Molekulare Plastizitat inhibitorischer Synapsen im ZNS:
Rezeptorverankerung und Synaptogenese

3. Ubergreifende Diskussion

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.

3.1 Historischer Hintergrund

Die Sichtweise des Gehirns hat sich seit dem neunzehnten Jahrhundert grundlegend
geandert. Die bahnbrechenden Entdeckungen des tschechischen Physiologen Johan-
nes Purkinje im Jahr 1837 legten den Grundstein fur die Neurondoktrin. Erstmals war es
gelungen, einzelne Neurone, die sogenannten Purkinje-Neurone im Kleinhirn, sichtbar
zu machen (Purkinje, 1837). Im Jahr 1865 schliel3lich war es Otto Friedrich Karl Deiters,
der die multiplen Auslaufer eines Motoneurons darstellen konnte. Er beschrieb zwei
verschiedene Arten zellularer Auslaufer, namlich die multiplen Auslaufer variabler Geo-
metrie und die singuléaren unverzweigten réhrenférmigen Auslaufer. Mit dieser Beobach-
tung konnte er schon vor 140 Jahren zwischen Dendriten und Axonen differenzieren.
Wahrenddessen entwickelte Claude Bernard das Konzept der synaptischen Transmis-
sion. Seine Erkenntnis, dald Curare am motorischen Nerv und nicht am Muskel wirkt, er-
forderte die Gegenwart von Signallbertragungsstellen zwischen den zellularen Einhei-
ten Nerv und Muskel (Bernard, 1856). Zwei Theorien hinsichtlich der Struktur-Funktion-
Beziehungen im Gehirn waren geboren. Eine Gruppe von Wissenschaftlern verteidigte
die retikulare Theorie, nach der das Gehirn aus einer einheitlichen Masse bestand. Die
andere Fraktion glaubte an die Existenz funktioneller Einheiten. Die Pionierarbeiten von
Camillo Golgi, der selbst an die retikulare Theorie glaubte, erbrachten schlief3lich den
endgultigen Beweis fur die Neurondoktrin. Ihm war es anhand einer neuartigen, selbst
entwickelten Technik gelungen, die sogenannten Golgizellen darzustellen (Golgi, 1873).
Glucklicherweise waren es nur einige wenige Neurone, die mit einer Kombination von
Kalium(di)chromat und Silberimpragnierung gefarbt werden konnten, denn dadurch
konnten sie in vollem morphologischen Umfang dargestellt werden. Darauf aufbauend
konnten schlielich Ramon y Cajal und Sir Charles Sherrington festellen, dal® die funk-

tionellen Einheiten Uber Zell-zu-Zell-Kontakte miteinander kommunizieren. Der Termi-
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nus “Synapsis”, welcher spater im Zuge der Anglifizierung in “Synapse"“ Gibersetzt wur-
de, war eingefuhrt worden (Sherrington, 1897). Ein halbes Jahrhundert spéater lieferte
die Elektronenmikroskopie die ersten Einsichten in die Ultrastruktur einer Synapse
(Palade & Palay, 1954).

