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Zusammenfassung

Im Sidugetiergehirn zdhlen Untereinheiten fiir ionotrope Glutamatrezeptoren zu den Kandidaten fiir
mRNA Editierung durch positionsspezifische Adenosindeaminierung. Mit besonders hoher
Effizienz wird eine mit Q/R bezeichnete Position in der AMPA Rezeptor Untereinheit GluR2
(=GluR-B) editiert. Uber Gene Targeting Experimente konnte die Effizienz der GIuR2 Q/R
Editierung im Gehirn der Maus reduziert werden. Die Folgen waren ein Anstieg in der Ca®™
Permeabilitidt und der makroskopischen Leitfahigkeit der Mutanten AMPA Rezeptoren sowie ein
schwerwiegender neurologischer Phidnotyp mit Epilepsien und friilhem Tod der Versuchstiere
gegen Ende der dritten Lebenswoche. Um die Effekte reduzierter Q/R Editierung auch in der
adulten Maus studieren zu konnen wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Mauslinie etabliert, in der
eine nichteditierbare GluR2 Untereinheit liber das Tetrazyklin-regulierte System induzierbar
exprimiert wird (1). Im zweiten Teil der Arbeit wurde untersucht, ob Q/R homologe Positionen in
ionotopen Glutamatrezeptoren von Caenorhabditis elegans editiert werden (2).

Zu (1): Uber Klonierung wurden eine rGluR2(Q)cDNA und ein LacZ Reportergen der Kontrolle
Tet-regulierter, bidirektional angeordneter Minimalpromotren unterstellt und als Transgen in eine
C56B6 Mauslinie eingebracht. Doppelmutanten, die aus der Verpaarung mit einem Transgen zur
Expression von tTA unter Kontrolle des aCamKII Promoters hervorgingen, exprimierten Tet-
reguliert GluR2(Q) in weiten Teilen des Vorderhirns.

Aus der Uberexpression von GluR2(Q) resultierte ein Anstieg der Ca** Permeabiliit und der
makroskopischen Leitfdhigkeit durch AMPA Rezeptoren in hippocampalen CA1 Pyramidenzellen.
Die induzierte Expression des GluR2(Q) von Geburt an fiihrte zu neurologischen Stérungen.
Mutanten waren zum Teil hypomorph und erlitten spontane, letale epileptische Anfille innerhalb
der vierten Lebenswoche. Fiir Individuen, in denen spontane epileptische Anfille ausblieben,
konnte eine gegeniiber C57BL6 Wildtyp gesteigerte Anfilligkeit fiir Gerdusch-induzierte
epileptische Anfille gezeigt werden. In dusserer Erscheinung und Verhalten normal blieben
dagegen Doppelmutanten, deren GluR2(Q) Synthese zum Studium mutationsbedingter Effekte im
adulten Tier ab dem 25. Tag nach der Geburt induziert wurde.

Zu (2):Uber ‘Blast’ Suche in der Gen Datenbank des National Center of Biotechnology
Information (NCBI) konnten fiir C. elegans 10 Gene mit Homologie zu Glutamatrezeptor
Untereinheiten identifiziert werden. 4 aus 7 vorhergesagten AMPA-/Kainat Rezeptor-dhnlichen
Proteinsequenzen trugen in Q/R homologer Position ein Glutaminkodon. Uber Sequenzierung
revers transkribierter mRNA aus C. elegans konnte fiir drei dieser Gene gezeigt werden, das diese
Positionen in vivo nicht editiert sind. Weiter wurde in vitro gezeigt, da} die Editase T20H4 .4 aus

C. elegans die Q/R und R/G Editierungsstellen in GluR?2 nicht editiert.
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Einfiihrung

1 Einfiihrung

Glutamat ist der bedeutenste erregende Neurotransmitter im Gehirn. Die Rezeptoren fiir
diesen Botenstoff bilden zwei grosse Membran-stindige Rezeptorfamilien: Ionotrope
Glutamatrezeptoren koppeln das Ereignis der Transmitterbindung an das Offnen einer
ionenpermeablen Kanalpore wihrend metabotrope Rezeptoren iiber Interaktion mit G-
Proteinen den cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat) und PIP
(Phosphoinositoltriphosphat) Signalweg ansteuern. Die grosse Diversitit beider
Rezeptorfamilien spiegelt ihre weitreichende Bedeutung fiir Funktionen im ZNS wider.
Glutamat-vermittelte Effekte reichen von schneller Erregungsleitung iiber Funktionen bei
der Steuerung von Uberleben, Wanderung und Ausdifferenzierung von Neuronen im sich
entwickelnden Gehirn bis zu einer Beteiligung an der Ausbildung von Gedéchtnisinhalten.
In der Neuropathologie ist Glutamat wegen seiner moglichen Beteiligung an akuten
neurodegenerativen Prozessen wie sie bei cerebraler Ischdmie, traumatischen Hirnschidden
und Epilepsien auftreten, von Bedeutung. Storungen des glutamatergen Systems tragen
vermutlich auch zum Zelltod bei den chronischen Nervensystemerkrankungen ALS
(Amylotrope Lateralsklerose), Huntingtonsche Krankheit, Parkinsonsche Krankheit und
Alzheimersche Krankheit bei.

1.1 Ionotrope Glutamatrezeptoren

In den 90er Jahren wurde die Stuktur der ionotropen Glutamatrezeptoren (GluRs) durch
Expressionsklonierung entschliisselt. Es wurde gezeigt, dass es sich um multimere,
membranstindige Rezeptoren handelt, die mit grosser Wahrscheinlichkeit aus vier
Untereinheiten aufgebaut sind. Die Untereinheiten haben eine durchschnittliche Linge
von 900 Aminosiduren und weisen drei Transmembranregionen (M1,3,4) und eine
Membranschleife (M2), die an der Ausbildung der Membranpore beteiligt ist, auf. (Kuner
et al., 1996; 1997). Die lonenselektivitit eines Kanals wird durch einzelne
Aminosdurereste innerhalb der Membranschleife determiniert. Die beiden
Ligandenbindungsregionen sind zwischen M3 und M4 und vor M1 lokalisiert (Hollmann
und Heinemann, 1994). Die Amino- und Carboxytermini befinden sich auf
entgegengesetzten Seiten der Plasmamembran, wobei der Carboxyterminus ins Zellinnere
ragt und Phosphorylierungsstellen sowie Erkennungsmotive fiir die Interaktion mit
anderen Proteinen tragen kann (Abb.1B). Bei Sdugetieren fand man bis heute 18 Gene, die
fiir GluR-Untereinheiten kodieren (Dingledine et al., 1999).

Nach ihren selektiven Agonisten formen die GluR-Untereinheiten GluR1 bis 4 (A-D) die
Gruppe der AMPA (L-a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isokazolpropionsiure)
Rezeptoren, die Untereinheiten GluRS bis 7 und KA1 und 2 die Gruppe der Kainat
Rezeptoren und die Untereinheiten NR1 und NR2A-D die Gruppe der NMDA (N-methyl-
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D-Aspartat) Rezeptoren (Abb.1A). Die GluR-Untereinheiten deltal und delta2 lassen sich
keiner der genannten drei Gruppen zuordnen. Ihre Funktion ist noch unbekannt.
Zusitzlich wurden bei Frosch und Huhn noch Proteine gefunden, die man als Kainat
Bindungs Proteine bezeichnet, deren Rolle als Ionenkanal jedoch umstritten ist.
Vergleiche von Gensequenzen lassen fiir die GluRs einen monophyletischen Urprung
vermuten. Innerhalb dieser Verwandtschaftsgruppe bilden die AMPA Rezeptoren
aufgrund sehr hoher Sequenzhomologie der einzelnen Untereinheiten die geschlossenste
Genfamilie, wihrend die Untereinheiten der Kainat Rezeptoren zwei Genfamilien und die
Untereinheiten der NMDA Rezeptoren drei Genfamilien angehoren.
Elektrophysiologisch sind AMPA Rezeptoren durch schnelle Kinetik und hohe
Leitfdhigkeit fiir Na"-Ionen gekennzeichnet. Sie sind die Vermittler der schnellen
erregenden postsynaptischen Potentiale im Zentralnervensystem (ZNS). NMDA
Rezeptoren, die in den Synapsen meist mit AMPA Rezeptoren kolokalisiert sind,
bendtigen neben Glutamat zusitzlich den Neurotransmitter Glyzin und zeichnen sich
durch einen spannungsabhingigen Block durch Magnesiumionen aus. Daher 6ffnen sich
NMDA Rezeptoren erst dann, wenn Glutamat im synaptischen Spalt vorliegt und die
postsynaptische Membran bereits depolarisiert ist. Diese Steuerung macht NMDA
Rezeptoren zu Sensoren prd- und postsynaptischer Aktivitdt (Koinzidenzdetektion).
Neben Na'sind NMDA Rezeptoren vor allem fiir Ca** durchlissig, welches als
sekundirer Botenstoff in Erscheinung tritt. Einstrom von Ca®* durch NMDA Rezeptoren
als Antwort auf tetanische Reize kann zu einer Langzeitpotenzierung (LTP) der Synapse,
d.h. zu einer Verdnderung der synaptischen Effizienz, fiihren. NMDA Rezeptoren
scheinen eine Schliisselrolle in der synaptischen Plastizitdt und damit in Zusammenhang
mit Gedéchtnis, Lernen und Gehirnentwicklung zu spielen.

Fiir Kainat Rezeptoren wurde noch keine eindeutige Funktion nachgewiesen. Eine
Unterscheidung von AMPA- und Kainat Rezeptoren auf experimentellem Weg war bisher
nur eingeschrinkt moglich, da erst seit jiingster Zeit geeignete Antagonisten zur
Verfiigung stehen, um beide Kanaltypen selektiv zu blockieren.

Da die elektrophysiologischen Eigenschaften der ionotropen Glutamatrezeptoren von der
Untereinheitenzusammensetzung abhidngen, herrscht aufgrund der moglichen
Kombinationen unterschiedlicher GluR-Untereinheiten eine grosse Rezeptorvielfalt
(Sprengel und Seeburg, 1993). Die Anzahl der verfiigbaren Untereinheiten wird noch
dramatisch erhoht, da viele der Untereinheiten durch posttranskriptionelle Modifikationen
wie Splicen (Kohler et al., 1994) oder Editierung (Seeburg et al., 1998) verindert werden.
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Abbildung 1: Ionotrope Glutamat Rezeptoren der Sdugetiere A.) lonotrope Glutamatrezeptoren werden
nach ihren selektiven Agonisten pharmakologisch in NMDA Rezeptoren (NMDAR), AMPA Rezeptoren
(AMPAR) und Kainat Rezeptoren (KainatR) eingeteilt. Nach Kriterien der Gen Verwandtschaft bilden die
vier AMPA Rezeptor Untereinheiten eine geschlossene Gen Familie, wihrend die NMDA Rezeptor
Untereinheiten drei Genfamilien und die Kainat Rezeptor Untereinheiten zwei Genfamilien zugeordnet
werden. B.) Schematische Darstellung des Proteins der AMPA Rezeptor Untereinheit GIuR2 mit vier in der
Zellmembran (hellblau) gelegenen Memranregionen (MI-IV), der aus zwei extrazelluldr lokalisierten
Sequenzabschnitten (S1, 2) gebildeten Bindungsdomine fiir den Liganden Glutamat, der Region fiir die
alternativen Flip/Flop Splice-Module sowie den im intrazellulér orientierten carboxyterminalen Bereich des
Proteins gelegenen Bindungs Dominen fiir die Interaktion mit zelluldren Proteinen. Die als
Membranschleife angeordnete Membranregion MII ist an der Ausbildung der Membranpore beteiligt. Auf
dem Apex der Membranschleife befindliche Aminosédure Positionen, die auch eine mit Q/R bezeichnete
Editierungstelle beinhalten, sind Determinanten fiir lonenleitungseigenschaften des AMPA Rezeptors.

1.2 Editierung der AMPA Rezeptoren

AMPA Rezeptoren weisen in Abhingigkeit von Gehirnregion und Nervenzelltyp
unterschiedlich hohe Permeabilitit fiir Ca’* Ionen auf. So sind AMPA Rezeptoren, welche
in Prinzipalneuronen auftreten, nahezu undurchlissig fiir Ca®*, wihrend kortikale und
neokortikale Interneurone, auditorische Schalt Neurone und Spinal Neurone des
Dorsalhorns AMPA Rezeptoren mit hoher Ca®" Leitfihigkeit exprimieren (Geiger et al.,
1995). Geringe Ca’ Leitfihigkeit ist stets korreliert mit dem Auftreten der GluR2
Untereinheit in AMPA Rezeptoren. GluR2 ist gekennzeichnet durch die Aminosiure
Arginin (R) in der an der Auskleidung der Membranpore beteiligten Membranschleife
M2, wihrend die iibrigen Untereinheiten in homologer Position Glutamin (Q) tragen.
Sequenzanalysen der M2 Region des GluR2 Gens ergaben, das sich in dieser Position statt
des erwarteten Arginincodons wie bei den iibrigen AMPA Rezeptor Untereinheiten ein
Glutamincodon befindet. Nachdem man das Vorhandensein von alternativen Exons fiir
M2 oder allelischer Variabilitét fiir GluR2 ausgeschlossen hatte (Kohler, 1993), wurde
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eine posttranskriptionelle Editierung der mRNA als moglicher Mechanismus fiir das
Entstehen eines Arginincodons aus einem im Gen vorliegenden Glutamincodon postuliert
(Sommer et al., 1991).

RNA Editierung wird als in vivo Veridnderung des Informationsgehaltes einer RNA durch
andere Mechanismen als Splicen, 5°- oder 3° Prozessierung oder Bildung
hypermodifizierter Basen definiert (Scott, 1995). Unter diesem Begriff versammeln sich
also Ausnamen von der Regel, dall die Aminoséduresequenz eines Proteins vollstindig auf
die Sequenz des zugehorigen Gens zuriickgefiihrt werden kann. Edititierung bei Sdugern
wurde zum ersten Mal im Transkript des Apolipoprotein B (ApoB) (Chen et al., 1987;
Powell et al., 1987), einem wichtigen Baustein des Lipidstoffwechsels, entdeckt. Durch
eine Umwandlung der Base Cytosin zu Uracil in Position 6666 der ApoB mRNS entsteht
aus einem Glutamincodon ein Stopcodon, wodurch das Proteinprodukt der editierten
mRNS Form, das ApoB48, eine verkiirzte Variante, gebildet werden kann.
Hervorgegangen aus demselben Gen zeigen beide Protein Varianten funktionelle
Unterschiede. Die spezifische Deaminierung des Cytosins wird durch das Enzym
APOBEC-1 (apoB mRNS editierende Cytosin Deaminase) katalysiert.

Eine andere frilhe Beschreibung von RNA Editierung betrifft die multiplen Insertionen
und Deletionen von Uracil in Kinetoplasten mRNS von Trypanosomen (Benne et al.,
1986), wodurch es zu Verschiebungen des offenen Leserasters und zur Entstehung neuer
Initiations- und Terminationscodons kommen kann. Erst durch die Editierung entsteht ein
translatierbares Leseraster in der RNA, welches zu einem funktionalen Protein fiihrt.
ApoB-Editierung und tryposomale Editierung fiihren die beiden Mechanismen der RNA-
Editierungen vor. Wihrend bei Trypanosomen und dem Schleimpilz Physarum
polycephalum Insertionen oder Deletionen von Nukleotiden eine vorangehende Spaltung
des Phosphodiesterriickrats erfordern (Insertions-/ Deletionseditierung), erfolgt die ApoB-
Editierung als Modifikation eines Nukleotids innerhalb des intakten RNA-Molekiils
(Modifikationseditierung). Die Positionsspezifitdt mitochondrialer Insertions-Deletions
Editierung erfordert die Anlagerung kleiner Helfer-RNAs (engl. Guide-RNA). Bei
Saugetieren wird die Modifikation von Nukleotiden von Deaminasen katalysiert. Diese
erkennen eine die Editierungstelle umgebende doppelstingige RNA-Struktur, die auf dem
Vorhandensein zweier unvollkommen komplementidrer RNA- Abschnitte innerhalb einer
mRNA beruhen (Adenosineditierung in GluRs) oder im Konzert mit weiteren Proteinen
eine lineare Sequenz (ApoB-Editierung).

Die Entdeckung von Editierungsphinomenen an mRNAs, tRNAs und rRNAs zahlreicher
weiterer Organismen auf verschiedensten Stufen der eukaryotischen Stammbaumes wie
zb. Schleimpilzen, hoheren Pflanzen, Nematoden und Siugetieren deutet die weite
Verbreitung von mRNA Editierungen bei Eukaryonten an (Bass, 1997).

