degradierung
verhindert (Bedford et al., 2001). Schlie3lich wurde GODZ als GABAAR-bindendes Pro-
tein beschrieben, welches die Palmitoylierung und damit die intrazellulare Zielsteuerung
von y-haltigen GABAAR reguliert (Keller et al., 2004).

Die mRNA der GABAAR-y2-Untereinheit wird alternativ gesplei3t (Whiting et al., 1990;
Wang & Burt, 1991). Die sogenannte lange Isoform (y2L) unterscheidet sich dabei von
der kurzen (y2S) durch Einfigen einer 8 Aminosauren langen Sequenz (LLRMFSFK).
Diese wird in die zytosolische Schleife zwischen Transmembrandoméanen 3 und 4 ein-
gefugt. Interessanterweise bietet diese kurze, 8 Aminosauren lange Sequenz Angriffs-
flache fur eine PKC-vermittelte Phosphorylierung (Moss et al., 1992). Gephyrin tragt
zweifelsohne zur postsynaptischen GABAaR-Verankerung bei (Essrich et al., 1998;
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Baer et al., 1999; Schweizer et al., 2003). Mit Entdeckung der y2S- und y2L-Isoformen
bestand die Mdglichkeit zu zeigen, dal3 eine der beiden Varianten zu einer direkten In-
teraktion mit Gephyrin befahigt sein kdnnte. Studien, die an y2-gendefizienten Mausen
durchgefuhrt wurden, konnten diese Hoffnung jedoch nicht néhren, da sie zeigten, daf3
beide SpleiRvarianten hinsichtlich ihrer postsynaptischen Verankerung funktionell
gleichwertig sind (Baer et al., 2000). Diesbezuglich sollte jedoch bedacht werden, daf}
Wiederherstellungsexperimente, die auf Grundlage der genetisch bedingten Abwesen-
heit einer funktionellen Komponente durchgefihrt werden, nicht zwangslaufigerweise
einen physiologischen Zustand widerspiegeln missen. So kann beispielsweise auch die
y3-Untereinheit, die bekannterweise eine wesentlich geringere Affinitdt zu postsynap-
tischen Domanen aufweist, den genetisch bedingten Ausfall der y2-Untereinheit kom-

pensieren (Baer et al., 1999).

Um schliel3lich herauszufinden, ob es Unterschiede zwischen den y2-Spleil3varianten
hinsichtlich ihrer postsynaptischen Verankerung gibt, haben wir chimére Proteine her-
gestellt. Diese bestehen aus der zytosolischen Schleife der y2-Untereinheit (y2S oder
y2L) zwischen den Transmembrandoménen 3 und 4, die zur Sichtbarmachung an
DsRed gekoppelt wurden. Die Expression dieser Reporterproteine in Neuronen sowie in
nicht-neuronalen Zellen erlaubte es uns schlie3lich, Unterschiede in der Bindungskapa-
zitdt an postsynaptische Strukturen sichtbar zu machen. So konnten wir zunachst fest-
stellen, daf} die y2L-Schleife haufiger in postsynaptischen Doménen angetroffen wird
als die y2S-Schleife (Meier & Grantyn, 2004b). Schlie3lich stellte sich heraus, dal3 die
augenscheinlich gro3ere Affinitat der y2L-Schleife zu postsynaptischen Domanen auf
die PKC-Phosphorylierungsstelle innerhalb der 8 Aminosauren langen Sequenz
LLRMFSFK zurtckzufihren ist. Die Aktivierung der PKC mittels Phorbolester
begtinstigte dabei selektiv die postsynaptische Anhaufung der GABAAR-y2L-Schleifen
(Meier & Grantyn, 2004b). Ein wesentlicher Vorteil dieser Methode gegenuber
herkémmlichen in vitro-Bindungsstudien liegt in der naturlichen zellularen Umgebung,
die das Zytosol bietet, begrundet. Frihere in vitro-Bindungsstudien muf3ten folgerichtig
aufgrund der Abwesenheit einer PKC-Aktivitdt im Eppendorfréhrchen fehlschlagen.
Diese Fragestellung bedarf jedoch der Durchfihrung weiterer Versuche, bevor sie
vollstandig beantwortet werden kann. So muf3te die direkte Interaktion beider Proteine
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werden kann. So muf3te die direkte Interaktion beider Proteine mit Hilfe von phosphory-

lierten y2L-Schleifen in vitro bestétigt werden.

