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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation wurden Mausmutanten zur in vivo Funktionsanalyse von
AMPA-Rezeptorkanilen mit fehlender GluR-C Untereinheit generiert. Die Mauslinien RC2
und RC3 sollen die konditionale und zellspezifische Eliminierung von GluR-C durch in das
GluR-C Gen eingebrachte loxP-Elemente ermdglichen. In der Mauslinie RC1 wurde GluR-C
im Gesamtorganismus eliminiert. Die Deletion von GluR-C fiihrte in RC1 Maiusen zu
Verhaltensbeeintrachtigungen in Angstkonditionierung und feinmotorischer Koordination, die
moglicherweise durch verinderte AMPA-Rezeptor vermittelte Reizweiterleitung im
limbischen System und im Kleinhirn verursacht wurden. Bei der Analyse der hippokampalen
Verschaltungen wurde zu keinem Entwicklungsstadium eine Funktionseinschrankung der
durch AMPA-Rezeptoren vermittelten Prozesse, inklusive der Langzeitpotenzierung,
beobachtet, obwohl sich das Fehlen von GluR-C in einer selektiven Reduktion von GluR-B
Untereinheiten, besonders im jungen Tier, bemerkbar machte. Gleichzeitig wurde eine
Anreicherung der GluR-B Untereinheit in den Zellkdrpern von Prinzipalneuronen des
Hippokampus beobachtet, was auf eine Rolle von GluR-C fiir die AMPA-Rezeptor Verteilung
im Dendritenbaum hinweist. In den Purkinjeneuronen des Kleinhirns liel sich eine
somatische GluR-B Anreicherung nach dem Verlust von GluR-C nicht beobachten, was auf
unterschiedliche AMPA-Rezeptor Transportmechanismen in Kleinhirn und Hippokampus
hindeuten konnte. Dies konnte durch Mause, denen sowohl GluR-A als auch GluR-C fehlt,
bestitigt werden. Auch in GluR-A/C defizienten Méusen lokalisierten GluR-B Untereinheiten
in Purkinjezellen nach wie vor im Dendritenbaum, wihrend sie in CA1-Pyramidalneuronen
noch stirker somatisch akkumulierten und der Grof3teil der GluR-B Untereinheiten nicht {iber
mediale Golgi-Kompartimente hinaus prozessiert wurde. Infolgedessen war die AMPA-
Rezeptor vermittelte, synaptische Reizweiterleitung in CAl-Pyramidalzellen kaum noch
nachweisbar. Nach tetanischer Stimulation konnte in GluR-A/C defizienten Mausen keine
Langzeitpotenzierung an hippokampalen CA3/CA1l Synapsen induziert werden, die jedoch
nach experimenteller Depolarisation der postsynaptischen Zelle im “Pairing” Protokoll immer
noch erreicht wurde. Dies weist darauf hin, da3 AMPA-Rezeptoren im jungen Tier fiir die
Initiierung synaptischer Reizverstirkung an CA3/CA1 Synapsen des Hippokampus benotigt
werden, nicht aber fiir die Aufrechterhaltung von Langzeitpotenzierung. Erstaunlicherweise
waren diese Méuse, trotz des Verlustes von AMPA-Rezeptor vermittelter Transmission, bis
zur Pubertdt lebensfdhig und wiesen keine morphologischen Abnormitdten in der
Entwicklung hippokampaler und cerebelldrer Strukturen auf. Dies zeigt, da3 die Etablierung
zelluldrer Strukturen auch ohne erregende Reizweiterleitung durch AMPA-Rezeptoren

stattfinden kann.
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Einleitung

1. Einleitung

Nahezu alle Korperfunktionen werden durch das Nervensystem gesteuert. Nervenzellen
kontrollieren die Koordination des Bewegungsapparates, sowie die Aktivitit endo- und
exokriner Driisen. Sensorische Nervenzellen empfangen Signale der Umwelt und der
Korperorgane und leiten diese zur Weiterverarbeitung an hohere Nervenzentren. Das Gehirn,
als komplexe Schaltzentrale, enthlt rund eine Billion (10'?) Neurone, die durchschnittlich mit
je 1000 anderen Nervenzellen Kontakte ausbilden. Die grundlegende Funktion von
Nervenzellen liegt in der Weiterleitung, Speicherung und Verarbeitung von Informationen,
die sie als elektrische oder chemische Signale erhalten. Die schnelle elektrische Ubertragung
durch Gap-Junctions erfolgt nahezu ohne zeitliche Verzégerung und ermdglicht den direkten
Austausch von Ionen zwischen Nervenzellen. Im Vergleich dazu kénnen chemische Synapsen
schnell oder langsam sein, sie konnen erregend oder hemmend wirken. Ein ankommendes
Aktionspotential in der Prisynapse von Nervenzellen fithrt zum Einstrom von Ca”"-Ionen in
die prasynaptische Endigung. Die Calcium-Ionen 16sen eine vesikuldre Ausschiittung von
Neurotransmittern in den synaptischen Spalt aus, die mehrere tausend Transmittermolekiile
aus jedem synaptischen Vesikel freisetzt. Die Neurotransmitter binden an der Postsynapse an
langsame G-Protein gekoppelte Rezeptoren oder schnelle ligandengesteuerte lonenkanéle. Die
Bindung des Neurotransmitters an schnelle, erregende Ionenkanéle fiihrt in der Regel zum
Einstrom von Na'-Ionen in die Postsynapse, wodurch die Membran depolarisiert wird. Die
Bindung an schnelle, hemmende Ionenkanéle fiihrt in der Regel zum Einstrom von Cl'-Ionen,
was zu einer Hyperpolarisation der Membran fiihrt. Obwohl die Signaliibertragung an
chemischen Synapsen mit einer zeitlichen Verzogerung von etwa 0,3ms stattfindet, besitzen
chemische Synapsen den entscheidenden Vorteil Signale verstirken und abschwéchen zu
konnen. Postsynaptische Zellen empfangen hemmende und erregende Informationen von
multiplen prasynaptischen Nervenendigungen. Die Erzeugung eines Aktionspotentiales hingt
von der rdumlichen und zeitlichen Integration der eingehenden Signale in der

postsynaptischen Zelle ab.



Einleitung

Der wichtigste erregende Neurotransmitter im Zentralnervensystem ist die Aminosdure L-
Glutamat (Dingledine et al.,1999), der wichtigste hemmende Neurotransmitter ist y-Amino-
Buttersdure (GABA) (Bormann, 2000). Die langsame, indirekte Form der chemischen Signal-
Transmission, erfolgt durch G-Protein gekoppelte, metabotrope Rezeptoren (Nakanishi, 1992)
und moduliert die synaptische Ubertragung durch die Auslésung von “second messenger”

Kaskaden (Fagni et al., 2000).

1.1 Glutamat gesteuerte Ionenkanile

Die schnelle, chemische Signaliibertragung wird durch ionotrope Glutamatrezeptoren
vermittelt. Die funktionelle Modulierbarkeit glutamaterger Synapsen spielt eine wesentliche
Rolle bei unterschiedlichen Vorgidngen im Zentralnervensystem, wie sensorische
Signaliibertragung (Cardozo et al., 1991), Lernvorginge (Maren und Baudry, 1995) und die
Gedéchtnisbildung (Asztely und Gustaffson, 1996). Basierend auf ihrer Sequenzhomologie in
den kanalformenden Doménen wird angenommen, dal} ionotrope Glutamatrezeptoren mit
dem KcsAK™ Kalium-Kanal aus Streptomyces, der aus vier individuellen Untereinheiten
besteht (Doyle et al.,1998), strukturverwandt sind. In Sdugetieren wurden bisher 18
verschiedene Glutamat-Rezeptor Untereinheiten identifiziert, die entsprechend ihrer
Sequenzhomologie und pharmakologischen Eigenschaften in L-a-Amino-3-hydroxy-5-
methylisoxazol-4-propionsdure- (AMPA), Kainat-, und N-methyl-D-Aspartat- (NMDA)
Rezeptoren eingeteilt wurden (Dingledine et al.,1999). Eine vierte Familie von Delta-
Rezeptoren ist in der Aminosduresequnez zu 15-25% mit Glutamat-Rezeptoren verwandt
(Sprengel et al., 2001). Obwohl Delta-Untereinheiten in vitro keine funktionellen Rezeptoren
formen, fiihrt in der ,,Lurcher“-Maus Mutante eine Mutation in der Delta 2-Untereinheit zu
starken konstitutiven Einwirtsstromen, die als Modell fiir Ubererregbarkeit von
Nervenendigungen gelten. Die vorraussichtliche Molekiilstruktur von ionotropen Glutamat-
Rezeptoren (Abb 1) besteht aus einem grossen extrazelludren N-Terminus, der essentiell fiir
die korrekte Assemblierung von Rezeptor Komplexen ist (Ayalon und Stern-Bach 2001) und
mit einer carboxy-terminal gelegenen Region die Glutamatbindungsstelle bildet. lonotrope
Glutamat-Rezeptoren enthalten drei Transmembrandoméinen (M1, M3 und M4), sowie eine,
der zytosolischen Seite zugewandte, in die Membran ragende Schleife (M2), die an der
Kanalbildung beteiligt ist und die Ionenselektivitit des Rezeptors bestimmt (Hollmann und

Heinemann, 1994; Dingledine et al., 1999). Der Carboxy-Terminus ist intrazelluldr lokalisiert
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und interagiert mit einer Reihe von Proteinen in der postsynaptischen Spezialisierungsregion,
die gerichteten Transport und Lokalisation von Glutamat-Rezeptoren regulieren (Sheng und

Sala, 2001; Tomita et al., 2001).

M1 M3 Fa

Abbildung 1: Funktionelle Doménen von Glutamat-Rezeptor Untereinheiten. Der extrazellulare NH,-Terminus
(N-T) wird gefolgt von einer 400 Aminosdure grofen, globuldren Doméne, an die der N-terminale Teil der
Glutamat-Bindungsregion (S1) anschlieft. An die Transmembranregion 1 (M1) schlieit eine Membranschleife
(M2) an, gefolgt von Transmembranregion 3 (M3). Der C-terminale Teil der Glutamatbindungsregion (S2)
miindet in Transmembranregion 4 (M4), die mit einem intrazelluliren Carboxy-Terminus (C-T) endet (gedndert

nach Sun et al, 2002).

AMPA- und Kainat-Rezeptoren weisen eine schnelle Aktivierungs- und
Deaktivierungskinetik (Trussel und Fischbach, 1989), sowie eine in der Regel niedrige
Durchlissigkeit fiir Ca**-Ionen auf (Jonas und Burnashev, 1995). Eine Ausnahme bilden
AMPA-Rezeptor Komplexe in Interneuronen von Hippokampus und Kleinhirn, sowie
Bergmann Glia-Zellen (Wenthold et al., 1996; Liu und Cull-Candy, 2000; Geiger et al, 1995).
NMDA-Rezeptoren besitzen eine langsamere Kinetik mit verzogerter, spannungsabhingiger
und langanhaltender Offnung des Ionenkanals (Lester et al, 1990). Sie vermitteln einen
relative hohen Einstrom von Ca*"-Ionen (Mac Dermott et al, 1986) und bendtigen Glyzin als
Koaktivator (Johnson und Ascher, 1987; Mayer und Westbrook, 1987; Ascher und Nowak,
1988; Monaghan et al, 1989).



Einleitung

1.2 AMPA-Rezeptoren

Die schnelle, synaptische Erregungsleitung im Zentralnervensystem von Sdugetieren wird
vornehmlich von AMPA-Rezeptoren vermittelt. Zur Bildung der vermutlich tetrameren
Struktur von AMPA-Rezeptoren (Mano und Teichberg, 1998; Rosenmund et al, 1998) stehen
vier Untereinheiten zur Verfiigung, die als GluR-A bis-D (Keindnen et al., 1990) bzw. GIluR1
bis 4 (Boulter et al., 1990) bezeichnet werden. Jede dieser Untereinheiten kommt in zwei
alternativ gespleifiten Formen mit unterschiedlichen Desensitisierungskinetiken vor (Flop und
Flip), von denen die Flop-Isoform in frithen Entwicklungsstadien nur schwach exprimiert
wird, wohingegen die Flip-Isoform durch alle Entwicklungsstadien hindurch exprimiert wird
(Monyer et al., 1991). Durch in vitro Studien in heterologen Zellkultursystem konnte gezeigt
werden, daB AMPA-Rezeptor Untereinheiten sowohl homooligomere Kanéle bilden als auch
mit anderen AMPA-Rezeptor Untereinheiten zu heterooligomeren Kanélen assemblieren
konnen (Keindnen et al., 1990; Sommer et al., 1990; Wenthold et al., 1992). Die Rezeptor-
Assemblierung erfolgt vermutlich iiber die Zwischenstufe von Dimeren, die sich zu
symmetrischen Tetrameren verbinden (Ayalon und Stern-Bach, 2001; Mansour et al., 2001).
AMPA-Rezeptoren, die GluR-B enthalten, sind nahezu undurchléssig fiir Ca*'- und Mg*'-
Ionen (Hume et al., 1991; Hollmann et al., 1991; Verdoorn et al., 1991). Im Unterschied zu
den anderen Untereinheiten trdgt GluR-B an der sogenannten Q/R-Stelle in der M2-
Membranschleife anstatt der Aminosdure Glutamin ein Arginin, das den Durchtritt bivalenter
Kationen verhindert. Der Unterschied in einer Aminoséure ist nicht in der kodierenden
Region enthalten, sondern wird durch einen der seltenen, bekannten Fille von RNA-
Editierung eingefiihrt (Sommer et al., 1991; Higuchi et al., 1993). Die essentielle Funktion der
RNA-Editierung konnte in genetisch verdnderten Mausen gezeigt werden, die konstitutiv
GluR-B (Q) Untereinheiten exprimieren. Bereits die Expression eines GluR-B (Q) Alleles
filhrt in mutanten Médusen zu friih auftretender Epilepsie und vorzeitigem Tod im Alter von

etwa drei Wochen (Brusa et al., 1995; Feldmeyer et al., 1999).
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1.3 Modulation synaptischer Erregungsleitung durch AMPA- und NMDA-

Rezeptoren

Eine grundlegende Komponente aktivititsabhéngiger, synaptischer Modulation stellt das
Zusammenspiel von AMPA- und NMDA-Rezeptoren dar. In den meisten erregenden
Synapsen des Zentralnervensystems sind AMPA- und NMDA-Rezeptoren kolokalisiert. Die
Ausschiittung von L-Glutamat in den synaptischen Spalt 6ffnet nach Glutamatbindung
schnelle AMPA-Rezeptoren, die durch Na" - Ioneneinstrom und K'- Ionenausstrom die
postsynaptische Membran depolarisieren. Beim Ruhepotential von —65mV bleiben NMDA-
Rezeptoren trotz Glutamat- und Glyzin-Bindung geschlossen, da die Kanalpore von Mg*'-
Ionen blockiert wird. Erst die Membrandepolarisation fiihrt zu einer Losung der
spannungsabhingigen Magnesiumblockade und 6ffnet die langsameren NMDA-Rezeptoren,
die deshalb als Koinzidenz-Detektoren pré- und postsynaptischer Aktivitét fungieren kdnnen
(Abb 2) (Mayer und Westbrook, 1987; Stern et al., 1992; Bliss und Collingridge, 1993). Die
Offnung der NMDA-Rezeptoren fithrt zum Einstrom von Na'- und Ca*'-Ionen, sowie zum
Ausstrom von K'-Tonen, die eine weitere Depolarisation der Membran bewirken und zur
Auslésung Ca®"-abhingiger ,,second messenger” Kaskaden (Bading und Greenberg, 1991;

Bading et al., 1993) fiihren.
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Ruhezustand Depolarisation

Abbildung 2: Koinzidenz Detektion durch den NMDA-Rezeptor. Modell des funktionellen Prinzips einer
glutamatergen Synapse mit kolokalisierten AMPA- und NMDA-Rezeptoren unmittelbar nach
Glutamatausschiittung (Ruhezustand) und nach Membrandepolarisation (Depolarisation). Bei einem
Membranruhepotential von —65mV ist der NMDA-Rezeptor durch Mg**-Ionen blockiert. Fiihrt die Aktivierung
von AMPA-Rezeptoren zu einer ausreichenden Membrandepolarisation, verliBt Mg*" den Ionenkanal und

Glutamat und Glyzin kénnen den Ioneneinstrom durch den NMDA-Rezeptor ausldsen.
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1.4 Die Rolle von AMPA-Rezeptoren bei der Langzeitpotenzierung im
Hippokampus

Das am besten untersuchte, experimentelle Modell fiir die Modulation synaptischer Effizienz
ist die NMDA-Rezeptor abhédngige Langzeitpotenzierung (LTP) der synaptischen
Transmission. Es wird angenommen, daB diese aktivititsabhiingige Anderung synaptischer
Effizienz auf molekularer Ebene der Speicherung neuronaler Informationen, bestimmter
Formen des Lernens und der Erinnerung zu Grunde liegt. Die repetitive Aktivierung
erregender Synapsen im Hippokampus bewirkt eine langanhaltende Steigerung synaptischer
Effizienz (Bliss und Lomo, 1973). Uber die mogliche Ausbildung von LTP existieren
unterschiedliche Hypothesen. Diskutiert wird die Verdnderung der prédsynaptischen
Transmitterfreisetzung (Engert et al., 1999), die Anzahl synaptischer Verbindungen (Choi et
al., 2000) und die postsynaptische Rezeptorantwort (Shi et al., 1999; Zhu et al., 2000; Hayashi
et al., 2000). Die Mehrzahl der Untersuchungen weisen darauf hin, dafl eine anhaltende,
synaptische Potenzierung mit einer verstirkten postsynaptischen Antwort durch AMPA-
Rezeptoren einhergeht. Fiir die AMPA-Rezeptor vermittelte Modifikation synaptischer
Verstirkung wurden verschiedene Mechanismen, wie die Phosphorylierung der AMPA-
Rezeptoren (Barria et al., 1997; Lee et al., 1998) oder der aktivitdtsabhéngige Transport von
AMPA-Rezeptoren in die Synapse (Shi et al., 1999; Zhu et al., 1999; Hayashi et al., 2000)
postuliert. Der Hauptanteil der experimentellen Ansédtze zur Untersuchung der fiir die
Langzeitpotenzierung verantwortlichen Mechanismen wurde an synaptischen Verbindungen
der Schaffer-Kollateralen und kommisuralen Fasern zu den apikalen Dendriten der
hippokampalen CA1-Pyramidalzellen durchgefiihrt (Abb 3). Die Induktion von LTP an
diesen Verbindungen erfordert eine Depolarisierung der postsynaptischen Membran, die
experimentell durch wiederholte, tetanische Stimulation (Andersen et al., 1977; Andersen,
1983) oder direkte Depolarisation der postsynaptischen Zelle bei gleichzeitiger synaptischer
Aktivierung (,,Pairing*) erreicht wird (Gustaffson et al., 1987; Malinow et al., 1991).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Hippokampusformation mit den hippokampalen Subregionen und

den Haupteingangspfaden in den Hippokampus am Beispiel der zelluldren Ableitung in CA1-Prinzipalneuronen.

Der Grofteil der AMPA-Rezeptoren in CA1-Pyramidalzellen besteht aus heteromeren GluR-
A/-B und GluR-B/-C Komplexen (Wenthold et al., 1996). Eine wichtige Rolle bei Transport
und Modulation von AMPA-Rezeptoren kommt den intrazelluldren Carboxy-Termini zu. Fiir
mehrere synaptische Proteine konnten spezifische Interaktionen mit den C-Termini von GluR-
A (Leonard et al., 1998; Sans et al., 2001) und GluR-B oder -C (Dong et al., 1997; Xia et al.,
1999; Srivastava et al., 1998) nachgewiesen werden. Fiir die GluR-B Untereinheit wurde
zudem die Interaktion mit der ATPase NSF (Osten et al., 1998; Nishimune et al., 1998; Song
et al., 1998) gezeigt, die eine wichtige Funktion bei Membran-Fusionsereignissen ausiibt.
Eine weitere wichtige Regulationsmdglichkeit besteht in der Phosphorylierung der C-Termini
von AMPA-Rezeptoren. Beispielsweise kann die GluR-A Untereinheit an Serin-Rest 831 von
der Ca®*/Calmodulin abhingigen Kinase II (CaMKII) und von Protein-Kinase C (PKC)
phosphoryliert werden, wohingegen die Protein-Kinase A (PKA) den Serin-Rest 845
phosphoryliert (McGlade-McCulloh, 1993; Pettit et al., 1994; Yakel et al., 1995; Lledo et al.,
1995; Roche et al., 1996; Barria et al., 1997 b). LTP-Induktion verstirkt spezifisch die
Phosphorylierung von Serin-Rest 831 (Barria et al., 1997 a; Barria et al., 1997 b) und erhoht
in Zellkulturmodellen die Leitfahigkeit von homomeren GluR-A Rezeptoren (Derkach et al.,
1999). Die Phosphorylierung von GluR-B und —C an Serin-Rest 880 durch Protein-Kinase C
(PKC) reduziert die Bindung von GIuR-B und —C Carboxy-Termini an das
Interaktionsprotein GRIP1, rekrutiert den Interaktionspartner PICK1 in synaptische
Kompartimente und fiihrt zu schneller Internalisierung von GluR-B Untereinheiten in
hippokampalen Neuronen (Chung et al., 2000). Eine weitere Regulationsmdglichkeit
synaptischer Modulation wurde mit dem aktivititsabhéngigen Einbau von AMPA-Rezeptoren

in Synapsen entdeckt. ,,Stille Synapsen enthalten ausschlielich NMDA-Rezeptoren und
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konnen wihrend basaler synaptischer Transmission nicht zur Generierung postsynaptischer
Strome beitragen (Isaac et al., 1995; Montgomery et al, 2001). Nach LTP-Induktion sind an
diesen zuvor stillen Synapsen AMPA-Rezeptor vermittelte Strome nachweisbar.
Zellkulturstudien an dissoziierten, hippokampalen Neuronen (Lu et al., 2001; Liao et al.,
2001; Shi et al., 1999; Hayashi et al., 2000) und die Quantifizierung von AMPA-Rezeptoren
nach elektrophysiologischer Stimulation in akuten Gehirnschnitten der Ratte (Heynen et al.,
2000) bestitigten den aktivitdtsabhdngigen Transport von AMPA-Rezeptoren in die Synapse
und deren Beteiligung an der synaptischen Transmission nach LTP-Induktion. Neuere
Untersuchungen zeigen, dafl individuelle synaptische Kontakte stark in der Anzahl
funktioneller AMPA-Rezeptoren variieren. In dissoziierten, hippokampalen Neuronen reicht
die Spanne von stillen Synapsen in diinnen Kontakten bis zu 140 AMPA-Rezeptoren in
dicken, synaptischen Kontakten (Matsuzaki et al., 2001). Untersuchungen an genetisch
veranderten, GluR-A defizienten Mausen (Zamanillo et al., 1999; Jensen et al., 2002)
erbrachten den Beweis, daf} die erhdhte, synaptische Transmission an CA3/CA1 Synapsen
nach tetanischer Stimulation oder Depolarisation auf einer verstarkten Antwort durch GluR-A
enthaltende AMPA-Rezeptoren beruht. Obwohl ein initialer Einstrom von Ca**-Ionen durch
NMDA-Rezeptoren nach experimenteller Depolarisation der postsynaptischen CA1-Zellen
vorhanden war, konnte in adulten Tieren keine Langzeitpotenzierung erreicht werden. Die
starke Reduktion extrasynaptischer AMPA-Rezeptor Strome in GluR-A defizienten Méusen
wies darauf hin, dal AMPA-Rezeptor Populationen in nicht synaptischen Kompartimenten
fiir die Auspriagung von LTP benotigt werden. Obwohl GluR-A defiziente Mause Defekte in
synaptischer Plastizitdt aufwiesen, konnte keine Beeintrdchtigung im Hippokampus
bezogenen, rdumlichen Lernvermogen dieser Mause festgestellt werden. Untersuchungen an
GluR-B defizienten Méusen (Jia et al., 1996) zeigten im Gegensatz dazu eine Verstarkung der
synaptischen Langzeitpotenzierung an CA3/CA1 Synapsen. Die Voraussetzungen zur
Ausbildung synaptischer Langzeitpotenzierung waren in GluR-B defizienten Mausen offenbar
erhalten geblieben. Eine Induktion der synaptischen Verstarkung war in diesem Mausmodell
unabhingig von der Aktivierung der NMDA-Rezeptoren und wurde wahrscheinlich durch den
Einstrom von Ca’’-Ionen durch Ca*'-durchlissige AMPA-Rezeptoren vermittelt. Eine
mogliche Erkldrung fiir die phidnotypischen Unterschiede in der Auspridgung von LTP an
CA3/CA1 Synapsen konnte in der spezifischen Regulation des Transportes von AMPA-
Rezeptoren mit unterschiedlicher Komposition der Untereinheiten liegen. Neuere Studien in

hippokampalen Schnittkulturen (Shi et al., 1999; Shi et al., 2001) erbrachten Hinweise darauf,
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daB CAl-Pyramidalneurone einen extrasynaptischen Anteil an GluR-A/B Rezeptor
Komplexen besitzen, der fiir den schnellen Einbau zusétzlicher AMPA-Rezeptoren in
Synapsen nach LTP-Induktion bestimmt ist, wihrend GluR-B/C Rezeptor Komplexe
aktivitdtsunabhdngig durch konstitutives ,,Recycling® zwischen synaptischen und

extrasynaptischen Kompartimenten zirkulieren.