Im Fall des GluR2 erfolgt die Umwandlung des genomischen Glutamin (Q) kodons
(CAQG) in ein Arginin (R) kodon (CGG) in der mit Q/R bezeichneten Position durch
Deaminierung eines Adenosins (A) zu Inosin (I), welches von der
Translationsmaschinerie als Guanosin (G) gelesen wird. Fiir den in pri-mRNA, also vor
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dem Splicing erfolgenden Editierungsschritt ist ein mit ECS (editing complementary
sequence) bezeichnetes, cis-wirksames, intronisches Element von Bedeutung. Dieses fiihrt
zur Ausbildung einer die Q/R Position umgebenden, doppelstingigen RNA-Struktur
(Higuchi et al., 1993), die von dem Editierungsenzym ADAR?2, einer RNA abhéngigen
positionsspezifischen Deaminase erkannt wird (Melcher et al., 1995). ADAR2 wird in
allen daraufhin untersuchten Geweben des Gehirns exprimiert und editiert die Q/R
Position in GluR2 mit einer Effizienz >99% (Higuchi et al., 1993). Wie quantitative
Analysen bestiitigten, ist die unterschiedlich hohe Ca®* Permeabilitit der AMPA
Rezeptoren in verschiedenen Nervenzelltypen nicht iiber die Effizienz der Editierung
sondern iiber die Expressionshohe des editierten GluR2 zu erkléren.

Innerhalb der ionotropen Glutamatrezeptoren ist mRNA Editierung nicht auf die Q/R
Position in GluR2 beschrénkt: insgesamt sieben weitere Editierungspositionen wurden in
fiinf verschiedenen Genen entdeckt. Wie in GluR2 erfolgt in allen Féllen eine
Deaminierung nach dem Adenosin-Inosin Mechanismus. Allerdings ist die Effizienz der
Editierung in keinem Fall so hoch wie in GluR2 und oft entwicklungsabhingig. So erfolgt
die Umwandlung eines Arginin (R) -Codons in ein Glyzin (G) -Codon in einer Position,
die den Flip/Flop Splice Modulen in GluR2-4 vorangeschaltet ist (R/G Position) mit
niedriger Effizienz in embryonalen Stadien und steigert sich dann bis zu 42. Tag nach der
Geburt (50-95% je nach Untereinheit und Spliceform) (Lomeli et al., 1994). Zwei der
Q/R-Position in GluR2 homologe Editierungsstellen in GluR5 und GluR6 werden zu 40
bzw. 80% editiert (Bernard et al., 1994).

Editierungsstellen in AMPA Rezeptoren sind Schliisselpositionen fiir
elektrophysiologische Eigenschaften dieser Ionenkanile. Ebenso wie in GluR2 sind auch
die Q/R-Positionen in GluR5 und GluR6 sowie die die I/V und Y/C Positionen in der M1
Region von GluR6 Determinanten der Ca®* Permeabilitit (Kohler et al., 1993). In der R/G
Position editierte GluR Untereinheiten vermitteln verkiirzte Refraktédrzeiten und damit
eine verbessertes Ansprechen dieser Kanile auf schnelle Reizimpulsfolgen (Lomeli et al.,
1994)

Neben den acht exonischen Editierungsstellen werden in AMPA Rezeptoren auch
intronische Positionen der prd mRNS editiert (Hotspotl, -2). Deren Deaminierung erfolgt
zum Grofiteil durch das Enzym ADARI, welches zusammen mit ADAR2 auch ein
moglicher Kandidat fiir die Editierung der R/G Positionen in GluR2-4 ist (Maas et al.,
1996). Fiir die dritte, im Gehirn nachgewiesene Editase, ADAR3, konnte bisher kein
Substrat gefunden werden (Melcher et al., 1996). Dieses Enzym weist auch das am
starksten eingeschrinkte Expressionsmuster auf, fast ausschlieBlich in thalamischen
Kernen, wihrend ADAR?2 ein ausgesprochen neuronales und ADARI ein ubiquitéres
Expressionsmuster hat. Strukturell charakterisiert sind die Editasen durch das
Vorhandensein von jeweils einer Deaminierungsdoméne mit drei hochkonservierten
Bereichen, die fiir die Enzymfunktion von Bedeutung sind, und drei (ADAR1) bzw zwei
(ADAR2, -3) dsRNA bindenden Doménen (O’Connell et al., 1995; Melcher et al., 1996).
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Der Sequenzvergleich ergibt eine hohere Verwandschaft zwischen ADAR?2, 3 gegeniiber
ADARI.

Die dsRNA Bereiche, die den Editasen als Erkennungsstellen dienen, zeigen Unterschiede
in der Raumstruktur und Ausdehnung sowie der Einbettung des zu editierenden
Adenosins innerhalb der dsSRNA. Dieses kann innerhalb der dsSRNA Struktur basengepaart
(Q/R, GluR?2), in einer Basenfehlpaarung (R/G, GluR2-4) oder in einer dSRNA-Schleife
(Q/R, GluRS, -6) vorliegen. Das ECS-Element befindet sich in GIuR2 in einem Abstand
von 300 Nukleotiden stromabwirts der Q/R Position und erstreckt sich iiber 10
Nukleotide, wihrend dieser zur Editierungsstelle komplementire RNA-Bereich fiir die
Q/R-Positionen in GluR5 und GluR6 1700 Nucleotide stromabwiérts (Herb et al., 1996)
und fiir die R/G-Positionen in GluR2-4 stromabwirts unmittelbar benachbart gelegen ist
(Seeburg et al., 1998).

1.3 Expression nicht Q/R editierter GluR2 Untereinheiten im Gehirn der Maus

Kalzium hat in zelluldren Systemen die Funktion eines sekundiren Botenstoffs. An
prisynaptischen Membranen triggert Ca* die Exozytose synaptischer Vesikel. Der Ca**
Einstrom durch NMDA Rezeptoren setzt intrazellulidre Signalkaskaden in Gang, die bei
Aufbau, Aufrechterhaltung und Eliminierung von synaptischen Verbindungen sowie
Langzeitverinderungen in der Effizienz von Synapsen vermitteln. Ubermissiger Einstrom
von Ca** in Nervenzellen zB. nach Ischemie oder bei Auftreten von Epilepsien, kann sich
andererseits zytotoxisch auswirken und zum Absterben oder Sklerose betroffener Neurone
fiihren.

Bei Sidugetieren wird die Ca®* Permeabilitiit an postsynaptischen Membranen von
Prinzipalneuronen durch NMDA Rezeptoren vermittelt, wihrend die AMPA Rezeptoren
aufgrund der Prisenz von editiertem GluR2 impermeabel fiir Ca®* sind. Nach bisherigen
Erkenntnissen sind dagegen die zu AMPA Rezeptoren der Sdugetiere homologen
Glutamat Rezeptoren bei Invertebraten Ca** permeabel, da das in Q/R homologer Position
befindliche Glutaminkodon nicht editiert wird.

Um die Bedeutung, die der Q/R-Editierungsschritt bei Sdugetieren fiir Funktionen des
Nervensystems hat, in einem Tiermodell studieren zu kénnen, wurde das ECS Element in
einem der beiden GluR2 Allele mittels Gene Targeting in embryonalen Stammzellen der
Maus deletiert (Brusa et al., 1995). Uber Blastocysteninjektion homolog rekombinierter
Zellklone erhielt man Miuse, die uneditiertes GluR2 und damit AMPA Rezeptoren mit
erhohter Ca®* Permeabilitit (P.,,,) exprimierten. Diese, beziiglich des mutierten Allels
heterozygoten Tiere (GIuR2"**“®) entwickelten ab dem 13. Tag nach der Geburt
Neuropathien. Dies duBerte sich vor allem durch spontane und wiederholt auftretende
epileptische Anfille, sowie Phasen erhohter motorischer Aktivitit. Alle heterozygoten
Maiuse starben bis zum 20. Tag nach der Geburt. Neuronale Degenerationserscheinungen
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in der lateralen Region des hippocampalen CA3-Bereichs bei GluR2"*"® erinnern an
hippocampale Lesionen, wie sie bei Kainatinduzierten Epilepsien oder Temporallappen
Epilepsien des Menschen auftreten.

Ein GIuR2"*"* sehr #hnlicher epileptischer Phinotyp mit friiher Lethalitit bis P20 tritt
auch bei Mutanten auf, die zwei Nullallele fiir die Editase ADAR2 (ADAR2-Knockout,
ADAR27) tragen (Higuchi et al., 2000). Keine Epilepsien treten dagegen in GluR2
Knockout Mutanten (GluR2") auf, obwohl diese Tiere dreissigfach erhohte P,
aufweisen gegeniiber 4.5-5 fach erhohter P.,,, bei GluR2"**“* und ADAR2” (Jia et al.,
1996). Die GluR2" Miuse zeigen lediglich Hypomorphien und eine geringe
Sterblichkeitsrate (20%) im Altersabschnitt um P20, entwickeln sich aber spiter normal,
abgesehen von leichten Stérungen der motorischen Koordination im “Verhalten im
offenen Feld”. Der Effekt unterschiedlicher Verhiltnisse zwischen GluR2(Q) und -(R)
Untereinheiten im Gehirn der Maus, wurde in Mutanten GluR2™*° und GluR2N""
untersucht (Feldmeyer et al., 1999). In der Neo Linie sorgt ein in einem AECS Konstrukt
belassenes loxP flankiertes Neomycin Gen moglicherweise aufgrund friihzeitiger
Termination der Transkription oder einer Behinderung der Splicingeffizienz in GluR2-
AECS Transkripten fiir eine Reduktion der GluR2(Q)mRNA auf 10% gegeniiber Wildtyp
GIuR2 mRNA. Heterozygote Tiere dieser Linie mit zweifach erhohter P.,,, durch AMPA
Rezeptoren in CA1 Neuronen weisen lediglich Einschrinkungen im ~Verhalten im
offenen Feld” und eine geringe Sterblichkeitsrate (20%) auf, wihrend homozygote Neo
Mutanten mit 30fach erhohter P.,,, durch Lethargie, ausgeprigte Hypomorphie und
friihen Tod bis P20 gekennzeichnet sind. Eine sehr geringe Erhohung der P,,, und eine

ungestorte Jugendentwicklung weist die Mauslinie GluR2**/N""

auf, welche multiple
Kopien eines GluR2(N) Minigens als Transgen zu einem Expressionshéhe von 63% eines
Wildtypallels exprimiert. Diese Mutante entwickelte allerdings in &lteren Stadien eine
Motoneuronkrankheit. Aus der Kreuzung der GluR2"""™" mit GluR2"™* resultiert ein
epileptischer Phinotyp, der dem AECS Phinotyp stark dhnelt (hypomorph, iibererregbar,
friither Tod <P20).

Die erwihnten Experimente ergeben eine verwirrende Vielfalt durch GluR2 Anderungen
verursachter Phinotypen. Allerdings besteht Korrelation zwischen der Expressionshohe
an GluR2(Q) und GluR2(R) Untereinheiten und den beobachteten Phénotypen, wonach
eine Zusammenfassung in Gruppen moglich ist: Epilepsien treten in heterozygoten
Versuchstieren mit gleichzeitig hoher Expression an GluR2(Q) und GIluR2(R)
Untereinheiten auf (Gruppel: GluR2"*"®* GluR2""""N*°) Keine Epilepsien entwickeln
GIuR2 Mutanten dagegen bei 1) geringer Expression des mutierten Allels (GluR2*™*°) in
einem heterozygoten Tier (Gruppe 2) oder 2) sehr geringer oder fehlender Expression an
Gesamt GluR2 (Gruppe 3: GIuR2™™*°, GluR2™").

Ein Zusammenhang zwischen Phénotyp und AMPA Rezeptor Eigenschaften kann schwer
hergestellt werden, da durch den Einbau von nicht editiertem GIuR2 in AMPA

Rezeptoren neben P.,,, auch die Einzelkanalleitfihigkeit, die Spannungsabhingigkeit,



Einfiihrung

Schaltkinetik und Refraktidrzeit beeinflusst werden. Vor allem die innerhalb der
epileptischen Gruppe stark erhohte makroskopische Leitfihigkeit durch AMPA
Rezeptoren, die in erster Linie eine Folge der ca. dreifach gesteigerten
Einzelkanalleitfahigkeit von AMPA Rezeptoren ohne GluR2(R) gegeniiber AMPA
Rezeptoren, welche GluR2(R) enthalten, ist, wird als Ursache des epileptischen Phinotyps
diskutiert. Keine signifikante Steigerung der makroskopischen Leitfdhigkeit weist die
Gruppe 3 auf, obwohl die P,,, in diesen Tieren ein Maximum erreicht (30x). Dies lésst
auf eine verringerte Anzahl an AMPA Rezeptoren in diesen Mutanten schliessen. In
Unterstiitzung der Hypothese, das der GluR2 Untereinheit auch Kontrollfunktionen beim
Membrantargeting und der Aggregation von Untereinheiten zu AMPA Rezeptoren erfiillt,
wiirde eine fehlende oder sehr geringe Expression an GluR2 auch zu einer iiber den
Mangel an GluR2 Untereinheiten hinausgehenden Verringerung der AMPA Rezeptor
Zahl und damit zu der beobachteten Untererregbarkeit (Lethargie) in Gruppe 3 fiihren.
Die Ausprigung des neurologischen Erkrankung verlduft bei den meisten Mutanten
entwicklungsabhingig, im Rahmen der postnatalen Reifung des Gehirns. Dabei treten, mit
einer Ausname, keine Anzeichen einer mutationsbedingt verdnderten Gehirnanatomie auf.
Bei GluR2™™* wurde eine Verringerung in Linge und Anzahl der basalen Dendriten im
CA3 des Hippocampus festgestellt. Sclerotische Schiden im CA3 aller epileptischen
Phédnotypen sind dagegen als Folgeschidden epileptiformer Aktivitit der Neurone
anzusehen und wurden auch nach Kainat-induziertem Status Epilepticus und bei Féllen
von humaner Temporallappen Epilepsie beobachtet.

Der Tod der epileptischen und GluR2"*°™* Mutanten tritt innerhalb eines engen
Zeitfensters, gegen Ende der dritten postnatalen Woche ein. GluR2 “Knockdown”
Experimente haben bestétigt, das das Gehirn der Maus in diesem Reifungsabschnitt
besonders empfindlich auf eine Veringerung der GluR2 Expression im Gehirn reagiert
(Friedman et al., 1998).
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1.5 Regulierte Expression von GluR2(Q) in einem Transgen

Ist der friihe Tod heterozygoter GluR2"**®® Mutanten entwicklungsbedingt? Und welche
Konsequenzen hat die Editierung der GluR2 Untereinheit fiir synaptische Funktionen im
ausgereiften Zentralnervensystem? Der in der vorliegenden Arbeit zur Beantwortung
dieser Fragestellungen verfolgte Versuchsansatz soll folgende Vorraussetzungen erfiillen
1. Die in das Versuchstier eingebrachte GluR2 Mutation soll nur in bestimmten
Hirnarealen und Zellpopulationen z.B. in Pyramidenzellen des Hippocampus exprimiert
werden. 2. Die Expression des mutierten GluR2 Allels soll in Amplitude und Zeitverlauf
regulierbar sein. Als Regulator bietet sich das durch Tetrazyklin (-derivate) reprimierbare
Tet-System (Gossen et al., 1994) an. Dieses besteht aus (i) dem Tet-Transaktivator (tTA),
einer Fusion des Tet- Repressors und der Transkriptionsfaktor VP16
Transaktivierungsdomine des Herpes simplex Virus, (ii)) dem Minimalpromoter aus
Cytomegalovirus (CMV) vor dem Zielgen und (iii) einer diesem Promoter
vorangeschalteten tTA Bindungsstelle, zusammengesetzt aus einer siebenfachen
Aneinanderreihung des Tet-Operators. In Abwesenheit von Tetrazyklinen bindet tTA mit
der Tet-Repressordomine an die Tet-Operatoren und induziert iiber die VP16
Transaktivierungsdomine die Transkription des Zielgens. Tetrazykline reduzieren die
Affinitit zwischen tTA und Operatorsequenz und inaktivieren damit die Expression des
Zielgens. Folglich lésst sich in einer Maus ein durch Tetrazyklin regulierbares GluR2 Gen
zu einem beliebigen Zeitpunkt durch Absetzen des zB. wihrend der Entwicklung
verabreichten Tetrazyklins einschalten. Die geforderte Zell- und Gewebsspezifitit der
Mutation wird dadurch erzielt, dass tTA unter Kontrolle eines regional spezifischen

Promoters exprimiert wird.
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1.6 Glutamat Rezeptoren und Editierung in dem Nematoden Caenorhabditis
elegans

Seit der Molekularbiologe Sydney Brenner Mitte der sechziger Jahre an C. elegans die
Mechanismen der Nervensystementwicklung untersuchte, ist die Bedeutung dieses
Bodennematoden als Modellsystem fiir das Studium von Tierentwicklung und Verhalten
und deren genetischer Grundlage stetig gewachsen. Gegeniiber anderen vielzelligen
Modellsystemen besitzt C. elegans die Vorziige einer besoders einfachen Morphologie,
Zellzahlkonstanz, leichter Kultivierbarkeit, schneller Generationszyklen und hoher
Reproduktionsrate. Nach der liickenlosen Aufschliisselung des Zellstammbaums und aller
neuronalen Verschaltungen in dem zellkonstanten Organismus und der 1998 vollendeten
Sequenzierung des gesamten Genoms ist C. elegans heute der vermutlich bestuntersuchte
vielzellige Organismus.