2.1.3.3 RNA-editing der GlyR-a.3-Untereinheit

Auch wenn es fur diagnostische Zwecke winschenswert wére, ist nicht jede Krankheit
von einem bestimmten Genotyp geprégt. Der Vorgang des RNA-editing unterbricht
diese strikte klinische Genotyp-Phanotyp-Zuordnung insofern, als er eine funktionelle
Vielfalt Gber das genetisch mégliche Mafl3 hinaus generiert. Mit der Entdeckung editier-
ter GluR-Untereinheiten in S&ugetieren erfuhr die Thematik des RNA-editing einen
spurbaren Popularitdtszuwachs. Die Arbeitsgruppe um Peter Seeburg konnte Anfang
der Neunziger Jahre zeigen, dal3 die Aminosaure Glutamin (Q) innerhalb der GIuR-B-
Untereinheit durch RNA-editing in ein Arginin (R) umgewandelt wird. Es stellte sich her-
aus, dal? diese Aminosauresubstitution weitreichende physiologische Konsequenzen
hatte. Liegt die GluR-B-Untereinheit in ihrer nicht-editierten Form (Q) vor, weisen
AMPAR eine geringfugige Durchlassigkeit fir Kalzium-lonen auf. Dagegen haben Kana-
le, welche die (R)-Form beinhalten, eine deutlich groRere Permeabilitat fir Kalzium-
lonen (Herb et al., 1992). Spater wurden weitere Félle des RNA-editing in S&augetier-
MRNA entdeckt. Diejenigen mRNA, die Serotonin-Rezeptoren bzw. Kaliumkanale
kodieren, werden ebenfalls editiert. Dies hat Anderungen in der G-Protein-Aktivierung
(Gurevich et al.,, 2002) bzw. in der Kaliumkanal-lnaktivierungskinetik (Bhalla et al.,
2004) zufolge. Die Liste der aufgeflihrten Beispiele, die auf dem Adenosin-zu-Inosin
(A-zu-1)-RNA-editing beruhen, kann um all diejenigen Proteine, die aus einer Cytosin-
zu-Uracil (C-zu-U)-Editierung (Abb. 2.1.3.3-1) hervorgehen, erweitert werden. Die
MRNA, die das Apolipoprotein B bzw. Neurofilament kodieren, werden C-zu-U editiert
(Powell et al., 1987; Skuse et al., 1996). C-zu-U-Editierungen in mRNA, die Neuro-
transmitter-Rezeptoren kodieren, waren bislang jedoch nicht bekannt.

Die molekulare Grundlage der haufig beobachteten, ungewohnlich groRen Empfindlich-
keit von GlyR gegenuber Glyzin, die besonders in héheren Hirnregionen deutlicher aus-
gepragt zu sein scheint, blieb unergrindet. Die intensive Durchforstung GlyR-o3-
spezifischer mRNA zog die Entdeckung einer atypischen GlyR-a3-Untereinheit nach

sich. Verglichen mit der urspringlich publizierten DNA-Sequenz (Kuhse et al., 1990)
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trug diese mutierte GlyR-a3-Untereinheit ein Uracil anstelle eines Cytosins an Position
554.

o OH oH  OH
H
H )\ oH
0
o 9 R
HC  + 02( —» NHy + Oﬁ/N
M H,NQ
NHE
cytidine uridine

Abb. 2.1.3.3-1: C-zu-U-mRNA-Editierung. Das Enzym Cytosindeaminase katalysiert die Umwandlung von
Cytidin in Uracil durch Abspaltung einer Aminogruppe vom Nukleotid Cytidin.