3.2 Die postsynaptische Rezeptorverankerung ist dynamisch und reversibel

Fortan gewahrten morphologische Analysen zunehmend detailliertere Einblicke in die
Struktur des Gehirns. Die auf diese Weise entstandene statische Sichtweise des Ge-
hirns vermittelte jedoch zunachst ein falsches Bild vom Zusammenspiel der einzelnen
funktionellen Einheiten sowohl auf zellularer als auch auf subzellularer Ebene. Mit der
Darstellung von GlyR in lebenden Neuronen gelang es erstmals, einen Eindruck tber
die Dynamik, welche der subzellularen Lokalisierung dieser Rezeptoren zugrunde liegt,
zu gewinnen (Meier et al., 2001). Wir konnten zeigen, dal3 postsynaptische GlyR-
Anhaufungen keineswegs statisch zu interpretieren sind. Im Gegenteil, die postsynapti-
sche GlyR-Stabilisierung ist reversibel. Dementsprechend konnen die sich lateral in der
Plasmamembran beweglichen GlyR durch Interaktion mit einem postsynaptischen
Gephyrin-Aggregat solange lokal stabilisert werden, bis sie sich schlie3lich wieder da-
von losen und weiterdiffundieren (Meier et al., 2001). Hierauf aufbauende Studien ha-
ben gezeigt, dal3 die GlyR-Bewegung sogar innerhalb eines postsynaptischen Gephy-
rin-Aggregats durch unterschiedliche Diffusionskonstanten gekennzeichnet ist (Dahan
et al., 2003). Dabei verlangsamt das Eindringen der Rezeptoren in ein postsynaptisches
Gephyrin-Aggregat die Diffusionsgeschwindigkeit mit zunehmender Eindringtiefe. Diese
Erkenntnis des dynamischen und reversiblen Charakters der postsynaptischen GlyR-
Verankerung fand in anderen Neurotransmitter-Rezeptorsystemen zunehmend Bestéti-
gung. Die Oberflachendiffusion von GIuUR und mGIuR wird in vergleichbarer Weise
durch die Bindung an die entsprechenden postsynaptischen Ankerproteine beeinfluf3t
(Serge et al., 2002; Tardin et al., 2003). Hinsichtlich ihrer postsynaptischen Stabilisie-
rung reagieren GIuR und mGIuR jedoch unterschiedlich auf Rezeptoraktivierung. GIuR
werden in ihrer Oberflachendiffusion infolge der Rezeptoraktivierung eingeschrankt
(Borgdorff & Choquet, 2002), wohingegen die Oberflachendiffusion von mGIuR zunimmt
(Serge et al., 2002). Weiterhin unbekannt ist jedoch, wie sich die GlyR-Aktivierung auf

die Oberflachendiffusion selbiger auswirkt. Dies herauszufinden wére besonders inter-
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essant hinsichtlich der Kalzium-Abhangigkeit der postsynaptischen GlyR-Stabilisierung

und Synaptogenese (siehe 2.2.2).

3.3 Regulierung der postsynaptischen Rezeptorverankerung

Die Dynamik und Reversibilitat der postsynaptischen GlyR-Verankerung ist insofern er-
staunlich, als bisherige morphologische Studien ein vorwiegend statisches Bild postsy-
naptischer Rezeptoren vermittelten. Dartber hinaus wurde die GlyR-Gephyrin-Bindung
in vitro als auRerst stabil beschrieben (Pfeiffer et al., 1982). Dementsprechend mul3 es
Neuron-interne Mechanismen geben, die zu einer Abschwéachung der GlyR-Gephyrin-
Bindung fuhren. Tatsachlich konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dal3 die
molekulare Vielfalt, die durch das Spleil3en der Gephyrin-mRNA entsteht, einen wesent-
lichen Einflul auf die Stabilitdt der postsynaptischen GlyR-Verankerung ausibt. Wir
konnten eine Gephyrin-Variante isolieren und klonieren, welche durch Hinzufligen einer
13 Aminosauren langen Sequenz (C5-Kassette) entsteht und sich nachteilig auf die
GlyR-Bindung auswirkt (Meier et al., 2000a). Schliel3lich stellte sich heraus, dal? diese
C5-Gephyrin-Variante vorwiegend in GABAergen postsynaptischen Doménen anzutref-
fen ist (Meier & Grantyn, 2004a). Somit sorgt die Gegenwart der C5-Gephyrin-Variante
in GABAergen Synapsen durch ein GlyR-Ausschlu3verfahren fur die wechselseitige
Anpassung von Pr&- und Postsynape hinsichtlich des freigesetzten Neurotransmitters.
C5-Gephyrin ist jedoch auch zu geringeren Anteilen in gemischten glyziner-
gen/GABAergen und rein glyzinergen Synapsen anzutreffen. Es ist daher davon auszu-
gehen, dall C5-Gephyrin auch an der Regulierung der postsynaptischen GlyR-
Verankerung gegenuiber Glyzin-Freisetzungsstellen beteiligt ist. Die Regulierung der
postsynaptischen GABAaR-Verankerung hingegen gestaltet sich vielseitiger. Einerseits
schlugen seither samtliche Versuche fehl, eine Gepyhrin-Variante zu isolieren, die direkt
mit einer der GABAAR-Untereinheiten interagieren kann. Andererseits spielen posttrans-
lationale Veradnderungen wie beispielsweise Phosphorylierung eine wesentliche Rolle
bei der postsynaptischen GABAaR-Verankerung. Die GABAAR-y2-Untereinheit wird zur
postsynaptischen Rezeptorverankerung bendtigt (Essrich et al., 1998). Sie liegt in den
zwei Varianten y2S und y2L vor, wobei die y2L-Untereinheit durch Hinzufiigen einer 8
Aminosauren langen Sequenz in die zytoplasmatische Schleife zwischen Trans-