Das Nervensystem von C. elegans umfasst 382 Neurone, die in dem durchsichtigen
Organismus experimentell leicht zugénglich sind. Der Nematode ist daher zum Studium
von Zusammenhédngen zwischen der Aktivitdt von Neuronen in neuronalen Netzwerken
und beobachtetem Verhalten von besonderem Interesse.

Das Genom von C. elegans. hat mit 97 Mio Basenpaaren nur ein Dreissigstel des
Umfangs des menschlichen Genoms. Ein Vergleich vorhergesagter C. elegans Gene mit
Genen im Nervensystemen der Vertebraten zeigte, dal die meisten Ionenkanéle und
Sekundiren Botenstoff Systeme hochkonserviert sind. Auch die Familie der ionotropen
Glutamatrezeptoren ist in C. elegans durch 10 Gene vertreten (Bargmann, 1998), wobei 6
Gene der AMPA Rezeptor / Kainat Rezeptor Gruppe und 2 Gene der NMDA Rezeptor
Gruppe zugeordnet werden konnen. Zwei Gene aus C. elegans weisen Homologien zu
Editasen (ADARSs) der Sdugetiere auf. "

In dieser Arbeit sollen die vorhergesagten GluR- und ADAR- Sequenzen hinsichtlich
ihres Verwandtschaftsgrades untereinander und gegeniiber GluRs und ADARs der
Sdugetiere untersucht werden. Weiterhin soll experimentell gezeigt werden, ob
posttranskriptionelle Modifikation in Form von Q/R mRNA Editierung bereits bei C.
elegans dazu beitrigt, die Rezeptorfamilie zu vergrossern. Man erhélt so Aufschluss
dariiber, wie grofl die GluR- Familie auf dieser Stufe der Evolution tatsdchlich ist und
welche Heterogenitit an ionotropen Glutamatrezeptoren fiir das Funktionieren eines sehr
einfachen Nervensystems benotigt wird.

12
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2. Ergebnisse

2.1 Induzierbare Expression von GluR2(Q) im Gehirn der Maus

2.1.1 Expression der bidirektional gesteuerten Gene GluR2(Q) und LacZ im
Gehirn der Maus

Fiir eine Tetrazyklinabhédngige Expression im Gehirn der Maus wurde GluR2 cDNA unter
die Kontrolle eines tTA abhingigen Minimalpromoters gebracht. Hierfiir wurde ein
Expressionsplasmid (pUB-2a) verwendet, welches f-Galactosidase und Luciferase als
bidirektional exprimierbare Reporter enthilt (Abb. 2A). Anstelle des Luciferase Gens
wurde die GluR2 cDNA insertiert, um eine gleichzeitige Expression von GluR2(Q) und
LacZ zu gewihrleisten (Abb. 2B). Durch X-Gal Firbung sollte dann, eine gleichzeitige
Expression beider Gene vorausgesetzt, die Expression der GluR2 cDNA im Gehirn der
Mausmutanten nachgewiesen werden konnen.

Das GluR2 Gen wurde in Form einer rGluR2(Q)flip cDNA eingesetzt. Das Fehlen des
intronischen ECS-Elements in ¢cDNA sollte in der Mausmutante die durch ADARs
vermittelte posttranskriptionelle Editierung der Q/R-Position in rGluR2 verhindern. Die
GluR2 cDNA trégt eine Punktmutation im dritten Nukleotid des Glutamincodons der Q/R
Position von CAG nach CAA, was jedoch zu keiner Verdanderung der Codonbedeutung
CAG=Q; CAA=Q) und damit der physiologischen Funktion des verwendeten GluR2
filhrt. Zur Optimierung der Translationseffizienz und damit der Expressssionshohe des
rGluR2(Q) wurde die GluR2(Q)cDNA am 5’ Ende mit der ca. 200 Basenpaare
umfassenden nicht translatierten "Tripartiteleader” Sequenz aus dem Adenovirus (Logan
et al., 1984) versehen. Der kodierenden Sequenz des GluR2 wurde ein Polyadenylsignal
des humanen Wachstumsfaktor Gens (hgh-PA) angefiigt.

Das bidirektionale Konstrukt GluR2‘Qtrans’ wurde als Asel-Fragment nach Aufreinigung
im Sucrosegradienten in Pronuclei befruchteter Eizellen der Maus injiziert. Durch PCR
Analyse der DNA aus Mausschwanz Gewebe konnten unter 34 Nachkommen 9 Tiere mit
integriertem Transgen identifiziert werden. Die Induzierbarkeit des Konstrukts im
Mausgewebe wurde durch X-Gal Fiarbung an Fibroblastenkulturen aus Mausgewebe
transgener Tiere, die mit einem tTA Expressionsplasmid transfiziert waren, tiberpriift. Bei
einer Linie (GluR2"Qtrans1’) zeigte sich eine Blaufarbung innerhalb weniger Minuten bei
weniger als einem Prozent der Zellen (nicht gezeigt). Bei den iibrigen Linien konnte keine
Blaufirbung nachgewiesen werden.

13
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2.1.2 Gehirnspezifische Expression des Tet-abhéingigen Transaktivators

Fiir eine gehirnregionsspezifische Expression von tTA wurde mit drei verschiedenen
Konstrukten experimentiert.

Das Konstrukt NR1/tTA enthidlt das tTA-Gen unter Kontrolle eines 7,5kb DNA-
Fragments, welches der um den Transkriptionsstart gelegenen Region des NR1-Gens
entnommen wurde (Abb. 3A). NR1, die Untereinheit, die in allen NMDA-Rezeptoren
auftritt, wird in allen Neuronen des Gehirns exprimiert. Fiir das NR1-Transgen sind
dennoch ortsspezifische Expressionsmuster zu erwarten: Einerseits sind in dem 7,5kb-
Promoterfragment nicht alle, die Expression des Gens betreffenden Kontrollelemente
enthalten, andererseits ist die aus dem transgenen Ansatz resultierende Integration des
Konstukts an irgendeiner Stelle im Genom mit nicht vorhersagbaren Positionseffekten
behaftet. Da weder der Integrationsort, noch das daraus resultierende Expressionsmuster
des Konstrukts vorhersehbar sind, ist diese Methode als “Schrotschup’-Stategie zu
verstehen. Es sollten deshalb mehrere transgene Mauslinien etabliert und anschliessend
solche Linien, die ein regional spezifisches Expressionsmuster (zB. CA3, Dentate Gyrus,
Cortex) aufweisen, ausgewihlt werden. Aus der Pronukleusinjektion dieses Konstrukts
resultierten 45 Tiere. Uber PCR und Southernblot Analyse wurden 18 Griindertiere
identifiziert. Die Expression von tTA sollte durch Kreuzung der Griindertiere mit der
transgenen Mauslinie M2, welche LacZ unter Kontrolle eines tetazyklinabhingigen
Minimalpromoters exprimiert, anhand einer X-Gal Farbung nachgewiesen werden. Die
aubleibende Férbung lie auf keine oder sehr geringe tTA Expression schliessen. Eine in
Situ Hybridisierung von Gehirnschnitten der Doppelmutanten mit einer tTA-Sonde zeigte
ebenfalls keinen Unterschied zwischen Transgen und Wildtyp. Die Klonierung des
Konstrukts NR1/tTA sowie die erste Analyse der Griindertiere iiber PCR und Southern-
Blot wurden von Dr. Thorsten Storck (Abt. Seeburg) durchgefiihrt.

Dieselbe “Schrotschupstrategie” wie fiir NR1/tTA wird auch mit dem zweiten Konstukt,
GIuR2/tTA (Abb. 3B), verfolgt. Als Promoter wurde ein DNA-Fragment aus der um den
Transkriptionsstart gelegenen Region des GluR2 Gens verwendet. Aus der Injektion des
Konstrukts resultierten 5 Transgen positive Tiere (Griindertiere).

Ebenso wie im Versuch NR1/tTA konnte auch bei diesem Projekt weder durch X-Gal
Féarbung, noch durch in Situ Hybridisierung tTA Expression nachgewiesen werden. Die
Klonierung des Konstrukts sowie die Analyse der Griindertiere iiber PCR wurden von Dr.
Thorsten Storck (Abt. Seeburg) durchgefiihrt.

Aufgrund fehlender tTA-Expression wurden die Projekte NR1/tTA und GluR2/tTA
eingestellt. Ersatzweise wurde zur tTA-Expression die transgene Mauslinie aCAMKII-
tTA, welche ein bekanntes gehirnspezifisches Expressionsmuster fiir tTA aufweist,
eingesetzt.
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PUB2a tet/O7
oMy oMV
Asel SV40 pA Luciferase LacZ B-glob pA Asel

pGluR2(Q)trans tet/O7

/R (o ] —

[ei%\4 cmy

Asel hgh sv40 rGluR2(Q)cDNA tripartite LacZ B-Globin pA  Asel
PA pA Intron

Abbildung 2: A) Schematische Darstellung des Expressionsplasmids pUB2a mit tTA-abhingig und
bidirektional exprimierbaren Reportergenen. B) Konstrukt pGluR2 Qtrans” Die Integration der
rGluR2(Q)flip cDNA in pUB2a erfolgte durch Deletion des Luciferasegens. Das verwendete GluR2(Q) ist
eine cDNA der Ratte und trigt eine Punktmutation im dritten Nucleotid der Q/R Position (CAA anstelle
CAGQG).

A.
NRIATA
7,5kb EcoRI / Spel-Fragment aus dem NR1-Gen
‘ // Exon 1 //
|
Spel 7 i N EcoRI
. 1 B
tTA sv40 pA hgh pA
B.
GIuR2/TA

6kb Kpnl-Fragment aus dem GluR2 Gen

% 7 H

Kpnl tTA svd0 pA tk Neo hgh pA Kpnl

lox P lox P

Abbildung 3: A) Schematische Darstellung des Targeting Konstrukts NR1/tTA, welches tTA unter
Kontrolle eines 7,5kb Promoterfragments aus dem NR1-Gen enthilt. Der Splice Akzeptor in tTA wurde
deletiert. B) Schematische Darstellung des Targeting Konstukts GluR2/tTA , welches tTA unter Kontrolle
eines 6kb Kpnl-Promoter Fragments aus dem GIuR2 Gen enthilt. Der Spliceakzeptor wurde in tTA
belassen.

15



Ergebnisse

2++/Qtrans

2.1.3 Expressionsanalyse fiir GluR

Die GluR2 Qtrans” Griindertiere wurden mit o CAMKII-tTA Tieren verpaart. Fiir erste
Analysen wurde die Funktion des Tet-Transaktivators vom Beginn der Verpaarung bis zu
dem 25. Tag nach der Geburt (P25; P=postnatal) der Nachkommen durch Verabreichen
von Doxyzyklin mit dem Trinkwasser (20ug Dox/ml) supprimiert. Zwanzig Tage nach
Absetzen des Doxyzyklins wurden Gehirne doppeltransgener Tiere mit X-Gal Reagenz
behandelt. Doppeltransgene Nachkommen von zwei der neun Griindertiere zeigten X-Gal
Firbung, die innerhalb weniger Minuten nach Zugabe des Firbereagenz deutlich
erkennbar war. In beiden Fillen war die Reaktion auf Regionen des Vorderhirns
beschrénkt, d.h. auf Striatum, Cortex, Hippocampus, Amygdala, und Bulbus Olfactorius
(Abb. 4A). Am stirksten war die Firbung im Hippocampus ausgeprigt, mit Betonung der
Regionen CA1,-2 und -4 gegeniiber CA3 (Abb. 4B, C). Ein Unterschied in der der Hohe
der -Galactosidase Aktivitdt zwischen den beiden mit GluR2  Qtrans1” und ~Qtrans2”
bezeichneten Linien war visuell nicht erkennbar. Die Hohe der Expression von rGluR2(Q)
im Vorderhirn relativ zur Expression des endogenen mGluR2 wurde anhand von RT-PCR
Analyse und Sequenzierungen mit Primern, die sowohl transgene rGluR2(Q) als auch das
endogene mGluR2 amplifizieren, untersucht. Anhand der Sequenzunterschiede zwischen
dem rGluR2 und mGIuR2 konnte die relative Expressionshohe fiir GluR2"2™" durch
einen Vergleich der Peakamplituden in den Elektropherogrammen (Abb. 7) berechnet
werden. Die aus allen Daten gemittelte relative Expressionshohe im Vorderhirn betrug fiir
GluR2 Qtrans1” 14% (n=4) und fiir GluR2 Qtrans2” 16% (n=2). Zwischen Individuen von
“Qtrans” war die Expressionshohe des Transgens mitunter stark abweichend (ca. 10-30%
des Gesamt-GluR2).

Die Integration des Konstruktes Qtrans ins Genom der Versuchstiere wurde fiir die Linien
Qtrans1 und Qtrans2 im Southern Blot iiberpriift (Abb. 6). Eine vom Tet-Transaktivator
unabhingige Exression von ~Qtrans” konnte anhand der Ergebnisse aus X-Gal Firbung
ausgeschlossen werden: Bei Doppelmutanten, in denen die Funktion von tTA durch
Verabreichen von 20 ug/ml Dox von Geburt an mit dem Trinkwasser unterdriickt war, trat
an mit X-Gal Reagenz behandelten Gehirnschnitten keine Blaufirbung auf.

2.1.4 Messung der AMPA Rezeptor Strome in GluR2+/2"™

Die Expression von GluR2(Q) in GluR2*"®"™" sollte zu einem vermehrten Einbau von
GIluR2(Q) in AMPA Rezeptoren und damit zu einem meBbaren Anstieg der Ca**
Permeabilitit und der makroskopischen Leitfahigkeit dieses Rezeptortyps fiihren. Anhand
der Messung der AMPA Rezeptor Strome an “nucleated patches” hippocampaler CA1
Pyramidenzellen eines Individuum von GIuR2"%"", welches wiederholte Schliisseltest-
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Abbildung 4: X-Gal Firbung an Gehirnschnitten von GIuR2**/9™™ im Alter P45. Induktion der Tet
Expression ab P25 durch Absetzen des mit dem Trinkwasser verabreichten Doxycyklins (20u g/ml). Die
exprimierenden Regionen sind wie folgt gekennzeichnet: (Bo) Bulbus olfactorius, CA1-4: Regionen des
Hippokampus, (DG) Dentate Gyrus, (Ce) Cerebellum, (Co) Cortex), (Hc) Hippocampus, (St), Striatum.

CsCl 140 mM
2 = 1 (nA)

O NRR
® 30mM Ca”*

Abbildung 5: Relative Ca’* Permeabilitit der AMPA Rezeptoren in CAl Pyramidenzellen von
GIluR2*" @ Strom-Spannungs Verhiltnis fiir Na*-reiche (weisse Kreise) bzw Ca’*-reiche Losung
(ausgefiillte Kreise). Aufgrund der gesteigerten Ca** Permeabilitit der AMPA Rezeptoren in der Mutante ist
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die Strom-Spannungs Kurve gegeniiber Wildtyp (WT, schwarzer Pfeil markiert zum Vergleich das
Umkehrpotential fiir Wildtyp in Ca®*-reicher Losung) in Richtung eines positiveren Umkehrpotentials
verschoben.