Wir haben diese atypische GlyR-a3-Untereinheit schlief3lich “a3p1g5 " getauft, weil das
Uracil-554 die Aminosduresubstitution Prolin-zu-Leucin an Position 185 verursacht
(Meier et al., 2005). Die elektrophysiologische Charakterisierung der Untereinheit
a3p1gsL IN transfizierten hippocampalen Neuronen ergab eine Verringerung des ECso-
Wertes um das 15fache. Glucklicherweise konnten wir ausschlieRen, dal3 ein PCR-
Artefakt Ursache fir den Einzelnukleotidaustausch C554U war, denn die Wirksamkeit
des Antagonisten der Cytosindeaminase Zebularine sowie die Abwesenheit der
Mutation vom Genom sprachen vielmehr fir einen RNA-Editierungsprozel3 (C-zu-U).
Fiar einen RNA-Editierungsprozel3 sprach zudem die Tatsache, dal3 das GlyR-o3pigs.-
Vorkommen von der mRNA-Transkription, nicht aber von der Proteinsynthese, abhan-
gig ist. Actinomyzin D fuhrte namlich zu einer Abregulierung des GlyR-a3pigs.-
Vorkommens (vergleichbar mit Zebularine), wohingegen Cycloheximid eine leichte Auf-
regulierung zufolge hatte.

Interessanterweise gibt es grol3e Schwankungen hinsichtlich des endogenen Vorkom-
mens von GlyR-a3pigs.. Beispielsweise fuihrt die Anfertigung von embryonalen (E20)
Hirnschnitten (dorsales Mittelhirn) zu einer dramatischen Aufregulierung des GlyR-
a3p1gsL-Vorkommens. Werden Hirnschnitte des dorsalen Mittelhirns von alteren Tieren
angefertigt, findet dagegen eine Abregulierung des GlyR-a3pigs-Vorkommens statt.
Das GlyR-a3p1gs.-Vorkommen in situ wird demnach altersabhangig unterschiedlich in-

folge der Lasion reguliert. Mit der Entdeckung der GlyR-a3p185 -Untereinheit haben wir
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die erste gain-of-function GlyR-Mutation beschrieben. Alle bisher beschriebenen GlyR-
Nukleotidpolymorphismen hingegen fihrten zum Verlust der GlyR-Funktionsfahigkeit
(loss-of-function) und stellten somit die molekulare Basis bestimmter genetisch beding-
ter Hypererregbarkeitserkrankungen dar (Breitinger & Becker, 2002). Unsere Ergebnis-
se sind daher vielversprechend hinsichtlich einer méglichen Therapie von Hypererreg-
barkeitserkrankungen. Zuvor mussen jedoch die Mechanismen, die das GlyR-a3p;gs, -
Vorkommen regulieren, eingehender charakterisiert werden. Es wére daher schén, in
naher Zukunft eine experimentelle Bedingung zu finden, die eine Aufregulierung des

GlyR-a3p1g5.-Vorkommens auslost.

2.2 Synaptogenese

Die Anzahl der Synapsen im ZNS spiegelt einen Gleichgewichtzustand zwischen
Synaptogenese und Synapseneliminierung (pruning) wider. Der Vorgang der Synapto-
genese |al3t sich unterteilen in i) axonale Wegfindung, ii) Kontaktaufnahme zwischen
pra- und postsynaptischen Elementen, iii) Sicherstellung der funktionellen Entsprechung
hinsichtlich Transmitterphéanotyp und iv) Reifung der pra- und schlief3lich der postsynap-
tischen Elemente zu funktionellen Domé&nen. An der axonalen Wegfindung sind eine
Vielzahl von “anlockenden“ und “abstof3enden® Molekilen beteiligt (guidance cues,
attractive, repulsive). Semaphorin IlIA und Ephrin A2 beispielsweise wirken abstoRend
und l6sen einen Kollaps des axonalen Wachstumskegels aus (Gallo & Letourneau,
2004). Neurotrophine, z.B. brain derived neurotrophic factor (BDNF) und nerve growth
factor (NGF) hingegen wirken anlockend (Kaplan & Miller, 2000). Sie sind neben der
Regulierung des Auswachsens von Axonen und Dendriten jedoch auch an der Kontrolle
einer Vielzahl anderer zellularer Prozesse beteiligt. Darunter fallen u.a. die Regulierung

des Uberlebens der Zelle sowie die Steuerung der Zellteilung.