1.5 Die Rolle von AMPA-Rezeptoren im Kleinhirn

Das Kleinhirn (Cerebellum) enthélt mehr als 50% aller Nervenzellen des Gehirns. Diese
Neuronen sind als sich wiederholende Einheiten organisiert, von denen jede ein
grundlegendes Modul eines synaptischen Kreislaufes darstellt. Drei Hauptaspekte der
Organisation des Kleinhirnes verdeutlichen dessen Funktion. Erstens wird das Kleinhirn mit
Information iiber Absichten, Befehlen und Riickmeldungen versorgt, die mit der
Programmierung und Ausfiilhrung von Bewegung in Zusammenhang stehen. Zweitens
projizieren die ausgehenden Signale des Kleinhirnes hauptsidchlich auf Areale des
pramotorischen und motorischen Systems in der Vorderhirnrinde und des Hirnstammes, die
direkte Kontrolle auf Interneurone des Riickenmarkes und Motorneurone ausiiben. Drittens
sind diese synaptischen Kreisldufe plastisch, eine Voraussetzung fiir motorische Anpassung
und Lernen. Ein Entfernen des Kleinhirnes fiihrt nicht zu Verdnderungen sensorischer
Grenzwerte oder der Muskelkontraktion, sondern zum Verlust von rdumlicher und zeitlicher
Koordination von Bewegungen. Anatomische Besonderheit des Kleinhirnes ist der
dreischichtige Aufbau der Kleinhirnrinde, welche die fiinf bekannten Zelltypen inhibitorischer

Stern-, Korb-, Purkinje- und Golgi- Neuronen, sowie erregende Kornerzellen enthilt (Abb 4).
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Abbildung 4: Funktioneller Aufbau der Kleinhirnrinde. A) Der dreischichtige Aufbau der Kleinhirnrinde und B)

die Organisation der glutamatergen Reizweiterleiterleitung in den fiinf Zellpopulationen des Kleinhirnes.
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Auch im Kleinhirn wird die erregende Reizweiterleitung hauptsidchlich durch L-Glutamat
vermittelt (Voogd et al., 1996) und AMPA-Rezeptoren werden von allen Neuronentypen des
Kleinhirnes exprimiert (Bahn und Wisden, 1997). Fiir die Ausbildung von synaptischer
Langzeitdepression (LTD) im Kleinhirn wird ebenfalls ein AMPA-Rezeptor vermittelter
Mechanismus postuliert. Interessanterweise findet die Ausbildung von Langzeitdepression im
Kleinhirn unabhingig von NMDA-Rezeptoren statt. Die synaptische Transmissionseffizienz
wird durch Protein Kinase C regulierte Interaktion der Carboxy-Termini von GluR-B und
GluR-C mit ,,PDZ-Proteinen* (PSD95, Discs large, ZO-1 homolog) vermittelt (Xia et al.,

2000; Kim et al., 2001). Eine Internalisierung von AMPA-Rezeptoren nach LTD-Induktion
wird durch die Interaktion von GluR-B mit NSF reguliert (Liischer et al., 1999; Liithi et al.,
1999). Der Carboxy-Terminus von GluR-B interagiert im Cerebellum mit der Kinase Lyn, die
durch Stimulation von AMPA-Rezeptoren in ihrer Aktivitdt verstarkt wird und den Mitogen
aktivierten Protein Kinase Signal-Pfad (Hayashi et al., 1999) auslost. Elektrophysiologische
LTD-Induktion fiihrt zum Verlust synaptischer AMPA-Rezeptoren, nicht jedoch von NMDA-
Rezeptoren (Carroll et al., 1999). Ein weiteres Modell synaptischer Modulation wurde in den
Synapsen von inhibitorischen Sternzellen des Kleinhirnes untersucht (Liu und Cull-Candy,
2000). Hochfrequenz-Stimulation von erregenden Parallelfasern fiihrte innerhalb von 30
Minuten zu einer langanhaltenden Anderung der Untereinheiten-Zusammensetzung und Ca*'-

Permeabilitét in Sternzell-Synapsen des Kleinhirnes (Abb 5).
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Abbildung 5: Modell synaptischer Modulation durch aktivitdtsabhéngigen Austausch synaptischer AMPA-
Rezeptoren in Sternzell-Synapsen des Kleinhirnes. Im inaktivierten Zustand liegen Ca*’-permeable AMPA-
Rezeptoren in der Synapse vor. Nach Hochfrequenz-Stimulation werden innerhalb von 15 bis 30 Minuten Ca*"-

permeable durch Ca®"-impermeable Rezeptoren in der Synapse ausgetauscht.
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1.6 Siaugetiermodelle zur in vivo Charakterisierung von AMPA-Rezeptoren

Bisher existieren nur wenige Modelle fiir die funktionelle Charakterisierung von AMPA-
Rezeptor vermittelter Transmission in vivo. Durch die Generation GluR-A ( Zamanillo et al.,
1999) und GluR-B defizienter Mduse (Jia et al., 1996) konnten wesentliche Erkenntnisse {iber
die Beteiligung von AMPA-Rezeptoren an synaptischer Langzeitpotenzierung und
Lernprozessen gewonnen werden. In einem transgenen Mausmodell, welches GFP-markierte
GluR-A Untereinheiten im Hippokampus GluR-A defizienter Méuse exprimiert (Mack et al.,
2001), konnte die Beteiligung von GluR-A enthaltenden AMPA-Rezeptoren fiir die
Auspragung von LTP demonstriert werden.

GluR-C ist die einzige Untereinheit von ionotropen Glutamat-Rezeptoren, die mit einer
Humanpathologie in Verbindung gebracht wird. Rasmussen Encephalitis ist eine progressiv
fortschreitende Kinderkrankheit, die mit schwerer Epilepsie, halbseitiger Lihmung, Demenz
und Entziindungsreaktionen im Gehirn einhergeht. Hinweise auf eine Autoimmunreaktion
kamen aus Kaninchen, in denen Antikdrper gegen GluR-C generiert wurden (Rogers et al.,
1994). Wihrend des Immunisierungsprozesses entwickelten Kaninchen epileptische Anfille
und histopathologische Abnormitéten, die der Rassmussen Erkrankung stark dhnelten. Die
Untersuchung von Serumproben aus mehreren Rassmussen Patienten detektierten
Autoimmunreaktivitit gegen GluR-C (Rogers et al., 1994; Frassoni et al., 2001). Als
Mechanismus zur Ausbildung des Krankheitsbildes wird die Uberaktivierung von AMPA-
Rezeptoren im Neokortex und Hippokampus durch Autoantikdrper diskutiert (He et al., 1998;
Levite et al., 1999).

Von den AMPA-Rezeptor Untereinheiten wurde GluR-C bisher am wenigsten funktionell
charakterisiert. Das Gen fiir GluR-C (gria3) ist in Maus und Mensch auf dem langen Arm des
X-Chromosoms in Region Xq 25-26 ( McNamara et al., 1992; Gregor et al., 1993) lokalisiert.
Die Charakterisierung des humanen GluR-C Genes erfolgte im Zuge von Familienstudien, die
einen Zusammenhang zwischen X-chromosomal lokalisierten, mentalen Beeintrachtigungen
und Mutationen im GluR-C Gen untersuchten (Gecz et al., 1999). Das humane GluR-C
Transkript von 5894 Basen setzt sich aus 17 Exons zusammen mit einem untranslatierten

Exon 1 und wird in weiblichen Individuen auf einem Allel ,, X-inaktiviert.
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1.7 Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit diente der in vivo Charakterisierung der AMPA-Rezeptor Untereinheit
GluR-C. Durch die Generierung von genetisch verdnderten Méusen in denen die AMPA-
Rezeptor Untereinheit GluR-C bzw. GluR-A und GluR-C funktionell deletiert wurden, sollten
die Auswirkungen auf die AMPA-Rezeptor vermittelte Reizweiterleitung und deren
verhaltensrelevante Konsequenzen fiir synaptische Plastizitit und Lernvorgénge untersucht

werden.
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2. Ergebnisse

2.1 Gezielte Modulation des GluR-C Genlokus auf dem X-Chromosom

Zur gezielten Eliminierung GluR-C haltiger AMPA-Rezeptoren im Gehirn von Midusen
wurde der endogene GluR-C Genlokus der Maus so abgeédndert, dal eine konditionale
Deletion eines wesentlichen Genbereiches moglich gemacht wurde, und somit die Bildung der
GluR-C Untereinheit unterbunden werden konnte. Das gezielte Ausschneiden des M1/M2
kodierenden Genbereiches mit Exon Nummer 11 bot sich zur Unterdriickung der GluR-C
Untereinheit an, da bereits flir die GluR-A bzw. GluR-B Untereinheiten gezeigt war, dal3 die
funktionelle Auspridgung der Untereinheit durch diese Gendeletion verhindert wurde
(Zamanillo et al., 1999; Jia et al., 1996; Mack et al., 2001). Mittels eines “Targeting”-Vektors,
der entsprechend verdnderte GluR-C Genbereiche trug, wurde das Genom von murinen ES-
Zellen manipuliert und durch Blastozysten-Injektion genetisch verdnderte Mauslinien

generiert.

2.1.1 Isolation einzelner GluR-C Gensegmente

Eine Genom-Bibliothek der Mauslinie 129SV (A-FixII, Stratagene), die in Form von 1x10°
unabhéngigen Einzelphagen mit einem durchschnittlich 20kb groBen Mausgenomfragment
vorlag, wurde auf 30 Platten (& 13 cm) ausgesét und nach Bildung lytischer Plaques auf
Nitrocellulosefilter transferiert (spezieller Methodenteil). Die Exon tragenden Gensegmente
der GluR-C Untereinheit wurden mit Hilfe von zwei unterschiedlichen cDNA Sonden des
GluR-C Transkripts der Ratte isoliert (Abb 1 A). Fiinf GluR-C Gen haltige Phagen wurden
aufgespiirt und deren insertierte Genomfragmente in den Vektor pBluescriptll iiberfiihrt.
Durch Restriktionskartierung, Southern Blot und DNA-Sequenzierung wurden die
genomischen Klone im Detail charakterisiert. Die Genomfragmente deckten im Wesentlichen
zwei Bereiche des GluR-C Gens ab (Abb 1 B). Drei Klone umfassten die kodierende Region
der membranstindigen Doménen M1 und M2 in Exon 11, zwei weitere Klone enthielten die
Exone 13 bis 16. Exon 13 kodiert fiir einen grossen Teil der S2-Region der
Glutamatbindungsstelle, Exon 14 und 15 fiir die alternativ gespleissten Flop- bzw. Flip-

Regionen und Exon 16 fiir die vierte Membrandoméine, den intrazelluldren Carboxy-
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Terminus, sowie 3 untranslatierte Bereiche des GluR-C Gens mit moglichen

Polyadenylierungssignalen.
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Abbildung 1: Die genomische Organisation GIuR-C haltiger Gensegmente. A) Schematische Darstellung der
c¢DNA von GluR-C mit Orientierung funktioneller Proteindoménen. Die Abkiirzungen bezeichnen: Signalpeptid
(SP), membrandurchspannende Doménen (M1-M4), Glutamatbindungsdoménen (S1 und S2), alternativ
gespleisste Exone (flop/flip), cDNA-Sonden aus GluR-C Rattentranskript, Sonde 1 und 2; MaBstab = 100bp. B)
Die Exon-Intron Struktur isolierter GluR-C Gensegmente, analytisch relevante Schnittstellen wurden
eingezeichnet. Folgende Abkiirzungen wurden verwendet: Codierende Regionen (Exon 11, 13, 14 flop, 15 flip,

16), Polyadenylierungskonsensus (pA). MafBstab = 1kb.

2.1.2 Der “Gene-Targeting” Vektor
Mit dem “Targeting”-Vektor fiir GluR-C sollten zwei loxP-Elemente, links und rechts vom
M1/M2 kodierenden Exon Nummer 11, zusammen mit einem synthetischen Gen fiir die

Neomyzinphosphotransferase in Intron 11 des GluR-C Gens eingefiigt werden. Die
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Neomyzinphosphotransferase verleiht seiner Wirtszelle Resistenz gegen das Antibiotikum
G418 und erlaubt eine pharmakologische Selektion der Zellen, die den “Targeting”-Vektor
in ihr Genom integriert haben. Die Flankierung von Gensegmenten mit loxP-Elementen
ermoglicht die Deletion von DNA-Sequenzen durch Cre vermittelte Rekombination
(Sternberg et al., 1986; Sauer, 1992). Um eine Unterscheidung von WT und modifiziertem
GluR-C Gen auf RNA-Ebene zu ermoglichen, wurden zusétzlich vier stille Mutationen in
Exon 11 eingefiihrt (siche spezieller Methodenteil). Der fertige “Targeting”-Vektor (Abb 2)
umfasste relativ zum neo-Gen einen 11.8kb langen 5'-Arm und einen kurzen Arm von 1.1kb,

der die Analyse homologer Rekombinationsereignisse durch PCR-Amplifikation ermdglichte.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des GluR-C Genabschnittes und des daraus abgeleiteten “Targeting”-
Vektors. WT-Allel: Die Genabschnitte wurden in 5'nach 3’Orientierung dargestellt, fiir die Analyse relevante
Restriktionsschnittstellen wurden eingezeichnet. Folgende Abkiirzungen wurden verwendet: Kodierende Region
(Exon 11, rotes Rechteck). “Targeting”-Vektor: Aus Klonierungs- und fiir analytische Zwecke in den
“Targeting”-Vektor eingefiihrte Schnittstellen wurden mit * markiert. Mit roten Buchstaben iiber der
eingefiihrten Xmal-Schnittstelle wurde die verdnderte Basenabfolge gegeniiber WT gekennzeichnet. Verwendete
Abkiirzungen: Vektor-Riickgrat (pBluescript, blau), synthetisches Neomyzinphosphotranferase-Gen (PGK-NEO,
orange), Linearisierungsschnittstelle Pacl (schwarzer Punkt), loxP5171-Elemente (Pfeilspitzen, gelb). Dargestellt
wurde die Sequenz von WT und mutierten loxP5171-Elementen. In roten, tiefgestellten Kleinbuchstaben wurden
gegeniiber der WT-Sequenz verdnderte Basen dargestellt. Invertierte Sequenzwiederholungen wurden mit IR

abgekiirzt, die variable Region mit Spacer.
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2.1.3 Homologe ES-Zell Rekombination im GluR-C Gen

Je 1x10” embryonale Stammzellen (ES-Zellen) der mannlichen Linie R1 (Nagy et al., 1993)
wurden mit 30pg Pacl linearisiertem “Targeting”-Plasmid elektroporiert und je 2x10° ES-
Zellen auf Feederzell-Platten (& 9cm) ausgesédt. Nach 9-10 Tagen Selektion in G418
enthaltendem ES-Zellkulturmedium wurden resistente ES-Zellkolonien isoliert. In einer Zwei-
Schritt PCR mit den Oligonukleotiden PGK Term4 (1) und CIII-4as (2) und nachfolgend mit
den Oligonukleotiden PGK Term3 (3) und CIII-1as (4) wurden Klone identifiziert, die den
“Targeting”-Vektor durch homologe Rekombination aufgenommen hatten. Im Falle
homologer Rekombination wurde ein 1140bp groBes DNA-Fragment amplifiziert (Abb 3 A,
B). Fiir die Bestitigung der PCR-positiven ES-Klone wurde deren genomische DNA nach
Verdau mit den Restritkionsenzymen Bglll, EcoRI und Ncol im Southern Blot analysiert. Als
radioaktive Sonde fiir die Restriktionsverdaus mit BglIl bzw. EcoRI wurde ein 450bp langes
DNA-Fragment verwendet (3 outside), welches auf einem Sequenzbereich 3" auBBerhalb des
“Targeting”-Vektors hybridisiert. Fiir den Verdau mit Ncol wurde eine 400bp lange Sonde
(Inside) gewdhlt, die zwischen dem einzelnen loxP-Element und Exon Nummer 11
hybridisert. Die unterschiedlichen DNA-Fragmentgrossen des GluR-C Wildtyps und des
GIuR-C*™* Alleles bestitigten die homologen Rekombinationsereignisse. Fiir die
Restriktionsverdaus mit BglIl wurden nach erfolgreicher homologer Rekombination im GluR-
C Gen ein DNA-Fragment von 2.32kb detektiert und im WT ein Fragment von 4.95kb. Nach
EcoRI-Verdau wurde im GluR-C*™* Allel ein Fragment von 2.82kb und im WT Allel ein
Fragment von 3.22kb detektiert. Der Ncol-Restriktionsverdau unterschied ein 4.07kb
Fragment nach homologer Rekombination von einem WT-Fragment mit 7.25kb. Aus
insgesamt 2400 isolierten ES-Kolonien wurden zwei ES-Klone P4K4 und P59K1 mit
korrektem Rekombinationsereignis nachgewiesen (Abb 3C). Der ES-Klon P4K4 wurde fiir
die in vitro Cre-Rekombination verwendet, ES-Zellklon P59K1 wurde fiir die Blastozysten-

Injektion vorbereitet.
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Abbildung 3: Strategie zur Identifizierung homologer Rekombinationsereignisse im GluR-C Gen. A)
Schematische Darstellung des WT- und GluR-C*°* Allels nach homologer Rekombination. Die Oligonukleotide
fiir die Zwei-Schritt PCR wurden mit folgenden Ziffern abgekiirzt: PGK Term4 (1) und ClI-as4 (2), sowie PGK
Term3 (3) und ClI-1as (4). Die Position der Hybridisierungssonden “3 outside” und “Inside” wurde mit griinen
Balken markiert, die kodierende Region mit Exon 11 in rot. LoxP-Elemente wurden mit gelben Pfeilspitzen
markiert und das synthetische Neomyzinphosphotransferase-Gen mit PGK-NEO in orange. Fiir die Southern
Blot Analyse relevante Restritkionsschnittstellen wurden eingezeichnet, 5'- und 3’-Ende des “Targeting”-
Vektors wurden mit schwarzen Punkten gekennzeichnet. B) Agarosegele der Zwei-Schritt PCR Analyse von
WT, GluR-C*"* Klon P4K4 und GluR-C*"* Klon P59K1. C) Southern Blot Analyse von WT, GluR-C*** Klon
P4K4 und GIuR-C*™ Klon P59K1 mit der Sonde 3 outside, nach BgllI-Verdau (links) und EcoRI-Verdau
(mitte), sowie der Southern Blot nach Verdau mit Ncol und Detektion mit der Sonde Inside (rechts). DNA-

Fragmentgrossen wurden in Kilobasen (kb) angegeben.
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2.1.4 Cre-Rekombination in ES-Zellen zur Deletion der Neomyzin-Resistenz Kassette
und funktionellen Ausschaltung der GluR-C Expression

Zur Deletion der kodierenden Region von Exon 11 und der Neomyzinphosphotransferase,
wurden ES-Zellen des Klones P4K4 transient mit Cre-Rekombinase transfiziert. Durch
Entfernen der PGK-NEO-Kassette sollte die korrekte Prozessierung des GluR-C Transkriptes
sichergestellt werden, um eine dem WT vergleichbare Expression im daraus resultierenden
konditional ausschaltbaren GluR-C*** Allel zu erzielen. Die zusitzliche Deletion von Exon
11 sollte die Ausschaltung des GluR-C Genes bereits in der Keimbahn ermoglichen. Hierzu
wurden je 1x10” ES-Zellen mit 10ug ungeschnittenem PMC-Cre Plasmid (Gu et al., 1993)
elektroporiert, das Cre-Rekombinase unter Kontrolle eines modifizierten Thymidinkinase-
Promotors exprimiert. Nach 8-10 Tagen Kultivierung wurden 600 ES-Klone isoliert und
durch Negativselektion in G418 haltigem ES-Medium auf erfolgreiche Cre vermittelte
Rekombination iiberpriift. Replikaklone G418 sensitiver ES-Zellen wurden durch PCR-
Analyse auf die Rekombinationsereignisse GluR-C"*, GluR-C*** und GluR-C*'* (Abb. 4 A)
analysiert. Im GluR-C* Allel wurde mit den Oligonukleotiden PGK Term3 (1) und screen
as3-2 (2) ein 270bp Fragment amplifiziert. Das GluR-C*™ Allel wurde mit den
Oligonukleotiden screen s2-2 (3) uns screen as3-2 (2) im Wildtyp als 240bp Fragment und im
GluR-C*°* Allel als 300bp Fragment amplifiziert (Abb 4 B, 2lox). Das GluR-C"* Allel (Abb
4 B, 1lox) wurde mit den Oligonukleotiden screen s1-2 (4) und screen as3-2 (2) als 260bp
Fragment amplifiziert. Die Bestéitigung Cre rekombinierter ES-Zell Klone erfolgte durch
Southern Blot Analyse der genomischen DNA, nach Restriktionsverdau mit den Enzymen
Bglll und Ncol (Abb 4 C). Durch Hybridisierung der Bglll-verdauten ES-Zell DNA mit der
Sonde “3"outside” wurden im GluR-C'"°* Allel ein DNA Fragment von 2.24kb und im GluR-
C?* Allel ein Fragment von 5.0kb bestitigt (Abb 4 C). Die Hybridisierung Ncol-verdauter
DNA mit der Sonde “Inside” bestitigte fiir GluR-C"** die Abwesenheit des DNA-Segmentes
und fiir GluR-C*** ein 3.07kb DNA-Fragment (Abb. 4 C). Aus 600 isolierten ES-Klonen
wurden drei GluR-C"™, sechs GluR-C**™ und ein gemischter GluR-C'"**** ES-Klon

identifiziert.
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Abbildung 4 : Strategie und Analyse der Cre-Rekombination im GIuR-C** Allel. A) Schema der PCR Strategie
und Southern Blot Analyse zur Identifizierung Cre rekombinierter ES-Zellen des GluR-C*'™* Klones P4K4. Die
Oligonukleotide fiir die PCR-Analyse wurden durch Ziffern abgkiirzt: PGK-Term3 (1), screen as3-2 (2), screen
$2-2 (3) und screen s1-2 (4). Die moglichen Cre-Rekombinationsereignisse wurden mit 2lox-Neo, 11lox und 2lox
bezeichnet und die Sonden “Inside” und “3’outside” mit griinen Balken gekennzeichnet. Die Pacl-
Linearisierungsschnittstelle wurde mit schwarzem Punkt markiert. Fiir die Southern Blot Analyse relevante
Restriktionsschnittstellen wurden eingezeichnet. B) PCR Analyse von WT ES-DNA, GluR-C"*™ Klonen #284
und #199, GluR-C*°* Klonen #21 und #107 und den GluR-C*'* Klonen P4K4 und P59K1. Die PCR Analyse
von GIuR-C*™ Klonen erfolgte mit den Oligonukleotiden PGK Term3 und screen as3-2, GluR-C***
Rekombinationsereignisse mit den Oligonukleotiden screen s2-2 und screen as3-2 und GluR-C'"™
Rekombinationsereignisse mit den Oligonukleotiden screen s1-2 und screen as3-2. C) Southern Blot Analyse
von WT ES-DNA, GluR-C**™ Klon P4K4, GluR-C"*™ Klon #284 und GluR-C*** Klon #21 durch BgllI-Verdau
und Hybridisierung mit der Sonde “3 outside” (BgllI-3 outside) und Ncol-Verdau und Hybridisierung mit der
Sonde “Inside” (Ncol-Inside). DNA-Fragmentgroflen wurden in Kilobasen (kb) angegeben.
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2.1.5 Etablierung der Mauslinien mit genetisch manipuliertem GluR-C Genlokus

Die positiven GluR-C*'** ES-Zell Klone P4K4 und P59K1, sowie der GluR-C'"*™* ES-Klon
#284 und der GluR-C*™ ES-Klon #107 wurden fiir die Injektion in C57Bl/6
Mausblastozysten eingesetzt. Nur die hochchimiren Nachkommen aus der Injektion des
GIuR-C*** Klones P59K 1 gaben das manipulierte GluR-C Allel in der Keimbahn weiter. Als
Nachkommen wurden hemizygote GIuR-C*"™* Weibchen erhalten, mit denen die Mauslinie
RC3 etabliert wurde. Nach Verpaarung der hemizygoten RC3 Weibchen, sowie der chiméiren
Minnchen mit Cre-deleter Miusen (Schwenk et al., 1995) konnten Mauslinien mit GluR-C"*
-Rekombinationsereignis (RC1) und GluR-C**™ Rekombinationsereignis (RC2) etabliert
werden. Eine Uberpriifung der Genotypen der Mauslinien RC3, RC2 und RC]1 erfolgte durch
PCR und Southern Blot Analyse gemdl3 den Strategien fiir homologe und Cre vermittelte
Rekombination in ES-Zellen. Es konnten fiir alle generierten Mauslinien die korrekten
Rekombinationsereignisse durch PCR-Analyse (Abb 5 A) und Southern Blot nachgewiesen
werden (Abb 5 B). Die standardisierte Genotypisierung der Mauslinien erfolgte durch PCR.
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Abbildung 5: Genotypisierung der Mauslinien WT, RC3, RC2 und RC1 durch PCR und Southern Blot. A) PCR
Analyse der Mauslinien RC3, RC2 und RC1 mit WT weiblich, WT/RC1, WT/RC2, WT/RC3, WT mainnlich,
RC1 homozygot ménnlich und RC3 homozygot ménnlich mit den Oligonukleotiden screen s1-2 und CIII-1as
(RC1), screen s2-2 und screen as3-2 (RC2) und PGK-Term3 und screen as3-2 (RC3). B) Southern Blot Analyse
der Mauslinien RC3, RC2 und RC1 mit WT weiblich, WT/RC1 weiblich, WT/RC2 weiblich, WT ménnlich,
RC3 homozygot minnlich und RC1 homozygot minnlich durch Restriktionsverdau mit BglIl und
Hybridisierung mit der Sonde “3 outside” (BgllI-3 outs.) und Ncol-Verdau und Hybridisierung mit der Sonde
“Inside” (Ncol-Inside). DNA-FragmentgroBen wurden in Kilobasen (kb) angegeben.
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2.1.6 Im RC1 Genotyp entstehen verkiirzte mRNAs, im RC3 Genotyp werden
Transkripte korrekt prozessiert

Zur Untersuchung der posttranskriptionellen pri-mRNA Prozessierung von RC3- und RCI-
Allelen wurde Gesamt-RNA aus den Gehirnen, hemi- und homozygoter Méuse der
Genotypen RC1 und RC3 mit Gesamt-RNA aus Wildtyp verglichen. Nach Isolierung durch
TRI-Reagenz wurde die Gesamt-RNA durch reverse Transkription in cDNA umgewandelt
(siehe spezieller Methodenteil). Die Analyse der pri-mRNA Prozessierung erfolgte durch
PCR-Amplifikation mit Oligonukleotiden, die auf Exon 10 (Exo10s) und Exon 12 (TM3as)
hybridisieren. Sowohl von cDNA aus Wildtyp, als auch aus RC3 Minnchen wurde ein PCR
Fragment von 700bp amplifiziert (Abb 6). Dies entsprach der korrekten Léinge der
korrespondierenden mRNA. Von der cDNA hemizygoter RC1 Weibchen konnte sowohl das
WT-Fragment, als auch ein verkiirztes Produkt von 360bp amplifiziert werden (Abb 6). Das
kurze DNA-Fragment entsprach der Lange des Spleissproduktes von Exon 10 und Exon 12,
welches das Leseraster der Basentripletts verschiebt und in Exon 12 zu mehreren
Translationsstop-Kodons fiihrt. Eine Kontrolle ohne Reverse Transkriptase stellte sicher, daf3

keine genomische DNA amplifiziert wurde.
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Abbildung 6: RT-PCR aus Gesamthirn von WT, RC3 und RCI1. A) Schematische Darstellung mdglicher
Spleissvorgénge in pra-mRNA von WT, RC3 und RC1. Die kodierenden Regionen wurden mit Exon 10, 11 und
12 abgekiirzt, die Neomyzinphosphotransferase mit PGK-NEO und die Oligonukleotide Exo10s (Rechtspfeil)
und TM3as (Linkspfeil). B) Agarose-Gele der PCR-Amplifikationen aus revers transkribierter Gesamthirn RNA
(cDNA) und nicht revers transkribierter Gesamthirn RNA (mock) von Wildtyp weiblich (wt/wt), RC1
hemizygot (wt/RC1), RC3 hemizygot (wt/RC3), Wildtyp minnlich (wt) und RC3 homozygot (RC3). DNA-

FragmentgroBen wurden in Kilobasen (kb) angegeben.
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2.1.7 Die Deletion von Exon 11 fiihrt zur funktionellen Ausschaltung der GluR-C
Proteinexpression

Aus Gesamthirn von 15 Tage alten Wildtyp-, homozygoten RC3- und homozygoten RC1-
Tieren wurden Proteinextrakte isoliert. Durch Immunoblot mit einem N-terminalen GluR-C
Antikorper wurde in den Gehirnextrakten von Wildtyp und RC3 eine prominente GluR-C
Bande bei 105kDa detektiert, wohingegen in Gehirnextrakten von RCI1 kein prominentes
Proteinprodukt detektiert werden konnte (Abb 7). Nebenbanden, die in allen 3 untersuchten
Genotypen beobachtet wurden, waren demnach auf unspezifische Kreuzreaktionen des
Antikérpers zuriickzufiihren. Das Transkript des GluR-C"** Allels und dessen mdgliches
Proteinprodukt wiesen offensichtlich nicht geniligend Stabilitdt fiir die Expression in

Nervenzellen auf.