membrandomanen 3 und 4 entsteht (Whiting et al., 1990). Innerhalb dieser 8 Aminosau-
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ren befindet sich eine Serin-/Threonin-Proteinkinase-Konsensussequenz (Moss et al.,
1992). Die physiologische Relevanz des GABAAR-y2-mRNA-Spleil3ens wurde erstmals
in der klinischen Forschung beschrieben. In Schizophreniepatienten wurde eine
Veranderung im Verhdltnis y2S-zu-y2L zugunsten der y2L-Untereinheit festgestellt
(Huntsman et al., 1998). Gleichzeitig findet eine Abregulierung der Expressionsstarken
des GABA-Transporters GAT1 sowie des GABA-synthetisierenden Enzyms GADG67
statt, welche sich in einer Abschwachung der GABAergen Hemmung widerspiegelt
(Volk & Lewis, 2002). Mdoglicherweise ist die Aufregulierung der y2L-Untereinheit in
Schizophreniepatienten als Bestandteil eines kompensatorischen Mechanismus
anzusehen, denn die y2L-Untereinheit ist signifikant effektiver hinsichtlich der
postsynaptischen GABAaR-Verankerung (Meier & Grantyn, 2004b). Zudem weisen
transgene Mause, welche ausschliel3lich die y2S-Untereinheit exprimieren, eine niedri-
gere Schwelle zur Entwicklung von Angstzustanden auf (Quinlan et al., 2000). Es
besteht also kein Zweifel daran, dal3 alternatives SpleiRen der GABAAR-y2-Untereinheit
(patho-)physiologisch relevant ist. Die Effizienz der postsynaptischen Verankerung der
GABAAR-y2-Untereinheit kann durch  Phosphorylierung der Serin-/Threonin-
Proteinkinase-Konsensussequenz innerhalb der y2L-Untereinheit noch gesteigert wer-
den (Meier & Grantyn, 2004b). Diese y2L-vermittelte Regulierung der postsynaptischen
GABAaR-Verankerung wird sich jedoch vorwiegend in fortgeschrittenen Entwi-
cklungsstadien auswirken, denn die y2L-Untereinheit wird in juvenilem Gewebe nicht
exprimiert (Roberts & Kellogg, 2000; Henneberger et al., 2005). Daher ist davon auszu-
gehen, dall neben der GABAaR-y2-Untereinheit andere GABAaR-Untereinheiten
regulatorisch in die postsynaptische Rezeptor-Verankerung eingreifen. Ein Kandidat
hierfir stellt die GABAAR-B3-Untereinheit dar. Sie akkumuliert in postsynaptischen Do-
manen wahrend der in vitro-Differenzierung von Neuronen des Hippocampus zeitlich
vor und unabhéangig von der GABAaR-y2-Untereinheit (Danglot et al., 2003). Zudem
konnte gezeigt werden, daf3 die GABAaR-B3-Untereinheit in transfizierten humanen
embryonalen Nierenzellen (HEK293) mit Gephyrin-Aggregaten kolokalisiert (Kirsch et
al., 1995).
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3.4 Plastizitat inhibitorischer Synapsen