Haben Axone schlielich ihr Zielgebiet erreicht, werden sie sich verésteln und
Synapsen ausbilden. An der Kontaktaufnahme sind hauptsachlich diffundible Faktoren
sowie transsynaptische Signalmolekule beteiligt. Am Beispiel der neuromuskularen
Endplatte wurde deutlich, daf3 der Signalfluld zwischen der prasynaptischen Terminalie
und der Muskelfaser von einem mit dem Neurotransmitter gemeinsam freigesetzten

Molekil namens z*-Agrin wahrgenommen wird (Sanes & Lichtman, 2001). Agrin bindet
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und aktiviert die Rezeptortyrosinkinase MusK, welche wiederum zur lokalen Anhaufung
von AChR fihrt. Zwischenglied in dieser Signalkaskade ist das postsynaptische Protein
Rapsyn. Es spielt eine entscheidende, mit Gephyrin vergleichbare, Rolle in der Ausbil-
dung zukunftiger cholinerger postsynaptischer Doméanen (PSD).

Die wechselseitige Anpassung zwischen Pra- und Postsynapse hinsichtlich des freige-
setzten Neurotransmitters erfordert die Pradsenz der entsprechenden prasynaptischen
Innervation. Diesbezlglich wurde bereits auf die mégliche Bedeutung transsynaptischer
Signalmolekule, wie z.B. Neuroligin, Cadherin, SynCAM, Ephrin, und Narp hingewiesen.
Sie kdnnten fur die Koordinierung der Reifung von pra- und postsynaptischen Termina-
lien von entscheidender Bedeutung sein (Scheiffele, 2003). In glutaminergen Synapsen
wurden mehrere solcher Zelladh&sionsmolekile entdeckt. Neben dem klassischen
Adhasionspaar Neurexin-Neuroligin-1 konnte kirzlich ein weiteres Zelladhasionsmole-
kil entdeckt werden. Tom Sidhof und Kollegen (Biederer et al., 2002) haben festge-
stellt, daf3 die Expression von SynCAM und GIluR in Fibroblasten (HEK293) zur Induk-
tion heterologer glutaminerger PSD fihrt. SynCAM trag somit auch zur Kommunikation
zwischen pra- und postsynaptischen Zellen bei, wodurch letztendlich die koordinierte
Reifung beider Strukturen ermdéglicht wird. Die Entdeckung der transsynaptischen Sig-
nalmolekile, welche die wechselseitige Anpassung zwischen GABAergen Pra- und
Postsynapsen ermdglichen, liel3 lange Zeit auf sich warten. Erst kirzlich konnte gezeigt
werden, dal3 eine Isoform des Neuroligins, namlich Neuroligin-2, héchstwahrscheinlich
diese Rolle spielt (Graf et al., 2004). Dabei stellte sich heraus, dal3 Neurexin ein ge-
meinsames, Ubergeordnetes synaptogenes Signal darstellt, indem es an Neuroligin-1
und -2 binden kann. Der Neurexin-Neuroligin-Komplex wirde dementsprechend das
molekulare Korrelat der héaufig beschriebenen wechselseitigen Fehlanpassung, die
wahrend der friihen Entwicklungsstadien haufig auftritt (Rao et al., 2000), verkdorpern.
Demnach mussen andere, komplementare Mechanismen existieren, die dariber
hinausgehend die Feinanpassung hinsichtlich des freigesetzten Transmitters ermaogli-
chen. In inhibitorischen Synapsen wird dieser Prozel3 vermutlich durch die Rezeptor-
aktivierung selbst ausgeldst. Personlichen Mitteilungen von Dr. Ginter Schwarz (TU
Braunschweig) zufolge konnte eine aktivierungsbedingte Rezeptorkonformationsande-
rung eine der beiden GlyR-Bindungsstellen (L2-Schleife) in Gephyrin freigeben, die so-
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dann zur Gephyrin-Dimerbildung genutzt werden kdnnte (Schwarz et al., 2004a). Dem-
gemal wirden postsynaptische Gephyrin-Aggregate nur am Ort der Rezeptoraktivie-
rung, also der zukunftigen postsynaptischen Doméane, entstehen (siehe auch 2.1.3.1).
Hieraus wird deutlich, daf3 die Mechanismen der Synapsenbildung durchaus vielseitiger

sind als bislang beschrieben.