2.0kb =—

Abbildung 6: Southern Blot fiir GIuR2*/%"*™ mit EcoRI verdauter DNA aus Mausleber. Die Detektion des
2.8kb EcoRI Fragments des transgenen rGluR2(Q) und des 2kb EcoRI Fragments des endogenen mGluR2
erfolgte mit einer radioaktiv markierten 250bp rGluR2 Sonde aus Exonl1. WT= C57BL6 Wildtyp Kontrolle

b)

Q/R Position

Abbildung 7: Elektropherogramme fiir die Sequenzanalyse revers transkribierter, aus dem Vorderhirn von
GluR2+"@s ynd C57BL6 Wildtyp stammender RNA. Positionen, in denen die Nukleotidsequenz fiir das
endogene GluR2 der Maus und das aus der Ratte stammende transgene rGluR2(Q) verschieden sind, wurden
durch Pfeile gekennzeichnet. In diesen Positionen erscheint im Elektropherogramm von GluR2*+Qn
jeweils ein Peak fiir rGIuR2(Q) und endogenes mGluR2 (a), wihrend bei Wildtyp allein der Peak fiir
mGIuR2 auftritt (b). Aus dem gemittelten Verhiltnis der Einzelpeakamplituden fiir r- und mGIuR2 in diesen
Positionen bei GIuR2*"¥** wurde die relative Expressionshohe fiir das transgene rGluR2(Q) berechnet.
Verwendet wurden Tiere im Alter P45, die bis P25 20ug Dox/ml mit dem Trinkwasser erhalten hatten.

induzierte epileptische Anfille durchlaufen hatte (siehe S.18), wurde eine Steigerung der
Ca’* Permeabilitit und der makroskopischen Leitfihigkeit der AMPA Rezeptoren auf den
ca. 2fachen Wert gegeniiber C57B6 Wildtyp berechnet (Abb. 5).
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2.2 Phinotyp der GluR2"*/?"* Doppelmutante

Die nicht supprimierte Expression von rGluR2(Q) in der Mutante GIuR2*"?"™™ fiihrte zu
einem Phédnotyp mit neurologischen Storungen, der jedoch zwischen Individuen
unterschiedlich stark ausgeprigt war. Unter 18 untersuchten Doppelmutanten fielen 7
Tiere friih durch Kleinwiichsigkeit, Storungen der Motorkoordination und eine verdnderte
Korperhaltung mit teils buckelartiger Aufwértskriimmung der Riickenpartie auf. Aus der
kleinwiichsigen Gruppe verstarben 4 Tiere im Alter P22 (2Tiere) und P27 als Folge eines
epilepsieartigen Anfalls.

Die tibrigen Tiere waren in Korpergrosse und Haltung normal. Auch im Verhalten, soweit
dies anhand von Beobachtungen der spontanen Aktivititen der Tiere in ihren Kifigen
beurteilt werden kann, waren die Tiere von C57BL6 Wildtyp nicht zu unterscheiden.
Einen Hinweis auf eine gesteigerte Erregbarkeit auch bei diesen Tieren erbrachte der
Schliisseltest (S. 52), der auch bei den Mutanten GIuR2"5%| GluR2*~N"" ynd ADAR2’
" zur Induktion epileptischer Anfille eingesetzt wurde. Im Schliisseltest traten bei 5 der 11
Doppelmutanten in Altersstadien zwischen P19 und P27 epileptische Anfille auf (Abb.
8A, B). Dieselben Anfille wurden im Schliisseltest auch bei 3 aus 18 zur Kontrolle
eingebrachten C57BL6 Tieren dieses Altersstadiums beobachtet (Abb. 8C). 25% der fiir
GluR2*"™ durchgefiihrten Schliisseltest Experimente fiihrten zu einem epileptischen
Anfall, wéhren dies bei Wildtyp seltener eintrat (9%). Im Schliisseltest induzierte
epileptische Anfille traten demnach bei GluR2"%"" um den Faktor 2,7 (Abb. 9) hiufiger
auf als bei Wildtyp. Einzelne Anfille verliefen bei Wildtyp und Mutanten mit einer
Wahrscheilichkeit >50% todlich.

Die epileptischen Anfille waren von generalisiert tonisch-klonischem Typ und verliefen
bei Wildtyp und Mutanten gleich. Eingeleitet wurde ein Anfall in der Regel durch eine
wenige Sekunden andauernde Serie schneller Spriinge, in deren Folge das Versuchstier
dann auf eine Korperseite fiel. Auf anfingliche Zuckungen der Gliedmassen (klonische
Phase) folgte schnell ein Zustand der Gliedmassen- und Korperstarre (tonische Phase)
(Abb. 8A). Einzelne Anfille wéhrten ca. 15 — 20 sec.

Spontane oder im Schliisseltest induzierte epileptische Anfille traten bei GluR2*"?™™ und
bei Wildtyp ausschliesslich in den angegebenenen Zeitintervallen, also nicht im adulten
Tier, auf. Das Versterben zahlreicher Mutanten im Rahmen epileptischer Anfille konnte
jedoch zu einer einseitigen Auswahl an relativ ‘gesunden’ Mutanten fiihren, die fiir
Experimente am adulten Tier zur Verfiigung stehen. Daher wurden zum Studium
mutationsverursachter Effekte im adulten Tier Mutanten verwendet, deren Expression des
Transgens bis zum 35 Tag nach der Geburt (P35, 3 Tiere) bzw bis zum 45 Tag nach der
Geburt (P45, 5 Tiere) durch Verabreichen von 20ug/ml Dox mit dem Trinkwasser
supprimiert war. Die induzierte Expression des Transgens fiihrte jedoch in diesen Tieren
zu keinen spontanen oder Schliisseltest-induzierten Anfillen. Der epileptische Phinotyp
von GluR2""?™™ kam also im adulten Tier nicht zum Tragen.
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Abbildung 8: Schliisseltestexperiment. A.) Schliisseltest-induzierter epileptischer Anfall bei GluR2*@mns
im Alter P22. In der tonischen Phase des Anfalls kommt es zur Adhésion der vorderen Gliedmassen und zur
Extension der hinteren GliedmaBen (Pfeile). B.) Dasselbe Tier wie bei A.) in beginnender Erholungsphase
ca. 20 sec nach Anfallsbeginn. Wihrend das Tier bereits erste Bewegungen des Kopfes und Rumpfes zeigt,
hilt die GliedmaBenstarre zunichst noch an. C.) Schliisseltest-induzierte Anfille treten mit geringerer
Frequenz auch bei C57BL6 Wildtyp in den Altersstadien P19-25 auf. Der Anfallsverlauf ist bei Wilddtyp
und Mutanten gleich (vgl. Korperhaltung zwischen A.) und C.).Das gezeigte Tier verstarb im Verlauf des
Anfalls.

2%

B%

aw

ofrans wildtsp

Abbildung 9: Relative Hiufigkeit Schliisseltest-induzierter epileptischer Anfille bei GIuR2**?"™ und
C57BL6 Wildtyp im Alter P19-27. Schliisseltest-induzierte epileptische Anfille traten bei GluR2"™
verglichen mit Wildtyp mit ca. 2,7facher Haufigkeit auf. Die relative Haufigkeit Schliisseltest-induzierter
/TxS. E =Anzahl der

epileptischer Anfille (Ep rel) wurde nach folgender Formel berechnet: Ep,=Ecqum
bei allen Tieren registrierten epileptischen Anfille; T=Anzahl der untersuchten Tiere; S=Durchschnittliche

gesamt’

Anzahl der fiir jedes Tier durchgefiihrten Schliisseltest Experimente.
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Mit der Suppression des Transgens wihrend der frithen Entwicklung bis zum 5 Tag nch
der Geburt (P5, 3 Tiere) bzw. 15. Tag nach der Geburt (P15, 3 Tiere) sollte eingegrenzt
werden, ob die altersabhingig auftretenden Epilepsien als Folge einer gestort
verlaufenden Entwicklung des Gehirns oder als Folge akuter Funktionsstérungen des
Gehirns in dem kritischen Altersabschnitt auftreten. Im Fall einer Entwicklungsstorung als
Ursache des epileptischen Phinotyps sollte die Erkrankung in Mutanten, deren transgene
Expression in embryonalen und frithen postnatalen Stadien supprimiert war, nicht
auftreten. Die Tiere beider Versuchsgruppen waren in Korpergro3e und Verhalten normal.
Spontane epileptische Anfille traten nicht auf. Induzierte Anfélle ohne signifikante
Verinderung der Anfallshiufigkeit wurden bei DoxP5 innerhalb des Zeitfensters P19-P27
registriert. Dagegen traten bei DoxP15 keine epileptischen Anfille auf. In der Beurteilung
ist zu beriicksichtigen, daf} die Induktion der transgenen Exppression nach Absetzen des
mit dem Trinkwasser verabreichten Doxyzyklins erst verzogert und allméhlich einsetzt.
Diese Beobachtung wurde in dem mit GIuR2*?"™" im Ansatz vergleichbaren transgenen
Experiment NRI1/tTA gemacht, in dem ebenfalls aCaMKII-tTA Tiere sowie die
bidirektionale Expressionseinheit pUB2a, jedoch mit integriertem NR1 Minigen anstelle
des GluR2(Q), verwendet wurden. Bei NR1/tTA zeigten ca. 10 Tage nach Induktion
lediglich das Transgen hochexprimierende Bereiche des Gehirns eine Blaufdrbung nach
Behandlung mit X-Gal, wihrend eine mit dem nicht-supprimierten NRI1/tTA
vergleichbare Expressionshohe des Transgens erst nach ca. 3 Wochen erreicht war. Das
verzogerte Einsetzen der transgenen Expression hingt mit der Einlagerung des
Doxyzyklins in Knochen- und Fettgewebe zusammen. Trotz Abwesenheit von
Doxycyklin im Trinkwasser verhindert eine langsame systemische Freisetzung von
Doxycyklin aus den Geweben die schnelle Induktion des Transgens.

Aufgrund der zu erwartenden verzogert eintretenden Expression von GIluR2(Q) spricht
das Auftreten von Epilepsien bei den mit P5 induzierten Mutanten dafiir, da} der
epileptische Phénotyp nicht aus einer durch GluR2(Q) verursachten Storung der friihen
postembryonalen Entwicklung des Gehirns resultiert. Das Ausbleiben der Epilepsien in
den mit P15 induzierten Mutanten spricht nicht dagegen, da in der Epilepsie-anfélligen
Phase zwischen P19 und P27 vermutlich noch keine fiir die Ausprigung des epileptischen
Phinotyps ausreichende Expressionshohe fiir GluR2(Q) erreicht war. Insgesamt gesehen
ist eine altersabhédngige, akute Funktionsstorung des Gehirns als Ursache fiir den
epileptischen Phénotyp bei GluR2 Qtrans” wahrscheinlich, nicht nur aufgrund des
Auftretens von Epilepsien in den mit P5 induzierten Mutanten, sondern auch aufgrund des
Auftretens Schliisseltest-induzierter Anfélle bei C57B6 Wildtyp, in Tieren also, deren
Frithentwicklung des Gehirns ungestort verlief.
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2.2 Glutamat Rezeptoren in Caenorhabditis elegans

Die genomische Sequenz von C. elegans ist in Form von Sequenzfragmenten, die einzelne
Cosmidklone représentieren, iiber die Gen Datenbank des NCBI (National Center Of
Biotechnology Information) verfiigbar. Die Sequenzen sind in der Regel mit Hilfe von
Genanalyseprogrammen vorbearbeitet und beeinhalten Vorhersagen iiber einzelne Gene
und deren Intron-Exon Struktur. Uber eine Datenbank-Suche nach Schliisselbegriffen
wurden diejenigen Cosmidklone, die Glutamatrezeptor-dhnliche Sequenzen enthalten,
ausgewdhlt. Unter den nicht voranalysierten Cosmidklonen liessen sich weitere GluR-
sequenzen iiber eine auf Sequenzfragmenten basierende Datenbanksuche (BLASTsearch)
in der NCBI Protein Datenbank identifizieren. GluR-Sequenzen eines Gens, die sich iiber
benachbarte Cosmide erstrecken, wurden am Computer zur Fusion gebracht. Um erste
Aussagen iiber die Verwandtschaftsbeziehungen der erhaltenen GluR-Sequenzen von C.
elegans (CelGluRs) machen zu konnen, wurden die vorhergesagten Proteinsequenzen
iiber “Sequence Alignment’ untereinander, sowie mit den bekannten GIluR-
Proteinsequenzen der Ratte (rGluRs) auf Sequenzverwandtschaft verglichen. Uber eine
“Blast”-Suche mit CelGluR-Proteinsequenzen wurden diejenigen rGluRs identifiziert, die
zu den jeweiligen Cel-Klonen die grofte Verwandtschaft aufweisen.

Die erhaltenen rGluR/CelGluR Verwandtschaftspaare wurden im ~Sequence-alignment”
verglichen. Anhand der Alignments wurde die Richtigkeit der Genvorhersagen iiberpriift:
1. Erschienen in den Cel-Sequenzen gegeniiber den r-Sequenzen Liicken oder Insertionen,
wurde untersucht, ob durch Auswahl anderer Splicepositionen eine hdhere
Sequenzdhnlichkeit erzielbar ist. 2. Waren die Cel-Sequenzen gegeniiber den
Rattensequenzen an ihren Enden kiirzer, sollten durch Blast-suche anhand von
Cosmidsequenzen fehlende Exons identifiziert werden. 3. Anhand von ESTS, die den den
einzelnen Genen zuzuordnen waren, liessen sich die Intron/Exon-Vorhersagen zusétzlich
tiberpriifen.

Um Aussagen iiber die Genverwandtschaft machen zu konnen und diejenigen CelGluRs
mit hoher Verwandtschaft zu AMPA- und Kainat Rezeptoren zu identifizieren, wurden
die CelGluRs im Sequence Alignment untereinander und mit rGluRs verglichen.

Fiir die Untersuchung der zu der Q/R Position in AMPA Rezeptoren der Ratte homologen
Positionen in CelGluRs auf Editierung wurden diejenigen CelGluRs ausgewdhlt, die
aufgrund der Codon Konfiguration in den betreffenden Positionen als Kandidaten fiir eine
mogliche A-I Editierung von Q nach R in Frage kommen. Die Untersuchung der
hypothetischen Editierungsstellen auf Editierung in vivo sollte unter Einsatz der RT-PCR
Methodik erfolgen.

Die Datenbanksuche nach GluR-dhnlichen Sequenzen in C. elegans ergab 16
Cosmidklone, 15 davon mit vorhergesagten GluR-Genen sowie ein Cosmid ohne
Genvorhersage, und eine cDNA. Die cDNA (Ceu 34661) war identisch zu einem der
Klone (B0280-K04G7). Die auf benachbarten Cosmiden codierenden Gen-Fragmente
B0280 und K04G7, F14H8 und TO1C3, CO6A8.9 und C06A8.10, C43H6.9 und TO7D1,
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F22A3 und C15B12) wurden fusioniert. Zwei Cosmid-Klone enthielten identische GluR-
sequenzen (FO7F6, FS6F3).

Die Voranalyse ergab 13 potentielle CelGluRs. Fiir eine dieser Cel-Sequenzen wurde eine
Vorhersage als GluR durch die Blastanalyse nicht bestitigt (F23A7.3, Fettsduresynthase).
Aufgrund sehr geringer Sequenzverwandtschaft (13 %) ist auch der Cel-Klon T25E4.2
nicht zu den GluRs zu rechnen. Der Cel-Klon CO8B6.5 erwies sich als 25% dhnlich zum
N-Terminus der delta2 Untereinheit. Fiir dieses Gen wurden weder durch ~Blast’-Suche
noch durch “Genequest’-Analyse auf dem zugehorigen Cosmid CelCO8B6 weitere Exons
identifiziert. Den gennannten 3 Sequenzen fehlte zudem ein in M3 lokalisiertes, 9
Aminosduren umfassendes Sequenzmotiv (YTANLAAF), welches in allen rGLuRs
auftritt und auch in den ilibrigen genannten CelGluRs hochkonserviert ist. Die Clone
F23A7.3, T25E4.2 und CO8B6.5 sind daher nicht zu den GluRs zu rechnen und wurden
von den weiteren Analysen ausgeschlossen. Die iibrigen Cel-Sequenzen zeigen anhand
von Sequenz Ubereinstimmungen mit den vier hydrophober Membranregionen (M1-4),
der Ligandenbindungsstelle und dem erwédhnten ‘YTANLAAF’ Motif eindeutige
Verwandtschaft mit bekannten Glutamatrezeptor Untereinheiten. Ein Vergleich der
CelGluRs mit rGluRs (Blastp) zeigte, daf} die Glutamatrezeptorfamilien AMPA, NMDA
und Kainat und delta auch in C. elegans repridsentiert sind. Anhand der
Sequenzihnlichkeit liessen sich Cel-Sequenzen wie folgt zuordnen: AMPA-#hnlich
(B0280.12-K04G7, CO6E1.4); Kainat-dhnlich (Zc196.7, F41B4, CO6E1 .4, K10D3.1,
C43H6.9) ; delta-dhnlich (F22A3), NMDA-éhnlich (FO7F6.6, F14H8-TO1C3) (Abb. 10).
Eine Zuordnung der CelGluR Untereinheiten zu einzelnen Genfamilien der
Glutamatrezeptoren konnte nur im Fall der NMDA Rezeptoren (FO7F6.6 homolog zu
NR1, F14H8-TO1C3 homolog zu NR2) getroffen werden. Dagegen war eine Zuordnung
der CelGluRs zu einzelnen rGluR Untereinheiten innerhalb der Genfamilien der
Sédugetiere wie z.B. GluR1-4 oder NR2A-D aufgrund zu grosser Sequenzunterschiede
zwischen Cel- und rGluRs nicht moglich. (gezeigt am Beispiel der AMPA Rezeptor-
dhnlichen CelGluRs: Abb. 11C). Die Sequenzidentitit zwischen den CelGluRs und den
primatverwandten rGluRs bezogen auf die Gesamt-Proteinsequenz betrug 13.6-29 %
(Abb. 11A). Eine grossere Sequenzidentitdt von 19-50 % wurde erzielt, wenn man
ausschliesslich den hoherkonservierten Sequenzabschnitt zwischen der Glutamat
Bindungs Region S1 und der Membranregion M4, welcher alle fiir die Proteinfunktion als
ionotroper Glutamatrezeptor elementaren Domédnen enthilt (Abb. 12C, 13), zu
Sequenzvergleichen heranzog. Dies @nderte jedoch nichts an der Zuordnung der CelGluRs
zu den einzelnen Genfamilien der rGluRs.