€ - GIUR-C 1:600

Abbildung 7: Immunoblot aus Gesamthirn von 15 Tage alten Mausen der Genotypen WT, RC3 und RC1.
Western Blot gegen GluR-C (a-GluR-C mono 1:600) aus Gesamthirn je zweier 15 Tage alter Tiere von Wildtyp
ménnlich (P15 wt), RC3 homozygot (P15 RC3) und RC1 homozygot (P15 RC1). Proteingrolenmarker wurden
in Kilodalton (kDa) angegeben.
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2.2 Verhaltensphinotyp von Miusen mit deletierter GluR-C Untereinheit

Der Verlust der GluR-C Untereinheit fiihrte zu keinen Einschrinkungen im Zuchtverhalten.

Das RC1 Allel wurde nach Mendel vererbt. Wurfanzahl, Korpergrosse, Gewicht und
Lebensdauer waren zwischen Wildtyp und RC1 Genotyp vergleichbar. Allerdings konnten bei
genauerer Verhaltensanalyse Auffilligkeiten beobachtet werden, die auf den Verlust der

GluR-C Untereinheit zuriickgefiihrt werden miissen.

2.2.1 Die lokomotorische Aktivitit zur Erkundung neuer Umgebungen ist in GluR-C
defizienten Mausen beeintrichtigt

Motorisches Verhalten stellt einen allgemeinen Verhaltensphénotyp dar. Defekte in Genen,
die zur Verdnderung von neuronalen Netzwerken, Muskelfunktion und Skelettbau fiihren,
konnen sich in einer Beeintrichtigung der motorischen Fihigkeiten ausdriicken. Der am
besten standardisierte Ansatz zur generellen Messbarkeit motorischer Fahigkeiten besteht in
spontaner motorischer Aktivitdt in einem offenen Feld (open field). Ein Mal3 fiir die
motorische Aktivitdt kann die horizontale und vertikale Aktivitdt sein, aber auch die
Gesamtstrecke, die innerhalb eines bestimmten Zeitraumes zuriickgelegt wurde oder das
Bewegungsmuster innerhalb des Feldes. Um die generelle motorische Aktivitit von RC1-
Maiusen zu untersuchen, wurden je zehn Miuse des Genotyps RC1 und ihre Wildtyp-
Geschwister im Alter von drei bis sechs Monaten im “open field” von etwa 1m® Fliche
verglichen. Vier Testblocke von je 5 miniitiger Dauer wurden durch automatische Video-
Uberwachung aufgezeichnet und nach zuriickgelegter Gesamtwegstrecke ausgewertet. In
Testblock fiinf wurde in die Mitte des offenen Feldes ein rotes Holzobjekt plaziert, um das
Neugierverhalten gegeniiber neuen Objekten zu untersuchen. In den Testblocken eins bis vier
wurde durchgehend eine geringere lokomotorische Aktivitit im RC1-Genotyp festgestellt
(Abb 8, Blocke 1-4). Eine Analyse der Bewegungsmuster der einzelnen Tiere ergab keine
Unterschiede der bevorzugten Verhaltensmuster, die die geringere Gesamtlokomotion in
GluR-C defizienten Méusen erklirte, wie beispielsweise Angst vermittelte Bewegungsstarre
oder das Entlanggehen an den Réndern des offenen Feldes. Das Neugierverhalten von
Wildtyp und GluR-C defizienten Médusen war vergleichbar, beide Genotypen zeigten &hnliche
lokomotorische Aktivitét (Abb 8, Block 5) mit bevorzugtem Aufenthalt im mittleren Bereich

des offenen Feldes.
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Abbildung 8: Lokomotorische Aktivitit im offenen Feld Test. Mit 1-5 sind 5 aufeinanderfolgende Testblocke
von je 5 miniitiger Dauer fiir die jeweiligen Genotypen zusammengefasst. In Testblock 5 wurde ein “Novel
Object Recognition” Test von 5 miniitiger Dauer durchgefiihrt. Die zuriickgelegte Wegstrecke wurde in
Zentimeter [cm] fiir WT (dunkelgraue Balken, n = 10) und RC1 Genotyp (hellgraue Balken, n = 10) angegeben.

Fehlerbalken représentieren die Abweichungen vom Mittelwert in + SEM.

2.2.2 GluR-C defiziente Miuse sind in ihrer Korperbalance signifikant beeintrichtigt

Eine zusitzliche Analyse motorischer Koordinationsfihigkeit und Korperbalance stellt der
“Balance Beam” Test dar. Miuse miissen hierbei auf einer Reihe von schmalen Stangen mit
zunehmend diinner werdendem Durchmesser balancieren. Als MalBl fiir die
Koordinationsfahigkeit kann die Aufenthaltsdauer auf den Stangen betrachtet werden, wobei
im durchgefiihrten Versuch eine Dauer von 30 Sekunden als Referenzwert fiir gute
Korperbalance gewertet wurde. Wildtypen zeigten auf den quadratischen und rechteckigen
Stangen gute Balancefdhigkeiten, Maduse des Genotyps RC1 waren auf diesen Objekten
signifikant schlechter. Thre Balancefdhigkeiten erreichten hierbei nur 63% p<0.03
(quadratisch), beziehungsweise 70% p<0.02 (rechteckig) des Wildtyps. Auf den Stangen mit

runder Form waren die Balancefdhigkeiten beider Genotypen eingeschrinkt.
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Abbildung 9: “Balance Beam” Test. Dargestellt wurde die Aufenthaltsdauer in Sekunden [sec] auf den
quadratischen (Quadratisch @ 12mm), rechteckigen (Rechteckig @ 6mm), und runden Stangen (Rund @ 17mm,
12mm) fiir Wildtypen (WT, n = 10) und GluR-C™ (RC1, n = 10). Fehlerbalken reprisentieren die Abweichungen

vom Mittelwert in + SEM.

2.2.3 Die Deletion von GluR-C fiihrt zu verlangsamtem motorischen Lernen im
beschleunigenden Rotarod-Test

Die Beeintrichtigung der Motorkoordination und Kdorperbalance zeigt sich deutlich auf einer
sich drehenden Rolle (Rotarod). Versuchsreihen mit mehreren Trainingsblocken fithren zu
einer Verbesserung motorischer Fahigkeiten, die sich in einer erhohten Aufenthaltsdauer auf
dem Rotarod auswirkt. Sie kann als MaB fiir das Erlernen motorischer Fahigkeiten betrachtet
werden. Auf einem beschleunigenden Rotarod, welcher {iber einen Zeitraum von 5 Minuten
die Umdrehungsgeschwindigkeit von 4 rpm auf 40 rpm erhoht, wurden Wildtyp und RC1-
Genotyp in acht aufeinanderfolgenden Trainingsblocken, die aus je drei Trainingseinheiten
bestanden, auf ihre motorische Lernfahigkeit untersucht. Neben der beeintrichtigten
Motorkoordination wurde in diesem Experiment auch eine verzdgerte motorische
Lernfidhigkeit der RC1 Mause offensichtlich. Nach insgesamt sechs Trainingsblocken an drei
aufeinanderfolgenden Tagen, hatten Wildtyp-Tiere bereits ihre maximalen koordinatorischen
Féhigkeiten erlernt. Tiere des RC1 Genotyps erreichten auch nach acht Trainingsblocken

nicht die maximale motorische Lernfahigkeit ihrer Wildtyp Geschwister. Zwolf Tage nach
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Beendigung des Rotarod-Versuches wurden Wildtyp und GluR-C defiziente Méuse erneut in
zwel Trainingsblocken auf ihre motorischen Koordinationsfahigkeiten untersucht, um die
Ausbildung des motorischen Gedichtnisses beider Genotypen vergleichen zu kénnen. In
keiner der beiden Mauslinien wurde eine signifikante Verschlechterung der motorischen
Féhigkeiten beobachtet, was eine Beeintrichtigung des motorischen Langzeitgedéchtnisses in

GluR-C defizienten Mausen ausschliefit (Abb 10).
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Abbildung 10: Aufenthaltsdauer im beschleunigenden Rotarod nach aufeinanderfolgenden Trainingseinheiten.
Rotarod-Training von Wildtyp (WT, n = 10, dunkelgraue Rechtecke) und GluR-C" Méausen (RC1, n = 10,
hellgraue Dreiecke) in acht aufeinanderfolgenden Traningsblocken (Blocke 1-8). In den Blocken neun und zehn
(9, 10) wurde 12 Tage nach Rotarod-Training das motorische Gedachtnis getestet. Die Aufenthaltsdauer auf dem

Rotorod wurde in [sec] angegeben. Fehlerbalken représentieren die Abweichungen vom Mittelwert in + SEM.

2.2.4 GluR-C defiziente Miuse sind in angstbezogenen Verhaltensweisen gestort

Die Neugier, eine neue Umgebung zu erforschen und dabei eine aversive Umgebung zu
vermeiden, stellt einen natiirlichen Konflikt zwischen exploratorischem und angstbezogenem
Verhalten dar. Dieser 146t sich in einem Hell/Dunkel Test untersuchen, bei dem Mause
zwischen der Tendenz, sich bevorzugt in einem sicheren dunklen Kompartiment aufzuhalten
und der Neugier eine neue Umgebung zu erforschen, unterscheiden miissen. Jeweils zehn

GluR-C defiziente Méduse wurden mit ihren Wildtyp Geschwistern verglichen. Aufgezeichnet
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wurde die tatsdchliche lokomotorische Aktivitit, die sich an der Anzahl der Wechsel
zwischen hellen und dunklen Kompartimenten messen 1d6t und die Tendenz sich bevorzugt in
aversiver oder nicht aversiver Umgebung aufzuhalten. Die erniedrigte Anzahl der
Hell/Dunkel Wechsel bestitigte die im offenen Feld beobachtete geringere exploratorische
Aktivitit von GluR-C defizienten Mdusen in signifikantem AusmalB. Die Anzahl der
durchnittlichen Hell/Dunkel Wechsel innerhalb eines Zeitraumes von sechs Minuten
verringerte sich im RC1 Genotyp auf 8 gegeniiber 15 im WT (p<0.03). Es lieBen sich in
diesem Test auch signifikante Unterschiede beider Genotypen beziiglich der bevorzugten
Kompartimente feststellen. Wildtypen zeigten trotz hoherer exploratorischer Aktivitit mit
63% der Gesamtaufenthaltsdauer eine klare Priaferenz fiir das nicht-aversive dunkle
Kompartiment. Die im Verhiltnis kiirzere Aufenthaltsdauer von GluR-C’-Médusen im dunklen

Kompartiment von 37% (p<0.03) deutete auf eine Beeintridchtigung des angstbezogenen

Verhaltens hin.
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Abbildung 11: Hell/Dunkel Feld Test von Wildtyp (WT, n = 10, dunkelgraue Balken) und GluR-C" (RC1, n =
10, hellgraue Balken). A) Anzahl der Wechsel zwischen hellem und dunklem Kompartiment. B)
Gesamtaufenthaltsdauer in aversiver (Helles Kompartiment) oder sicherer ( Dunkles Kompartiment) Umgebung

in Sekunden [sec]. Fehlerbalken reprasentieren die Abweichungen vom Mittelwert in + SEM.
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2.2.5 Die Defizienz von GluR-C vermindert die Fiahigkeit zur Gedichtnisbildung fiir
angstbezogenes Verhalten

Die Fihigkeit eine Verkniipfung zweier Reize herzustellen und fiir diese ein Gedéchtnis
auszubilden stellt eine Form des sogenannten impliziten Lernens dar. Eine Art des
assoziativen, impliziten Lernens ist die Vermeidung einer bestimmmten Verhaltensweise im
Kontext eines aversiven Reizes. Experimentell kann dies beispielsweise durch passive
Abneigungstests erfasst werden, bei denen als aversiver Stimulus ein milder FuBlschock in
einer bestimmten Umgebung appliziert wird, der nach erfolgter Assoziation zu einer
Vermeidung des Ortes fiihrt, an dem der Stimulus erfolgte. Je zehn Wildtypen und GluR-C
—Maiuse wurden in einem passiven Abneigungstest auf ihre Fahigkeit untersucht, ein
Gedéchtnis fiir aversive, assoziative Reize auszubilden. Als MaB fiir die passive Abneigung
wurde die Latenzzeit gemessen, um von einem stark beleuchteten, etwa 20cm® groBen
Kompartiment mit allen 4 Pfoten in eine dunkle 400cm” groie Kammer zu wechseln. Nach
Applikation eines milden FuBlschockes von 0,8mA fiir 1s im Dunkelkompartiment wurden die
Maiuse zur Bildung einer Assoziation fiir weitere 10 Sekunden in der dunklen Kammer
eingeschlossen und danach in ihre Heimkéfige zuriickgesetzt. Nach 1h, um die Ausbildung
eines sogenannten Kurzzeitgedédchtnisses zu erfassen, sowie nach 24h zur Erfassung eines
Langzeitgeddchtnisses wurde die Abneigung der Maiuse, in das dunkle Kompartiment
einzutreten, untersucht. Die Latenzzeiten beider Genotypen waren vor Konditionierung sehr
gering, was die aversive Umgebung des hellen Kompartimentes unterstrich (Abb 12 A). Eine
Stunde nach FuBlschock hatten Wildtyp-Méuse bereits ein Gedédchtnis fiir den
angstauslosenden Stimulus ausgebildet. Im Gegensatz zu GluR-C defizienten Miusen, deren
Gedichtnisausbildung in diesem kurzen Zeitraum stark beeintrachtigt war (Abb 12 B). Die
mittlere Latenzzeit bis zum Eintritt in das Dunkelkompartiment betrug im Wildtyp 128.8 +
14.3 Sekunden, im RC1 Genotyp 50.4 £+ 14.9 Sekunden (p<0.01). Im Falle eines Eintretens in
das Dunkelkompartiment innerhalb der experimentellen Dauer von 150 Sekunden, wurden die
Maiuse einem erneuten FuBBschock gleicher Intensitét ausgesetzt. Nach 24 Stunden verbesserte
sich das angstbezogene Gedéchtnis von GluR-C'-Méusen mit einer gemessenen Latenzzeit
von 95 £ 19.6 Sekunden, blieb aber dennoch signifikant schlechter als in Wildtyp-
Geschwistern mit einer Latenzzeit von 141.8 £+ 8.2 Sekunden (p<0,04) (Abb 12 C). GluR-C
Maiuse erreichten somit, trotz einer zweiten negativen Erfahrung, auch nach 24 Stunden kein

absolutes Vermeidungsverhalten des Dunkelkompartimentes, was auf offensichtliche
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Beeintriachtigungen des angstbezogenen Verhaltens und impliziten Lernens aversiver Reize

zurickzufiithren war.

1 -

BWT [m=103
1401 a [C [m= 1)
120

2 2

pi -
-

Wor Schock 1h nach Schock 24h nach Schock

Abbildung 12: Passives Abneigungsverhalten nach aversivem Reiz. Die Latenzzeit [sec] fiir den Eintritt in das
Dunkelkompartiment vor Konditionierung (Latenzzeit vor Schock) und eine Stunde (Latenzzeit 1h nach Schock)
bzw. 24 Stunden (Latenzzeit 24 h nach Schock) nach FuBlschock wurde in Wildtypen (WT, n = 10, dunkelgraue

Balken), und GluR-C-Méusen (RC1, n = 10, hellgraue Balken) gemessen. Fehlerbalken repridsentieren die
Abweichungen vom Mittelwert in + SEM.
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2.3 Biochemische und elektrophysiologische Charakterisierung im

Hippokampus von GluR-C defizienten Miusen

Der Hippokampus ist diejenige Region des Sduger-Gehirns, die wesentlich an der Ausbildung
von Kurzzeitgedichtnis beteiligt ist (Milner, 1998). Die synaptischen Verbindungen des
Hippokampus gehoren zu den am besten charakterisierten neuronalen Vernetzungen des
Gehirns. Der Hauptanteil erregender synaptischer Ubertragung im Hippokampus wird dabei
durch den Neurotransmitter L-Glutamat vermittelt. Glutamat-Rezeptoren des AMPA-Typs
bestehen aus heterooligomeren Komplexen der vier Untereinheiten GluR-A, -B, -C und -D
(Dingledine et al., 1999; Hollmann und Heinemann, 1994; Seeburg, 1993), deren
Hauptpopulation im Hippokampus sich aus GluR-A/B und GluR-B/C Rezeptorkomplexen
zusammensetzt (Wenthold et al., 1996). Der Hippokampus stellt deshalb ein wichtiges
Modellsystem fiir die Beteiligung von AMPA-Rezeptoren in der Formation von Gedéchtnis

und Lernen auf molekularer Ebene dar.

2.3.1 Reduzierte Expression der GluR-B Untereinheit im Hippokampus GluR-C
defizienter Miuse

In der Maus fiihrt der Verlust der AMPA-Rezeptor Untereinheit GluR-A zur Reduktion der
Untereinheiten GluR-B und GluR-D, den Partnern von GluR-A in Pyramidalneuronen bzw.
Interneuronenpopulationen im Hippokampus (Zamanillo et al., 1999; Jensen et al., 2002), und
zu einer gegeniiber dem Wildtyp verzogert erreichten Maximalexpression. Deshalb wurde
untersucht, ob die Deletion von GluR-C ebenfalls die Expression anderer Untereinheiten
beeinflult. Aus dem Hippokampus von Wildtyp und GluR-C" Miusen (RC1) wurden zum
Zeitpunkt perinataler, prédpubertédrer, halbwiichsiger, geschlechtsreifer und erwachsener
Entwicklungsstadien (P2, P14, P28, P42 und P90) Proteinextrakte isoliert. Fiir den direkten
Vergleich wurden 8ug Gesamtprotein der jeweiligen Entwicklungsstadien von Wildtyp und
GluR-C" auf einem Immunoblot analysiert. Der Verlust von GluR-C fiihrt zu Verdnderungen
in der GluR-B Expression. Bis zur Pubertit (P28) wurde in GluR-C defizienten Méusen eine
40%ige Reduktion der GluR-B Untereinheit im Vergleich zum Wildtyp festgestellt. Erst ab
P42 war die GluR-B Menge zwischen Wildtypen und RC1 Genotypen vergleichbar (Abb 13).
Desweiteren wurde eine Reduktion der Proteinmenge von GluR-A in allen
Entwicklungsstadien beobachtet, die etwa 80% der WT-Expression erreichte (Abb 13). Eine
Verzogerung der entwicklungsabhéngigen Expression von GluR-A wurde nicht detektiert. Im

RC1 Genotyp wurde kein GluR-C detektiert, wihrend im Wildtyp die Expression von GluR-
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C parallel zu GluR-A und GluR-B Untereinheiten anstieg. Die Expression von GluR-D im
Hippokampus beider Genotypen war in allen Entwicklungsstadien schwach detektierbar,
zeigte jedoch einen dhnlichen entwicklungsabhéngigen Verlauf, wie bereits fiir GIuR-A bis
—C beobachtet. Unterschiede in RC1 Genotyp und Wildtyp-Mausen wurden nicht festgestellt.
Das Expressionsprofil von a-CaMKII war in beiden Genotypen identisch und zeigte einen
ansteigenden Verlauf mit maximaler Expression bei P28. Der interne p-Actin Standard zeigte,

daB aus allen Entwicklungsstadien gleich viel Gesamtprotein aufgetragen wurde.

a0l GufA — v DD - SRR
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anti GhuR-C e T T

anti Gul-0 C O - — .
anti c-CaMiil — - I — anillhay

anti fi-actin — T —

Abbildung 13: Immunoblot aus hippokampalen Proteinextrakten fortlaufender postnataler Enwicklungsstadien
(P2, P14, P28, P42 und P90) gegen die AMPA-Rezeptor Untereinheiten GluR-A bis —D (anti GluR-A bis —D)
aus Wildtyp- (WT, links), und GluR-C-Homogenaten (RC1, rechts). Als enwicklungsabhdngiges Markerprotein
wurde ein Antikdrper gegen Ca” -Calmodulin abhingige Kinasell (anti a-CaMKII) verwendet. Als Kontrolle fiir

gleich geladene Gesamtproteinmengen wurde ein p-Aktin Antikdrper eingesetzt.
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2.3.2 Der Verlust von GluR-C fiihrt zur Akkumulation von GluR-B Untereinheiten in
den Zellkorpern von Pyramidalneuronen

AMPA-Rezeptor Untereinheiten, die in GluR-C defizienten Mdusen keine heteromeren
Rezeptorkomplexe bilden kdnnen, werden moglicherweise wie in GluR-A"" Miusen in
somatischen Kompartimenten von Pyramidalneuronen zuriickgehalten. Es wurde deshalb zu
den postnatalen Entwicklungszeitpunkten P14 und P42 die regionale und subzellulédre
Lokalisation von AMPA-Rezeptor Untereinheiten im Hippokampus von Wildtypen und
GluR-C" Miusen immunhistochemisch untersucht. Sagittale Gehirnschnitte wurden mit
Antikorpern gegen GluR-A, -B, und —D inkubiert; ein monospezifischer Antikorper, der die
GluR-C Untereinheit in Gewebeschnitten detektiert, war nicht verfiigbar. Durch Detektion mit
Peroxidase gekoppeltem Sekundérantikdrper und anschliessender DAB-Prézipitation wurden
die Immunreaktionen gegen die jeweiligen AMPA-Rezeptor Untereinheiten sichtbar gemacht.
Die regionale und subzelluldre Verteilung von GluR-A war in Wildtyp und RC1 Méusen
identisch. In jungen Tieren wurde ein substantieller Anteil an GluR-A in den Zellkérpern von
Pyramidalneuronen detektiert. In 42 Tage alten Tieren wurde eine Umverteilung der GluR-A
Untereinheit von somatodendritischer zu vorwiegend dendritischer Lokalisation in
Pyramidalneuronen beobachtet (Abb 14 A). Die GluR-B Immunreaktion unterschied sich in
jungen Wildtyp und RC1 Méusen wesentlich beziiglich der subzelluliren Lokalisation in
Pyramidalneuronen. Wie bereits fiir GluR-A defiziente Méuse beschrieben ( Zamanillo et
al.,1999; Jensen et al., 2002) fiihrte der Verlust eines Assoziationspartners zum Verbleib der
GluR-B Untereinheit in somatischen Kompartimenten, wohingegen im Wildtyp eine
gleichméafBige Verteilung in den apikalen und basalen Dendriten beobachtet werden konnte. In
42 Tage alten Wildtypen wurde eine Umlagerung von GluR-B in dendritische Fortsétze
beobachtet, bei gleichzeitiger Abnahme der Intensitét in den Zellkorpern. In 42 Tage alten
RC1 Mausen wurde ebenfalls eine Umlagerung der GluR-B Untereinheit zu dendritischen
Kompartimenten hin beobachtet, jedoch verblieb ein betridchtlicher Anteil von GluR-B in den
Zellkorpern der Pyramidalneurone (Abb 14 B). Bei der Immunfarbung gegen GluR-D wurden
keine Unterschiede zwischen Wildtyp und GluR-C beobachtet. In beiden untersuchten
Altersstufen wurden Interneuronenpopulationen im Stratum oriens der CA1-Region, sowie in
der Pyramidalschicht und Stratum radiatum von CA1 und CA3 detektiert. Eine spezifische
Férbung in den Prinzipalneuronen konnte nicht detektiert werden (Abb 14 C).
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Abbildung 14: DAB-Immunhistochemie gegen die AMPA-Rezeptor Untereinheiten GluR-A (A), GluR-B (B)
und GluR-D (C) in sagittalen Hippokampusschnitten von 14 (P14) und 42 (P42) Tage alten Wildtyp- (WT) und

GluR-C-Maiusen (RC1). Die hippokampalen Subregionen wurden wie folgt abgekiirzt: Cornu Ammonis 1, 3
(CA1, CA3), Gyrus dentatus (DG), Pyramidalzellschicht und Stratum radiatum von CA1 und CA3 (Py und Ra),
Polymorph-Schicht und Kérnerzell-Schicht im Gyrus dentatus (PoDG und GrDG). Ubersichtsaufnahmen wurden
in Sfacher VergroBerung aufgenommen (Skalierung: 500pm), CAl-Aufnahmen in 63facher VergréBerung
(Skalierung: 50um).
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2.3.3 GluR-C Defizienz fiihrt zum partiellen Riickhalt von GluR-B Untereinheiten in
Endoplasmatischem Retikulum und medialen Golgi Kompartimenten