Die zuvor beschriebenen regulatorischen Mechanismen der postsynaptischen GlyR-
und GABAaR-Verankerung dienen einerseits der wechselseitigen Anpassung von Préa-
und Postsynapse hinsichtlich des freigesetzten Neurotransmitters und andererseits der
Feineinstellung der postsynaptischen Antwortfahigkeit. Méglicherweise liefern sie damit
auch eine Erklarung fur die Variabilitat der postsynaptischen Antwort auf evozierte Neu-
rotransmitterfreisetzung (Kirischuk et al., 1999a). Die Plastizitat des inhibitorischen Sys-
tems stellt eine Grundvoraussetzung fur die Entstehung adaptiver Prozesse im ZNS
dar. Um diese eingehender zu studieren, haben wir die Auswirkungen pharmakologi-
scher Manipulationen in einem Lasionsmodell studiert, welches erstmals von Kristen
Harris und Kollegen vorgestellt wurde (Kirov et al., 1999). Harris und Kollegen konnten
zeigen, dal3 wahrend der Inkubation von Hirnschnitten in ACSF vielseitige Reorganisa-
tionsprozesse stattfinden. Beispielsweise verdoppelt sich die Anzahl glutaminerger Dor-
nen wahrend dieser sogenannten slice recovery (Kirov et al., 1999). Wir haben heraus-
gefunden, dal? sich auch die Anzahl GABAerger Synapsen im Schnittpraparat des
embryonalen Superior Colliculus wahrend der slice recovery verdoppelt (Meier et al.,
2003). Damit ist dieses Versuchsmodell zur Studie der Mechanismen, welche solchen
Reorganisationsprozessen zugrunde liegen, sehr gut geeignet. Gleichzeitig zeigen die-
se Erkenntnisse, dald der Synapsenneubildungsprozeld ahnlich wie die postsynaptische
Rezeptorverankerung hochdynamisch ist. Glutaminerge Synapsen kdnnen sogar inn-
herhalb von 30 Minuten entstehen (Niell et al., 2004). Durch die pharmakologische Ma-
nipulation ausgewahlter Signalsysteme wéahrend der slice recovery erkannten wir, dai3
sich GABAAR- und L-Typ-Kalziumkanal-Aktivierung nachteilig auf die Neubildung
GABAerger Synapsen auswirkt. Diese Beobachtung war insofern unerwartet (siehe
2.2.2), als Heinrich Betz und Kollegen das Erfordernis einer L-Typ-Kalziumkanal-
Aktivierung fur die Synapsenneubildung zeigten (Kirsch & Betz, 1998). Die eingehende-
re Analyse der wahrend der slice recovery stattfindenden Kalzium-abhangigen Prozes-
se ergab jedoch schlief3lich, dal3 die Neubildung inhibitorischer Synapsen im wesentli-
chen von der PKC-Aktivitat gesteuert wird (Meier et al., 2003). Die Aktivitdt membran-
standiger PKC hangt wiederum vom intrazellularen Kalziumspiegel ab. Wéahrend der
ersten Stunden der slice recovery sind Neurone im Schnitt depolarisiert und weisen ei-