Im Sequenzvergleich der CelGluRs untereinander zeigen die AMPA-Rezeptor-dhnlichen
CelGluRs CO6E1.4 und B0280.12-K04G7 besonders hohe Sequenzverwandtschaft (59%)
(Abb.120).

Anhand von Basenpaarungen zwischen CelGluR- und rGluR Sequenzen wurde in 2
Klonen jeweils eine Spliceposition (<1% aller Splice-Stellen Vorhersagen) neu definiert.
Eine Uberpriifung von Splice-Stellen anhand von Sequenzvergleichen zwischen
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vorhergesagter CelGluR-cDNA und den zu den jeweiligen Clonen gehorigen ESTs
(Abb.10) fiihrte zu keinen weiteren Korrekturen. Anhand von Sequenzvergleichen
zwischen allen iiberarbeiteten Sequenzen wurde ein phylogenetischer Baum der CelGluRs
erstellt (Abb. 11B).

Ein weiteres Kriterium fiir Genverwandtschaft lieferte der Vergleich der Splice-Positionen
in den GluR-Genen zwischen Cel-und rGluRs: Zwischen GluR Genen mit vorhergesagter
Sequenzverwandtschaft wie z.B. zwischen AMPA-dhnlichen CelGluRs und der AMPA-
Rezeptor Untereinheit GluR2 (Abb. 12A) oder zwischen den NMDA-#@hnlichen CelGluRs
und den NMDA-Rezeptor Untereinheiten NR1 und NR2 (Abb. 12B) treten mehrere
Splice-Positionen konserviert auf. Der Vergleich war jedoch dadurch eingeschrénkt, daf
die Genstruktur zahlreicher Glutamat Rezeptor Untereinheiten der Ratte, vor allem der
Kainat Rezeptor Gruppe, noch nicht aufgeschliisselt ist.

Die Untersuchung der Q/R homologen Positionen der CelGluRs zeigte, dal in 4 der 7
nicht-NMDA CelGluRs (CO06E1 .4, B0280.12, CO6A8.9-10, K10D3.1) das in den Genen
fiir AMPA- und Kainat Rezeptoren der Ratte konservierte Glutamincodon auftritt. Auch
die Bedeutung der beiden der Q/R-homologen Position 5’ und 3’ benachbarten
Aminosdure Codons (5’: M; 3° Q) ist zwischen nicht-NMDA rGluRs und den genannten 4
CelGluRs konserviert (Abb 13). Diese CelGluRs sind moégliche Kandidaten fiir eine
Editierung von Q nach R in Q/R homologer Position. Von besonderem Interesse ist
ausserdem das Auftreten eines Argininkodons (R) in Q/R homologer Position bei
F41B4.1. Das Arginincodon ist hier genomisch codiert im Gegensatz zu dem im Rahmen
der Editierung entstehenden Arginincodon in rGluR2. In den das Arginin flankierenden
Aminosdurepositionen weicht F41B4.1 von rGluR2 ab (LRA anstelle MRQ). Die beiden
tibrigen nicht-NMDA CelGluRs tragen in Q/R Position von allen nicht-NMDA rGluRs
abweichende Aminosduren: C43H6.9 trigt ein Prolin (P) und ZC196.7 ein Lysin (K)
(Abb. 13).

24



Ergebnisse

Name des Cosmids:

CO6E1

B0280, K04G7

7C196

F41B4

CO06A8

K10D3

C43H6, TO7D1

FO7F6

F14HS, T01C3

F22A3,C15B12

F56D3 F56D3

Bezeichnung

des Gens

CO06E14

B0280.12-K04G7.2

7C196.7

F41B4.1*

C06A8.9-C06A8.10

K10D3.1

C43H6.9-T07D1

F07F6.6

F14H8.1-T01C3.10

F22A3-C15B12

siehe FO7F6.6

ESTs

yk130h3.3
yk130h3.5

yk250d3 3
yk420e7.3

yk420e7.5
yk250d3 3
yk250d3.
yk348d10.3
yk348d10.5

yk87h12.5
yk122£9.5
yk440c12.5
yk122£9.5
yk122£9.5

yk421g6.3
yk421g6.5
yk420c10.3
yk420¢10.5

GluR-Typ

AMPA

AMPA

Kainat

Kainat

Kainat

Kainat

Kainat

NMDA

NMDA

delta?

% homolog zu

29 (GluR1)

28,2 (GIluR1)

26,5 (GluR5)

23,6 (KA1)

24,1 (GIuRS)

28,6 (GluR5)

23,3 (GluR5)

244 (NR1)

24,2 (NR2)

13,6%(delta 1)

Abbildung 10: Liste der CelGluR Untereinheiten mit zugehorigen Cosmiden folgend der Nomenklatur der
CELGenbank des Sanger Centre und der zugehorigen ESTS. Die Zuordnung der CelGluRs zu rGluRs
erfolgte anhand von in silico Sequenzvergleichen unter Einsatz des “Megalign” Programms. Angabe des

Sequenzverwandtschaftsgrades zu primatverwandten rGluRs (in Klammern) in Prozent (%).
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rGluR2

rGIuR5

rkKA1

rNR1

rNR2a

28.0

23.8

22.9

15.1

30.0

22.8

21.6

|
o rdeltal

14.6

13.2

24.3

26.5

23.5

18.9

16.6

12.9

22.7

241

23.4

16.9

14.5

13.6

22.8

28.6

25.7

19.8

15.9

15.6

22.7

22.3

23.6

17.3

15.2

14.5

21.0

23.3

22.0

19.7

18.2

16.2

14.5

14.5

15.5

12.7

26.2

14.5

10.2

10.1

10.4

10.1

11.1

24.8

A) 10.9

111

12.6

13.6

111

11.9

B _) 271.5

C) 80.4

80

CelCZ196.7
CelF41B4.1
CelC06A8.9-10
CelK10D3.1
CelC43H6.9

CelCO6E1.4
CelB0280.12-K04G7.1
CelCZz196.7
CelC06A8.9.10

CelK10D3.1
CelF41B4.1
CelC43H6.9
CelFO7F6.6
CelF14H8.1-T01C3.10
CelF22A3-C15B12

CelB0280.12-K04G7.1
CelCO6E1.4

NR3

[
CelF14H8.1-T01C3.10

CelFO7F6.6

rdeltal
Cel-F22A3-C15B12

250

200

T
150

T
100

rGIuR3
rGluR4

rGluR2
rGluR1

CelCO6E1.4

T
70 60

50 40

30 20

T 1
10 0

CelB0280.12-K04G7.1

Abbildung 11: Genverwandtschaft der Cel- und rGluRs anhand der Sequenzidhnlichkeit A)
Sequenzihnlichkeit zwischen Cel- und rGluRs in Prozent (%); grau schattierte Boxen zeigen den hochsten
Verwandtschaftsgrad zwischen einzelnen Cel- und rGluRs an. B) Phylogenetischer Baum der CelGluRs und
einer Auswahl an rGluRs. Schraffierte Boxen deuten die Verwandtschaft einzelner CelGluRs zu AMPA-,
NMDA- und Kainat Rezeptoren an. C) Phylogenetischer Baum der AMPA Rezeptor Untereinheiten der
Ratte und der AMPA Rezeptor-dhnlichen CelGluRs. Aufgrund der geringen Sequenzhomologie ist eine

Zuordnung der CelGluRs zu einzelnen Untereinheiten der AMPA Rezeptor Familie nicht méglich.
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Abbildung 12: Genverwandtschaft der Cel GluRs. A) Splice Stellen in homologen Positionen der DNA
Sequenz zwischen nicht-NMDA Cel- und rGluRs als Anzeiger der Genverwandtschaft B) Dasselbe gezeigt
fiir die Cel- und rGluRs vom NMDA-Typ. Fiir den Vergleich mit CelGluRs wurden nur GluR2, GluRS5,
NR1 und NR2A herangezogen, da die Genstruktur der iibrigen rGluRs noch nicht aufgeschliisselt ist. Fiir
rGluRS sind nur 2 Splicepositionen bekannt. Fiir F41B4.1 und F22A3.3-C15B12 stand keine Vorhersage
der Genstruktur zur Verfiigung. B.) Sequenzihnlichkeit (%) der CelGluRs untereinander bezogen auf den

zwischen der Glutamatbindungsstelle S1 und der Membranregion M4 gelegenen konservierten
Sequenzbereich. Die hochste Sequenzverwandtschaft zeigen die AMPA Rezeptor-dhnlichen CelGluRs

CO6E1 4 und B0280.12-K04G7.1.
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Abbildung 13: Diese und folgende Seite: Sequenzvergleich der Cel GluRs und einer Auswahl an rGluRs fiir
einen Sequenzabschnitt, der die fiir die Proteinfunktion als Glutamatrezeptor elementaren Proteinregionen;
die Membranregionen M1-4 und die Glutamat Bindungstelle (S1, -2) beinhaltet. Dieser Protein Bereich ist
gegeniiber Carboxy- und Aminoterminalen Sequenabschnitten fiir Verwandtschaftsanalysen besonders
geeignet, da zahlreiche Aminosédurepositionen dieser Region konserviert auftreten. Schwarze
Boxen=Sequenziibereinstimmungen.
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2.3 Untersuchung der CelGluRs auf Q/R Editierung

Es sollte untersucht werden, ob die von den GluR Untereinheiten von Maus, Ratte und
Mensch bekannten Q/R Editierung auch in CelGluRs mit geeigneter Codonkonfiguration
in Q/R homologer Position (Abb. 14) auftritt. Mit geeigneten Primern wurden die Q/R
Position beeinhaltende Sequenzabschnitte der CelGluRs CO6E1.4, B0820.12-K04G7.1,
und CO6A8.9-10 unter Anwendung der RT-PCR Methodik aus Cel RNA amplifiziert.
Trotz zweimaliger Widerholung des Experiments konnte das Gen K10D3.1 nicht
amplifiziert werden. Die Sequenzanalyse der cDNA zeigte, das Q/R homologe Positionen
der CelGluRs CO6E1 .4, B0280.12-K04G7.1 und CO6A8.9-10 mit einem Adenosin besetzt
sind. Demnach werden diese CelGluR Rezeptoruntereinheiten in Q/R homologer Position
in vivo nicht editiert (Abb. 15).

24 RNA abhingige Adenosin Deaminasen in C. elegans

Die Datenbank Suche nach Adenosindeaminasen (dsADARs=Doppelstrang-abhingige
Adenosin Deaminase) in C. elegans anhand von Sequenzen der ADARs von Maus, Ratte
und Mensch ergaben jeweils einen Treffer in den Cosmidklonen T20H4 .4 (CelADAR1)
und H15N14.1 (CelADAR?2).

In beiden Klonen wurden Sequenzmotive mit Ahnlichkeit zu ADAR-Enzymdominen
gefunden. Beide potentiellen CelADARs tragen wie ADARs der Ratte (rADARSs) eine
Domiéne mit drei konservierten Sequenzabschnitten, die fiir die katalytische
Enzymfunktion notwendig sind. Ausserdem treten in beiden Klonen Sequenzen mit
Ahnlichkeit zu den dsRNA bindenden Domiinen bekannter ADARs auf. In CelADAR2
treten wie bei rADAR2 der Siduger zwei dsRNA bindende Dominen auf (Abb.16B).
CelADARI1 unterscheidet sich von allen rADARs im Auftreten nur einer dsRNA
bindenden Doméne, welche die grosste Sequenzverwandtschaft mit der am weitesten
aminoterminal gelegenen dsSRNA bindenden Domine der rADARSs aufweist (Abb. 16A).
Im Gegensatz zu den ADARSs der Sduger zeigen die CelADARSs untereinander nur relativ
geringe Sequenz Ahnlichkeit (11.5%). Am Sequenz-ihnlichsten mit rADARs ist
CelADARI. Das vorhergesagte Protein ist aufgrund des gegeniiber rADARSs sehr kurzen
aminoterminalen Proteinbereichs sowie der geringeren Zahl der dsRNA bindenen
Domainen deutlich kleiner als rADARs, 420 As. Obwohl CelADARI1 in dieser Hinsicht
gerade von rADAR besonders stark verschieden ist, besteht eine hdohere
Sequenzverwandtschaft mit rADAR 1 gegeniiber rADAR?2, 3 (Abb.16, C;17). CelADAR?2
hat gegeniiber CelADART1 eine deulich geringere Sequenzidhnlichkeit mit rADARSs, vor
allem die potentiellen katalytischen und dsRNA bindenden Bereiche betreffend. Aufgrund
des Vergleichs der Gesamt-Sequenz und betimmter Aminosdure-Sequenzmotive der
dsRNA bindenen Bereiche wie z.B. "KKAKL" in RB1 und "KKLAK" in RB2 ist eine
grossere Ahnlichkeit mit CelADAR?2 gegeniiber Ce]ADAR1 festellbar (Abb. 18).
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rGluR2 A T G c |A G C A A
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Abbildung 14: Vergeich der Nucleotid und Aminosiuresequenz im Bereich der Q/R Position zwischen
rGluR2 und CelGluRs. Q/R homologe Nukleotid positionen der CelGluRs, deren Editierung zu einem
Wechsel der Codonbedeutung von Glutamin (Q) nach Arginin (R) fithren wiirde, sind durch grau schattierte
Boxen markiert.