Die Deletion von GluR-C hatte deutliche Einfliisse auf die Proteinexpressionshohe und
subzelluldre Lokalisation der GluR-B Untereinheit im Hippokampus. Es wurde untersucht, in
welchen subzelluldren Kompartimenten sich somatisch akkumulierte GluR-B Untereinheiten
befinden und ob somatisch akkumuliertes GluR-B als heteromerer oder homomerer AMPA-
Rezeptor Komplex vorliegt. Anhand der Glykosilierungsmuster wurden post Golgi
Rezeptorkomplexe von Rezeptoren in ER bis medial Golgi unterschieden, unter der
Annahme, daB funktionelle AMPA-Rezeptorkomplexe eine abgeschlossene Assemblierung
und postranslationale Modifikation in Endoplasmatischem Retikulum (ER) und Golgi-
Apparat durchlaufen haben. Nach Immunprézipitationen gegen GluR-A und -B aus
Hippokampus-Extrakten 14 und 42 Tage alter Tiere von Wildtyp und GluR-C" wurden die
Immunprizipitate, sowie ungebundene Proteine des Uberstandes mit Endoglykosidase H
(EndoH) oder N-glykosidase F (PNGaseF) behandelt (Davidson und Balch, 1993; Kornfeld
und Kornfeld, 1985). Die genaue Wirkungsweise der Enzyme ist im speziellen Methodenteil
aufgefiihrt. Die EndoH-Behandlung erlaubte die Unterscheidung der AMPA-Rezeptor
Untereinheiten in ER bis medial Golgi von Rezeptorkomplexen, die mediale Golgi
Kompartimente bereits durchlaufen hatten. PNGaseF entfernt nahezu alle N-verkniipften
Oligosaccharide und diente zur Identifizierung komplett deglykosilierter AMPA-Rezeptor
Untereinheiten. Durch Anderungen der apparenten Molekulargewichte nach Endoglycosidase
Behandlung wurden komplett prozessierte von “unreifen” AMPA-Rezeptor Untereinheiten im
Immunoblot unterschieden. GluR-B Untereinheiten, die mit GluR-A koprézipitierten, waren
unabhéngig von Alter und Genotyp zu iiber 90% EndoH insensitiv (Abb 15 A), womit
bestitigt wurde, dal GluR-A/B Komplexe mediale Golgi-Komplexe durchlaufen konnten.
Die komplette Population von GluR-B Untereinheiten war, unabhidngig vom Alter der Tiere,
in Wildtypen zu etwa 90% EndoH insensitiv, in GluR-C" Miusen hingegen waren nahezu
40% aller GluR-B Untereinheiten sensitiv gegeniiber EndoH (Abb 15 B). In GluR-C
defizienten Méusen existierte damit eine grofle Population unreifer GluR-B Untereinheiten,
die nicht als heteromere GluR-A/B Komplexe vorlagen. In GluR-C defizienten Méusen wurde
GluR-C nicht detektiert, im Wildtyp hingegen wurden GluR-A/C und GluR-B/C Komplexe
koprézipitiert. Etwa 10% der mit GluR-B koprizipitierten GluR-C Untereinheiten waren in
jungen Tieren sensitiv gegeniiber EndoH Behandlung, wogegen in erwachsenen Tieren

auschlieflich EndoH insensitive GluR-C Untereinheiten in den Immunprézipitaten detektiert
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wurden ( Abb 15 C, D). Damit wurde gezeigt, dal auch GluR-A/C und GIluR-B/C Rezeptor

Komplexe effektiv zu funktionellen AMPA-Rezeptoren prozessiert wurden.
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Abbildung 15: Immunoblots gegen die AMPA-Rezeptor Untereinheiten GluR-B (anti GluR-B) und GluR-C
(anti GluR-C) nach Immunprézipitationen gegen GluR-A (A, C) und GluR-B (B, D) aus Hippokampusextrakten
14 und 42 Tage alter Tiere der Genotypen Wiltyp (WT) und GIuR-C (RC1). Immunprézipitate aus 25ug
Gesamtprotein wurden unbehandelt (Nativ), mit Endoglycosidase H behandelt (EndoH) oder mit N-glycosidase
F behandelt (PNGaseF) nach Auftrennung durch 7% SDS-PAGE im Immunblot detektiert.

Nach Immunprizipitation wurden nicht koprizipitierte Proteine aus den Uberstéinden gefllt
und die darin enthaltenen GluR-A, -B und —C Untereinheiten auf ihren Glykosilierungsgrad
untersucht. GluR-B und GluR-C Untereinheiten, die nicht mit GluR-A koprézipitierten, waren
in jungen Wildtypen zu etwa 10% und in erwachsenen Wildtypen zu etwa 5% EndoH-sensitiv
(Abb 16 A, B; Abb 15 D), was die effektive Prozessierung des Grofteils von GluR-B/C
Rezeptor Komplexen bestétigte. Im RC1 Genotyp hingegen stieg, unabhéngig vom Alter, der
Anteil EndoH sensitiver GluR-B Untereinheiten des Uberstandes auf mehr als 50% (Abb 16
A), was darauf hindeutet, daB GluR-B haltige Rezeptoren ohne die Assoziationspartner,
GluR-A oder —C, in ER bis medialen Golgi-Kompartimenten zuriickgehalten wurden. GluR-
A/C Rezeptoren oder andere GluR-A enthaltende Rezeptorpulationen konnten offenbar

effizient mediale Golgi-Kompartimente passieren, da keine komplett deglykosilierten GluR-A
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Untereinheiten detektiert wurden (Abb 16 B). Fiir nicht mit GluR-B koprézipitiertes GluR-C,
wurde in jungen Wildtypen ein etwa 10%iger Anteil EndoH sensitiver Untereinheiten
beobachtet, der im Erwachsenenstadium nicht mehr detektiert werden konnte, was die
effektive Prozessierung GIluR-C enthaltender AMPA-Rezeptoren bestitigte. Es wurde in
diesem Versuchsansatz deutlich, dal3 GluR-B Unterecinheiten, die in den Somata von
Pyramidalneuronen akkumulieren, nicht als GluR-A/B oder GluR-B/C Rezeptor Komplexe
vorlagen und deshalb in ER bis medialen Golgi Kompartimenten zuriickgehalten wurden. Im
Gegensatz zu GluR-A oder -C konnen GIluR-B Untereinheiten im Hippokampus

offensichtlich keine funktionellen homomeren Rezeptoren bilden.

Leberslands IP-A Leberslands [P-B
P14 P42 F14 P4z
W I W ARG W R Wi R
& #
& ‘*’b""‘ SIS mﬁ S ﬁ}éfy‘ﬁﬁﬂ @ﬂ"" f
A =B C A
<.

-'.-I -H..l - Ly B

B wC O -

'.- --. - -

Abbildung 16: Immunoblots gegen die ungebundenen AMPA-Rezeptor Untereinheiten GluR-A (a-A), GluR-B
(a-B) und GluR-C (a-C) nach Immunprizipitationen gegen GluR-A (Uberstinde IP-A) und GluR-B (Uberstinde
IP-B) aus Hippokampusextrakten 14 - und 42 Tage alter Tiere der Genotypen Wiltyp (WT) und GluR-C'(RC1)
wurden die Uberstinde aus 25pg Gesamtprotein unbehandelt (Nativ), mit Endoglycosidase H behandelt
(EndoH) und N-glycosidase F behandelt (PNGaseF) nach Auftrennung durch 7% SDS-PAGE im Immunblot
detektiert.
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2.3.4 Normale synaptische und extrasynaptische AMPA-Rezeptor vermittelte
Transmission in GluR-C defizienten Miusen

In GluR-C defizienten Méusen fehlen GluR-B/C Rezeptor Komplexe fiir die AMPA-Rezeptor
vermittelte Transmission in synaptischen und extrasynaptischen Kompartimenenten von
Pyramidalneuronen. Um zu untersuchen, welchen Anteil GluR-C Untereinheiten an der
synaptischen und extrasynaptischen Transmission von AMPA-Rezeptoren vermitteln, wurden
extrasynaptische “soma patch” Ableitungen in Zellkoérpern von CAl-Pyramidalneuronen
durchgefiihrt und synaptisch aktivierte Gesamtzellstrome von CA1 Pyramidalneuronen nach
Stimulation in den Schaffer-Kollateralen gemessen. Die extrasynaptischen AMPA- und
NMDA-Rezeptor Strome waren in Wildtyp- und GluRC -Mdusen vergleichbar; es wurden
hierbei keine Unterschiede in Amplitude und Kinetik beobachtet (Abb 18 A). Die
Strom/Spannungs Kurve extrasynaptischer AMPA-Rezeptor Strome war in GluR-C
defizienten Mdusen und Wildtypen linear (Abb 18 B). Das Verhiltnis von AMPA/NMDA
Stromen in “soma patches” wurde mit 7.1 + 1.35 fiir WT und 5.6 + 2.36 fiir den RC1 Genotyp
gemittelt (Abb 18 A) und zeigte somit keine signifikanten Unterschiede im Vergleich beider
Genotypen (Abb 18 C). Die AMPA/NMDA-Rezeptor Strome wiesen jedoch in GluR-C
defizienten Madusen eine groBle Streuung auf (Abb 18 C). Moglicherweise wurden
unterschiedliche Populationen von Neuronen mit unterschiedlicher Expression von AMPA-
Rezeptoren gemessen. Die Menge an vorhandenen AMPA-Rezeptor Komplexen reichte
jedoch aus, um eine regulire AMPA-Rezeptor vermittelte Transmission in extrasynaptischen
Kompartimenten zu ermdglichen.

Einzelmessungen von synaptischen AMPA- und NMDA-Rezeptor Stromen in CAl-
Pyramidalneuronen GluR-C defizienter Méduse waren in Amplitude und Kinetik gegeniiber
dem Wildtyp unverdndert (Abb 19 A). Die Analyse der synaptischen AMPA/NMDA Strome
ergab fiir die WT-Messungen ein Verhiltnis von 1.97 + 0.19 und fiir den RC1 Genotyp ein
Verhiltnis von 1.81 = 0.2 (Abb 18 B). Auch fiir die Aufrechterhaltung AMPA-Rezeptor
vermittelter synaptischer Transmission wurden offenbar keine GluR-B/C Rezeptoren benotigt.
Die vorhanden AMPA-Rezeptoren reichten aus, um eine dem Wildtyp vergleichbare

synaptische Reizweiterleitung zu ermoglichen.
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Abbildung 17: “Soma patch”-Ableitungen an CA1 Pyramidalneuronen von 14 Tage alten Wildtypen (WT) und
GluR-C" Miusen (RC1) A) Einzelmessung extrasynaptischer AMPA/NMDA Strome bei —80mV Haltepotential
von Wildtyp (WT) und GIuR-C™ (RC1) bei Skalierung der y-Achse von 1nA und der x-Achse von 50 ms. B)
AMPA Rezeptor Strom-/Spannungskurve von Wildtyp (WT) und GluR-C (RC1) in CA1 Pyramidalneuronen
mit gemessener Stromstdrke I [nA], bei verschiedenen Haltepotentialen V [mV]. C) Verhéltnis der
extrasynaptischen AMPA/NMDA Rezeptor Strome (links) in WT (dunkelgrauer Balken) und RC1 (hellgrauer
Balken) bei -80mV Haltepotential mit Verteilungsgraphik der Einzelwerte (rechts). Fehlerbalken représentieren

die Abweichungen vom Mittelwert in = SEM.
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Abbildung 18: Synaptisch vermittelte AMPA/NMDA Gesamtzellstrome in CA1 Pyramidalneuronen von 14
Tage alten Wildtypen (WT) und GluR-C" Méusen (RC1). A) Einzelmessungen von WT und RC1 Genotyp bei
—70mV Haltepotential. Die Stromamplitude [pA], und Messdauer [ms] sind angegeben. B) Verhéltnis der
synaptischen AMPA/NMDA Stréme in Wildtyp (WT, dunkelgrauer Balken) und GluR-C™ (RC1, hellgrauer

Balken) bei —70mV Haltepotential. Fehlerbalken repriasentieren die Abweichungen vom Mittelwert in + SEM .
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2.3.5 Wildtyp LTP an CA3/CA1 Synapsen von GluR-C defizienten Miiusen

Fiir die Analyse der LTP Expression an CA3/CA1 Synapsen wurden Feld-LTP Messungen
durchgefiihrt (spezieller Methodenteil). Frische Gehirnschnitte aus Wildtyp und GluR-C'-
Maiusen wurden im Alter von 14 und 42 Tagen auf die LTP-Expression in der CAIl-
Pyramidalzellschicht des Hippokampus untersucht. In den Feld-LTP Messungen wurden
keine Abweichungen in Induktion, Expressionshéhe und Dauer gegeniiber Wildtyp detektiert.
Die Steigungen der Feldpotentiale waren zu keinem Zeitpunkt signifikant unterschiedlich
zwischen Wildtypen und GIuR-C™ Méusen. Eine posttetanische Potenzierung war in beiden
Genotypen festzustellen. Die Vergleiche der Feldpotential-Steigungen nach 45min ergaben
nur insignifikante Abweichungen zwischen Wildtyp und GIuR-C™ im Alter von 14 (P14, p =
0.44) und 42 Tagen (P42, p = 0.65). Es konnte somit ausgeschlossen werden, dal GluR-B/C
AMPA-Rezeptor Komplexe fiir die Auspragung synaptischer Potenzierung an SC-CAl
Synapsen in jungen Tieren bendtigt wurden. Ebenso konnte eine Beteiligung von B/C
Komlexen an der Aufrechterhaltung synaptischer Potenzierung in erwachsenen Tieren
ausgeschlossen werden. Die Anwesenheit von GluR-A/B Rezeptor Komplexen und/oder
homomeren Calcium durchldssigen GluR-A Rezeptoren war ausreichend, um regulire

synaptische Potenzierung unabhéngig vom Alter der Tiere zu erzielen.
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Abbildung 19: LTP Expression in der hippokampalen CA1 Pyramidalzellschicht von 14 bis 42 Tage alten
Wildtyp (WT) und GIuR-C™ Méausen. A) Steigungen der relativen synaptischen Potenzierung im Vergleich zum
unstimulierten Kontollpfad in 14 Tage alten (P14) und B) 42 Tage alten (P42) Tieren der Genotypen WT (weile

Kreise) und RC1 (schwarze Kreise). Fehlerbalken repréisentieren die Abweichungen vom Mittelwert in = SEM.
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2.3.6 Der gleichzeitige Verlust von GluR-A und GluR-C fiihrt in Méusen zu
schwerwiegenden Verhaltensdefiziten und zum Verlust synaptischer AMPA-Rezeptor
Reizweiterleitung im Hippokampus

In Jungtieren von GluR-A defizienten Mauslinien (Jensen et al., 2002) wurde eine synaptische
Plastizitdt im Hippokampus gemessen, die in erwachsenen Tieren abwesend war. Zur
Untersuchung AMPA-Rezeptor vermittelter, synaptischer Potenzierung im Hippokampus von
Jungtieren wurde eine Mauslinie generiert, der die Untereinheiten GluR-A und GluR-C
fehlten (1lox/RC1). GluR-A/C defiziente Méuse zeigten schwere korperliche Defizite auf, die
sich in geringerem Gewicht und Korpergrosse, als deren einfach mutante oder Wildtyp
Geschwister ausprédgte. Die Lebensdauer von Méusen des 11ox/RC1 Genotyps konnte nicht
iiber ein Alter von 25 Tagen hinaus verldngert werden. Die Tiere zeigten schwerwiegende
Beeintrdchtigungen der Motorkoordination, die sich in starkem Tremor und spontanem
Umkippen auspriagte. Die Aufricht-Reflexe waren jedoch intakt, da ein erzwungenes

Umkippen zu sofortiger Korrektur der Korperhaltung fiihrte.

Abbildung 20: GroBenvergleich 18 Tage alter Geschwister von GluR-A™/C” (11ox/RC1) und Wildtyp (WT).

2.3.6.1 Der gleichzeitige Verlust von GluR-A und GluR-C fiihrt zum Verbleib des
Grofiteils der GluR-B Untereinheiten in unmaturiertem Zustand

Die Auswirkungen des Verlustes der beiden Hauptpartner der GluR-B Untereinheit im
Hippokampus wurden durch Expressionsanalyse und Deglykosilierungsstudien untersucht.
Der Wegfall von GluR-A und GluR-C sollte verdeutlichen, ob GluR-B als einzig verbliebene
AMPA-Rezeptor Untereinheit in Pyramidalneuronen homomere Rezeptorkomplexe bilden
kann, die zu funktionellen AMPA-Rezeptoren prozessiert werden. Hierzu wurden
hippokampale Proteinextrakte von 14 Tage alten Tieren der Genotypen 1lox (GluR-A™), RC1
(GluR-C") und 11ox/RC1 (GluR-A"/GluR-C") im Immunoblot auf die Expressionshéhe und
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den posttranslationalen Reifestatus von AMPA-Rezeptor Untereinheiten untersucht. Die
Expression der GluR-B Untereinheit war in GluR-A"" Mausen noch stirker verringert, als im
RC1 Genotyp. Durch die gleichzeitige Defizienz von GluR-A und GluR-C wurde keine
weitere Reduktion der GluR-B Expression gegeniiber GluR-A defizienten Méusen
beobachtet. Die Expression der GluR-D Untereinheit war in GluR-A”" Mausen ebenfalls
gegeniiber RC1 Maiusen verringert. In der Doppelmutante wurde keine weitere Reduktion der
GluR-D Expression beobachtet (Abb 21, Gesamt). Die Behandlung der Immunprézipitate mit
EndoH ergab, daB in GluR-C defizienten Méusen 30-40% EndoH sensitive GluR-B
Untereinheiten vorhanden waren, deren Anteil in GluR-A defizienten Méusen auf etwa 50%
und in doppelt homozygoten 1lox/RC1 Méusen auf iiber 75% anstieg. Erstaunlicherweise
erreichte trotz Abwesenheit der beiden Hauptpartner, GluR-A und GIuR-C, ein substantieller
Anteil an GluR-B Untereinheiten einen EndoH insensitiven Reifestatus (Abb 21,
Immunprizipitation GluR-B). Es konnte nicht ausgeschlossen werden, dafl die
Deglykosilierung durch EndoH nicht vollstindig stattfand; moglicherweise wurden aber auch
GluR-B/D Rezeptor Komplexe gebildet, die in GIuR-A und GluR-A/C defizienten Miusen in
synaptische und extrasynaptische Kompartimente transportiert wurden. Verdeutlicht wurde
dies durch eine mehr als zweifach erhohte Menge an koprizipitierten GluR-B/D Rezeptor
Komplexen in GluR-A” und GIuR-A"/GIuR-C™ gegeniiber dem RC1 Genotyp nach
Immunprézipitation gegen die GluR-B Untereinheit (Abb 21, Immunprizipitation GluR-B).
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Abbildung 21: Immunoblot-Analyse von Proteinextrakten aus dem Hippokampus 14 Tage alter Tiere der
Genotypen RC1, 1lox und 110x/RC1 gegen GluR-B (anti GluR-B) und GluR-D (anti GluR-D). Expression der
AMPA-Rezeptor Untereinheiten aus 10pg Hippokampus-Extrakt (links) und posttranslationaler Reifestatus von
GluR-B und GluR-D Untereinheiten nach Immunprézipitation (Nativ) gegen die GluR-B Untereinheit und
Behandlung mit EndoH oder PNGaseF (rechts).

41



Ergebnisse

2.3.6.2 Der gleichzeitige Verlust von GluR-A und GluR-C fiihrt im Hippokampus zu

nahezu vollstindigem Verbleib von GluR-B in den Zellkdrpern von Pyramidalneuronen
Die GluR-B Untereinheit in GluR-A/C defizienten Mausen akkumulierte noch stérker in
somatischen Kompartimenten von Pyramidalneuronen als in GluR-C” Miusen (Abb 22 A).
GluR-D lokalisierte nach wie vor vornehmlich in Interneuronenpopulationen des Stratum
oriens und der Pyramidal-Zellschicht. Schwache Fiarbung wurde allerdings in den
Zellkorpern von Pyramidalneuronen beobachtet, die jedoch auch auf unspezifischer

Hintergrundfarbung beruhen kann (Abb 22 B).

Abbildung 22: Immunhistochemische Firbungen im Hippokampus von 14 Tage alten GluR-A”/GluR-C’
Maiusen (1lox/RC1). Die hippokampalen Subregionen wurden wie folgt abgekiirzt: Stratum oriens (Or),
Pyramidalschicht (Py), Stratum radiatum (Ra), Gyrus dentatus Kornerzellschicht (GrDG), Gyrus dentatus
Polymorphschicht (PoDG), Cornu ammonis 1 und 3 (CAl, 3) und Gyrus dentatus (DG). A) Immunfirbung
gegen GluR-B und B) Immunfirbung gegen GluR-D. Die Ubersichtsaufnahmen wurden in Sfacher
VergroBerung aufgenommen (Skalierung = 500um), die CAl-Aufnahmen wurden in 40facher VergroBerung

aufgenommen (Skalierung = 50um).
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2.3.6.3 Das Verhiltnis synaptischer, AMPA/NMDA-Rezeptor vermittelter Strome ist in
Doppelmutanten um 96% reduziert gegeniiber dem Wildtyp bei Abwesenheit von
spontan aktivierten AMPA-Rezeptor Stromen

Zur Charakterisierung der synaptischen Transmission wurden AMPA- und NMDA- Rezeptor
vermittelte Strome in 21 Tage alten Wildtypen und GluR-A"/GluR-C” Méusen (11ox/RC1) in
Mg freier Losung gemessen. Das Verhiltnis von synaptischen AMPA- zu NMDA-Rezeptor
Stromen fiel von 3.06 £+ 0.57 im Wildtyp auf 0.12 £ 0.03 mit p<0.005 in GluR-A/C doppelt
defizienten Méusen (Abb 23 A). Messungen spontan aktivierter, synaptischer AMPA-
Rezeptor Strome in Anwesenheit von TTX bestétigten die Abwesenheit von funktionellen

AMPA-Rezeptoren in den Synapsen von CA1-Pyramidalneuronen (Abb 23 B).
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Abbildung 23: AMPA- und NMDA-Rezeptor vermittelte Strome in CA1-Pyramidalneuronen von 21 Tage alten
Wildtyp (WT) und GluRA™/C" Doppelmutanten (1lox/RC1). A) Einzelmessung synaptischer AMPA- und
NMDA-Rezeptor Strome (links) und Verhéltnis von synaptischen AMPA/NMDA Stromen (rechts) in WT
(dunkelgrauer Balken) und 11ox/RC1 (hellgrauer Balken) Genotyp, mit Stromstéirke I [pA] und Messdauer [ms].
B) Spontan aktivierte postsynaptische AMPA-Rezeptor Strome in Wildtyp (WT) und GluR-A™/C" (110x/RC1) in
Anwesenheit von TTX mit Stromstirke I [pA] und MeBdauer [ms]. Fehlerbalken repriasentieren die

Abweichungen vom Mittelwert in + SEM.
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2.3.6.4 In 14 Tage alten GluR-A/C defizienten M:iusen findet nach tetanischer

Stimulation keine synaptische Potenzierung in der CA1-Region des Hippokampus statt

Zur Uberpriifung, ob eine erhdhte postsynaptische Potenzierung bei fast volligem Verlust der
AMPA vermittelten Strome noch erreicht werden kann, wurden zelluldre “Pairing”-LTP und
Feld-LTP Messungen in der CA1 Pyramidalzellschicht nach Stimulation der Schaffer
Kollateralen durchgefiihrt. Wéhrend in zelluldren “Pairing”-LTP Messungen eine dem
Wildtyp vergleichbare synaptische Potenzierung gemessen wurde (Abb 24 A), konnte in Feld-
LTP Messungen nach tetanischer Stimulation keine Langzeit-Potenzierung induziert werden.
In den ersten 15 Minuten nach Tetanus wurde sogar synaptische Depression aufgezeichnet
(Abb 24 B). Die dreiminiitige Depolarisation der postsynaptischen CA1-Pyramidalneurone im
“Pairing”-Protokoll umging offenbar den initialen Schritt der Membrandepolarisation durch
AMPA-Rezeptoren, weshalb in diesen Messungen ein Ioneneinstrom durch NMDA-
Rezeptoren dennoch stattfinden konnte und damit eine Langzeit-Potenzierung in CA1-Zellen.
Eine initiale Membrandepolarisation durch AMPA-Rezeptoren fand nach tetanischer

Stimulation nicht statt, weshalb eine Aktivierung von NMDA-Rezeptoren nicht mdglich war.
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Abbildung 24: LTP-Messungen an 14 Tage alten Tieren des Genotyps 1lox/RC1 an CA3/CA1 Synapsen im
Hippokampus. A) Zelluldre “Pairing”-LTP Messungen in CA1-Pyramidalzellen. Der nichtgepaarte Kontrollpfad
wurde mit weissen Kreissen dargestellt, der gepaarte LTP-Pfad mit schwarzen Kreisen. Y-Achse: relative
Potenzierung im Vergleich zum Kontrollpfad und x-Achse Mefldauer [min]. B) Feld-LTP Messungen in der
CA1-Pyramidalschicht nach tetanischer Stimulation. Der nicht tetanisierte Kontrollpfad wurde in weissen
Kreisen dargestellt, der tetanisierte LTP-Pfad in schwarzen Kreisen. Y-Achse: Mittelwerte der Steigungen der
Feldpotentiale nach tetanischer Stimulation im Vergleich zum Kontrollpfad, x-Achse: Mefdauer [min].