ne deutliche Erhdéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration auf (Walter et al.,
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2005). Diese Erhohung des intrazellularen Kalziumspiegels I6st eine PKC-Depletion
aus, welche durch pharmakologische Blockade von GABAAR, L-Typ-Kalziumkanélen
und sogar mGIuR wéhrend der slice recovery verhindert werden kann (Walter et al.,
2005). Die pharmakologischen Manipulationen fiilhren damit indirekt zu einer Erhéhung
der Aktivitatt membranstandiger PKC und fordern die Neubildung inhibitorischer
Synapsen. Mit dieser Beobachtung bestatigten wir friihere Untersuchungen, nach de-
nen eine GluR-Aktivierung bereits innerhalb von 15 Minuten zu einem Kalzium-
bedingten Verlust membranstandiger PKC-Aktivitat fuhrt (Durkin et al., 1996). Interes-
santerweise leitet eine PKC-Depletion auch das Absterben von Neuronen ein (Durkin et
al., 1997). Die intrazellulare Kalziumhomdoostase wird dadurch zu einem Primarziel in
der Entwicklung neuroprotektiver Therapien (siehe 3.5). Im Hinblick auf die Neubildung
inhibitorischer Synapsen wahrend der slice recovery ist bekannt, dal} die PKC-
Aktivierung die axonalen (Kabir et al.,, 2001; Rosdahl et al., 2002) und dendritischen
(Schrenk et al., 2002) Verastelungen begtinstigt. Zunehmende dendritische Verastelun-
gen werden schlief3lich die Neubildung inhibitorischer Synapsen férdern, indem sie die
Kontaktoberflache am rezeptiven Neuron vergrof3ern. Unsere Beobachtung, wonach die
Anzahl der Synapsen mit dem Ausmald der Dendritenverastelung korreliert (Singh et al.,
2005), spricht fur diese Annahme. Die Mechanismen, welche die Dendritenverastelung
beeinflussen, sind jedoch vielseitiger. Diesbeziiglich konnten wir feststellen, dal3 sich
auch die Zelldichte auf die Anzahl der Primardendriten sowie deren Veréstelung und
Langenwachstum auswirkt (Salama-Cohen et al., 2005). Die Vergrof3erung der rezepti-
ven dendritischen Flache vermittelt jedoch keine Spezifitat in Bezug auf die Synapsen-
neubildung. Insofern missen weitere, Spezifitdt-vermittelnde Mechanismen existieren.
In diesem Zusammenhang wurde deutlich, dal3 es bestimmte Zelladh&sionsmolekiile
sind, die einen spezifischen Beitrag zur inhibitorischen Synaptogenese leisten. Es sind
dies die Zelladhasionsmolekile Neurexin und Neuroligin. Neuroligin-1 hat die Eigen-
schaft, die prasynaptische Differenzierung glutaminerger Terminalien zu induzieren
(Scheiffele et al., 2000; Fu et al., 2003), wohingegen Neuroligin-2 spezifisch die Ent-
wicklung inhibitorischer prasynaptischer Terminalien bewirkt (Varoqueaux et al., 2004;
Graf et al., 2004). Die Mechanismen, welche in die Lasions-induzierte Restrukturierung
neuronaler Netzwerke eingreifen, sind demnach vielseitig und betreffen verschiedene

Ebenen der intra- und interzellularen Signalverarbeitung. Die intrazellulare Kalzium-
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homdostase betrifft Veranderungen, welche Zelldifferenzierung, Zelltod und Neuriten-
wachstum umfassen, wohingegen die Spezifitat hinsichtlich der wechselseitigen Anpas-
sung zwischen pra- und postsynaptischen Domanen durch die Interaktion bestimmter
Zelladhasionsmolekilpaare auf interzellularer Ebene gewahrleistet wird.