Abbildung 15: Untersuchung der Q/R homologen Positionen der CelGluRs CO6E1 .4, B0820.12-K04G7,
und C06A8.9-10 auf in vivo Editierung. Aus Elektropherogrammen von Sequenzierungen der CelGluR
cDNA (A=CO06El.4; B=B0820.12-K04G7.2; C=C06A8.9-10) ist ersichtlich, dal die Q/R homologen
Positionen in den CelGluRs nicht editiert sind. Schwarze Pfeile deuten auf die mit einem Adenosin
besetzten, also nicht-editierten, Q/R homologen Positionen der CelGluRs .
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Abbildung 16: CelADARs: Genstruktur von T20H4.4=CelADAR1 (A) und H15N1.1=CelADAR2 (B).
graue Boxen=Exons; schwarze Boxen=dsRNA bindende Dominen (RB); weisse Ovale=Sequenzbereiche
fiir enzymatische Funktionen (EZI1-3). C) phylogenetischer Baum der Cel- und rADARs.

rDRADA=rADARI1; rRed1=rADAR?2 (D) Sequenzihnlichkeit der Cel- und rADARS in Prozent (%).
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Abbildung 17: Sequenzvergleich zwischen Cel ADARI1 und der Sequenz-dhnlichsten Adenosindeaminase
der Ratte, rADAR1 (=DRADA). In CelADARI treten Sequenzmotive mit hoher Ahnlichkeit zu dem
katalytischen Zentrum und dsRNA-bindenden Doménen der CelADARs auf. In der Proteinsequenz weicht
CelADARI1 von rADARI1 besonders durch das Auftreten nur einer dsSRNA-bindenden Doméne gegeniiber 3
dsRNA-bindenden Doménen bei rADARI1 (graue Boxen) sowie durch den kurzen aminoterminalen
Proteinabschnitt ab. Der carboxyterminale Proteinbereich mit dem katalytischen Zentrum ist stirker
konserviert als der aminoterminale Abschnitt mit der dsRNA bindenden Doméne. Schwarze
Boxen=Ubereinstimmung der Proteinsequenz zwischen CelADARI und rADARI; EZ=Amino-
saurepositionen mit kritischer Bedeutung fiir die Enzymfunktion; hellgraue Boxen: dsRNA-bindende
Doménen.
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Abbildung 18: Sequenzvergleich zwischen CelADAR2 und rADAR2. Aufgrund des Auftretens von 2
dsRNA-bindenden Dominen sowie der Motive "KKAKL” und "KKLAK" in diesen Doménen besitzt
CelADAR?2 grossere Ahnlichkeit mit rADAR2 gegeniiber rADARI. Insgesamt ist die Ahnlichkeit zu
ADARs, vor allem im Bereich des vermuteten katalytischen Zentrums, jedoch schwach. Schwarze
Boxen=Ubereinstimmung der Proteinsequenz zwischen CelADARI und rADARI; EZ=Amino-
saurepositionen mit kritischer Bedeutung fiir die Enzymfunktion; hellgraue Boxen: dsRNA-bindende
Doménen.
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2.5 Koexpression von CelADAR1 mit rGluR2 Minigenen in HEK293-Zellen zur
Uberpriifung der Deaminaseaktivitiit

Um zu zeigen, ob die Q/R und R/G Positionen in rGluR2 Minigenen durch eine Cel-
Deaminase editiert werden konnen, wurde CelADAR1 (T20H4.4), die potentielle
Adenosindeaminase mit der hochsten Ahnlichkeit der Proteinsequenz zu rADARs, von
Cel-RNA durch RT-PCR in zwei Fragmenten amplifiziert (Abb. 19A). Fiir die folgenden
Klonierungsschritte waren die fiir die Amplifikation verwendeten Primer mit Restriktions-
schnittstellen versehen. Die beiden cDNA Fragmente wurden in pBluescript subkloniert,
ligiert und anschliessend in prkFNRI umkloniert (Abb. 19B). Dieser Expressionsvektor
enthilt FLAG, eine 24 Nukleotid Sequenz, welche als neuer C-Terminus des Integrats
zusammen mit diesem transkribiert und tanslatiert wird. FLAG dient als Erkennungssignal
fiir den Flag Antikorper (Kodak). Fiir eine Expression in Zellkultur wurde prkFNRI-
CelADAR1 zusammen mit den rGluR2 Minigenen pB13 und pBgl in HEK293 Zellen
transfiziert. Das pBgl Minigen (Abb. 19C) enthilt die Membranregionen M1 und M2 aus
rGluR2 mit der Q/R Position in M2 in ihrer nicht editierten Form. In dem B13 Minigen
(Abb. 19D) ist ein GluR2 Fragment mit den Exons 6-9 und der uneditierten R/G Position
in Exon 6 enthalten. Als Editierungskontrolle wurden die GluR2 Minigene zusammen mit
einem ADAR?2-Expressionsvektor tansfiziert. Zur Uberpriifung der Editierung wurde aus
reifen Zellkulturen RNA prépariert und diese mit geeigneten Primern revers transkribiert
und anschliessend sequenziert. Die Auswertung der Sequenzierung ergab eine
vollstindige Editierung der Minigene in den mit rADAR?2 kotransfizierten Kulturen
,wihrend in den mit CelADARI1 kotransfizierten Kulturen keine Editierung nachweisbar
war. (Abb. 19E, F) Die richtige Expression und Translation von CelADAR1 wurde im
Northern Blot gezeigt (Abb. 19G)
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Abbildung 19: Koexpression von CelADAR1 (T20H4.4) mit rGluR2 Minigenen in HEK293 Zellen zur
Uberpriifung der Deaminaseaktivitit von T20H4 .4 an Q/R und R/G Editierungsstellen in rGIuR2 in vitro. A)
Amplifizierung des Gens T20H4.4 in zwei Fragmenten aus cDNA mit den Primerpaaren Stel3/14 und
Ste15/16. B) Subklonierung der in pBluescript ligierten Fragmente in den Expressionsvector prkFNRI. Flag
dient als Erkennungssignal fiir den Flag Antikorper C) Das Minigen pBGl enthilt die Membranregionen M1
und M2 aus rGluR2 mit der Q/R Position in M2 in ihrer nicht editierten Form und Intron 11 mit dem ECS
Element. D) Das Minigen B13 enthilt ein GluR2 Fragment mit Exonl3-16, welches die R/G
Editierungsstelle in Exonl3 und das in dem stromaufwirts gelegenen Intron gelegene ECS Element
beinhaltet. E) und F) Sequenzanalyse der revers transkribierten RNA aus dem Transfektionsexperiment: die
Q/R und R/G Positionen werden durch die Deaminase rADAR2=rRed1 vollstindig editiert, wihrend in dem
Ansatz mit CelADAR1= T20H4.4 und in der Leer Kontrolle (LW) keine Editierung auftritt. G) Der
Northern Blot zeigt das 69 kD Proteinproduckt fiir T20H4 4.
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3. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Aufgabenstellungen bearbeitet:

A. rGluR2(Q) sollte als Transgen im Gehirn der Maus unter Kontrolle des Tetrazyklin-
systems exprimiert werden

B. Es wurde untersucht, ob in Glutamatrezeptor Untereinheiten von Caenorhabditis
elegans in Homologa der rGluR2 Q/R Position Editierung auftritt.

Zu A:

3.1 Konditionale Expression einer rGluR2(Q) cDNA in der Maus

Fiir die Expression des rGluR-2(Q) als Transgen im Gehirn der Maus wurde eine
bidirektionale Expressionseinheit (Baron et al., 1995) ausgewihlt, in der rGluR2(Q)
cDNA und ein LacZ Gen der Kontrolle eines tTA abhingigen Minimalpromoters
unterstellt sind. Es wurde eine rGluR2(Q) cDNA verwendet, um aufgrund des Fehlens
von Introns und damit des intronischen ECS Elements in cDNA die in vivo Editierung der
Q/R Position in rGluR2 auszuschliessen. Die Verwendung des GluR?2 aus Ratte in der
Maus erleichtert aufgrund von Sequenzverschiedenheiten experimentell die
Differenzierung zwischen nativem und transgenem GluR2.

Fiir die Expression des Transaktivators tTA wurden transgene aCaMKII-tTA Tiere
eingesetzt, nachdem in den zur regionsspezifischen Expression von tTA vorgesehenen
Linien NR1/tTA und GIluR2/tTA keine tTA Expression nachgewiesen werden konnte.
Nach der Verpaarung von GIluR2(Q)trans mit aCaMKII-tTA konnte in den
doppeltransgenen Individuen die induzierte Expression der Gene rGluR2(Q) und LacZ
gezeigt werden. Regional war die Expression auf das Vorderhirn beschriankt und
entsprach dem Expressionsmuster des unter Kontrolle des aCaMKII Promoters
exprimierten tTA. Die Expressionshohe war unterschiedlich zwischen Individuen und
erreichte Werte zwischen ca. 20 und 60 % eines Wildtyp Allels.

Die Uberexpression von GluR2(Q) fiihrte zu verinderten Ionenleitungseigenschaften der
AMPA Rezeptoren in der Mutante. In hippocampalen CA1 Pyramidenzellen einer
doppeltransgenen Mutante im Alter P25, deren Transgen von Geburt an aktiviert war,
wurde ein Anstieg der Ca** Permeabilitit und der makroskopischen Leitfahigkeit auf den
zweifachen Wert gegeniiber Wildtyp gemessen.

Die Expression des Tet kontrollierten GluR2(Q) wurde durch Absetzen des mit dem
Trinkwasser verabreichten Doxyzyclins (Dox) in verschiedenen Alterssstadien der Maus
induziert. In der Folge entwickelten Doppelmutanten, die ohne Dox aufgewachsen waren
oder Dox bis zum Alter P5 erhalten hatten, einen neurologischen, iibererregbaren
Phinotyp, der jedoch in Individuen unterschiedlich ausgeprigt war. In den
schwerwiegenden Fillen entwickelten die Tiere nach Geburt Hypomorphien und

37



Diskussion

eingeschrinkte Motorkoordination. Diese Tiere verstarben in einem Alter von P24-27 im
Verlauf spontaner epileptischer Anfélle von generalisiert, tonisch-klonischem Typ. Der
Verlauf der neurologischen Erkrankung in diesen “schweren” Fillen erinnerte an den
Phiinotyp von GIuR2"**® Miusen. In anderen Individuen blieben Hypomorphien,
auffillige motorische Einschrinkungen sowie die spontanen epileptischen Anfille aus.
Jedoch konnte in diesen Tieren im Alter P18-24 eine gegeniiber C57BL6-Wildttyp
desselben Alters um den Faktor 2,7 gesteigerte Anfilligkeit fiir Schliisseltest-induzierte
epileptische Anfille gezeigt werden, welche den spontanen Anfillen dhnelten. Auffallend
ist das Auftreten Schliisseltest-induzierter epileptischer Anfélle auch bei Wildtyp
(C57BL6) dieses Alters. Mit einer Haufigkeit >50% verliefen die einzelnen Anfille
sowohl in GluR2(Q)trans als auch C57BL6 letal. In den transgenen und Wildtyp-
Individuen, die induzierte epileptische Anfille iiberlebten, konnten in Altersstadien >P25
mit dem Schliisseltest keine weiteren Anfille augelost werden. Dies trifft auch zu fiir die
Doppelmutanten, die Dox bis zum Alter P35 bzw. P45 erhalten hatten: diese Tiere waren
in allen Stadien in Verhalten und Erscheinung von Wildtyp nicht zu unterscheiden.

3.1.1 Genotyp und Phiinotyp in verschiedenen GluR2(Q/R) Mutanten

Die verschiedenen transgenen Experimente, in denen das Verhiltnis von editierten zu
nicht editierten GluR2 Untereinheiten im Gehirn der Maus verdndert war, fiihrten zu
einem breiten Spektrum an Phénotypen: unauffillig, mild, epileptisch-letal, lethargisch-
letal (Feldmeyer et al., 1999).

Mit dem Projekt Qtrans wurde der epileptisch letale Phinotyp im Tet-regulierten
transgenen Tiermodell reproduziert. Gemeinsame Charakteristika der verschiedenen
Mutanten mit epileptischem Phénotyp sind das Auftreten von Hypomorphien, einer
charakteristischen Korperhaltung, spontanen epileptischen Anféllen von generalisiert
tonisch-klonischem Typ und frithzeitigem Tod. Die neurologische Erkrankung zeigt
jedoch bei GluR2™?"*" einen milderen Verlauf mit geringerer Héufigkeit spontaner
epileptischer Anfille und spéterer Letalitit zwischen P24 und 27 gegeniiber P20 in den
iibrigen epileptischen Mutantenlinien. Die grofte Diskrepanz ergibt sich aus dem
Ausbleiben der beschriebenen neurologischen Symptome in einem Grofteil der
Individuen von GIuR2*"7?"", Einziges Indiz fiir die Wirksamkeit der Mutation in diesen
Tieren ist die gesteigerte Anfilligkeit fiir epileptische Anfille im Schliisseltest.

Der heterogene Phinotyp von GluR2*"2"

von mild bis epileptisch-letal konnte auf die
zwischen Individuen variable Expressionshohe des Transgens zuriickzufiihren sein. Mit
ca. 10-20% Anteil an Gesamt-GluR2 ist die Expression an GIluR2(Q) in niedrig
exprimierenden Individuen der Linie GIuR2""?"™™ deutlich geringer als in den epileptisch

letalen Mauslinien GIuR2"**“® mit 30 % GluR2(Q) und GluR2*"NeN"ns mijt 30 %
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GIuR2(N) + 5% GIluR2(Q) und daher moglicherweise nicht ausreichend fiir die
Ausprdgung der neurologischen Erkrankung.

Von entscheidender Bedeutung ist neben der absoluten Expressionshohe das Verhiltnis
zwischen editierten und nichteditierten Untereinheiten, da der Einbau der editierten
Untereinheiten in AMPA Rezeptoren den Effekten des nicht editierten Mutanten GluR2
entgegenwirkt. Unter diesem Gesichtspunkt hat das transgene Experiment (z.B.
GIuR2"%"™) gegeniiber dem Gene Targeting Experiment (z.B. GluR2"**®*) Nachteile, da
beide Wildtyp Allele erhalten bleiben, wihrend im Zuge der homologen Rekombination
eines der Wildtyp Allele durch das mutierte Allel ersetzt wird. Der grosse Pool editierter
GluR2 Untereinheiten in der transgenen Mutante sollte das Entstehen milderer
Phénotypen begiinstigen. Das Zustandekommen des epileptischen Phénotyps in
Abhingigkeit von der Expressionshohe an nicht-editiertem GluR2 und dem Verhiltnis fiir
GIuR2(Q) und -(R) wurde mit einem Kreuzungsexperiment gezeigt. Heterozygote Tiere
der aus einen Targeting Experiment hervorgegangenen Linie Neo (GluR2"™*)
exprimieren 5% GIluR2(Q) anstelle eines Wildtypallels. Dies fiihrte bereits zu messbaren
Verdnderungen in den lonenleitungseigenschaften der AMPA Rezeptoren der Mutante,
jedoch nur zu geringfiigigen Einschrinkungen im "~ Verhalten im offenen Feld” und einer
erhohten Sterblichkeit (20%). Ahnlich unauffillig war der Phiinotyp der transgenen Linie
GluR2*"N" = obwohl diese Mutanten 30% GluR2(N) iiberexprimierten. Erst die
kombinierten Expression des GluR2“° Allels und des GIuR2(N) Transgens in
Doppelmutanten, die aus der Kreuzung beider Linien hervorgingen, fiihrte zu dem
beschriebenen epileptisch letalen Phinotyp. Die Steigerung der Expression nicht editierter
GIuR2 Untereinheiten von 30% GluR2(N) in GluR2"™™"" auf 30% + 5% GluR2(Q) in
GIuR2"MeoNts ist jedoch kaum hinreichend, um die erhebliche Verinderung der
Ionenstrome durch AMPA Rezeptoren in dieser Mutante und den abweichenden Phénotyp
zu erkldren. Von grosserer Bedeutung fiir den schwerwiegender krankhaften Phéinotyp
von GluR2"NeoNt#ns gt vermutlich das stark zugunsten von GluR2(Q) verinderte
Verhiltnis zwischen GluR2(Q) und -(R) Untereinheiten, welches aus dem Austausch
eines der Wildtyp GluR2 Allele bei GIuR2"™"™"™* gegen das GIuR2"* Allel resultiert.

Den Effekt der Einkreuzung des GluR2"* Allels in die transgenen Mutante GluR2*"N"":
die Steigerung der Expression von GluR2(Q) und Reduktion der Expression an
endogenem GIluR2(R) um 50%, konnte man sich auch zur Reduktion des Anteils von
GluR2(R) an insgesamt exprimiertem GluR2 in der Linie GluR2*"?"™" zunutze machen.
Falls der relativ milde epileptische Phinotyp von GluR2"?"*" auf einer zu niedrigen
Expression an GluR2(Q) beruht, sollte die Einkreuzung des GIuR2"*° Allels in
GIuR2*™ 7u einem schwerwiegenderen epileptischen Phiinotyp fiihren. Da das Neo
Allel allein lediglich milde phinotypische Veridnderungen verursacht, wire der letal
epileptische Phinotyp in einer hypothetischen GluR2"N"?"*" Doppelmutante weiterhin
iber die Tet regulierte transgene Expression kontrollierbar.

Gegeniiber dem Gene Targeting Experiment birgt die transgene Expression von
rGluR2(Q) einen weitere Problematik: Aufgrund der Verwendung eines nicht-GluR2
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Promoters (aCaMKII) fiir die Expression von tTA sowie nicht vorhersagbarer
Positionseffekte bei der Integration des Transgens in das Mausgenom sollte das
Expressionsmuster fiir das transgene rGluR2(Q) von dem des endogenen mGIluR2

abweichen. LacZ Firbungen von Gehirnschnitten fiir GluR2*"/2"

zeigen jedoch ein dem
endogenen GluR2 relativ dhnliches Expressionsmuster mit hoher Expression in
Hippocampus und Neocortex. Die Gemeinsamkeiten im Phidnotyp zwischen den
epileptisch-letalen Mutanten und GIluR2*"?"" deuten ausserdem auf eine dhnliches
Expressionsmuster in den Neuronpopulationen, die fiir das Entstehen des epileptischen
Phinotyps von Bedeutung sind. Die Identifikation dieser Neuronpopulationen wire unter
Verwendung regional exprimierender tTA-Mutanten moglich. Derartige Mutanten waren
jedoch zum Zeitpunkt der Durchfiihrung dieser Arbeit noch nicht verfiigbar.

Die Uberexpression nicht editierter GluR2 Untereinheiten in GIuR2*/?™™ fiihrte in CA1
Neuronen des Hippocampus zu einem Anstieg der Ca’* Permeabilitit und der
makroskopischen Leitfdhigkeit der AMPA Rezeptoren um den zweifachen Wert
gegeniiber Wildtyp.