Welchen Einflu3 die Dendritengeometrie auf diesen Prozel3 ausiben kann, wird im fol-
genden Kapitel besprochen. Darunter fallen diejenigen Mechanismen, welche die Neu-

bildung inhibitorischer Synapsen von der postsynaptischen Seite ausgehend steuern.

2.2.1 Dendritenwachstum und Synaptogenese

Bereits im Jahre 1975 machte Purpura die Beobachtung, dal3 die Gehirne geistig be-
hinderter Menschen Stérungen in der Dendritengeometrie bzw. in der Form der dendri-
tischen Dornen aufweisen (Purpura, 1975). Die Dendritengeometrie ist entscheidend an
der Verarbeitung synaptischer Signale beteiligt, indem sie die Ausbreitung postsynapti-
scher Strome den GesetzmafRigkeiten rohrenférmiger Leiter folgend entlang der Dendri-
tenmembran bis hin zum Axonhugel beeinflu3t (Whitford et al., 2002). Die entscheiden-
de Frage, ob ein kausaler Zusammenhang zwischen Dendritengeometrie und
Synaptogenese besteht, blieb jedoch unbeantwortet. Dabei ist der Entstehungsort von
beispielsweise inhibitorischen Synapsen von grofRer Bedeutung fir die Signalverarbei-
tung. Verglichen mit den inhibitorischen Synapsen, die am distalen Ende eines Dendri-
tenbaumes lokalisiert sind, werden diejenigen Synapsen, die ihre Wirkung am Neuron-
soma austben, einen viel grofReren Einfluld auf die Verhinderung der Aktionspotential-

generierung und damit der Erregungsweiterleitung haben.

Die Faktoren, die das Auswachsen von Dendriten und den Grad ihrer Verzweigung re-
gulieren, sind vielseitig. Wir konnten kurzlich herausfinden, wie sich die Zelldichte auf
die Anzahl der Primardendriten sowie deren Verastelung und Langenwachstum aus-
wirkt (Salama-Cohen et al., 2005). Die Bindung eines Notch-Liganden (Delta, Serrate,
Lag-2 (DSL)) fuhrt dabei zur Abspaltung der intrazellularen Notch-Domane (NICD), wel-
che wiederum die Hes1/5-Transkription im Zellkern stimuliert (Mumm & Kopan, 2000).
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Diese Signalkaskade ist wesentlich an der Steuerung der Zelldifferenzierung beteiligt
(Abb. 2.2-1).

Conditions Plasma Kucieus Dendritic Putative
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Abb. 2.2-1: Schematische Darstellung der Kontrolle des Dendritenwachstums Uber das Notch-p75-
Rezeptor-System. Die Hesl1/5-Transkription wird vom Notch- und p75-Rezeptor (iber NF-kappaB) kon-
trolliert und wirkt sich negativ auf das Auswachsen neuer Dendriten aus. Negativ auf die Hes1/5-Aktivitat
wirkt sich der Gegenspieler Hes6 aus. Insofern stellen geringe Zelldichte und experimentelle Deaktivie-
rung von Hes1/5 durch Hes6-Uberexpression Versuchsbedingungen dar, die das Auswachsen neuer
Dendriten sowie deren Verastelung fordern. Wird Hes1/5 jedoch aktiviert, entweder durch NGF tber den
p75-Rezeptor oder aber durch endogene Notch-Liganden bei hoher Zelldichte, wird das Langenwachs-
tum der bereits vorhandenen Dendriten geftrdert.