3.5 RNA-Editierung und neuroprotektive Therapieanséatze

Wie schon in Paragraph 3.4 erwahnt, stellt die intrazellulare Kalziumhomoostase ein
zukUnftiges Primarziel in der Entwicklung neuroprotektiver Therapien dar. In diesem
Zusammenhang ist erwahnenswert, dal3 die gezielte Manipulation intrazellularer
Kalziumspiegel einen groRen Stellenwert in der Behandlung von Hypererregbarkeitser-
krankungen sowie in der Pravention neurotoxischer Prozesse einnehmen wird (Pisani et
al.,, 2004). Daher schatzen wir die Entdeckung einer hocheffizienten GlyR-a3-
Untereinheit als aul3erst bedeutsam ein (Meier et al., 2005). Verglichen mit der ur-
sprunglich publizierten DNA-Sequenz (Kuhse et al., 1990) tragt diese atypische GlyR-
a3-Untereinheit ein Uracil an Position 554 anstelle eines Cytidins. Dieser Einzelnukleo-
tidpolymorphismus zieht schliel3lich die Aminosauresubstitution Prolin-zu-Leucin an Po-
sition 185 (P185L) nach sich. GlyR-a3p1s5. zeichnet sich durch eine deutlich erhdhte
apparente Affinitat gegeniber den Agonisten Glyzin und Taurin aus. Die Wirksamkeit
des Cytidindeaminase-Antagonisten Zebularine sowie die Abwesenheit des Einzel-
nukleotidpolymorphismus vom Genom sprechen dafir, dal3 GlyR-a3p1s5. das Ergebnis
einer C-zu-U-mRNA-Editierung ist. Dank der Prionierarbeiten von Peter Seeburg und
Kollegen wurde bereits in den 90er Jahren erkannt, dal3 RNA-Editierungsprozesse eine
wesentliche Rolle bei der Signalverarbeitung im ZNS spielen (siehe 1 und 2.1.3.3)
(Seeburg & Hartner, 2003). Interessanterweise ist das GlyR-a3p1gs -Vorkommen regu-
lierbar. Wahrend der slice recovery von juvenilen Superior Colliculus-Schnitten, in de-
nen die Wirkungsweise von Chloridkanélen bereits hyperpolarisierend ist, findet eine
Aufregulierung des a3pissi-Vorkommens statt. In adulten Schnitten des Superior
Colliculus hingegen findet eine Abregulierung des a3p1gs -Vorkommens statt. Wie be-
reits in Paragraph 3.4 erwahnt, ist die Mehrheit der Neurone wahrend der slice recovery
stark depolarisiert und weist erhéhte intrazellulare Kalziumspiegel auf. Gleichzeitig ist
bekannt, daf? die neuronale intrazellulare Kalziumpufferkapazitat stetig bis hin zu adul-

ten Entwicklungsstadien abnimmt (Fierro & Llano, 1996). Demzufolge kdnnte die intra-
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zellulare Kalziumpufferkapazitat eine wesentliche Rolle bei der Regulierung des a3pigs -
Vorkommens spielen. Zumindest spricht die Abregulierung des a3p1gs -Vorkommens in
Hirnschnitten, die in Nifedipin-haltiger ACSF inkubiert wurden, fir diese Arbeitshypothe-
se. Moglicherweise paldt sich das a3pigs -Vorkommen an den intrazellularen Kalzium-
spiegel an und wird somit zum Angriffspunkt in der Therapie und Préavention von Hyper-
erregbarkeitserkrankungen. Leider wissen wir bislang jedoch nicht, wie das a3pigs.-
Vorkommen pharmakologisch aufreguliert werden kann. Weiterhin ist zu bedenken, daf3
in der Krebstherapie versucht wird, DNA-Hypermethylierung und damit das silencing
von Tumorsupressorgenen mittels Zebularine zu unterbinden (Esteller, 2005). Neben
seiner Eigenschatft, die Cytidindeaminase zu blockieren, hemmt Zebularine die Hyper-
methylierung von CpG-islands innerhalb bestimmter Tumorsupressorgene und ruft da-
durch eine gesteigerte Transkription dieser Gene hervor. Dies wirde bedeuten, daf3 ei-
ne Zebularine-basierte Krebstherapie das Auftreten von Hypererregbarkeitserkrankun-
gen moglicherweise begunstigen konnte. Dies ist und wird jedoch Gegenstand unserer

zukUnftigen Forschungsaktivitaten sein.
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