Der verglichen mit den epileptisch-letalen Mutanten geringe Zuwachs fiir P.,,,, der
lediglich das Niveau in Mutanten mit mildem Phinotyp GluR2""*° und GluR2**N""*
erreicht, ist auf das bereits erwihnte ungiinstige Verhiltnis zwischen GluR2(Q) und -(R)
in der transgenen Mutante zuriickzufiihren. Umgekehrt resultiert aus der transgenen
Uberexpression eine besonders groBe makroskopische Komponente, da diese nicht nur
aufgrund der 2-3fach gesteigerten Einzelkanalleitfdhigkeit von AMPA Rezeptoren, die
kein GluR2(Q) enthalten (Swanson et al., 1997), sondern auch aufgrund der im Transgen
gegeniiber Wildtyp vermehrten Zahl der AMPA-Rezeptoren anwichst. Bei GluR2*™/™
erreicht die makroskopische Leitfahigkeit die stark erhohten Werte der epileptisch-letalen
Mutanten GluR2"**®, GluR2*"™"" ynd ADAR2™". Dies bestitigt das Resultat bisheriger
Untersuchungen, wonach der epileptische Phinotyp der GluR2 (Q/R) Mutanten mit der
vergrosserten makroskopischen Komponente durch AMPA Rezeptoren, nicht jedoch mit
der Steigerung der P, korelliert. Ob P.,,, in diesem Zusammenhang tatsdchlich
vernachlédssigbar ist oder im Verein mit den vergrosserten makroskopischen Stromen den
epileptischen Phidnotyp hervorruft, konnte in den vorhandenen Mutantenlinien nicht
untersucht werden, da AMPA Rezeptoren nicht selektiv fiir Ca** blockierbar sind. Die
Fragestellung liesse sich jedoch in einer transgenen Mutante untersuchen, die editierte
GluR?2 Untereinheiten iiberexprimiert.

3.1.2 Der temporire epileptische Phinotyp

Epilepsien, die aus der vermehrten Expression nicht editierter GluR2 Untereinheiten im
Gehirn der Maus resultierten, waren durch einen mit Beginn der dritten Lebenswoche
einsetzenden, anterograden Verlauf und Letalitét fiir 100% der Mutanten bis zum 20 -25.
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Tag nach der Geburt gekennzeichnet. Uber Supprimierung der Tet-regulierten
Uberexpression von GluR2(Q) im Transgen GluR2*"?™™ wihrend der Entwicklung wurde
gezeigt, da} der epileptische Phdnotyp im adulten Tier nicht zum Tragen kommt, sondern
auf die dritte und vierte Woche der Mausentwicklung beschrinkt bleibt. Ein
iibereinstimmendes Resultat erbrachte ein ‘Knock Down’ Experiment fiir GluR2
(Friedman et al., 1998): Die unilaterale Mikroinfusion von GIuR2 Antisense
Oligodesoxynukloeotiden (AS-ODNs) in den Hippocampus in den drei Altersstadien P8,
P13 und adult fiihrte bei allen Tieren zu einer Reduktion des GluR2 Proteins um ca.75 %,
jedoch ausschliesslich in der P13 Gruppe zu Verhaltensstorungen und spontanen
epileptischen Anfillen. Neurodegenerationserscheinungen in CA3 Neuronen des
Hippocampus resultierten aus der epileptischen Aktivitit und erinnerten an Lédsionen im
Hippocampus, wie sie als Folge von kainatinduziertem Status Epilepticus sowie in den
epileptisch-letalen GIuR2"**“® Mutanten auftraten.

Die beobachtete Epilepsieanfilligkeit innerhalb der zweiten und dritten Woche der
Mausentwicklung ist weder spezifisch fiir das GluR2 Modell, noch fiir den Hippocampus
als involvierte Struktur, sondern scheint, wie die Ergebnisse der Untersuchungen z.B. von
neocorticaler fokaler Epilepsie (Mares, 1973), Amygdala Kindling (Moshe, 1981),
hippocampalem Kindling (Haas et al., 1990), elektrischer Stimulierung des Hippocampus
(Velisek und Mares, 1991), Tetanustoxin induzierter Epileptogenese (Anderson et al.,
1997) und audigener Epilepsie (Pierson und Swann, 1991) zeigen, ein weitverbreitetes
Phinomen zu sein. Charakteristika der gesteigerten Epilepsieanfilligkeit in diesem
Altersstadium in Maus und Ratte sind z.B. schnelle sekundire Generalisierung
epileptischer Anfille, das Auftreten multifokaler Anfille, verringerte Refraktirzeiten und
eine Tendenz zur Ausbildung von Status Epilepticus.

Die Phase der Ubererregbarkeit fillt auf ein Stadium der Entwicklung von Maus bzw.
Ratte, wenn Jungtiere alt genug sind, um vom Muttertier entwohnt zu werden und
hippocampale und corticale Strukturen im Gehirn reifen. Im Hippocampus unterliegen die
innerhalb der ersten und zweiten postnatalen Woche im Uberschuss angelegten axonalen
Strukturen in diesem Zeitabschnitt dem “Remodeling” (Gomez-DiCesare et al., 1997):
Durch selektive Eliminierung iiberschiissiger Axondste (Pruning) und Proliferation
verbliebener Kontakte entstehen adulte Verschaltungsmuster zwischen Neuronen.

Im Uberschuss angelegte frilhe Axonkollateralen scheinen fiir das Entstehen
epileptiformer Aktivitdten in diesem Altersstadium von Bedeutung zu sein. So konnte z.B.
an Gehirnschnitten zwei Wochen alter Miuse unter Blockade der GABAergen
inhibitorischen Systeme durch GABA, Antagonisten gezeigt werden, daf} die Reizung
einzelner CA3 Pyramidenzellen im Hippocampus in 85 % der Fille zu synchronen
epileptiformen Aktivititen der gesamten CA3 Pyramidenzellpopulation fiihrt (Smith et al.,
1995), wihrend dieses Phidnomen in einer vergleichbaren Studie an Hirnschnitten adulter
Tiere seltener auftrat (Miles und Wong, 1983). Altersabhiingige Unterschiede in
biophysikalischen Eigenschaften friih ausgebildeter erregender Synapsen sowie ihrer
Positionierung auf dendritischen Asten werden als Ursachen dieser gesteigerten
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Epilepsieanfilligkeit diskutiert (Swann et al., 1999). Tatsédchlich unterscheiden sich
glutamaterge EPSPs in Hippocampus und Neocortex erheblich zwischen jugendlichen und
adulten Altersstadien (Burgard und Hablitz, 1993). Aus Hybridisierungsstudien geht ein
Zusammenhang zwischen der Beschaffenheit der EPSPs und der Expression bestimmter
Glutamatrezeptor Untereinheiten in den jeweiligen Altersstadien hervor. So sind z.B. die
NMDA Rezeptor Untereinheit NR2D und die flip Varianten der AMPA Rezeptor
Untereinheiten, deren Einbau in Rezeptoren zu verldngerten Kanaloffnungszeiten fiihrt, in
friihen Entwicklungsstadien hoher exprimiert als in adulten Tieren. Auch die insgesamt
hohere Expression an Rezeptoruntereinheiten konnte zu der vergrosserten EPSP
Komponente beitragen. Ein Zusammenhang zwischen epileptiformer Aktivitdt im jungen
Gehirn und glutamaterger Neurotransmission wurde z.B. an disinhibierten
Gehirnschnitten gezeigt: Durch den AMPA Rezeptor Antagonisten 6-Cyano-7-
Nitroquioxaline-2,3 Dione (CNQX) wird die epileptiforme Aktivitéit in corticalen und
hippocampalen Regionen unterdriickt (Lee und Hablitz, 1991).

Ein Zusammenhang zwischen friihen erregenden Axonkollateralen und Synapsen im
Hippocampus und den bei verschiedenen GluR2 Mutanten temporir auftretenden
Epilepsien wurde bisher nicht nachgewiesen. Fiir einen moglichen Zusammenhang spricht
bisher lediglich: 1.) Das iibereinstimmende Zeitfenster zwischen der an disinhibierten
Gehirnschnitten junger Miuse im Hippocampus gezeigten hohen Erregbarkeit und dem
Auftreten von Epilepsien in GluR2 Mutanten. 2.) Die Wahrscheinlichkeit einer Funktion
hippocampaler Areale als Focus fiir Epilepsie in GluR2 Mutanten. Dies ist daraus
abzuleiten, da} im GluR2 “~Knockdown” Epilepsien in Folge der gezielten Infusion von
GluR2 AS-ODNs in den Hippocampus auftraten. 3.) Lédsionen in der CA3 Region des
Hippocampus in den epileptisch-lethalen Mutanten GluR2"**®, GluR2*""NN ' ADAR2
" und im GluR2-"Knockdown” Experiment, die Anzeiger wiederholter epileptiformer
Aktivititen in dieser Gehirnregion sind.

Um zu untersuchen, inwieweit die friihen erregenden Axonkollateralen im Hippocampus
als Focus fiir epileptiforme Aktivititen bei GluR2 Mutanten auftreten, werden nun
Mausmutanten benétigt, die nicht-editiertes GluR2 konditional und regionspezifisch,
moglichst ausschliesslich in verschiedenen Regionen des Hippocampus wie z.B. CA3,
exprimieren. Geeignete regulatorische Elemente sind derzeit unter Konstruktion.

Eine weitere Fragestellung betrifft das Auftreten der Epilepsien in GluR2 Mutanten als
Folge einer Storung akuter Hirnfunktionen oder in Folge einer mutationsbedingt gestort
verlaufenen Entwicklung des Gehirns. Gegen eine Entwicklungsstorung als Ursache
GluR2 vermittelter Epilepsien spricht das Auftreten epileptischer Anfille im Schliisseltest
auch bei Wildtyp, welche den bei Mutanten spontan auftretenden oder im Schliisseltest
induzierten Anfillen im Verlauf und dem hiufig letalen Ausgang @hneln. Dies ldsst darauf
schliessen, dass den epileptiformen Aktivititen in Wildtyp und Mutanten derselbe
Mechanismus zugrunde liegt und diese bereits bei Wildtyp bestehende Bereitschaft zur
Epilepsie in den Mutanten aufgrund vergrosserter makroskopischer AMPA Rezeptor
Strome lediglich verstirkt ist. Daraus folgt weiter, das die epileptiformen Aktivitdten
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akute Funktionsstorungen des Gehirns in dem kritischen Altersstadium sind und nicht als
Folgescheinung einer mutationsbedingten Entwicklungsstérung auftreten. Fiir eine akute
Hirnfunktionsstorung als Ursache des epileptischen Phédnotyps sprechen ausserdem das
Auftreten epileptischer Anfille im GluR2 “Knockdown” Experiment bereits wenige Tage
nach der ersten Applikation von GluR2 AS-ODNs in den Hippocampus im Alter P12, das
Auftreten spontaner epileptischer Anfille in der LC1 Mutante, welche nicht editierte
GluR2 Untereinheiten konditional regulierbar exprimiert, auch bei solchen Tieren, bei
denen die Expression des Targeting Allels bis zum 10. Tag nach der Geburt supprimiert
war (Frieder und Schwenk, unveroffentlicht) sowie das Fehlen pathologischer
Veridnderungen der Gehirnmorphologie als Anzeiger von Entwicklungsstorungen bei
epileptischen Mutanten. Verinderungen der Gehirnmorphologie traten allerdings in der
Mutante GIuR2™*°™° in Form reduzierter Linge und Anzahl der Verzweigungen basaler
Dendriten der hippocampalen CA3 Neurone auf. Der abweichende Phinotyp ohne
Epilepsien und die nicht vergrosserte makroskopische Komponente der AMPA Rezeptor
Strome deuten jedoch darauf hin, das fiir diese Entwicklungsstorung andere als die
Epilepsie begiinstigenden Faktoren eine Rolle spielen, wie z.B. die extrem gesteigerte
Ca™ Permeabilit der AMPA Rezeptoren in dieser Mutante. Eine gesteigerte Ca**
Komponente der AMPA Rezeptor Strome korreliert auch mit dem Auftreten einer
weiteren Entwicklungstorung, Kleinwiichsigkeit, die bei allen epileptischen Mutanten und
bei GluR2™™* und GluR2 " auftritt.

Die bisherigen Daten sprechen also dafiir, das der epileptische Phédnotyp in Q/R Mutanten
akut, in Zusammenhang mit vergrosserten makroskopischen Stromen durch AMPA
Rezeptoren und moglicherweise in Zusammenhang mit dem Reifungszustand
glutamaterger intro-hippocampaler Netzwerke auftritt.

Zu B:

3.5 Glutamatrezeptor Untereinheiten in C. elegans: eine in silico Analyse

Ionotrope Glutamatrezeptoren sind in nahezu allen Nervensystemen die Vermittler
schneller, erregender, synaptischer Potentiale. Das Auftreten 18 verschiedener
Untereinheiten sowie verschiedener Splice- und Editierungsvarianten dieser
Untereinheiten im Gehirn der Sdugetiere spiegelt die weitreichende funktionelle
Bedeutung dieses Rezeptortyps im hochentwickelten Gehirn, u.a fiir der Ausbildung von
Gedichtnis-inhalten und Tierverhalten wider.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde anhand von in silico Analysen vorhergesagter
Glutamatrezeptor Gene untersucht, welche im Gen kodierte Vielfalt an Rezeptor
Untereinheiten in dem nur 302 Neurone umfassenden Nervensystem des Nematoden C.
elegans, einem einfachen und weit an der Basis des Evolutionsstammbaumes der Tiere
stehenden Organismus, vorliegt. Uber eine “Blast” Suche anhand von Glutamat Rezeptor
Sequenzen der Sduger in der C. elegans Proteindatenbank des NCBI wurden fiir den
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Nematoden 10 Gene identifiziert, die fiir Glutamat Rezeptor Untereinheiten kodieren. In
allen Untereinheiten wurden Dominen mit Ahnlichkeit zu den in Glutamatrezeptoren der
Sédugetiere auftretenden drei Transmembranregionen M1 und M3-4, der Membranschleife
M2 sowie der beiden Doménen fiir die Ligandenbindungsstelle identifiziert. Mit einem
anhand von Sequenzvergleichen der Glutamat Rezeptor Sequenzen verschiedenster
Organismen erstellten, Teile der M2 und die M3 Region beinhalteneden Konsensus Motif
der Glutamatrezeptoren (Sprengel et al., 2001): Wn,Gn,xxGn,sP(R/K)n,R/KnWWnFn,-
SYTANLAATF, zeigten 9 der 10 CelGluRs weitgehende Ubereinstimmungen. Das Gen
F22A3 erwies sich aufgrund zahlreicher Abweichungen von diesem Motif und der
insgeamt geringsten Sequenzverwandtschaft als relativ lose verwandt mit
Glutamatrezeptoren. Wie bei einem anderen Vertreter der Invertebraten, Drosophila
(Sprengel et al., 2001), sind auch in C. elegans die vier Glutamat Rezeptor Familien
AMPA, Kainat, NMDA und delta mit jeweils mindestens einem Gen vertreten. Inwieweit
Rezeptoren aus C. elegans allerdings die pharmakologischen Kriterien dieser Rezeptor
Einteilung erfiillen, bedarf weiterer Untersuchung. Eine Differenzierung in die einzelnen
aus Sdugern bekannten Genfamilien fiir Glutamatrezeptor Untereinheiten konnte mit der
Zuordnung der beiden NMDA Rezeptor Untereinheiten aus C. elegans zu den
Untereinheiten NR1 und NR2 getroffen werden, wihrend eine Zuordnung der Kainat
Rezeptor-dhnlichen CelGluRs zu den beiden Kainat Rezeptor Gen Familien der Sduger,
KA1-2 und GluR5-7, nicht méglich war. Fiir die Rezeptor Untereinheit NR3 tritt in C.
elegans kein analoges Protein auf. Der Sequenzvergleich der Glutamat Rezeptor
Untereinheiten von C. elegans und Sdugern zeigt eine hohe Konserviertheit der Glutamat
Rezeptor Familien im Lauf der Tierevolution. Gleichzeitig macht sich der hohe
evolutiondre Abstand zwischen Nematoden und Sédugern mit dem Unvermdgen
bemerkbar, Glutamat Rezeptor Untereinheiten aus C. elegans einzelnen Rezeptor
Untereinheiten innerhalb einer Genfamilie bei Sdaugern, z.B. GluR1-4, zuzordnen, da die
Verwandtschaft der AMPA Rezeptor Untereinheiten aus C. elegans untereinander sehr
viel grosser ist als gegeniiber den Verwandten bei Sdugern.