Hes1/5 wirkt sich dabei negativ auf das Auswachsen neuer Dendriten aus (Salama-

Cohen et al., 2005). Die Hes1/5-Aktivitat wiederum wird negativ durch den Gegenspie-
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ler Hes6 kontrolliert. Insofern férdern eine geringe Zelldichte sowie die experimentelle
Deaktivierung von Hes1/5 durch Hes6-Uberexpression das Auswachsen neuer Dendri-
ten sowie deren Verastelung. Eine Hes1/5-Aktivierung, entweder durch NGF Uber den
p75-Rezeptor oder durch endogene Notch-Liganden bei hoher Zelldichte infolge des
Zell-zu-Zell-Kontakts, fordert hingegen das Langenwachstum der bereits vorhandenen
Dendriten (Abb. 2.2-1).

Eine andere Studie ergab eine BDNF-Uberexpressions-vermittelte, p75-Rezeptor-
abhangige, Aufregulierung der Anzahl der Priméardendriten und deren Verastelungen in
transfizierten bdnf -/- Neuronen des Hippocampus (Singh et al., 2005). Wie jedoch zu-
vor gezeigt wurde, fuhrt die Gegenwart von BDNF auch zu einer Aufregulierung der
Hes1/5-mRNA (Salama-Cohen et al., 2005). Dieser Widerspruch, der sich in der
scheinbaren Konvergenz der intrazellularen Signalwege beider Neurotrophine auf
Hes1/5 aulRert, kann jedoch unter Berlcksichtigung der Tatsache, da? BDNF nur zu ei-
ner geringfligigen Aufregulierung der Hes1/5-mRNA fihrt, teilweise entkréaftet werden.
Gleichzeitig verweisen diese Ergebnisse auf die mdgliche Implikation anderer, parallel
geschalteter intrazellularer Signalwege. Interessanterweise |6st die autokrine Wirkung
von transfiziertem GFP-gekoppeltem BDNF in bdnf -/- Neuronen eine tyrosin kinase B
receptor (TrkB)-Rezeptor-vermittelte Aufregulierung der Anzahl glutaminerger
Synapsen bei gleichzeitiger Abregulierung der Anzahl GABAerger Synapsen aus. Elek-
trophysiologisch konnten wir diese Beobachtung bestéatigen, indem wir eine Verschie-
bung der Frequenz postsynaptischer Miniaturpotentiale in Richtung glutaminerg nach-
weisen konnten (Singh et al., 2005). Die Aufregulierung der Anzahl glutaminerger Sy-
napsen korreliert dabei signifikant mit dem Grad der Verastelung der Dendriten, kann
aber durch TrkB-Rezeptorblockade hiervon entkoppelt werden. Zumindest hinsichtlich
glutaminerger Synapsen wirde diese Beobachtung die Hypothese der Kopplung der

Synapsenanzahl an die Dendritengeometrie stitzen.

2.2.2 Wechselwirkungen mit anderen Neurotransmittersystemen — das Kalzium-
Interface

Kalzium-bildgebende Verfahren lieferten schon bald die Erkenntnis, daf3 die Aktivierung