Fehlerbalken représentieren die Abweichungen vom Mittelwert in + SEM.
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2.3.6.5 Die Ausbildung zellulirer Strukturen und synaptischer Verbindungen im
Hippokampus wird durch den gleichzeitigen Verlust von GluR-A und GluR-C nicht
beeinflufit

Die Abwesenheit AMPA-Rezeptor vermittelter Strome war nicht auf Verluste synaptischer
Kontakte in der CA1-Pyramidalzellschicht oder einen massiven Verlust von Neuronen in der
CA1-Region zuriickzufiihren. Dies konnte durch immunhistochemische Férbungen gegen pra-
und postsynaptische Markerproteine, sowie Astroglia-Marker gezeigt werden. Die
Immunféarbung gegen NeuN, ein kernlokalisiertes Neuronen spezifisches Protein, konnte
keine signifikanten Unterschiede in der Gesamtneuronenzahl von Wildtyp und GluR-A/C
doppelt defizienten Méusen detektieren (Abb 25 A). Anzahl und Ausdehnung von Astroglia-
Zellen waren in Wildtyp und 11ox/RC1 Genotyp vergleichbar (Abb 25 B). Die Immunfarbung
gegen Proteine des Zellskelettes dendritischer Fortsétze, wie beispielsweise MAP2, konnte
keine Umorganisation in Ausrichtung und Linge dendritischer Neuronenfortsédtze detektieren
(Abb 25 C). Durch Synaptophysin-Antikorper wurden prasynaptische Endigungen angeférbt.
Auch hier konnten keine wesentlichen Unterschiede in Dichte und Projektion synaptischer
Kontakte beobachtet werden (Abb 25 D). Die Abwesenheit synaptischer AMPA-Rezeptoren
hatte demnach keinen Einflul auf die Entwicklung zelluldrer Strukturen und synaptischer
Verbindungen im Hippokampus. Lediglich die Immunfarbung gegen III-Tubulin zeigte auf,
daB im Gegensatz zum Wildtyp, im Gyrus dentatus offenbar die Farbung der unteren
Kornerzellschicht abwesend war, von der aus neuronale Stammzellen in die verschiedenen

Subregionen des Hippokampus auswandern (Abb 25 E, Pfeile).
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WT 1lox/RC1

Abbildung 25: Immunhistochemische Farbungen im Hippokampus von 14 Tage alten Wildtyp (WT) und GluR-
A"/GluR-C-Miusen (11ox/RC1). Die hippokampalen Subregionen wurden wie folgt abgekiirzt: Stratum oriens
(Or), Pyramidalschicht (Py), Stratum radiatum (Ra), Gyrus dentatus Kornerzellschicht (GrDG), Gyrus dentatus
Polymorphschicht (PoDG), Subgranuldre Zone (SGZ), Cornu ammonis 1 und 3 (CAl, 3) und Gyrus dentatus
(DG). A) Immunfarbung gegen NeuN B) Immunfirbung gegen GFAP, C) Immunfirbung gegen MAP2, D)
Immunfarbung gegen Synaptophysin, E) Immunférbung gegen BIII-Tubulin. Die subgranuldre Schicht wurde
durch Pfeile markiert. Die Ubersichtsaufnahmen wurden in Sfacher VergroBerung aufgenommen (Skalierung =
500pm), die CA1 und Gyrus dentatus Aufnahmen wurden in 40facher VergroBerung aufgenommen (Skalierung
= 50pum).
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2.4 Biochemische und elektrophysiologische Charakterisierung im

Kleinhirn von GluR-C defizienten Mausen

Da GluR-C in allen inhibitorischen Neuronen des Kleinhirnes vorhanden ist, konnte davon
ausgegangen werden, dall die GluR-C Defizienz auch im Kleinhirn die Expression von
AMPA-Rezeptor Untereinheiten und die AMPA-Rezeptor vermittelte Transmission

beeintrichtigt.

2.4.1 Die Deletion von GluR-C im Kleinhirn fiihrt zu Verinderungen der
entwicklungsabhingigen Expression von AMPA-Rezeptor Untereinheiten

Aus den Kleinhirnen von Wildtypen und GIluR-C defizienten Médusen wurde analog zu den
Expressionsstudien im Hippokampus Proteinextrakte aus den postnatalen
Entwicklungsstadien P2, P14, P28, P42 und P90 isoliert und durch Immunoblot auf die
Expression von AMPA-Rezeptor Untereinheiten untersucht. Im RC1 Genotyp wurde eine
Reduktion der GluR-A Expression in allen Entwicklungsstadien festgestellt, die etwa 70% des
Wildtyps betrug. Zudem nahm die GluR-A Expression in adulten RC1-Mausen stark ab,
wohingegen im Wildtyp zum gleichen Zeitpunkt maximale Expression erreicht wurde (Abb
26). Fir GluR-B wurde im Vergleich zum Wildtyp ein umgekehrtes Expressionsprofil
beobachtet. Im Wildtyp stieg die Expression von GluR-B mit zunehmendem Alter,
wohingegen in GluR-C defizienten Maidusen die GluR-B Expression in den
Entwicklungsstadien von P2 bis P14 erhoht war, dann jedoch abnahm und die niedrigste
Expression bei P90 erreichte (Abb 26). Im RC1 Genotyp wurde GluR-C nicht detektiert. Im
Wildtyp stieg die Expressionshohe von GIluR-C parallel zu anderen AMPA-Rezeptor
Untereinheiten an (Abb 26). Die Expression von GluR-D stieg im Wildtyp, dhnlich zu
anderen AMPA-Rezeptor Untereinheiten mit zunehmendem Alter. Im RC1 Genotyp hingegen
war die Expressionshohe bei gleichem Expressionsverlauf gegeniiber Wildtyp um 50 %
reduziert (Abb 26). Die Immunoblots gegen f-Actin verdeutlichten, dafl in allen
Entwicklungsstadien bei beiden Genotypen etwa gleiche Gesamtproteinmengen aufgetragen
wurden. Insgesamt wirkte sich das Fehlen von GluR-C im Kleinhirn deutlicher auf die
Expression verbliebener AMPA-Rezeptor Untereinheiten aus als im Hippokampus. Die GluR-
C Untereinheit bildet im ausgereiften Kleinhirn den Hauptpartner von GluR-B haltigen
Rezeptoren und GluR-C Defizienz unterdriickt die Expression anderer AMPA-Rezeptor

Untereinheiten.
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Abbildung 26: Expression von AMPA-Rezeptor Untereinheiten im Kleinhirn von Wildtyp (WT) und GluR-C
(RC1) zu den postnatalen Entwicklungszeitpunkten P2, P14, P28, P42 und P90. Dargestellt sind Immunoblots
gegen GluR-A (anti GluR-A), GluR-B (anti GluR-B), GluR-C (anti GluR-C) und GIluR-D (anti GluR-D). Als

interne Ladekontrolle fiir gleiche Gesamtproteinmengen wurde ein $-Actin Antikdrper (anti f-actin) verwendet.

2.4.2 GluR-C Defizienz verindert die zelltypspezifische Expression von AMPA-
Rezeptoren nicht

Zur Analyse der AMPA-Rezeptor Verteilung im Kleinhirn wurden immunhistochemische
DAB-Fiarbungen gegen die Untereinheiten GluR-A bis -D durchgefiihrt. Die Farbungen
erfolgten, wie bereits fiir hippokampale Immunhistochemie beschrieben. GluR-A wurde in
beiden Genotypen hauptsichlich in Bergmann-Glia Zellen detektiert. Um die Zellkorper der
Purkinje-Neuronen wurde eine punktierte Firbung beobachtet. Im Gegensatz zu P42 war in
jungen Tieren eine Farbung in der Kdrnerzellschicht zu sehen. Ungefiarbte Bereiche in der
Molekularschicht waren moglicherweise auf Stern- und Korbzellen zuriickzufiihrent, die
wahrscheinlich kein GluR-A exprimieren (Abb 27 A). Fiir die GluR-D Untereinheit wurde
ebenfalls eine prominente Firbung in Bergmann-Glia Zellen beobachet. Um die Zellkorper
der Purkinje-Neuronen wurden Immunsignale detektiert, die jedoch nicht, wie bei der GluR-A

Immunfirbung beobachtet, ein punktiertes Muster aufwiesen. Die Kornerzellschicht zeigte in

48



Ergebnisse

beiden Altersstufen eine detektierbare Immunfirbung, die im Vergleich beider Genotypen
keine Unterschiede aufwies. In der Molekularschicht wurden ebenfalls ungefarbte Bereiche
beobachtet, die auch hier eventuell auf die Zellkorper inhibitorischer Interneurone des Stern-
und Korbtyps zuriickzufiihren waren, die wahrscheinlich kein GIuR-D exprimieren (Abb 27
B). Fiir GluR-B wurden in beiden Genotypen Immunsignale in den Zellkérpern und
Hauptfortsdtzen der Dendritenbdume von Purkinje-Neuronen sichtbar. In koronalen Schnitten
wurde eine punktierte Farbung detektiert, die mdgliche synaptische Kontaktstellen mit den
Parallelfasern aus der Kornerzellschicht darstellten. Die punktierte Firbung war in beiden
Genotypen sichtbar, jedoch in GluR-C™ Tieren weniger intensiv. In der Kornerzellschicht
wurde unabhdngig von Alter und Genotyp eine diffuse GluR-B Immunreaktion detektiert.
Eine eindeutige Farbung in Stern- und Korbzellen wurde nicht beobachtet (Abb 27 C). Ein fiir
die GluR-C Untereinheit monospezifischer Antikérper war nicht verfiigbar. Es wurde deshalb
ein Antikorper verwendet, welcher die C-terminalen Epitope in GluR-B und GluR-C erkennt.
Neben starker Immunférbung in Zellkérpern und dendritischen Fortsétzen von Purkinje-
Zellen wurden im Gegensatz zur GluR-B Fiarbung Immunsignale in den Zellkérpern von
Stern- und Korbzellen des Wildtyps beobachtet. Diese Signale wurden im RC1 Genotyp nicht
detektiert und waren ein Hinweis darauf, da3 GIuR-C in dieser Zellpopulation prominent
exprimiert wurde. Die Immunfarbung in der Granuldrschicht zeigte eindeutige Signale fiir die
Zellkorper von Kornerzellen (Abb 27 D).

Im Gegensatz zu Pyramidalneuronen des Hippokampus wurde durch die Abwesenheit von
GluR-C im Kleinhirn keine Beeinflussung der subzelluldren Verteilung von GluR-B
Untereinheiten beobachtet. Trotz Unerdriickung der Expression aller AMPA-Rezeptor

Untereinheiten, blieb deren zelltypspezifische Expression erhalten.
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P42

Abbildung 27: Immunhistochemie gegen die AMPA-Rezeptor Untereinheiten GluR-A (A), GluR-D (B), GluR-
B (C) und GIluR-B/C (D) im Kleinhirn von 14 (P14) und 42 Tage alten (P42) Wildtypen (WT) und GluR-C'-
Maiusen (RC1). Die cerebelldren Subregionen wurden wie folgt abgekiirzt: Molekularschicht (Mo), Purkinje-
Zellschicht (Pu) und Kornerzellschicht (Gr). Die Immunfirbungen wurden in 40facher VergroBerung

aufgenommen: Mafstab (50pm).

2.4.3 Die subzellulire Verteilung von GluR-B und GluR-D wird durch Deletion von
GluR-A und GluR-C nicht verindert

In GluR-A/C Doppelmutanten wurde ebenfalls die subzelluldre Verteilung der verbliebenen
AMPA-Rezeptor Untereinheiten GluR-B und GluR-D im Kleinhirn untersucht. Weder fiir
GluR-B noch fiir GluR-D konnten wesentliche Verdnderungen in der subzelluldren und
zellspezifischen Expression beobachtet werden. GluR-B lokalisierte in Zellkérpern und
Dendritenbdumen von Purkinje-Zellen. Eine Farbung in Stern- oder Korbzellen wurde nicht

beobachtet, wohingegen in den Kornerzellen schwache Immunsignale detektiert werden

50



Ergebnisse

konnten (Abb 28 A). Fiir GluR-D wurde eine starke Farbung in Bergmann-Glia Zellen
beobachtet. Punktierte Immunsignale konnten um die Purkinje-Zellsomata detektiert werden.
Die Immunsignale in der Kdrnerzellschicht waren ebenfalls mit Wildtyp und GluR-C
vergleichbar (Abb 28 B). Im Unterschied zu Pyramidalneuronen im Hippokampus fiihrt die
Abwesenheit der Hauptpartner, GluR-A und GluR-C, nicht zur somatischen Anreicherung der
GluR-B Untereinheiten. Moglicherweise existieren in Hippokampus und Cerebellum
unterschiedliche Assemblierungs- und Transportmechanismen zur Regulation GluR-B

haltiger AMPA-Rezeptoren.

g

Abbildung 28: Immunhistochemie im Kleinhirn von 14 Tage alten GluR-A™/C" Miusen (110x/RC1) gegen die
AMPA-Rezeptor Untereinheiten GluR-B (A) und GluR-D (B). Die cerebelldren Subregionen wurden wie folgt
abgekiirzt: Molekularschicht (Mo), Purkinje-Zellschicht (Pu) und Koérnerzellschicht (Gr). Die Immunfarbungen

wurden in 40facher Vergroferung aufgenommen: Maf3stab (50pum).

2.4.4 Die GluR-C Defizienz fiihrt zur Abschaltung extrasynaptischer AMPA-Rezeptor
Strome in Sternzellen des Kleinhirnes

Synaptische Aktivierung von Parallelfasern fiihrt in Sternzellen des Kleinhirnes zu einer
schnellen und langanhaltenden Anderung in der Ca*'-Permeabilitit von AMPA-Rezeptor
Populationen (Liu und Cull-Candy 2000). Es lag deshalb nahe, die AMPA-Rezeptor
vermittelte Transmission in Sternzellen GluR-C defizienter Miuse zu untersuchen. In frischen
Kleinhirnschnitten aus 12-14 Tage alten Tieren von Wildtyp und GluR-C defizienten Miusen

wurden hierzu “soma patch” Ableitungen durchgefiihrt. Die Messung der lonenstréme durch
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GABA-Rezeptoren waren in WT und RC1-Genotyp identisch. Fiir Wildtypen wurden bei
—80mV Haltepotential absolute GABA-Rezeptor vermittelte Strome von 2602 + 189pA
gemessen (n = 7), fiir den RC1-Genotyp 2655 + 299pA (n = 8). Die Strom-/Spannungskurven
verliefen in beiden Féllen linear (Abbildung 29 A). Die somatischen AMPA-Rezeptor Strome
unterschieden sich in Wildtyp und GluR-C™ Méusen drastisch. Wahrend im Wildtyp AMPA-
Rezeptorstrome von 413 + 67pA (n = 9) gemessen wurden, waren die AMPA-Rezeptor
vermittelten Strome in GluR-C defizienten Méusen um 93% auf 28 + 11pA (n = 10) reduziert
(Abb 29 B). Die Strom-/Spannungsdiagramme zeigten im Wildtyp auswirts rektifizierende
Strome, die auf das Vorhandensein extrasynaptisch lokalisierter, GluR-B haltiger Rezeptoren
hindeuteten (Liu und Cull-Candy, 2000). In GluR-C defizienten Madusen waren die restlichen
AMPA-Strome sowohl auswirts, als auch einwirts rektifizierend (Abb 29 B). Offensichtlich
wird in extrasynaptischen Kompartimenten cerebelldrer Sternzellen der Grofiteil AMPA-
Rezeptor vermittelter Transmission von GluR-C haltigen Rezeptor Komplexen vermittelt, die
entweder als heteromere GluR-B/C oder homomere GluR-C Rezeptor Komplexe vorliegen.
Der drastische Effekt in dieser regulatorischen Inerneuronen-Population des Kleinhirnes
konnte mit Beeintrachtigungen motorischer Verhaltensweisen in GluR-C defizienten Méusen

in Zusammenhang stehen.

RCH

Abbildung 29: Extrasynaptische AMPA- und GABA-Rezeptor vermittelte Strome in cerebelldren Sternzellen 12
bis 14 Tage alter Tiere der Genotypen Wildtyp (WT) und GluR-C" (RC1). A) GABA-Rezeptor vermittelte
Strome in “outside-out patches” cerebelldrer Sternzellen bei verschiedenen Haltepotentialen und zugehorige
Strom-/Spannungskurve GABA-Rezeptor vermittelter Strome mit Stromstirke [nA], MeBdauer [ms] und
Haltepotential V [mV]. B) AMPA-Rezeptor Strome in “outside-out patches” von cerebelldren Sternzellen bei
verschiedenen Haltepotentialen und zugehdriger Strom-/Spannungskurve AMPA-Rezeptor vermittelter Strome

mit Stromstérke I [pA], MeBdauer [ms] und Haltepotential V [mV].
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3. Diskussion

Die Etablierung von Mausmodellen zur Untersuchung der in vivo Funktion von Proteinen
erlaubt im Gegensatz zu Zellkulturmodellen oder ex vivo Schnittpridparaten die
Charakterisierung einzelner Proteine im Kontext ihrer natiirlichen und geordneten
Umgebung. Eine Moglichkeit, auf die Funktion einzelner Untereinheiten zu schlieBen, ist die
genetisch manipulierte Deletion von Genen im Gesamtorganismus oder deren zelltyp- und
entwicklungsspezifische Auschaltung. In dieser Dissertation wurden Mauslinien generiert, die
anhand der genetischen Deletion der X-chromosomal lokalisierten AMPA-Rezeptor
Untereinheit GluR-C weitere Einsichten {iber molekulare Mechanismen Glutamat-vermittelter
erregender Reizweiterleitung und deren Auswirkungen auf synaptische Plastizitdt und daraus

resultierenden Verhaltensverdnderungen erbringen sollte.

3.1 GluR-C defiziente Mauslinien sind in lebensnotwendigen

Korperfunktionen nicht beeintrachtigt

Die etablierten Mauslinien RC3 und RC2 ermdglichen die zell- und entwicklungsspezifische
Ausschaltung der GIuR-C Untereinheit. Es ist hierzu notwendig, dafl genetisch manipulierte
Allele vor Ausschaltung eine dem Wildtyp entsprechende korrekte Prozessierung und eine
vergleichbare Proteinexpression aufweisen. Fiir die Mauslinie RC3, deren GluR-C Gen durch
intronische Insertion von loxP-Elementen wund einem synthetischen
Neomyzinphosphpotransferase Gen modifiziert wurde, konnte durch RT-PCR eine korrekte
pra-mRNA Prozessierung der kodierenden Regionen nachgewiesen werden. Da die PCR-
Amplifikation der cDNA kein direktes MaB fiir die Menge transkribierter GluR-C Gene
darstellt, konnte von der geringeren Intensitdt des amplifizierten Fragmentes vom RC3 Allel
nicht direkt auf eine geringere Menge transkribierter mRNA geschlossen werden. Erst die
Western Blot Analyse bestitigte eine Reduktion in der Expression von GluR-C in RC3
Maiusen auf etwa 75% des Wildtyp Alleles. Unter der Annahme, daBl eine 25%ige
Abweichung gegeniiber dem Wildtyp der allgemeinen Variabilitit der Expressionshohe
entspricht, kann bereits die RC3 Mauslinie fiir die Generierung konditionaler Mausmutanten
verwendet werden. Die Analyse der RC2 Mauslinie, in der die synthetische
Neomyzinphosphotransferase entfernt wurde, wird weitere Aufschliisse iiber die Auswirkung

der verbliebenen loxP-Elemente auf die Prozessierung und Expression von GluR-C ergeben.
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Es ist wahrscheinlich, da3 die Entfernung der Neomyzinphosphotransferase eine weitere
Annéherung der Expressionshohe von GluR-C an die des Wildtyp-Alleles ermdglicht.

Durch Verpaarung der Mauslinie RC3 mit Méusen, die Cre-Rekombinase transient im sehr
frihen Embryonalstadium exprimieren, wurde die Mauslinie RC1 generiert. In dieser
Mauslinie wurde das GluR-C Gen im Gesamtorganismus ausgeschaltet. Obwohl in RC1
Maiusen die RT-PCR Analyse SpleiBprodukte von Exon 10 nach Exon 12 identifizierte,
konnten im Western Blot mit einem N-terminalen GluR-C Antikérper keinerlei GluR-C
Restprodukte detektiert werden. Offensichtlich war die Stabilitit der trunkierten
SpleiBprodukte im RC1 Allel fiir eine Translation nicht gewéhrleistet. Es konnte hiermit
gezeigt werden, dall auch im GIluR-C Gen die Strategie, Exon 11 und flankierende
Intronsequenzen zu deletieren, dhnlich wie fiir die Deletion von GluR-A (Zamanillo et al.,
1999) und GluR-B (Jia et al., 1996), zu einer kompletten Unterdriickung der GluR-C
Proteinexpression fiihrt.

Von Charakterisierungsstudien der humanen GluR-C Expression (Gecz et al., 1999) ist
bekannt, daB3 GluR-C, auBler in der fotalen Lunge, exklusiv im Gehirn exprimiert wird. Dies
wurde zum Anlall genommen, die RC1 Mauslinie fiir die weitere in vivo Charakterisierung
der GluR-C Proteinfunktion zu verwenden.

Bei den etablierten Mauslinien wurden in der Kaéfighaltung keine generellen
Beeintriachtigungen von Zuchtverhalten und Lebensdauer gegeniiber Wildtyp Geschwistern
beobachtet. Wurfanzahl, Aufzucht und Fertilitdt waren zwischen Wildtyp und RC1 Genotyp
vergleichbar. Obwohl GluR-C in Regionen des Hirnstammes, wie Medulla und Pons, die
Blutdruck und Atemrhythmen regulieren, exprimiert wird, fiihrte der Verlust der GluR-C

Expression zu keinen Einschrinkungen lebensnotwendiger Korperfunktionen.

3.2 GluR-C defiziente Maiuse sind in ihrer Motorkoordintation

beeintrachtigt und zeigen Auffalligkeiten angstbezogenen Verhaltens

Die GluR-C Expression ist im Gehirn, mit Ausnahme subthalamischer und mammilarer
Nuklei, nahezu ubiquitédr (Sato et al., 1993). Eine starke Expression wird im limbischen
System, welches essentiell fiir die Ausbildung und Verarbeitung von Gedichtnisinhalten ist,
und im Kleinhirn, das fiir das Erlernen und die Feinabstimmung von motorischen Fihigkeiten
benotigt wird, beobachtet. Zur Untersuchung von Verhaltensverdnderungen, die durch eine
verdnderte Neurotransmission im limbischen System und im Kleinhirn verursacht werden

konnen, wurden Verhaltensanalysen durchgefiihrt.
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Ein akzeptierter, experimenteller Standard zur Erfassung genereller, lokomotorischer
Aktivitdt ist der “open field” Test, mit dem exploratorische Aktivitit, motorische Antwort und
Neugierverhalten in einer neuen Umgebung untersucht werden kdnnen. Ein Vergleich von 10
Tieren der RC1 Mauslinie mit Wildtyp Geschwistern im “open field” ergab in mehreren
Durchgingen eine generell geringere motorische Gesamtaktivitit der GluR-C defizienten
Miuse. Durch Videoaufzeichnung konnten die exakten Bewegungsmuster der Tiere
verglichen werden. Es wurden dabei keine préferentiellen Unterschiede in der
Bewegungsstrategie zwischen Wildtyp und RC1 Miusen beobachtet, die eventuell
Aufschliisse iiber die geringere Gesamtdistanz geben konnten. In beiden Genotypen wurden
Strategien des Entlanggehens an den Rdndern beobachtet, wie auch Aufenthalte in den
mitlleren Bereichen des “open field”. In einer fiinften Testreihe wurde das Neugierverhalten
beider Genotypen durch Platzierung eines fiir die Méuse unbekannten Objektes in der Mitte
des “open field” untersucht. Die zuriickgelegte Gesamtdistanz war dabei in beiden Genotypen
vergleichbar. Damit konnte die geringere lokomotorische Gesamtaktivitdt im RC1 Genotyp
nicht auf ein verdndertes Neugierverhalten zuriickgefiihrt werden. GluR-C defiziente Miuse
unterscheiden sich somit von GluR-B und GluR-A defizienten Méusen, die beide eine erhohte
exploratorische Aktivitit besitzen (Gerlau et al., 1998; Vekovischewa et al., 2001). Die GluR-
C Defizienz deutet eher auf eine generelle Beeintrichtigung des motorischen
Koordinationszentrums im Kleinhirn und Hirnstamm hin, weshalb RC1 Maiuse in weiteren
Versuchsreihen auf ihre Féhigkeit motorischer Feinkoordination und motorischen Lernens
untersucht wurden. In einem Balance Test wurde eine signifikante Verschlechterung der
Balancefdhigkeiten GIluR-C defizienter Méuse gegeniiber ihren Wiltyp Geschwistern
festgestellt, die eine Beeinflussung motorischer Zentren in Kleinhirn und Hirnstamm
wahrscheinlich macht. Zur weiteren Untersuchung motorischen Lernens wurden die Mause
auf der beschleunigenden Laufrolle getestet, mit der Motorkoordination, Balance und die
Verbesserung motorischer Bewegungsabldufe erfaBBt werden, ohne dafl dafiir
aulergewohnliche Muskelkraft oder Ausdauer bendtigt wiirden. GluR-C defiziente Méuse
waren grundsitzlich in der Lage ihre motorischen Fihigkeiten zu verbessern, jedoch war ihre
Geschicklichkeit in allen Testblocken geringer als die der Wildtypen. Zudem war die
Verbesserung motorischer Koordination in GluR-C defizienten Mdusen langsamer als bei
ihren Geschwistern mit funktioneller GluR-C Untereinheit. Wahrend Wildtypen bereits nach
6 Trainingsblocken die maximale koordinatorische Leistung zeigten, wurden vom RClI

Genotyp die Maximalwerte auch nach 8 Trainingseinheiten nicht erreicht. Ahnliche
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Motorkoordinationsprobleme wurden bereits bei GluR-B defizienten Médusen beobachtet
(Gerlai et al., 1998). Dies verdeutlicht die Beteiligung der AMPA-Rezeptoren in erworbener
und erlernter Korperkoordination. Ein erneuter Test motorischer Féhigkeiten 12 Tage nach
Beendigung des motorischen Lernversuches zeigte keine signifikante Verschlechterung der
RC1 Méuse auf der Laufrolle, was zeigte, dall zwar die Anpassung motorischen Verhaltens
durch die GluR-C Defizienz beeintrichtigt wird, nicht jedoch eine langfristige Speicherung
der erlernten Fahigkeiten.

Es wird weitgehend akzeptiert, dal der Hippokampus wesentlich fiir die Etablierung
bestimmter Formen von Geddchtnisbildung ist. Deklaratives und rdumliches Gedéchtnis sind
hippokampusabhéngig. Prozedurale und implizite Lernformen, zu denen angstbezogene
Verhaltensweisen gezéhlt werden, stehen nicht in direktem Zusammenhang mit der
Hippokampusstruktur; sie werden eher mit der Amygdalaformation im limbischen System in
Verbindung gebracht (Medina et al., 2002).

Eine experimentelle Erfassung angstbezogener Verhaltensverdnderungen kann beispielsweise
in einem Hell/Dunkel Test erfolgen, mit dem das Verhéltnis von Neugier- und Angstverhalten
erfalit wird. Gemessen wird das Verhéltnis der Aufenthaltsdauer in einem sicheren
Dunkelkompartiment gegeniiber einem aversiven, hell beleuchteten Kompartiment. GluR-C
defiziente Mduse halten sich nicht, wie ihre Wildtyp Geschwister, préiferentiell im sicheren
Dunkelkompartiment auf, sondern bevorzugen im Gegenteil das aversive hell beleuchtete
Feld. Da fiir GluR-C defiziente Mause im “novel object recognition” Test keine Unterschiede
im Neugierverhalten gegeniiber dem Wildtyp festgestellt wurden, konnte dies fiir eine
geringere Angstlichkeit in RC1 Méusen sprechen. Allerdings kann eine Beeintrichtigung des
visuellen Systems in GluR-C defizienten Méusen nicht ausgeschlossen werden. Hierzu sind
jedoch weitere Analysen notwendig, wie z. B. Angstlichkeitstests im “elevated T-maze”.
Einer der klarsten Hinweise auf die Lokalisation von Gedichtnis in bestimmten
Gehirnregionen wurde durch Untersuchungen assoziativer Lernformen, im Besonderen durch
die Verwendung klassischer Konditionierung erhalten. Das klassische
Konditionierungsmodell, auch als Pavlovsches Modell bekannt, wurde zum generell
anwendbaren Beispiel fiir assoziative Lernformen. In einem typischen
Konditionierungsexperiment lernen Tiere eine Antwort auf einen konditionierten Stimulus
(Ton, Licht, Raum) zu geben, der mit einem unkonditionierten Stimulus (FuBelektroschock)
gepaart ist. Die Fihigkeit, eine Verkniipfung der beiden Stimuli herzustellen und hierfiir ein

Gedichtnis auszubilden, stellt die klassische Form impliziten Lernens dar. Fiir die
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Untersuchung angstbezogenen Lernens in GluR-C defizienten Miusen wurde die
kontextbezogene Angstkonditionierung gewahlt. Als kontextbezogener Stimulus diente der
Ubergang von einem kleinen, hell beleuchteten Kompartiment in eine groBe, dunkle Kammer.
Bei komplettem Eintritt der Tiere in das Dunkelkompartiment wurde als unkonditionierter,
gepaarter Stimulus ein milder FuBlschock appliziert. Fiir die kontextbezogene
Angstkonditionierung reicht im Wildtyp bereits eine negative Erfahrung aus, um ein
Gedéchtnis hierfiir auszubilden. In GluR-C defizienten Méusen jedoch, fiihrt eine einmalige,
negative Erfahrung nicht zu einer wesentlichen Verlangerung der Latenzzeit bis zum Eintritt
in das Dunkelkompartiment, was eine signifikante Beeintrichtigung in der Verkniipfung
beider Stimuli vermuten 14B8t. Wildtypen hatten auch noch nach 24 Stunden die Assoziation
zwischen Dunkelkompartiment und unkonditioniertem Stimulus behalten, wohingegen GluR-
C defiziente Miuse eine zweite negative Erfahrung fiir eine wesentliche Verbesserung
benotigten. Nach weiteren 24 Stunden wurde zwar eine ldngere Latenzzeit vor dem Wechsel
in das Dunkelkompartiment gemessen, jedoch konnte ein absolutes Vermeidungsverhalten
des Dunkelkompartimentes immer noch nicht erreicht werden. Offensichtlich ist die Fahigkeit
kontextbezogener Konditionierung nicht nur verlangsamt, sondern auch in ihrer Qualitét
gegeniiber dem Wildtyp signifikant beeintrichtigt. Eine klare Zuordnung zu einer
Gehirnregion kann aber mit der gewidhlten Form der Angstkonditionierung nicht erfolgen, da
inzwischen mehrfach bestétigt wurde, dal bei kontextbezogener Angstkonditionierung
implizite Lernvorgénge mit deklarativen Lernprozessen, an denen die Hippokampusformation
beteiligt ist, verkniipft werden (Fanselow, 2000). Areale des ventralen Hippokampus
projizieren in die basalen (B) und akzessorisch basalen (AB) Nuklei der Amygdala.
Lisionen dieser Regionen interferieren mit Kontext bezogenem Lernen (LeDoux, 2000). Der
Hippokampus ist notwendig um eine Reprasentation des Kontextes herzustellen, die dann in
den akzessorisch basalen Nuklei der Amygdala modifiziert werden. Hinweise fiir eine
Beteiligung des Hippokampus an Kontext bezogener Angstkonditionierung kamen von
Maiusen mit einer CA1 spezifischen Deletion der NR1-Untereinheit im Hippokampus (Huerta
et al., 2000). Sie zeigten, daB3 die hippokampale CA1-Region zwar fiir die Memorisierung der
Konditionierung wichtig ist, wenn unkonditionierte und konditionierte Stimuli mehr als 30
Sekunden zeitlich versetzt erfolgen, nicht aber wenn beide Stimuli zum gleichen Zeitpunkt
enden. Es wird allgemein angenommen, da3 die Amygdala der Ort von Plastizitdt wahrend
der Konditionierung ist, welcher konditionierte und unkonditionierte Stimuli verkniipft. Es

existieren ein Reihe von Untersuchungen zur Langzeitpotenzierung in der Amygdala.
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Beispielsweise wurde gezeigt, daBl eine vorherige Angstkonditionierung zu einer
langanhaltenden Verstirkung der synaptischen Antwort in der Amygdala-Region fiihrt
(Stevens, 1998). Sie stellt damit eine weitere Korrelation zwischen synaptischer
Langzeitpotenzierung und Lernen her. Um in GluR-C defizienten Méusen eine Trennung
zwischen der Beteiligung des Hippokampus und der Amygdala an kontextbezogener
Angstkonditionierung untersuchen zu konnen, miissen andere Formen der
Angstkonditionierung untersucht werden, wie beispielsweise konditionierte, auditorische oder
visuelle Stimuli, bei denen eine Beteiligung deklarativer Lernprozesse ausgeschlossen wird.
Es bleibt weiterhin zu kldren, ob die GluR-C Defizienz zu Beeintrdchtigungen
hippokampusbezogenen rdumlichen Lernens fiihrt, die beispielsweise im “water maze” Test

ermittelt werden konnen.

3.3 Der Verlust der AMPA-Rezeptor Untereinheiten GluR-A und GluR-C
fithrt im Hippokampus zur Destabilisierung des Rezeptorpartners GluR-B

Die Rolle des Hippokampus bei der Ausbildung des Kurzzeitgedédchtnisses im Sdugerhirn ist
unbestritten. Der Grofteil der erregenden Reizweiterleitung wird im Hippokampus durch
Glutamat-Rezeptoren vermittelt. Die fiir die schnelle synaptische Ubertragung
verantwortlichen AMPA-Rezeptoren bestehen in Pyramidalneuronen aus heterooligomeren
Komplexen von GluR-A/B und GluR-B/C Untereinheiten (Wenthold et al., 1996). Fiir die
Deletion der GluR-A Untereinheit wurde bereits eine Reduktion von GluR-B und GluR-D
Untereinheiten und eine perisomatische Akkumulation von GluR-B in CAIl-
Pyramidalneuronen beschrieben (Jensen et al., 2002). Es wére daher nicht verwunderlich,
wenn auch die Deletion von GluR-C, als Bestandteil heteromerer GluR-B/C Rezeptoren, die
Stabilitdt von GluR-B im Hippokampus beeinflult. Von frithen, postnatalen Stadien bis zur
Pubertit im Alter von 4 Wochen wurde in GluR-C defizienten Méusen eine starke Reduktion
in der GIluR-B Proteinmenge gegeniiber gleichaltrigen Wildtyp Préparationen detektiert.
Moglicherweise findet unter in vivo Bedingungen eine Assemblierung homooligomerer GluR-
B Komplexe im Hippokampus gar nicht oder nur unvollstindig statt, weshalb nicht korrekt
assemblierte GluR-B Untereinheiten fiir degradative Prozesse markiert werden. Die
Reduktion von GluR-B konnte in GluR-C defizienten Méausen erst in erwachsenen Stadien
teilweise kompensiert werden. Erkldart werden kann dies moglicherweise durch die im Alter

zunehmende Expression von GluR-A, die dann mit dem Grofteil der vorhandenen GluR-B
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Untereinheiten assemblieren und damit GluR-B stabilisieren. Da im Wildtyp bis zu 10% der
AMPA-Rezeptoren von GluR-A/C Heteromeren gebildet werden (Wenthold et al., 1996),
konnte die Reduktion der GluR-A Proteinmenge in GluR-C defizienten Méusen ebenfalls auf
degradative Prozesse zuriickzufiihren sein. Eine Kompensation durch Aufregulation von
GluR-D Untereinheiten wurde in GluR-C defizienten Mdusen nicht beobachtet, womdglich
deshalb, weil GluR-D im Hippokampus lediglich in Interneuronenpopulationen prominent
exprimiert wird, die keine oder nur sehr geringe Mengen der GluR-B und GIluR-C
Untereinheiten exprimieren. Der Destabilisierungseffekt konnte durch den Vergleich der
GluR-B und GIluR-D Mengen in jungen GIluR-C, GluR-A und GIluR-A/C defizienten Méusen
bestétigt werden. Die GluR-B Proteinmenge war in GluR-A und GluR-A/C defizienten
Maiusen noch stérker als in GluR-C defizienten Méusen verringert, wihrend sich die GluR-D
Expression nur unwesentlich dnderte.

Der Reifungsprozefl von Transmembranproteinen und deren Assemblierung zu Oligomeren
findet hauptsdchlich im Endoplasmatischen Retikulum statt (Tsai et al., 2001). Falsch
gefaltete Proteinkomplexe werden im ER durch Chaperone renaturiert. Jedoch kdnnen
mifBgefaltete Proteine nicht immer in ihren nativen Zustand riickgefaltet werden, weshalb sie
fiir den kontrollierten Abbau markiert werden. Urspriinglich wurde angenommen, dal3 die
Degradation von Proteinen innerhalb des ER-Lumens oder der ER-Membran stattfindet.
Neuere Erkenntnisse zeigen jedoch, da3 deren Abbau im Zytosol bewerkstelligt wird (Kopito
et al., 1997). Mi3gefaltete Proteine werden durch sogenannte Retrotranslokation aus dem ER
in das Zytosol transportiert, weshalb immer wahrscheinlicher wird, daB
Transmembranproteine liber den gleichen Ubiquitin-Proteasom Pfad abgebaut werden, dem
auch zytosolische Proteine unterliegen. Zukiinftige Versuche konnen eventuell die Reduktion
von GluR-A und GluR-B Untereinheiten in GluR-C defizienten M&usen iiber eine Ubiquitin
vermittelte Degradation aufkldaren. Moglicherweise ist ein Grofiteil der GluR-B
Untereinheiten in GluR-A und GluR-C defizienten Méusen fiir den Abbau durch den
Proteasom-Komplex mittels Ubiquitinierung markiert.

Ein erstes Indiz fiir den ER-Proteasom vermittelten Abbau von iiberschiissigen GluR-B
Untereinheiten wurde in immunhistochemischen Hippokampusfarbungen GluR-C defizienter
Maiuse erhalten. Wéhrend die subzelluldre Lokalisation von GluR-A Untereinheiten in
Wildtyp und GluR-C defizienten Miusen vergleichbar war, wurden fiir die GluR-B
Lokalisation wesentliche Unterschiede beobachtet. So akkumulierte die GluR-B Untereinheit

in GluR-C defizienten Midusen in somatischen Kompartimenten und distalen Regionen des
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Hauptdendritenbaumes. In jungen Wildtypen war GluR-B zwar in perisomatischen
Kompartimenten zu finden, jedoch wurde in adulten Tieren eine Abnahme der Férbung in den
Zellkorpern und eine verstirkte Farbung in den dendritischen Bereichen beobachtet. In
adulten RC1 Maiusen fand zwar ebenfalls eine entwicklungsabhingige Umverteilung von
GluR-B zu dendritischen Kompartimenten statt, aber es verblieb ein betridchtlicher Anteil in
somatischen Kompartimenten. GluR-D scheint in GluR-C defizienten Méusen an diesen
Prozessen nicht beteiligt zu sein, da keine Unterschiede in der Immunfirbung beider
Genotypen detektiert wurden. Die GluR-D Immunfiarbung blieb auf
Interneuronenpopulationen in Stratum oriens und Pyramidalzellschicht, sowie vereinzelte
Neuronenpopulationen im Stratum radiatum beschrénkt; eine Aufregulation der GluR-D
Untereinheiten in Pyramidalneuronen konnte nicht detektiert werden. Die gefundenen
Immunsignale in der Pyramidalzellschicht variierten von Fiarbung zu Farbung und waren
moglicherweise auf unspezifische Kreuzreaktion der Antikorper zuriickzufiihren.

Hiermit konnten weitere Parallelen zu GluR-A defizienten Méusen gezogen werden, die fiir
die subzelluldre Lokalisation von GluR-B Untereinheiten im Hippokampus einen sehr
dhnlichen Phénotyp aufweisen (Jensen et al., 2002).

Die gleichzeitige Deletion von GluR-A und GluR-C fiihrt in jungen Tieren zu noch stérkerer
Akkumulation von GluR-B in den Zellkérpern von CAl-Pyramidalzellen. Damit wird
bestiitigt, daB auch ein Uberangebot von GIluR-B Untereinheiten eine somatische
Akkumulation homooligomerer GluR-B Rezeptoren nicht kompensieren kann.

Ein weiteres Kontrollmerkmal von Transmembranproteinen oder oligomeren
Transmembranproteinkomplexen, die fiir den Export aus dem Endoplasmatischen Retikulum
bestimmt sind, ist die korrekte Verkniipfung von Oligosaccharidketten an dafiir vorgesehenen
Erkennungssequenzen. Die Art der angehingten Oligosaccharidketten und weitere
posttranslationale Modifikationen, wie beispielsweise Sulfatierung und Fettsdure-Acylierung,
entscheiden iiber den spezifischen Transport in zellulire Subkompartimente. Der
posttranslationale Reifestatus von Proteinen kann deshalb anhand der bereits angefiigten
Polysaccharidketten identifiziert werden. Im Endoplasmatischen Retikulum und bis zu
medialen Golgi Kompartimenten werden N-verkniipfte Oligosaccharid-Ketten des “high
Mannose” Typs zu komplexen N-verkniipften Zuckerketten umgewandelt (Helenius und
Aebi, 2001). Durch Behandlung von Proteinextrakten mit dem Enzym Endoglykosidase H,
welches Zuckerketten entfernt, die sich im Umwandlungsproze3 von “high Mannose” zu

komplexen Oligosacchariden befinden, konnten ER bis medial Golgi residente AMPA-
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Rezeptor Untereinheiten von “reifen” AMPA-Rezeptoren unterschieden werden. Die Ko-
Immunprézipitationen von GluR-B und GluR-A Untereinheiten bestitigte die Annahme, daf3
GluR-B Untereinheiten im Hippokampus nur mit einem geeigneten Partner zu oligomeren
Komplexen assembliert werden und erst dann das Endoplasmatische Retikulum verlassen
konnen. Sowohl in Wildtyp, als auch in RC1 Méusen ist nur ein geringer Teil der GluR-B
Untereinheiten in GluR-A/B Rezeptoren sensitiv fiir EndoH. Hdochstwahrscheinlich
reprasentieren diese unreifen GluR-A/B Rezeptor Komplexe den Rezeptoranteil, der das
Endoplasmatische Retikulum noch nicht verlassen hat und/oder nicht korrekt gefaltet ist. Ein
identisches Resultat wurde im Wildtyp fiir GluR-B/C Rezeptoren beobachtet. Wenn GluR-B
mit seinem heteromeren Partner GluR-C assoziiert ist, konnen beide Untereinheiten effektiv
aus ER bis medialen Golgi Kompartimenten transportiert werden, was auch fiir heteromere
GluR-A/C Rezeptoren im Wildtyp gilt. Im Unterschied hierzu waren in GluR-C defizienten
Maiusen etwa 40% der GluR-B Untereinheiten EndoH sensitiv, die “unreifes” GluR-B
reprisentieren, welches im Endoplasmatischen Retikulum zuriickgehalten wird.

Die Bestitigung, dal GluR-B Untereinheiten ohne heteromeren Partner nicht iiber das
Endoplasmatische Retikulum hinaus transportiert werden, wurde mit dem Vergleich unreifer
GluR-B Untereinheiten in jungen GIluR-C, GluR-A und GluR-A/C defizienten Miusen
gezeigt. Wihrend in GluR-C defizienten Mausen der Anteil der EndoH sensitiven GluR-B
Gesamtpopulation bei 30 - 40% lag, stieg er in GIuR-A defizienten Mausen auf etwa 50% und
in doppelt defizienten Méusen auf tiber 75% an. Die Tatsache, da3 auch in doppelt defizienten
Maiusen ein substantieller Anteil an reifen GluR-B Untereinheiten detektiert wurde, kann
mehrere Ursachen haben. Es kann sich hierbei um Intermediate der posttranslationalen
Prozessierung handeln, die zwar insensitiv fiir EndoH Behandlung sind, aber dennoch nicht
der Qualitdtskontrolle des Endoplasmatischen Retikulums entkommen (Ellgaard et al., 1999).
Welcher Anteil der GluR-B Untereinheiten eventuell fiir die Ubiquitin-Proteasom
Degradation bestimmt ist, kann erst durch zukiinftige Studien erfolgen. Die Modifizierung
von AMPA-Rezeptor Untereinheiten durch Ubiquitin Konjugation oder deren Assoziation mit
den ER residenten Faltungschaperonen Calnexin und BiP, die falsch gefaltete
Proteinkomplexe fiir die Retrotranslokation in das Zytosol vorbereiten (Tsai et al., 2002),
wird eventuell weitere Erkenntnisse liber die regulierte Assemblierung von AMPA-
Rezeptoren im Hippokampus ergeben. Eine mogliche Erkldrung hierfiir kann aber auch sein,
daB in doppelt defizienten Miusen durch das Uberangebot von GluR-B zwangsliufig ein

geringer Anteil an homooligomeren GluR-B Rezeptoren der Qualitdtskontrolle im ER
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entkommt und weiter prozessiert wird. Ein Teil dieser GluR-B Rezeptoren wird eventuell
iiber alternative Pfade, die sonst nicht fiir den AMPA-Rezeptor Transport verantwortlich sind,
in Golgi-Kompartimente transportiert, in denen eine derartige Qualitdtskontrolle nicht mehr
existiert (Helenius und Aebi, 2001). Viele in vitro Studien untersuchten durch Uberexpression
in hippokampaler Zellkultur und Schnittkulturen den regulierten Transport von GluR-B
Untereinheiten (Passafaro et al., 2001; Shi et al., 2001; Osten et al., 2000). Sie
vernachldssigten jedoch die tatsdchliche Zusammensetzung von AMPA-Rezeptoren und die
intrazelluldre Akkumulation beim Ungleichgewicht der Untereinheiten. Lediglich eine dieser
Studien (Shi et al., 1999) verweist darauf, daB die Uberexpression von AMPA-Rezeptor
Untereinheiten sich unterschiedlich in dissoziierten neuronalen Kulturen und in
Schnittpriparaten verhélt. Am Beispiel der GluR-A Untereinheit wurde beobachtet, dafl diese
in dissoziierten Kulturen in synaptische Strukturen transportiert werden, nicht jedoch in
Schnittkulturen. Es ist hierbei weiterhin zu beriicksichtigen, dal} dissoziierte neuronale
Kulturen aus embryonalen Entwicklungsstadien entnommen werden und Schnittkulturen zu
perinatalen Entwicklungsstadien. Dies entspricht Zeitpunkten, zu denen in vivo die
koordinierten, synaptischen Verschaltungen im Hippokampus noch nicht etabliert sind. Es ist
davon auszugehen, daBl sich auch der regulierte Transport von AMPA-Rezeptor

Untereinheiten mit der Entwicklung synaptischer Verschaltungen im Hippokampus verdndert.

3.4 Die AMPA-Rezeptor vermittelte Transmission findet im Hippokampus

auch ohne GluR-C haltige Rezeptoren uneingeschriankt statt

Aktivitdtsabhdngige Verdnderungen in der Stirke synaptischer Kommunikation, werden als
grundlegende Voraussetzung fiir die erfahrungsabhingige Modifikation neuronaler
Verschaltungen betrachtet, von denen angenommen wird, daf} sie vielen Formen von Lernen
und Gedéchtnis zugrunde liegen. Untersuchungen an SC/CA1 Synapsen mehren die
Hinweise, daBl eine aktivititsabhidngige Modulation erregender, synaptischer
Reizweiterleitung durch Verdnderung von Anzahl und Modifikation postsynaptischer AMPA-
Rezeptoren vermittelt wird. Ein wichtiger Hinweis auf solche Mechanismen war die
Entdeckung stiller SC/CA1 Synapsen in jungen Tieren. Wihrend in den meisten Synapsen
AMPA- und NMDA-Rezeptoren kolokalisieren, sind in stillen Synapsen ausschliellich
NMDA-Rezeptoren vorhanden. Nach experimenteller Induktion von Langzeitpotenzierung

konnten an diesen zuvor stillen Synapsen AMPA-Rezeptor Strome gemessen werden (Isaac et
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al., 1995; Montgomery et al., 2001). Fiir den Einbau von AMPA-Rezeptoren in hippokampale
Synapsen werden zwei unabhéngige Mechanismen diskutiert. Der erste Mechanismus
benotigt synaptische Aktivitdt oder NMDA-Rezeptor Aktivierung und wird durch GluR-A/B
Rezeptor Komplexe vermittelt. Der zweite Mechanismus nutzt GluR-B enthaltende AMPA-
Rezeptoren, die konstitutiv in und aus der Syapse wandern. Die Autoren verweisen darauf,
dal3 im Hippokampus hauptsidchlich GluR-A/B und GluR-B/C Rezeptor Komplexe existieren,
und der konstitutive Pfad iiber hochmobile GluR-B/C Rezeptoren vermittelt wird. Warum
GluR-A/B Rezeptor Komplexe nicht konstitutiv in- und aus der Synapse wandern, wird mit
der dominanten Rolle von GluR-A in solchen Rezeptor Komplexen erklirt (Passafaro et al.,
2001; Shi et al., 1999; Shi et al., 2001). Gleich zwei Mausmodelle bestitigen die dominante
Rolle von GluR-A fiir die aktivitdtsabhéngige Verstirkung AMPA-Rezeptor vermittelter
Transmission und unterstreichen die Beteiligung eines extrasynaptischen GluR-A/B
Rezeptorpools fiir die aktivitdtsabhdngige Plastizitit der Synapsen. In GluR-A defizienten
Maiusen sind AMPA-Rezeptor Stome in extrasynaptischen Kompartimenten stark reduziert,
was in adulten GluR-A defizienten Mdusen zum Ausbleiben der LTP-Expression fiihrt
(Jensen et al, 2002). In GluR-B defizienten Mausen wird im Gegensatz hierzu eine Abnahme
synaptischer AMPA-Rezeptor Strome, bei gleichzeitig stark erhohtem Ca®'-Einstrom durch
homomere GluR-A und/oder heteromere GluR-A/C Rezeptoren (Jia et al., 1996)beschrieben.
Trotz der synaptisch reduzierten AMPA-Rezeptor Strome reichte die Menge vorhandener
GluR-A enthaltender Rezeptoren fiir die LTP-Expression im Hippokampus aus.

Um die Beteiligung von GIuR-B/C Rezeptoren an der reguliren AMPA-Rezeptor vermittelten
Transmission in CA1l-Pyramidalzellen des Hippokampus zu ermitteln, wurden synaptische
und extrasynaptische AMPA-Rezeptor Strome in jungen GluR-C defizienten Miusen
gemessen. Erstaunlicherweise waren die synaptischen AMPA-Rezeptor Strome gegeniiber
dem Wildtyp unverdndert. Dies deutet auf eine dominante Beteiligung von GluR-A/B
Rezeptoren bei normaler synaptischer Transmission hin und wirft die Frage auf, wofiir die
konstitutiv in und aus der Synapse zirkulierenden GluR-B/C Rezeptor Komplexe bendtigt
werden, wenn GluR-A/B Rezeptor Komplexe stabil in Synapsen verbleiben kdnnen. Eine
Analyse der extrasynaptischen AMPA-Rezeptor Strome in jungen GluR-C defizienten
Maiusen ergab ebenfalls keine signifikanten Unterschiede gegeniiber gleichaltrigen Wildtypen.
Es konnte allerdings nicht ausgeschlossen werden, daf3 die starke Variabilitdt extrasynaptisch
gemessener AMPA/NMDA-Rezeptor Strome in GluR-C defizienten Mausen durch Messung

unterschiedlicher Zellpopulationen verursacht wurde. Der Grof3teil gemessener Zellen des

63



Diskussion

RCI1 Genotyp zeigte niedrigere AMPA/NMDA-Rezeptor Strome als der Wildtyp. Eine
geringe Anzahl von Zellen wiederum zeigte ein deutlich hoheres AMPA/NMDA
Stromverhéltnis als der Wildtyp. Es kann nicht ausgeschlossen werden, daBl neben
Pyramidalneuronen auch Interneurone mit einer hoheren extrasynaptischen AMPA-Rezeptor
Dichte, wie z.B. GIuR-A und GIluR-D exprimierende Interneurone in der
Pyramidalzellschicht, gemessen wurden. Eine Unterscheidung der sogenannten “spiking
patterns” von Pyramidalneuronen und eventuell gemessenen Interneuronen, konnte mit der
gewdhlten Messanordnung nicht erfolgen, da die verwendeten Losungen auf Casium haltigen
Losungen basierten, die das nicht erlauben. Diese Messungen miissen mit einer gro3eren
Anzahl von Zellen mit MeBlosungen auf Kaliumbasis wiederholt werden. Dennoch muf3
abschlieffend hinzugefiigt werden, dafl der Verlust von GluR-B/C Rezeptoren zu keiner
signifikanten Beeintrachtigung der synaptischen und extrasynaptischen AMPA-Rezeptor
vermittelten Transmission fiithrte. Der Verlust wurde offensichtlich komplett durch die
vorhandenen GluR-A/B Rezeptoren kompensiert.

In GluR-A/C defizienten Jungtieren waren die synaptischen Strome in SC/CA1 Synapsen auf
ein kaum messbares Signal reduziert, wohingegen die NMDA-Rezeptor Strome gegeniiber
dem Wildtyp weitgehend unverdndert blieben. Eventuell vorhandene homooligomere GluR-B
Rezeptoren konnen aufgrund ihrer geringen Leitfdhigkeit nicht zu synaptischen AMPA-
Stromen beitragen, jedoch konnte die Analyse der subzelluldren Lokalisation weitere

Aufschliisse iiber ihr Transportverhalten liefern.