von GlyR oder GABAAR erregend auf die Signalverarbeitung im ZNS wirken kann
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(Obrietan & van den Pol, 1995). Spater bestatigte sich diese Annahme in der Tatsache,
daR zu frihen Entwicklungsstadien Chloridkanale aufgrund der Abwesenheit von KCC2
(Gillen et al., 1996; Payne et al., 1996; Rivera et al., 1999) und der dadurch bedingten
Verschiebung im Chlorid-Umkehrpotential die postsynaptische Zelle depolarisieren.
Hinsichtlich der Neubildung glyzinerger Synapsen wurde erkannt, daf} die GlyR-
Aktivierung zu einem L-Typ-Kanal-vermittelten Kalziumeinstrom in das zukinftige
postsynaptische Neuron fuhrt, und dal3 dieses lokal begrenzte Kalziumsignal fur die
Neubildung glyzinerger PSD verantwortlich ist (Kirsch & Betz, 1998). Seither war jedoch
unklar, wie es nach der entwicklungsbedingten Aufregulierung von KCC2, d.h. wenn
GlyR ihre Fahigkeit verloren haben, Kalziumsignale zu generieren, noch zu einer Sy-
naptogenese kommen kann. Ebenso unbeantwortet blieb die Frage, wie das postsynap-
tische Neuron zwischen einem GlyR- und einem GABAaR-vermittelten Kalziumeinstrom
differenzieren kann. Zudem finden intrazellulare Kalziumfluktuationen auch infolge der
Aktivierung vieler anderer Rezeptorsysteme statt. Heutzutage ist bekannt, daf3 das Zell-
adhasionsmolekil Neuroligin-2 eine wesentliche Rolle in der Synaptogenese spielt
(Graf et al., 2004). Intrazellulare Kalziumfluktuationen tragen daher eher zu einer Modu-
lierung bereits vorhandener Synapsenstrukturen bei, als an deren Initierung mitzuwir-
ken. Wird in Erwagung gezogen, dald KCC2 infolge eines Hirntraumas bzw. nach L&si-
on abreguliert wird (Rivera et al., 2004), sind experimentell angefertigte Hirnschnitte als
artifizielles Praparat anzusehen, welches sich sehr gut zur Studie von Plastizitatsme-
chanismen nach Lasion eignet. Tatsachlich finden vielseitige Restrukturierungsprozes-
se in Hirnschnitten statt (Whittingham et al., 1984), beispielsweise verdoppelt sich die
Anzahl der glutaminergen Dornen im Hippocampus (Kirov et al., 1999). Wir konnten
zeigen, dal3 sich die Anzahl der inhibitorischen Synapsen im embryonalen Colliculus
Superior innerhalb kurzer Zeit (2-3 Stunden) verdoppelt (Meier et al., 2003). Diese Auf-
regulierung findet PKC-abhéangig statt und reagiert empfindlich auf Antagonisten des L-
Typ-Kalziumkanals, des GlyR sowie des GABAAR. Die Blockade dieser Kanale fuhrt je-
doch zu einer Verstarkung der Lasions-induzierten Neubildung inhibitorischer Sy-
napsen. Demnach stand unsere Beobachtung zunachst im Widerspruch zu den von Jo-
achim Kirsch veroffentlichten Daten zur Kalziumabhéngigkeit der inhibitorischen Synap-
togenese (Kirsch & Betz, 1998).
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Interessanterweise konnten wir feststellen, daf3 nicht nur solche Eingriffe, die kausal
unmittelbar mit den Komponenten inhibitorischer Synapsen verknupft sind, die Synap-
togenese stimulieren, sondern dald sich auch die Blockade von mGIuR der Gruppe |
forderlich auf die Neubildung inhibitorischer Synapsen auswirkt (Walter et al., 2005).
Dementsprechend mul3te es einen gemeinsamen Nenner in der Signalkaskade geben,
die zur Lasions-induzierten Aufregulierung der Anzahl inhibitorischer Synapsen flhrt.
Kalzium-bildgebende Verfahren haben schliel3lich ergeben, dal’ der intrazellulare Kalzi-
umspiegel infolge der L&sion auf sehr hohe Werte ansteigt, um im Zuge des sogenann-
ten slice recovery wieder auf physiologische Werte abzusinken. Durch den Zusatz von
MGIuR-Guppe-I-Antagonisten wahrend des slice recovery konnten wir den Abfall des
intrazellularen Kalziums auf physiologische Werte beschleunigen (Walter et al., 2005).
Die Gegenwart von mGIuR-Gruppe-I-Antagonisten fuhrte auch zu einer Erh6hung der
PKC-Aktivitat, welche wir im myristoylated alanine-rich C-kinase substrate (MARCKS)
Phosphorylierungsversuch nachweisen konnten (Walter et al., 2005). Interessanterwei-
se fuhren NMDAR-Antagonisten auch zur Erh6hung der PKC-Aktivitat (Tremblay et al.,
2000). Wie sich herausstellte, ist dieses paradoxale Ph&dnomen auf einen Schutz der
PKC vor ihrer Degradierung durch pathologisch erhdhtes intrazellulares Kalzium zu-
rackzufihren (Durkin et al., 1996; Durkin et al., 1997; Tremblay et al., 2000). Ziehen wir
die Kalziumabhangigkeit sowohl der PKC-Aktivierung (Bell, 1986) als auch der PKC-
Inaktivierung in Betracht, ergibt sich folgende Arbeitshypothese zur Kalziumabhangig-

keit der inhibitorischen Synaptogenese (Abb. 2.2.2-1).