3.5 Eine AMPA-Rezeptor vermittelte Transmission an hippokampalen
SC/CA1 Synapsen ist fiir die Induktion, nicht aber fiir die Expression

juveniler Langzeitpotenzierung essentiell

LTP stellt eine attraktive Hypothese dar, um zellulire Mechanismen zu erkldren, die
bestimmten Formen des Lernens und der Gedachtnisbildung zugrunde liegen. Sowohl
pharmakologische als auch genetische Manipulation von LTP scheinen im Hippokampus mit
Verhaltensverdnderungen zu korrelieren, die sich in einer Beeintrdchtigung von rdumlich
bezogenem Lernen manifestieren. Die Diskussion, ob ein direkter Zusammenhang zwischen
rdumlichem Lernvermdgen und Langzeitpotenzierung im Hippokampus besteht, bleibt aber
kontrovers. So zeigen beispielsweise GluR-B defiziente Mause (Jia et al., 1996) und PSD 95

defiziente Méuse (Migaud et al., 1998) eine verstirkte Langzeitpotenzierung an CAl
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Synapsen bei gleichzeitiger Beeintrdchtigung des rdumlichen Lernvermdgens. In einem
weiteren Mausmodell, bei dem die GluR-A Untereinheit deletiert wurde (Zamanillo et al.,
1999), wurde eine Abwesenheit von Langzeitpotenzierung an CA1 Synapsen adulter Mause
beobachtet, die jedoch das rdumliche Lernvermdgen in diesen Méusen nicht beeinfluf3te.
Zumindest zwei andere genetische Mausmodelle weisen eindeutig auf einen direkten
Zusammenhang von rdumlichem Lernvermdgen und Langzeitpotenzierung im Hippokampus
hin. Die CA1 spezifische Deletion der NMDA-Rezeptor Untereinheit NR1 (Tsien et al., 1996)
und die Deletion der Calcium/Calmodulin Kinase II (Bach et al., 1995) zeigen bei
Abwesenheit von Langzeitpotenzierung an SC/CA1l Synapsen eine signifikante
Beeintrichtigung im “hidden platform water maze” Test. Es bleibt zu kldren, ob das
rdumliche Lernvermdgen in GluR-C defizienten Miusen beeintréchtigt ist.

In Feld-LTP Messungen wurden unabhédngig vom untersuchten Alter GluR-C defizienter
Maiuse keinerlei Verdnderungen in Kinetik und Hohe der relativen LTP-Expression
beobachtet. Es konnte damit ausgeschlossen werden, dal GluR-C enthaltende AMPA-
Rezeptoren fiir eine normale LTP-Expression benotigt werden. Allerdings sollten zur
Vervollstindigung der LTP-Analysen Messungen iiber einen ldngeren Zeitraum als 60
Minuten erfolgen. Moglicherweise ist die Aufrechterhaltung von LTP {iber ldngere Zeitrdume
in GluR-C defizienten Mausen beeintrachtigt. In jlingster Zeit wird fiir die Verédnderung
AMPA-Rezeptor vermittelter Plastizitdt im Hippokampus ein sogenannter
Platzhaltermechanismus diskutiert. GluR-A/-B Rezeptoren, die nach NMDA-Rezeptor
Aktivierung oder LTP-Induktion sich in Synapsen befinden, werden nach diesem Modell
durch konstitutiv in und aus der Synapse wandernde GluR-B/C Rezeptoren ersetzt. Wenn flir
die Aufrechterhaltung und Verdnderbarkeit von synaptischer Stirke durch AMPA-Rezeptoren
ein solcher Mechanismus existiert, dann sollten in GluR-C defizienten Maéusen
Verdnderungen in der Langzeitexpression von LTP oder in erneuter Aktivierbarkeit dieser
Synapsen bestehen.

Die Beteiligung von AMPA-Rezeptoren bei der Induktion von LTP konnte erst in jungen
Tieren GluR-A/C defizienter Mause gezeigt werden. Nach tetanischer Stimulation kann in
diesen Miusen in den CAl-Pyramidalneuronen mangels Membrandepolarisation kein LTP
induziert werden. Im “Pairing” Protokoll, bei dem die postsynaptische Membran bei
gleichzeitiger Niedrigfrequenzstimulation fiir 3 Minuten depolarisiert wird, kann die LTP
Expression jedoch sehr wohl erfolgen. Damit wurde belegt, daB die initiale

Membrandepolarisation, die eine Aktivierung von NMDA-Rezeptoren erlaubt, nahezu
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auschlieBlich durch AMPA-Rezeptoren vermittelt wird. Die Tatsache, da3 die Aktivierung
von NMDA-Rezeptoren in jungen Tieren immer noch zur Expression von LTP fiihrt, macht
einen zweiten LTP-Mechanismus in jungen Tieren wahrscheinlich. Dieser unterscheidet sich
von LTP-Mechanismen in erwachsenen Tieren darin, daB3 er ohne AMPA-Rezeptoren
ausgeprigt werden kann. Es kann bisher nicht ausgeschlossen werden, da3 juvenile LTP-
Formen von NMDA-Rezeptoren getragen werden; entsprechende Analysen zur
pharmakologischen Blockierung von NMDA-Rezeptoren nach LTP-Induktion stehen deshalb
noch aus. Auch eine priasynaptische Beteiligung an der Ausprigung synaptischer

Langzeitpotenzierung kann in jungen Tieren nicht ausgeschlossen werden.

3.6 Die zelluliren Strukturen des Hippokampus bilden sich auch ohne

AMPA-Rezeptor vermittelte Transmission aus

Erstaunlicherweise waren GluR-A/C defiziente Mduse bis zur Pubertdt lebensfihig. Es
wurden schwere Beeintrachtigungen motorischer Féhigkeiten beobachtet, die eine Beteiligung
der AMPA-Rezeptor Untereinheiten GluR-A und GIluR-C an motorischer Regulation im
Hirnstamm belegt. Es wurde dabei aber offensichtlich, dal die Etablierung hippokampaler
Strukturen weder in ihrem schichtweisen Aufbau, noch in der Differenzierung neuronaler
Verbindungen gestort waren. Die Anzahl der Pyramidalneurone und inhibitorischer
Interneurone war zwischen GluR-A/C defizienten Méusen und Wildtypen vergleichbar. Die
Organsisation dendritischer und axonaler Fortsidtze von Nervenzellen war vom Wildtyp
morphologisch nicht zu unterscheiden. Proteine priasynaptischer Endigungen konnten auch in
GluR-A/C defizienten Midusen nachgewiesen werden. Eine verdnderte Anzahl an
Astrogliazellen wurde ebenfalls nicht festgestellt. Morphologische Unterschiede wurden nur
in der subgranuldren Schicht des Gyrus dentatus beobachtet, von der aus normalerweise
neuronale Stammzellen in die Pyramidalschicht des Hippokampus einwandern (Van Praag et
al., 2002). Die Immunfirbung gegen betalll-Tubulin, ein Markerprotein undifferenzierter
neuronaler Stammzellen, war in der subgranuldren Schicht GIuR-A/C defizienter Méuse nicht
vorhanden. Uber die Ursachen der fehlenden Firbung kann nur spekuliert werden, bisher ist
noch zu wenig dariiber bekannt, welche Faktoren neuronale Stammzellen in welchem
Differenzierungsstadium zuriickhalten. Es bleibt zu kldren, ob die présynaptische
Transmitterfreisetzung in diesen Tieren dem Wildtyp entspricht. Es konnte damit bewiesen

werden, ob fiir die Ausbildung prisynaptischer Strukturen spontane postsynaptische Aktivitét
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benétigt wird. Dies wiirde neuere Beobachtungen bestitigen, die zeigen, daB fiir die
Ausbildung reguldrer postsynaptischer Strukturen keinerlei préasynaptische
Transmitterfreisetzung benétigt wird (Verhage et al., 2000). Prd- und postsynaptische

Strukturen werden damit mdglicherweise unabhédngig voneinander ausgebildet.

3.7 Die GluR-C Defizienz verindert die Expression von AMPA-Rezeptor
Untereinheiten im Kleinhirn, beeinfluf3t aber nicht die subzellulire

Lokalisation verbleibender Rezeptoren z.B in Purkinjezellen

Das Kleinhirn ist die zentrale Gehirnregion fiir die Steuerung feinmotorischer Koordination
und motorischen Lernens. Auch im Kleinhirn ist der Hauptneurotransmitter L-Glutamat
(Voogd et al, 1996) und AMPA-Rezeptoren sind in allen Neuronentypen des Kleinhirnes
vorhanden (Bahn und Wisden, 1997). Aufgrund der Beeintrichtigung motorischer
Féhigkeiten in GluR-C defizienten Mausen konnten auch im Kleinhirn Auswirkungen auf
Expression und subzellulire Verteilung verbleibender AMPA-Rezeptor Untereinheiten
erwartet werden. Tatsdchlich waren die Proteinmengen aller verbleibender AMPA-Rezeptor
Untereinheiten reduziert. Die Reduktion von GluR-A und GluR-D im Kleinhirn GluR-C
defizienter Méuse deutet anders als im Hippokampus auf eine Assemblierung beider
Untereinheiten mit GluR-C hin. Der drastischste Effekt wurde allerdings fiir die Expression
der GluR-B Untereinheit beobachtet. Wahrend im Wildtyp die Expression von GluR-B analog
zu den anderen Untereinheiten entwicklungsbedingt anstieg, wurde in GluR-C defizienten
Maiusen in jungen Entwicklungsstadien mehr GluR-B detektiert, wohingegen in adulten
Entwicklungsstadien die GluR-B Menge stark reduziert war. Entweder ist GluR-B in jungen
Tieren nicht von einer Koexpression der GluR-C Untereinheit abhéngig oder fehlende GluR-
C Untereinheiten konnen durch GluR-A und GluR-D im Kleinhirn kompensiert werden. Die
immunhistochemischen Fiarbungen deuteten jedoch auf unterschiedliche AMPA-Rezeptor
Transportmechanismen in Kleinhirn und Hippokampus hin. Fiir GluR-A und GluR-D wurden
keine Verdnderungen in der zellspezifischen Expression beobachtet. Beide Untereinheiten
lokalisieren vornehmlich in Bergmann-Gliazellen. Aufgrund der starken Férbung in
Bergmann-Gliazellen kann eine Lokalisation von GluR-A und —D in den Dendritenbdumen
von Purkinjeneuronen nicht ausgeschlossen werden. Im Gegensatz zu hippokampalen
Pyramidalneuronen wird GluR-B in Purkinjezellen GluR-C defizienter Miuse nach wie vor

prominent im Dendritenbaum detektiert, was fiir unterschiedliche AMPA-Rezeptor
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Transportmechanismen in Pyramidalneuronen des Hippokampus und Purkinjezellen des
Kleinhirnes spricht. Entweder exisitieren in Purkinjeneuronen nicht die gleichen stringenten
Riickhaltemechanismen wie in Pyramidalzellen oder im Kleinhirn wird der Transport von
GluR-B durch andere Interaktionspartner vermittelt. Die GluR-B Immunférbungen in GluR-
A/C defizienten Médusen bestétigten die Vermutung, dal GluR-B in Purkinjeneuronen, im
Gegensatz zu Pyramidalzellen des Hippokampus, weder GluR-A noch GluR-C als Partner fiir
den Transport in die Dendritenbdume benétigt. Die Analyse posttranslationaler Reifestadien
und der subzelluldren Lokalisation von AMPA-Rezeptor Untereinheiten in Purkinjeneuronen
werden moglicherweise weitere Erkenntnisse liber Unterschiede und Gemeinsamkeiten des
regulierten Transportes von AMPA-Rezeptoren in Zellpopulationen des Kleinhirnes und des

Hippokampus erbringen.

3.8 GluR-C ist fir die AMPA-Rezeptor vermittelte Transmission in

Sternzellen des Kleinhirnes essentiell

Im Gegensatz zu Pyramidalneuronen des Hippokampus existieren in inhibitorischen
Interneuronen des Kleinhirnes AMPA-Rezeptor vermittelte Plastizititsmechanismen, die
unabhiangig von NMDA-Rezeptoren operieren. Die synaptische Aktivierung weniger
Parallelfasern fuhrt in Sternzellen des Kleinhirnes zu einer schnellen und langanhaltenden
Anderung in der Ca’*-Permeabilitit synaptischer AMPA-Rezeptoren ohne die
extrasynaptischen NMDA-Rezeptoren zu aktivieren (Liu und Cull-Candy, 2000). Da eine
starke Expression von GluR-C in diesen Zellpopulationen beobachtet wurde, konnte davon
ausgegangen werden, daf die GluR-C Defizienz die AMPA-Rezeptor vermittelte Ubertragung
in Sternzellen beeintrachtigt. Tatsachlich wurde in “soma patches” von Sternzellen GluR-C
defizienter Tiere eine fast vollstandige Reduktion der AMPA-Rezeptor Strome gemessen.
Hiermit konnte gezeigt werden, dafl die GluR-C Untereinheit in Sternzellen nicht nur als
Partner in heteroligomeren GluR-B/C Kanilen fungiert, sondern vielmehr homooligomere
GluR-C Kanile den GroBteil der Ca* durchliassigen AMPA-Rezeptoren in Sternzellen
reprasentieren. Ob diese starke Reduktion auch fur synaptische AMPA-Rezeptor Strome gilt,
wurde bisher nicht untersucht. Es bleibt deshalb abzuwarten, ob fur die synaptische
Transmission ein dhlicher Effekt in GluR-C defizienten Mausen beobachtet wird. Es wird
damit deutlich, dal in unterschiedlichen Subregionen des Gehirns verschiedene AMPA-

Rezeptor vermittelte Plastizititsmechanismen exisitieren.
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4. Material und Methoden

Zell- und molekularbiologische Standardverfahren wurden, soweit nicht explizit erwihnt,

folgenden Standardwerken entnommen.

Current Protocols in Molecular Biology
F.M. Ausubel, R. Brent, R.E. Kingston, D.D. Moore, J.G. Seidman, J.A. Smith, K. Struhl
Wiley Interscience, 1989

Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Edition
J. Sambrock, E.F. Frisch, T. Maniatis
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989

Gene Targeting: A Practical Approach
A.L. Joyner
Oxford University Press, 1993

Manipulating the Mouse Embryo
B. Hogan, R. Beddington, F. Costantini, E. Lacy
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1994

The Atlas of Mouse Development
M. H. Kaufman
Academic Press, 1999
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4.1 Methoden

4.1.1 Isolierung subgenomischer Maus-DNA aus einer genomischen A-Phagen Bibliothek
Eine Genom-Bibliothek der Mauslinie 129SV (»-FixII, Stratagene), die in Form von 1x10°
unabhéngigen Einzelphagen mit einem durchschnittlich 20kb groBen Mausgenomfragment
vorlag, wurde ausplattiert. Nach Bildung lytischer Plaques wurden die Phagen in doppelter
Ausfiihrung auf Nitrocellulosefilter transferiert. Die DNA-Isolation auf den
Nitrocellulosefiltern erfolgte durch alkalische Lyse (200mM NaOH; 1500mM NaCl) und
anschlieBende Reneutralisierung (400mM Tris-HCI pH 7.6; 300mM NaCl; 30mM Na-Citrat).
Die Prahybridisierung der Filter erfolgte fiir 12-18h bei 42°C. Fiir die Identifizierung von
GluR-C Gen enthaltenden genomischen Klonen, wurde ein BamHI-Sall cDNA-Fragment des
Ratten Trankriptes von GIuR-C flip (Sonde 1) und ein Sall-Bglll cDNA-Fragment des Ratten-
Transkriptes von GIluR-C flip und flop (Sonde 2) verwendet. Nach Hybridisierung mit den
radioaktiv markierten cDNA-Sonden (Random Prime DNA Labelling Kit, Boehringer
Mannheim) wurden die Nitrocellulosefilter 2 mal mit 2x SSC (300mM NaCl; 30mM Na-
Citrat) und 1 mal mit 0,1x SSC bei 50°C gewaschen und fiir 3-7 Tage autoradiographiert.
Positionen doppelt positiver Signale wurden aus den Agarplatten gestochen und nach
Bakterientransfektion in einer weiteren Runde ausplattiert. Nach Erhalt von Einzelklonen
wurden die A-Plaques fiir 1h bei 37°C in Phagenpuffer (100mM NaCl; 10mM Tris-HCI pH
7.6; 10mM MgSO,) inkubiert und in unterschiedlichen Verdiinnungen mit 250ul einer
frischen Bakterienkultur (C600) in NZYDT-Medium fiir 8-11 h kultiviert. Nach Erreichen des
lytischen Stadiums wurde die Phagen-DNA durch Phenol/Chloroform Extraktion isoliert.
Nach Verdau mit Notl wurden die subgenomischen DNA-Fragmente in den bakteriellen
Klonierungsvektor pBluescript kloniert und durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und

Southern Blot Analyse verifiziert.

4.1.2 Restriktionskartierung der genomischen Klone

Die positionelle Kartierung von Restriktionsschnittstellen erfolgte durch
Doppelrestriktionsverdaus mit Notl und variablen Restriktionsenzymen und anschlieBender
Southern Blot Analyse. Restriktionsverdaute Teilfragmente wurden subkloniert und durch 5°
und 3’Endsequenzierung nédher charakterisiert. Datenbankabgleiche mit bekannten

genomischen Sequenzen dienten zur Verifizierung der isolierten genomischen DNA Klone.
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4.1.3 Konstruktion eines konditionalen “Targeting”-Vektors

Fiir die konditionale Genausschaltung wurde das Cre-loxP System verwendet. (Sternberg et
al., 1986; Sauer, 1992). Ausgangspunkt fiir die Herstellung des “Targeting”-Vektors war der
genomische A-Klon 27, der 7.5kb genomischer DNA-Sequenz von Intron 10, das kodierende
Exon 11, sowie 3.7kb von Intron 11 enthielt. Nach NotI-Restriktionsverdau von A-Klon 27
wurde das subgenomische DNA-Fragment in den Vektor pBluescript (pBS) ligiert. Im
resultierenden pBS-Klon 27 wurden durch Pfu-PCR in Exon 11 vier stille Mutationen und
eine Xmal-Restriktionsschnittstelle eingefligt, um die Expression des konditionalen Allels
von der des WT-Allels auf RNA-Ebene unterscheiden zu konnen. Fiir die 5'PCR wurde ein
2.5kb Fragment, beginnend mit einer 5’-Xbal-Schnittstelle und endend mit einem
3’Oligonukleotid, welches drei stille Punktmutationen in Exon 11 einfiihrt und somit eine
Xmal-Restriktionsschnittstelle generiert, amplifiziert (Pfu-Xba-Xma). Das PCR-Fragment
wurde nach Xbal-Xmal Restriktionsverdau in pBS subkloniert. Zur Insertion der loxP-
Elemente wurde eine mutierte Form dieser Erkennungssequenz verwendet (Lee und Saito,
1998), welche in vitro keine Kreuzrekombination mit nicht mutierten loxP-Elementen
aufzeigt. Im subklonierten Xbal-Xmal Fragment wurde hierzu an einer 900bp aufwérts von
Exon 11 gelegenen Avrll-Schnittstelle ein 34bp langes loxP-Element mit einer
5’angehingten, analytischen Ncol- und einer 3 angehdngten AvrlI-Schnittstelle in Sinn-
Orientierung eingefiigt (Pfu-Lox-Xba-Xma). Das 2.5kb-Pfu-PCR Fragment mit insertiertem
loxP 5171 Element wurde nach Xbal- und Xmal-Verdau in den Xbal-Xmal verdauten pBS-
Klon 27 ligiert (New short arm). Fiir die 3'PCR wurde aus Klon 27 ein 2.3kb Fragment,
dessen 5'Ende komplementdr zum 3’Ende der ersten PCR war, amplifiziert und eine weitere
stille Punktmutation eingefiihrt. Das PCR-Produkt wurde durch Xmal-EcoRV Verdau in pBS
subkloniert (Sma-RV). In diesen Subklon wurde durch Verdau mit BsrGI und PshAI ein
Linker mit 5’-Aatll und 3’-Mlul Schnittstelle insertiert (Sma-RV-Adap). Der Subklon mit
Linker wurde mit EcoRV und Kpnl verdaut und ein 5.4kb EcoRV-Kpnl Fragment aus Klon
27 am 3'Ende angehingt (Sma-RV-Adap + long arm). Dieses Fragment wurde iiber Xmal-
Kpnl Verdau in den Subklon mit einzelnem loxP-Element und mutiertem 5'Teil der
eingefiihrten stillen Mutationen in Exon 11 kloniert (New short arm + Sma-RV-Adap + long
arm). Nach Verdau mit Pacl und Kpnl wurde ein Pacl-Kpnl Linker fiir das 3"Ende insertiert
(New short + long arm-Adap-Pac-Kpn). Als Selektionsmarker fiir genomische
Rekombinationsereignisse wurde nach Verdau des Subklons mit Aatll und Mlul eine

Neomyzinphosphotransferase (PGK-NEO) eingefiigt (New Targeting Construct). Sie verleiht
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Resistenz gegeniiber dem Antibiotikum G418. Die PGK-NEO Kassette enthielt regulatorische
Elemente der Phosphoglyzerat-Kinase 2 und zwei links und rechts der NEO-Kassette
eingefiigte loxP 5171 Sequenzen, welche eine spétere Entfernung des Resistenzgenes durch
Cre-Rekombinase ermdglichten. Der asymmetrische “Targeting”-Vektor bestand relativ zum
PGK-NEO Gen aus einem 11.8kb langen 5'- und einem 1.1kb kurzen 3'rekombinogenen
Arm, der die PCR-Analyse homologer Rekombinationsereignisse erlaubte. Nach
Sequenzanalyse des fertiggestellten “Targeting-Vektors” wurde das Konstrukt an der

3’gelegenen Pacl-Schnittstelle linearisiert und fiir die Elektroporation aufgereinigt.

4.1.4 Kultur, Transformation und Selektion von ES-Zellen der Maus

Pluripotente, embryonale Stammzellen der ménnlichen Linie R1 (Nagy et al., 1993) wurden
in ES-Zellmedium ("Dulbecco’s Modified Eagle Medium" mit hohem Glukoseanteil; 2 mM
Glutamin; 0.ImM nicht essentiellen Aminosduren; 1mM Natriumpyruvat; 0.1mM g-
Mercaptoethanol; 20% fotalem Kilberserum; 50ug/ml Penicillin/Streptomycin; 1000U/ml
Leukdmie-Inhibitionsfaktor) kultiviert. Fiir die Transfektion wurden die aufgereinigten “Gene
Targeting”-Vektoren durch Pacl-Restriktionsverdau linearisiert und nach Ethanolprizipitaton
in PBS gelost. Um eine Phenolisierung zu vermeiden wurde die DNA {iber eine mit PBS
umgepufferte Gelfiltrationssdule (Chroma Spin TE-1000, Clontech) aufgereinigt. Fiir die
Elektroporation (BioRad Genepulser mit 500pF und 240V) der vereinzelten ES-Zellen in
einer PBS-Suspension wurden 30ug des linearisierten "Gene Targeting"-Vektors eingesetzt.
Die transformierten Zellen wurden auf mit Gelatine (0.1%) liberzogenen Kulturplatten fiir 8-
10 Tage mit G418 (250pug/ml) selektioniert. G418 resistente ES-Klone wurden isoliert und
zur Expansion auf Muldenplatten iiberfiihrt, die entweder fiir die spitere DNA-Isolierung mit
Gelatine (0.1%) oder zur Expansion der ES-Zellen mit mitotisch inaktivierten (Mitomycin C)
primdren Maus Fibroblasten beschichtet waren. Ein Teil der Zellen wurde fiir die DNA-
Analyse durch PCR verwendet, wobei in der Regel sechs Einzelklone zur Analyse vereinigt
und positive Pools anschlieend auf Einzelklonebene getestet wurden. PCR-positive Klone
wurden im Southern Blot {iberpriift. ES-Klone mit homologem Rekombinationsereignis
wurden expandiert, tiefgefroren (5 x 10° Zellen/ml) und bis zur Injektion in C57BL/6-
Mausblastozysten in fliissigem Stickstoff gelagert.
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4.1.5 Cre-loxP vermittelte DNA-Rekombination und Negativ-Selektion in ES-Zellen

Fiir die in vitro Cre-Rekombination wurden je 1x10” ES-Zellen transient mit 10pg zirkulirem
PMC-Cre Plasmid (Gu et al., 1993) transfiziert. Die elektroporierten ES-Zellen wurden zu je
fiinf Platten von 10°, 10° und 10 Zellen ausplattiert. Von zwei aufeinanderfolgenden
Elektroporationen wurden je 288 ES-Klone isoliert und auf drei unterschiedlichen 96-
Muldenplatten kultiviert. Die Platten 1 und 2 waren mit Gelatine beschichtet. In Platte 1
wurden die ES-Kulturen in ES-Medium kultiviert fiir die spétere fibroblastenfreie Isolation
von ES-DNA. In Platte 2 wurden Cre-rekombinierte ES-Klone in G418 haltigem ES-Medium
negativ selektioniert. In Platte 3 wurden die ES-Klone auf Mitomycin behandelten priméiren
Fibroblasten fiir die Expansion von Klonen mit korrektem Cre-Rekombinationsereignis
kultiviert. Die Analyse der Rekombinationsereignisse in Replikaklonen negativ selektionierter

ES-Zellen erfolgte durch PCR-Analyse und Verifizierung mittels Southern Blot.

4.1.6 Herstellung und Haltung transgener Miuse

Mausblastozysten-Injektionen und Embryo-Transfers wurden in der transgenen Einheit des
ZMBH von Frank Zimmermann durchgefiihrt. Es wurden hierbei je 15-20 ES-Zellen in
Mausblastozysten des Inzuchtstammes C57BIl/6 injiziert und je 8-10 Blastozysten in
scheinschwangere C57B1/6 Mause transplantiert. Die chiméren Nachkommen und in C57Bl1/6
riickgekreuzte Folgegenerationen wurden entsprechend dem Tierschutzgesetz in dafiir
vorgesehenen Rdumen in der Versuchstierhaltung des ZMBH und im zentralen Tierlabor des
MPI gehalten. Die behordliche Zulassung der transgenen Manipulationen erfolgte durch das

Regierungsprisidium Karlsruhe.

4.1.7 Genotypisierung der mutanten Mauslinien

Mausschwanzbiopsien wurden mit Proteinase K (Img/ml) in TENS-Puffer (50mM Tris-HCl
pH 8.0; 100mM EDTA; 100mM NaCl; 1% SDS) bei 55°C verdaut. Nach Prazipitation in 0.8
Volumina Isopropanol und Waschen in 70% Ethanol wurde die genomische DNA in 300-
600ul sterilem H,O-Millipore gelost und fiir die Genotypisierung durch PCR-Analyse
eingesetzt. Ein 10ul PCR-Ansatz enthielt PCR-Puffer (GibcoBRL), 2mM MgCl,, dANTP-Mix
(0.2mM pro Nukleotid), spezifische Sinn- und Gegensinn-Oligonukleotide (jeweils 0.4uM),
0.2U Tag-Polymerase, ddH,O und 1pl Matrizen-DNA-L&sung (10-100ng/ul). Einer initialen
Denaturierung (10min, 94°C) folgten 20-35 Zyklen mit je 20s, 94°C (Denaturierung), 30s,
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55°C (Oligonukleotid-Anlagerung), Imin/Kb, 72°C (Extension). Nach dem letzten Zyklus

wurde eine finale Extension (5min bei 72°C) durchgefiihrt.

4.1.8 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmiden und PCR-Fragmenten erfolgte, basierend auf der
Kettenabbruchmethode (Sanger et al, 1977), nach Protokollen der Firma ABI (Applied
Biosystems) durch "Dye Terminator Cycle Sequencing" auf der automatischen
Sequenziermaschine 377 (Applied Biosystems). Pro Reaktion wurden 100-200ng/kb Plasmid
bzw. 10-20ng/kb PCR-Produkt in 5.5ul ddH,O, 0.5ul Oligonukleotid (10uM) und 4pul ,,Big
Dye-Terminator“-Mix (ABI) eingesetzt.

4.1.9 Oligonukleotidsynthese

Synthetische Oligonukleotide wurden von der Arbeitsgruppe Dr. R. Frank am ZMBH nach
der Phosphotriestermethode auf einem DNA-Synthesegerdt der Firma ABI (Applied
Biosystems) hergestellt. Eine Auflistung der verwendeten Oligonukleotide ist im Material-

Teil angegeben.

4.1.10 Gesamt-RNA Isolation

RNA wurde aus Gehirngewebe nach der Methode von Chomczynski und Sacchi (1987) mit
TRI-Reagenz (TRI-REAGENT, Molecular Research Center Inc.) isoliert. 10-20pg RNA
wurden fiir 1h bei 37°C mit 20U Rnase freier DNasel (Boehringer Mannheim) und 40U
RNasin (MBI-Fermentas) in 60ul Puffer B (10mM Tris-HCI pH 7.5; 10mM MgCl,; 50mM

NaCl; ImM DTT) inkubiert und nach Phenol/Chloroform Extraktion und Ethanolprizipitation
in 20ul H,O geldst.

4.1.11 RT-PCR

Von Gesamt-RNA wurden 1-5ug mit 200ng Hexamer-Oligonukleotiden (d(N)g, 10ng/ul,
Boehringer Mannheim) in einem Volumen von 20ul fiir 10min bei 70°C denaturiert und
anschliefend auf Eis abgekiihlt. Danach wurden 10ul RT-Mix (50mM Tris-HCI pHS8.5;
75mM KCI; 3mM MgCl,; 10mM DTT; 20U RNasin [MBI-Fermentas]), 500uM je dNTP
(Amersham-Pharmacia) zugegeben, ein 10ul Aliquot fiir Kontrollreaktionen entnommen und
die verbleibenden 20ul mit 200U Reverser Transkriptase (MMLV, Gibco-BRL) fiir 60min bei
37°C inkubiert. Nach Denaturierung verbliebener RNA (10min, 95°C) wurden 1-3pul in die
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PCR-Reaktion eingesetzt. Die Grofle der PCR-Produkte wurde anschlieBend durch
Agarosegelelektrophorese liberpriift.

4.1.12 Protein-Priparation aus Hirngewebe

Alle Priparationsschritte wurden bei 4°C in Anwesenheit von Proteinase-Inhibitoren
(Complete, EDTA-free, Roche Diagnostics) durchgefiihrt. Hippokampus oder Kleinhirn von
Maiusen wurde durch 10-15 maliges Auf- und Abziehen bei 900rpm im Glas-Teflon Potter in
25mM HEPES pH 7.4 homogenisiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Die Homogenate
wurden durch Zentrifugation bei 900 x g fiir Smin von Zellkernen und grofen Zelltriimmern
getrennt. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration durch die BCA-Methode (Pierce,
Rockford) wurden die Homogenate entweder direkt fiir die Western Blot Analyse verwendet

oder fiir die Immunprézipitationsreaktionen solubilisiert.

4.1.13 Immunprizipitation von AMPA-Rezeptoren

Immunprizipitationen erfolgten bei 4°C und in Anwesenheit von Proteinase-Inhibitoren
(Complete, EDTA-free, Roche Diagnostics). Hippokampushomogenate wurden im Verhéltnis
1:1 mit Puffer 2 (25mM HEPES pH 7.4; 300mM NaCl; 2% Triton-X 100) gemischt und fiir
60min im Uberkopfschiittler inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 10min bei 10.000 x g wurden
die Proteinkonzentrationen der Uberstinde nach der BCA-Methode bestimmt. Solubilisierte
Proteine (4pg/ul) wurden mit Puffer 3 (25mM HEPES pH 7.4; 150mM NaCl) 1:5 verdiinnt.
Je 200-250pug Protein in Puffer 4 (Puffer 2 + Puffer 3 im Verhiltnis 1:5), wurden fiir die
Immunprézipitation eingesetzt. Zur Reduktion unspezifischer Reaktionen wurde die Protein
A-Sepharose (Pierce Rockford) dreimal in Puffer 4 vorgewaschen und anschlieBend fiir 1h
mit den Proteinhomogenaten vorinkubiert. Nach Zentrifugation wurden die
Homogenatiiberstinde iiber Nacht mit 1.5ug der entsprechenden Primirantikdrper inkubiert
(anti-GluR1; anti-GluR2). Nach der Antikdrperinkubation wurde jede der
Immunprézipitationen fiir 1h mit 20ul vorgewaschener Protein A-Sepharose inkubiert. Nach
Zentrifugation wurden die Uberstande in einem zweiten Prizipitationsschritt mit Protein A-
Sepharose, die mit Antikorper fiir 1h vorinkubiert und anschlieBend gewaschen wurde, erneut
prézipitiert. Nach Immunprézipitation wurden die Protein A-Sepharose Sedimente vereinigt
und je zwei mal mit 800ul Puffer 4 und Puffer 3 durch Pelletierung fiir 2min bei 3000 x g
gewaschen. Die Prézipitate wurden in 60ul Denaturierungspuffer (0.5% SDS; 1% B-
Mercaptoethanol; NEB) resuspendiert und durch Denaturierung bei 95°C fiir Smin eluiert. Die
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Uberstinde nicht immunprizipitierter Proteine wurden nach Methanol/Chloroform
Prézipitation (Wessel-Fliigge) in 60ul Denaturierungspuffer resuspendiert und bei 95°C fiir

Smin denaturiert.

4.1.14 Enzymatische Protein-Deglykosilierung

Der postranslationale Reifestatus von Glykoproteinen kann anhand der Sensitivitit gegeniiber
bestimmten Deglykosylasen untersucht werden. Endoglykosidase H (Endo H) schneidet
ausschlieBlich N-Zucker des ,,High Mannose“-Typs und einige Hybrid-Oligosaccharide,
welche zwischen Endoplasmatischem Retikulum und medialem Golgi Kompartiment
angefiigt werden. Peptid: N-Glykosidase F (PNGase F) schneidet am innersten Kern nahezu
aller N-verkniipften Oligosaccharide (Davidson und Balch, 1993; Kornfeld und Kornfeld,
1985). Die Immunprizipitate, sowie ungebundene Proteine des Uberstandes wurden mit 50U
Endo H (NEB) in 50mM Na-Citrat pH 5.5 oder 20U PNGaseF (NEB) in 50mM Na-Phosphat
pH 7.5, 1% NP-40 fiir 90min bei 37°C inkubiert. Nach Denaturierung fiir Smin bei 95°C
wurden die Proben mit 2x Laemmli SDS-Ladepuffer (125mM Tris-HCI pH 6.8; 10%
Glyzerin; 0.01% Bromphenolblau; 5% B-Mercaptoethanol; 2% SDS) 1:2 verdiinnt und fiir die

Western Blot Analyse verwendet.

4.1.15 Western Blot

Je nach Experiment wurden unterschiedliche Proteinmengen aus Protein-Préparationen in 2x
SDS-Ladepuffer fiir 5Smin bei 95°C denaturiert und durch 7%ige SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt (Mini-Protean 3, Bio-Rad). Der NafB3-Transfer der
Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran erfolgte bei 30V, 90mA fiir 16h (Protran BA 85,
Schleicher & Schuell; Mini Trans-Blot, Bio-Rad) in Transferpuffer (25mM Tris; 192mM
Glyzin; 10% Methanol). Die Membranen wurden mit Block-Puffer (0.1% Tween 20; 10%
Magermilchpulver in PBS pH 7.4) fiir 2-3h bei RT geblockt. Die Inkubation mit den
spezifischen Primirantikdrpern erfolgte in PBS/0,1% Tween 20 (PBS-T), fiir 2h bei
Raumtemperatur. Nach viermaligem Waschen fiir jeweils 10min in PBS-T erfolgte die
Detektion der Primdrantikdrper durch speziesspezifische Meerrettich-Peroxidase gekoppelte
anti-IgG Sekundidrantikérper fiir 45min in PBS-T (1:15000 anti-Kaninchen IgG oder anti-
Maus IgG; Dianova). Die Detektion der Antigen-Antikdrperreaktionen erfolgte durch

,,Verstiarkte Chemilumineszenz* (ECL+Plus, Amersham Pharmacia).
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4.1.16 Immunhistochemische Untersuchung von Gehirnschnitten der Maus

Nach tiefer Anidsthesie mit Halothan wurden die Méuse intrakardial mit PBS pH 7.4 und
anschlieBend mit 4% Paraformaldehyd in PBS (4% PFA/PBS) perfundiert. Die Gehirne
wurden entnommen und fiir 2h in 4% PFA/PBS bei 4°C nachfixiert. Nach Waschen in gro3en
Volumina PBS/0.01% NaN; wurden die Gehirne in 2% Agarose/PBS eingebettet.
Vibratomschnitte (Leica VT1000S, Leica Microsystems, NuBlloch, Germany) wurden in 60-
70um Dicke fiir sagittale bzw. 40-50pm Dicke fiir coronale Praparationen geschnitten. Die
Schnitte wurden fiir 30min in Tag 1-Puffer (PBS; 2.0% BSA; 0.3% Triton X-100)
permeabilisiert. AnschlieBend wurde die endogene Peroxidase-Aktivitidt durch 5 miniitige
Inkubation in PBS/2% H,O, blockiert. Nach viermaligem Waschen in PBS fiir je 10min
wurden die Schnitte fiir 1h zur Reduktion unspezifischer Antikdrperreaktionen in Tag 1-
Puffer/10% Normal Serum aus Ziege (NGS) blockiert. Die Inkubation mit Primérantikorpern
(siche Materialteil) erfolgte in Tag 1-Puffer/5% NGS iiber Nacht bei 4°C. Nach dreimaligem
Waschen in Tag 2-Puffer (0.6% BSA; 0.1% Triton X-100 in PBS) erfolgte die Inkubation mit
Peroxidase gekoppelten Sekundirantikérpern (1:600, Dianova) fiir 1h bei Raumtemperatur.
Nach zweimaligem Waschen in Tag 2-Puffer und PBS wurden die Schnitte durch
Peroxidase-Prizipitation von 0.05% DAB (Diaminobenzidin-Hydrochlorid, Sigma) in 20mM
Tris-HCI pH 7.6 /0,01% H,0, entwickelt. Nach zweimaligem Waschen in PBS und 10mM
Tris'HCI pH 7.6 wurden die Schnitte auf Objekttrigern getrocknet. Nach Inkubation in Xylol
fiir Imin wurden die Schnitte in Eukitt (Kindler GmbH, Freiburg) eingebettet.

4.1.17 ,,Nucleated soma patch“-Ableitungen

,Nucleated soma patch“-Ableitungen wurden in der Abteilung Molekulare Neurobiologie
(Prof. Seeburg) von PD Dr. Georg Kohr und Verena Pavlak durchgefiihrt. Transversale,
hippokampale Schnitte (250um) bzw. sagittale Kleinhirnschnitte (250um) wurden aus den
Gehirnen 13-15 Tage alter Miuse pripariert. CAl-Pyramidalneurone bzw. zerebellére
Sternzellen wurden durch Infrarot-Differential Interferenz Kontrast (DIC) Mikroskopie
identifiziert. Alle Messungen wurden bei 22°C mit einem EPC-9 Verstirker (HEKA
Elektronik) durchgefiihrt. Bei der Ableitung isolierter Zellen (Sather et al, 1992) wurde die
MeBpipette an das Zellsoma angesetzt und die Plasmamembran durchbrochen. Durch Anlegen
eines negativen Drucks wird der Zellkern angesaugt und aus dem Schnitt herausgezogen.
Dabei schlieft sich die Plasmamembran des Zellkorpers um den angesaugten Kern und

erlaubt die Messung der Strome der Glutamat-Rezeptoren in dieser Membran. Somatische
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Ableitungen wurden bei einem Pipettenwiderstand von 5-6MQ in 135mM NaCl, 5.4mM KClI,
1.8mM CaCl,, SmM HEPES, pH 7.25-NaOH mit einer piezo-elektrisch gesteuerten Glutamat-
Applikationspipette durchgefiihrt. Die intrazelluldre Losung enthielt 140mM CsCl, 2mM
MgCl,, 2mM Na,-ATP, 10mM EGTA, 10mM HEPES, pH 7.25-CsOH. AMPA-Rezeptor
vermittelte Strome wurden durch Applikation von 1mM Glutamat fiir Sms aktiviert, wobei
NMDA-Rezeptorstrdme in Anwesenheit von 50uM AP5 und 1mM Mg”" blockiert wurden.
Die Aktivierung der NMDA-Rezeptorstrome erfolgte durch Applikation von 1mM Glutamat
fiir 20ms in Anwesenheit des Koaktivators Glyzin (10uM) und 5pM NBQX um AMPA-
Rezeptorstrome zu blockieren. Rezeptor vermittelte Strome wurden bei Haltepotentialen von
—100mV bis +100mV in 20mV Schritten gemessen. Die Verhéltnisse absoluter
AMPA/NMDA Rezeptorstrome wurde bei einem Haltepotential von —60mV ausgewertet. Zur
Bestimmung der mittleren Stromamplituden wurden 4-5 Einzelmessungen gemittelt.

MefBwerte wurden als Mittelwert + SEM angegeben.

4.1.18 Gesamtzell-Ableitungen synaptischer Strome

Die Messungen synaptischer Glutamat-Rezeptorstrome wurden in der Abteilung
Zellphysiologie (Prof. Dr. Sakmann) von Dr. Andrei Rozov und in der Abteilung Molekulare
Neurobiologie von Bettina Schupp durchgefiihrt. Die Ableitung synaptischer Strome erfolgte
in Gesamtzell-Konfiguration, bei der die Zellembran mit der MeBpipette durchstoBen wurde.
Die Ableitung der Strome erfolgte im Soma der Pyramidalneuronen. Nach Identifikation der
Zellkorper durch Infrarot DIC-Mikroskopie wurden die Zellen mit der MeBpipette
durchstoBen und das Zytosol durch MeBlosung (130mM Cs-Gluconat; 20mM CsCl; 10mM
NaCl; 10mM HEPES-CsOH pH 7.25; 0.2mM EGTA; 4mM ATP-Mg; 0.3mM GTP-Na;)
ersetzt. Die Messungen erfolgten mit Hilfe eines HEKA EPC9 Verstiarkers (HEKA
Elektronik). Synaptische AMPA- und NMDA-Rezeptor vermittelte, erregende
postsynaptische Strome (EPSCs) wurden durch Stimulation der Schaffer-Kollateralen fiir
100us bei —70mV mit einer monopolaren Elektrode ausgeldst. Die Stimulationsintensitit
wurde solange erhoht, bis eine verldssliche Rezeptorantwort me3bar war. AMPA-Rezeptor
vermittelte EPSCs wurden in Anwesenheit von 50uM AP5, NMDA-Rezeptor vermittelte
EPSCs in Anwesenheit von 5SuM NBQX aufgezeichnet. Iampa @ Inmpa Verhéltnisse wurden
aus den hochsten Amplituden beider Strome berechnet. Messwerte wurden als Mittelwert +

SEM angegeben.
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4.1.19 Messung des ,,Pairing“-induzierten LTPs an CA3/CA1 Synapsen

Zelluldre “Pairing”-LTP Messungen wurden von Katharina M. Kaiser in der Abteilung
Zellphysiologie des MPI durchgefiihrt. CAl-Pyramidalzellen wurden in 250um dicken,
transversalen Gehirnschnitten 14 Tage alter Méuse unter visueller Kontrolle durchstof3en und
Gesamtzell-Spannungsableitungen durchgefiihrt. Alle 5 Sekunden wurden durch Stimulierung
der Schaffer-Kollateralen an den CA3/CA1 Synapsen EPSCs ausgelost. Es wurden dabei zwei
unabhdngige Stimulationswege als Induktionsspfad und Kontrollpfad verwendet. Der
Induktionspfad wurde im Stratum radiatum (apikal) induziert, der Kontrollpfad im Stratum
oriens (basal) plaziert. Beide Stimulationselektroden waren mehr als 200pm voneinander
entfernt. Nach einer stabilen MeBphase von ca. 10min wurde zur Induktion von LTP das
Membranpotential der postsynaptischen Zelle von —70mV auf OmV geédndert und nur der
Induktionsspfad fiir 3 Minuten alle 1.5 Sekunden stimuliert. Nach Einstellung des
Haltepotentiales auf —70mV wurden beide Stimulationspfade angeregt und die erzeugten
postsynaptischen Strome iiber einen Zeitraum von ca. 60min gemessen. Die Amplituden
wurden gegen die mittleren EPSCs vor ,,Pairing” angeglichen und waren entweder als
Einzelwerte oder als Mittelwert £ SEM angegeben. Zur statistischen Auswertung diente der

gepaarte, zweiseitige ¢-Test (p).

4.1.20 Ableitungen extrazellulirer Feldpotentiale (Feld-LTP)

Experimente zur Bestimmung des Feld-LTP wurden von Dr. Vidar Jensen und Dr. @ivind
Hvalby in der Abteilung Neurophysiologie (Prof. Dr. Per Andersen) am Institut fiir
medizinische Grundlagenforschung der Universitdt Oslo durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte
an akuten, transversalen Schnittpridparaten des Hippokampus von Méusen im Alter von 14
und 42 Tagen. Die synaptische Stimulation (50us, 100pA, 0.2Hz) erfolgte abwechselnd tiber
zwei Wolfram-Elektroden an zwei unabhdngigen Pfaden in der CAl-Region des
Hippokampus, orthodromisch an den Synapsen der apikalen (Stratum radiatum) und der
basalen (Stratum oriens) Dendriten. Extrazellulire Antworten wurden mit zwei Glas-
Elektroden in den entsprechenden Schichten abgeleitet. Nach einer stabilen MeBphase iiber
15min wurde einer der Pfade tetanisch stimuliert (1 x 100 Hz, 1s). Die Stirke der Stimulation
wurde so gewdhlt, daB3 sie knapp liber dem Schwellenwert lag, durch den ein einzelner Test-
Stimulus eine Antwort hervorrufen konnte. Die synaptische Stirke wurde durch die Messung
der Steigung im mittleren Drittel der Anstiegsphase von Feldpotentialen ermittelt. Sechs

aufeinanderfolgende Messungen wurden gemittelt und gegen die Werte normalisiert, die
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4—7min vor der tetanischen Stimulation gemessen wurden. Die MeBBwerte sind als Mittelwert

+ SEM angegeben. Zur statistischen Auswertung diente der gepaarte, zweiseitige ¢-Test (p).

4.2 Material

4.2.1 Eukaryotische Zellen

R1 ES-Zellen: Pluripotente, embryonale Stammzellen aus der inneren Zellmasse von
129/SVx129/SVJ-Mausblastozysten (Nagy et al., 1993)

Feeder-Zellen: Primére Maus-Fibroblasten aus E13.5 NMRI-Embryonen (Passage 2)

4.2.2 Mauslinien
C57BL/6: Fa. Charles River (Deutschland) oder Fa. RCC/BRL (Basel)
Cre-deleter: Prof. Klaus Rajewsky

4.2.3 Sequenzen verwendeter Oligonukleotide

screen s1-2 GGT AGA TAC TGA AGC ATA GCT ATG C

screen s2-2 CCA ATG TTG TGC TTT AGC CTT TGC

screen as3-2 GGT ATA TCT TCC CAG CCCCAAG

PGK Term3 CGA GAT CAG CAG CCT CTGTTC AC

PGK Term4 CACTTT GTG GTT CTA AGT ACT GTG G

CllI-1as GTC TAA CTT GTC GTT TTT AGT ATC AGC

CllI-4as TTT CAG GAT CAC AGA AAA GTC ATA GC

C outside s4 CCT TCA GTG ATT ACC TCC TAA AAG G

Ko Smal as TCC CCC CGG GGC TCT TCA TTG TTG TCT TCC AAG TGC
CAC

Ko Smal sense TCC CCC CGG GAT CCA CAA AGC CCT CCTGATCCT C

Ko-ERV as CCC TGA TAT CAC AAA ATG ATACACTCT G

Lox5171 Nco s CTA GCC ATG GAT AAC TTC GTA TAA TGT GTA CTA TAC
GAA GTT ATC GC

Lox5171 as Ncol CTA GGC GAT AAC TTC GTA TAG TAC ACA TTA TAC GAA
GTT ATC CAT GG
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Aatll+Mlul-se GTA CTG ACG TCT ACA CGC GTA C
Aatll+Mlul-as GTA CGC GTG TAG ACG TCA

Adap. Pac-Kpn s TAA CCG CGG TAC

Adap. Kpn-Pacas  CGC GGT TAA T

4.2.4 Verwendete Antikorper

Rabbit polyclonal Anti-Glutamate Receptor 1, AB1504, Chemicon

Rabbit polyclonal Anti-Glutamate Receptor 2, AB1768, Chemicon

Rabbit polyclonal Anti-Glutamate Receptor 2 & 3, AB1506, Chemicon

Rabbit polyclonal Anti-Glutamate Receptor 4, PC262L Oncogene Research Products
Rabbit polyclonal Anti-NMDA Receptor 1, AB AB1516 Chemicon

Rabbit polyclonal Anti-GFAP (Glial-Fibrillary-Acid-Protein), Z 0334, DAKO

Mouse monoclonal Anti-Glutamate Receptor 3 , 32-0400, Zymed

Mouse monoclonal Anti-NeuN (Neuronal Nuclei), MAB377, Chemicon

Mouse monoclonal Anti-Synaptophysin, clone SY38 MAB5258-20UG, Chemicon
Mouse monoclonal Anti-MAP2, Clone HM-2, M4403, Sigma

Mouse monoclonal Anti-a-CaMKII Clone , MAB3119, Chemicon

Mouse monoclonal Anti-B-IIITubulin Clone TU-20, MAB1637, Chemicon

Mouse monoclonal Anti-B-Actin, Clone AC-15, A5441, Sigma
Peroxidase-conjugated Goat Anti-Rabbit IgG (H+L), 111-035-144, Dianova
Peroxidase-conjugated Goat Anti-Mouse IgG (H+L), 115-035-100, Dianova
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5. Abkiirzungen

o Alpha

o- Anti-

B Beta-

n Mikro

A Ampere

Abb Abbildung

AMPA a-Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-propionséure
AP5 2-Amino-5-phosphonovaleriansédure

bp Basenpaar

BSA Bovines Serumalbumin

CA Cornu ammonis

CaMKII Calzium/Calmodulin abhingige Proteinkinasell
Cs Césium

cDNA Zur mRNA komplementédrer DNA-Strang
Cre Cre-Rekombinase

DAB Diaminobenzidin-Hydrochlorid

DG Gyrus dentatus

ddH,O Doppelt destilliertes Wasser

DNA Deoxyribonukleinsiure

dNTP Deoxynukleosidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

dUTP Deoxyuridintriphosphat

ECL Enhanced Chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ES Embryonale Stammzelle

EPSC exzitatorischer postsynaptischer Strom
EPSP exzitatorisches postsynaptisches Potential
ER Endoplasmatisches Retikulum

et al. und andere

FCS Fotales Kélberserum
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FD

G418
GABA
GFP
GluR

GrDG

HEPES

kb
kDa
LIF
LTD
LTP

NBQX
NMDA
NEO

Faraday

Gramm

Giga

Geneticin

y-aminobutyric acid

griin fluoreszierendes Protein
Glutamat-Rezeptor-Untereinheit
Granule cell layer

Granule cell layer Dentate gyrus
Stunde
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N"-ethansulfonsdure
Hertz

Kalium

Kilobase

Kilodalton

Leukaemia Inhibitory Factor
Langzeitdepression
Langzeitpotenzierung

Milli

Mol

Minute

Molecular layer
Boten-Ribonukleinsdure

nano

Natrium
1.2.3.4-Tetrahydro-6-nitro-2.3-dioxo-benzo[ f]quinoxalin-7-sulfonamid
N-methyl-D-aspartat
Neomyzinphosphotransferase
Nanogramm

Nukleotid

Ohm

Stratum oriens

Pico
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PBS
PCR

PFA
PGK
PoDG
Pu

Ra
RNA

RT
RT

SDS
SEM
SSC
TE
TENS
Tris
tRNA
UTR

Postnataler Tag
Polyadenylierungssignal
Phosphatgepufferte Salzlosung
Polymerasekettenreaktion
potentia Hydroxy
Paraformaldehyd
Phosphoglyceratkinase
Polymorph layer Dentate gyrus
Purkinje cell layer

Stratum pyramidale

Stratum radiatum
Ribonukleinsdure

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase

Sekunde

Schwefel

Natriumdodecylsulfat
Standardfehler des Mittelwerts
Natriumchlorid-Natriumcitrat-Losung
Tris/EDTA-Puffer
Tris-EDTA-Natriumchlorid-SDS-Puffer
Trishydroxymethylaminomethan
Transfer-Ribonukleinsdure
Untranslatierte Region

Volt

Watt
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