A

PKC
Rekrutierung

PKC
Depletion

PKC Aktivitat,
Synaptogenese

Kalzium intrazellular

Abb. 2.2.2-1: Arbeitshypothese zur Kalziumabhéangigkeit der inhibitorischen Synaptogenese. Die Neubil-
dung inhibitorischer Synapsen geht mit einer PKC-Aktivierung einher. Der optimale Wirkungsbereich der
PKC (gestrichelte Linie) ergibt sich zum einen aus der Kalziumabhangigkeit der PKC-Aktivierung und
zum anderen aus der Kalziumabhangigkeit der PKC-Depletion durch Degradierung.
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Dementsprechend wirde ein optimaler PKC-Wirkungsgrad aus einer mittleren physio-
logischen intrazellularen Kalziumkonzentration resultieren. Geringere Kalziumspiegel
wurden die Aktivierung der PKC einschranken, ebenso wie unphysiologisch hohe Kalzi-
umspiegel, wie sie beispielsweise nach Lasion vorliegen, zur PKC-Degradierung und

-Depletion fihren wirden.

Es ist bekannt, dal3 die Phosphorylierung des Mikrotubuli-assoziierten Proteins 2
(Map2) zu Anderungen in der Dendritengeometrie fiilhren kann, wobei die PKC-
vermittelte Map2-Phosphorylierung die Verastelung der Dendriten fordert (Hoshi et al.,
1988; Diez-Guerra & Avila, 1993; Diez-Guerra & Avila, 1995; Guo et al., 2001; Schrenk
et al., 2002). Wie bereits in Paragraph 2.2.1 erwahnt, gibt es Evidenzen fir einen kau-
salen Zusammenhang zwischen Dendritengeometrie und Synaptogenese. Ein weiteres
Argument fir die Validitat einer solchen Kopplung ergibt sich aus der Tatsache, dal die
Synapsenbildung im Laufe der Entwicklung homogen verlauft. Hat das Axon das Ziel-
gebiet erreicht, gibt es keine Praferenz hinsichtlich des Ortes der Synapsenbildung am
Dendriten (de Lima et al., 1997). Erst im Laufe der erfahrungsbedingten Restrukturie-
rung des Gehirns und der damit einhergehenden Synapseneliminierung findet ein Se-
lektionsprozel} statt, welcher dem “endgultigen raumlichen Synapsenmuster zugrunde
liegt (Wong & Ghosh, 2002). In diesem Zusammenhang wurde sogar die Existenz eines
ubergeordneten Synapsen-induzierenden Mechanismus (2.2) vorgeschlagen, der glei-
chermal3en die glutaminergen wie auch die GABAergen Synapsenbildungen vereinen
wirde (Rao et al., 2000). Ist das rdumliche Muster der Synapsenbildung das Ergebnis
eines Zufallsprozesses, in Analogie zum diffusion-trap-Modell (siehe 2.1.2), dann wirde
mit zunehmendem Ausmald der Dendritenverastelung auch die Wahrscheinlichkeit der
Kontaktaufnahme mit der prasynaptischen Afferenz ansteigen. Insofern kdénnten Fakto-
ren, die eine zunehmende Dendritenverastelung bedingen, den Zuwachs an inhibitori-
schen Synapsen nach Lasion erklaren. Zudem kdnnte das raumliche Verteilungsmuster
der Zelladhasionsmolekile Neuroligin-1 und -2 Uber den Dendritenbaum den Ort der
Ausbildung von glutaminergen und GABAergen Synapsen beeinflussen, indem es die

Wahrscheinlichkeit der Zelladhasionsmolekl-vermittelten Kontaktaufnahme beeinfluf3t.
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