3.6 Untersuchung der Glutamat Rezeptoren aus C. elegans auf Q/R Editierung

Nach bisherigen Erkenntnissen gehoren neuronale Rezeptoren zu den in der Evolution
bevorzugten Substraten fiir mRNA Editierung nach dem positionsspezifischen A-I
Mechanismus. Urspriinglich in Gentranskripten ionotroper Glutamatrezeptoren der Sduger
entdeckt (Sommer et al., 1991), wurde dieser Typus der posttranskriptionellen
Modifikation von Primértranskripten inzwischen auch fiir neuronale Rezeptoren der
Invertebraten; den Kv2 K* Kanal des Tintenfischs (Patton et al., 1997) und die Rezeptor
Gene para, cac und DrosGluCl-a aus Drosophila (Palladino et al., 2000) nachgewiesen.
Gegeniiber allelescher Variation, welche im diploiden Organismus entweder kein, ein
oder zwei Allel(e) einer Proteinvariante in einem 0:1:2 Verhiltnis bereitstellt, bietet

44



Diskussion

mRNA Editierung die Mdoglichkeit einer stufenlosen Einstellung des Verhiltnisses
zwischen unmodifizierten und editierten Proteinvarianten, welche sich zudem nur in
einzelnen Aminosdurepositionen unterscheiden. In Zusammenhang mit der Tatsache, das
fast alle untersuchten Editierungsstellen in vivo nicht vollstindig, sondern nur zu einem
gewissen Prozentsatz editiert werden, wurde postuliert, dal mRNA Editierung nach dem
positionspezifischen A-I Mechanismus im Laufe der Evolution in Zusammenhang mit den
Vorteilen einer Feinabstimmung gewisser neurophysiologischer Prozesse entstand
(Seeburg, 2000). Damit stimmen Ergebnisse aus dem “Knockout” Experiment fiir die
einzige Doppelstrang-abhingige Adenosindeaminase ADAR in Drosophila iiberein: Die
Unterbindung der Editierung in den 25 bekannten Editierungsstellen in den Transkripten
der neuronalen Rezeptoren para, cac und DrosGluCl-a und vermutlich auch in allen in
Gentranskripten von Drosopila noch nicht identifizierten Editierungsstellen fiihrte zu
einem Phénotyp mit ausschliesslich neurologischen Stérungen und daraus resultierendem
verdandertem Tierverhalten, jedoch nicht zu morphologischen Veridnderungen oder
gesteigerter Lethalitdt der Mutanten unter optimalen Bedingungen (Palladino et al., 2000).
Besonders subtile Effekte auf neuronale Funktionen scheinen mit Ausname der Q/R
Editierung die meisten in Glutamatrezeptor Untereinheiten der Sdugetiere auftretenden
Editierungen hervorzurufen: Der Knock Out fiir die Deaminase ADAR?2 in der Maus, in
dem das Ausmal der Editierung fiir die meisten der in Glutamat Rezeptoren auftretenden
Editierungsstellen stark reduziert war, zeigten keinen erkennbaren krankhaften Phénotyp,
wenn in der Q/R Position eine Punktmutation von Q nach R, also fiir die Q/R-editierte
Version des GluR2 codierend, eingefiigt war (Higuchi et al., 2000). Die Editierung der
Q/R Position der AMPA Rezeptor Untereinheit GluR2 bildet eine Sonderfall insofern als
die Unterbindung des hier mit einer Effizienz >99% erfolgenden Editierungschrittes zu
der Expression von AMPA Rezeptoren mit extrem verdnderten
Ionenleitungseigenschaften und in der Folge zu letal verlaufenden neuronalen
Dysfunktionen fiihrt (Brusa et al., 1995). Bisher wurde die Q/R Editierung nur bei
Saugetieren nachgewiesen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob Q/R homologe Positionen in
Gentranskripten von Glutamat Rezeptoren eines einfach strukturierten Invertebraten, C.
elegans, ebenfalls editiert werden. Aus Sequenzanalysen von in silico vorhergesagten
Proteinen fiir C. elegans ging hervor, dal die beiden AMPA Rezeptor-dhnlichen
Untereinheiten CO6E1.4 und B0280.12 sowie zwei aus 5 Kainat Rezeptor-dhnlichen
Untereinheiten (K10D3.1 und C06A8.9-10) mit dem im Bereich der Q/R Position
gelegenen konservierten Sequenzmotiv "MQQ~ der nicht-NMDA Glutamat Rezeptoren
der Sdugetiere Identitit aufweisen und somit als Kandidaten fiir eine mogliche Editierung
des in Mittelposition des Sequenzmotifs befindlichen Glutamincodons in Frage kommen.
Interessanterweise liegt in einer weiteren Kainat Rezeptor-dhnlichen Untereinheit,
F41B4.1, ein Arginin (R) in Q/R homologer Position bereits im Gen kodiert vor.
Inwieweit jedoch dieses Arginin dem in editiertem GluR2 der Sduger auftretenden
Arginincodon funktionell analog ist, bedarf elektrophysiologischer Untersuchung, zumal
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die beiden iibrigen Aminosdurenpositionen des bei Sdugern hochkonservierten
"MQQ Motifs bei F41B4.1 abweichend besetzt sind: "LRA".

Uber Sequenzierung revers transkribierter mRNA aus C. elegans konnte fiir drei der vier
“Kandidaten” Untereinheiten gezeigt werden, dall deren Q/R homologe Positionen in vivo
nicht editiert sind. Das Gen K10D3.1 konnte aus den RNA Prédparationen nicht
amplifiziert werden, vermutlich aufgrund des Vorliegens zu geringer Mengen an RNA fiir
dieses ausschliesslich in einem Neuron exprimierte Gen (Brockie et al., 2001).
Interessanterweise treten die Gene K10D3.1 und F41B4.1, welches das Arginicodon in
Q/R homologen Position trigt, ausschliesslich in dem thermosensitiven Interneuron RIA
auf; ein sehr eingeschrinktes Vorkommen in Anbetracht der auf eine Anzahl von 120-360
geschiitzten glutamatergen Synapsen in C. elegans (Brockie et al., 2001).

Das Auftreten eines Argininkodons in Q/R homologer Position bei Glutamat Rezeptoren
von C. elegans kann also mit der Ausname des Interneurons RIA fiir das glutamaterge
System von C. elegans ausgeschlossen werden. Sind also AMPA und Kainat-dhnliche
Rezeptoren in C. elegans weitgehend Ca**-permeabel? In diesem Zusammenhang ist von
Interesse, da3 die meisten der AMPA- und Kainat Rezeptoren exprimierenden Neuronen
in C. elegans nicht gleichzeitig NMDA Rezeptoren exprimieren, wihrend bei Sdugern
meist beide Rezeptortypen in denselben Nervenzellen und in den Synapsen kolokalisiert
auftreten. Ist also die bei Sdugern bestehende Aufgabenverteilung fiir synaptische
Funktionen zwischen NMDA- und AMPA Rezeptoren auf der Evolutionsstufe der
Nematoden noch nicht oder wenig etabliert? Mit der Expression nicht-editierter AMPA
Rezeptor Untereinheiten in der Maus wurde bereits gezeigt, das der vermehrte Ca*
Einstrom durch mutierte AMPA Rezeptoren in Bezug auf den Langzeit
Potenzierungseffekt an der Synapse funktionell NMDA Rezeptoren ersetzen kann
(Feldmeyer et al., 1999). Bei C. elegans konnten Ca*- permeable AMPA Rezeptoren in
dhnlicher Weise Funktionen erfiillen, die bei Sdugern den NMDA Rezeptoren zufallen.
Dies ist jedoch zunichst spekulativ.

Ob die in C. elegans exprimierten AMPA und Kainat Rezeptor-dhnlichen Untereinheiten
in ihren elektrophysiologischen Charakteristika mit ihren nicht Q/R editierten Analoga der
Sduger tatsdchlich vergleichbar sind, bedarf vor allem in Anbetracht starker
Abweichungen von dem erwihnten "MQQ~ Motiv bei drei der Kainat Rezeptor dhnlichen
Untereinheiten und der nicht bekannten Kombinationen zu Rezeptoren, die diese
Untereinheiten eingehen, nun umfassender elektrophysiologischer Untersuchungen.
Weiter ist zu untersuchen, ob andere posttranskriptionelle Modifikationen in Glutamat
Rezeptoren von C. elegans die Rezeptor Familie zu vergrossern.
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3.7 Nicht-Editierung der Q/R und R/G Editierungsstellen in GluR2 Minigenen
durch die Deaminase T20H4 4 aus C. elegans in vitro

Inosin, das Reaktionsprodukt aus der Deaminierung eines Adenosins in RNA durch
Doppelstrang RNA abhingige Adenosindeaminase Aktivitidt, wurde bisher in allen
daraufhin untersuchten Vielzellern, u.a. in C. elegans, nachgewiesen. Fiir C. elegans
wurden bisher ausschliesslich in Introns gelegene Editierungsstellen nachgewiesen, die
Entdeckung weiterer, moglicherweise auch in kodierenden Sequenzen gelegener
Editierungsstellen ist in Anbetracht der Eingeschrinktheit der bisherigen Suche nicht
auszuschliessen. (Morse, Bass, 1999). Uber in silico Analysen vorhergesagter
Proteinsequenzen konnten fiir C. elegans zwei Kandidaten Gene fiir Doppelstrang-
abhédngige Adenosindeaminasen (ADARSs) identifiziert werden. Beide vorhergesagten
Gene weisen Sequenzen mit Ahnlichkeit zu dem katalytischen Zentrum und dsRNA
bindenden Dominen bekannter ADARs auf. Fiir CelADARI1 wurde eine hohere
Sequenzverwandtschaft zu Adenosindeaminasen der Sduger festgestellt als fiir
CelADAR2.

In einem in vitro Experiment wurde die Funktion von CelADARI als Deaminase
iiberpriift. Uber Kotransfektion von CelADAR1 mit Minigenen, welche Fragmente des
GluR2 Gens einschliesslich der Q/R und R/G Positionen und der zugehorigen ECS
Elemente enthielten, in HEK Zellen wurde gezeigt, dal CelADARI1 diese
Editierungsstellen nicht editiert. Das Negativ Ergebnis schliesst eine Funktion von
CelADARI1 als Deaminase in vivo nicht aus. Der hohe evolutionire Abstand zwischen
Deaminasen der Sduger und C. elgans und daraus resultierende Sequenzdivergenzen z.B.
die dsRNA bindenden Doménen betreffend mdgen dazu beitragen, dal ein Enzym aus C.
elegans Editierungsstellen in einem Gen der Ratte nicht “erkennt”. Auch ein Nicht-
Funktionieren von CelADAR1 aufgrund der Expression des Gens in "fremder”
Umgebung, der HEK Zelle, ist denkbar. Fiir zukiinftige Ansitze zur Uberpriifung der
Deaminase Funktion von CelADARI sollte auf “Knock Out” oder “Knock Down”
Verfahren zuriickgegriffen werden.
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4. Methoden

4.1 Expressionsanalysen

4.1.1 Hybridisieren von Nitrozellulosefiltern

Vor dem Hybridisieren wurden die NC Filter fiir 1-2h in Quickhyb inkubiert. Die
Hybridisierung der Southernblots erfolgte bei 42 °C fiir 2-3h in einem Rotationsinkubator.
Pro Filter wurden ca. 2x10° cpm der radioaktiv markierten Sonde eingesetzt. Das
Waschen der Filter erfolgte zunédchst bei Raumtemperarur mit 2xSSC, dann stringent bei
55 °C mit 0.1xSSC. Northern Blots wurden nach einer Prihybridisierung fiir 1h in
Quickhyb bei 65 0°C fiir 2-3 h unter Einsatz von 2x10°> cpm der radioaktiv markierten
Sonde hybidisiert. Der stringente Waschgang erfolgte bei 65°C fiir 2x15 min.

4.1.2 cDNS Synthese und RT PCR

RNS wird aus den Gehirnen von Méusen nach der Methode von Chomczynski und Sacchi
(1987) isoliert. Um mogliche Verunreinigungen durch DNA zu entfernen, wird die RNA
fiir 1h bei 37°C mit 1U/ug RNA RNAse freier DNAsel (Boehringer Mannheim) und
2U/ugRNA RNAsin in Puffer B (10mM Tris-HCI ph7.5, 10mM MgCl,, 5S0mM NacCl,
ImM DTT) inkubiert. Nach Extraktion mit Phenol und Chloroform und
Ethanolprézipitation wird die RNA in Wasser gelost. Fiir die Reverse Transkriptase
Reaktion werden 1-5ug dieser RNA zusammen mit 200ng Hexamerprimern (dNG6,
10ng/ul, Boehringer Mannheim) in einem Volumen von 17ul fiir 10min bei 72°C
denaturiert und danach auf Eis gestellt. Dann werden 10ul RT-Mix (50mM Tris HCL
ph8.5, 75mM KCl, 3mM MgCl,), 10mM DTT, 20U RNAsin (Fermentas) und 500uM je
dNTP (Pharmacia) zugegeben. Nach der Entnahme eines Aliquots von 10ul fiir
Kontrollreaktionen (Mock PCR) und Zugabe von 200U reverse Transkriptase (MMLYV,
BRL) zu dem verbliebenen 20ul, werden beide Aliquots fiir 60 min bei 37°C inkubiert.
Verbliebene RNS wird anschliessend durch Erhitzen auf 95°C fiir 10 min denaturiert. Je
1-3ul aus beiden Aliquots werden fiir die RT PCR eingesetzt. Die erwartete Grosse der
PCR Fragmente und das Fehlen von Produkten in der Mock Kontrolle werden durch
Agarose Gelelektophorese tiberpriift.
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4.2 Zellkultur

4.2.1 Gewinnung und Kultur primirer Maus-Fibroblasten

Um die Expression eines Transgens zu analysieren, ohne die Versuchstiere dafiir téten zu
miissen (zB bei Founder Tieren), werden primére Zellkulturen von transgenen Miusen
angelegt. Zur Gewinnung von Mausohr Fibroblasten (MOFs) werden den Versuchstieren
im Alter P10-12 mit der Schere Ohrspitzen abgenommen und diese in DMEM Medium
mit 10% FCS, 3xPen/Strep aufbewahrt. Nach dem Zerkleinern des Gewebes mit Schere
und Pinzette wird dieses in Zellkulturschalen mit 2ml Medium mit 1mg/ml Kollagenase Ia
(Sigma) UN bei 37°C inkubiert. Mit Hilfe einer Glaspipette, deren Austrittsoffnung durch
Schmelze iiber der Flamme eines Bunsenbrenners verengt wurde, werden die Zellen durch
Auf- und Abpipettieren der Suspension vereinzelt und in 15ml Rohrchen bei 1500rpm fiir
5 min abzentrifugiert. Nach dem Vereinzeln werden die Fibroblasten auf 3,5cm
Kulturschalen in DMEM Medium (10%FCS, 3xPen/Step) ausgesit. In den folgenden
Wochen werden die Zellen jeden zweiten Tag mit PBS gewaschen und mit frischem
Medium versorgt. Mit Beginn der zweiten Woche wurde die Konzentration an Pen/Strep
im Kulturmedium von 3x auf 1x reduziert. Nach Expansion der Kultur auf ca. 80%
Konfluenz werden die MOFs durch Inkubation mit Ca’*-Mg-freiem EDTA von ihrer
Unterlage abgelost, abzentrifugiert und nach Resuspension in frischem Medium auf 2-4
neue Kulturschalen verteilt.

4.2.2 Transfektion von Fibroblastenkulturen

Fiir die Transfektion mit DOTAP (Boehringer Mannheim) wurden Fibroblastenkulturen
mit einer Konfluenz von 50-80% verwendet. In einem Transfektionsansatz wurden in
getrennten Reaktionsgefden 30ul Transfektionsreagenz bzw Sul zu transfizierende DNA
mit HBS (Hepes, 20mmol/l; NaCl, 150mmol/l; ph7.4) zu einem Volumen von jeweils
100ul verdiinnt. Nach Vereinigung beider Ansitze und einer Inkubationsdauer von 10min
wurde die Transfektions Reagenz/DNA Mischung zu dem in den Kulturschalen
vorgelegten Medium (5.8ml) zupipettiert. Die Inkubation erfolgte UN bei 37°C und 5%
CO, und anschliessend fiir weitere 48h nach Entfernen der Transfektionsmischung durch
Austausch des Kulturmediums

4.2.3 Kultur und Transfektion von HEK293 Zellen

HEK?293 Zellen (ATTC: CRL 1573) wurden in MEM Medium unter Einsatz von 10%
hitzeinaktiviertem fotalem Kilberserum, 2mM L-Glutamin, Penicillin (100U/ml) und
Streptomycin (100mg/ml) auf 94mm-Kulturschalen kultiviert. Die Umgebungstemperatur
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betrug 37°C bei 90% Luftfeuchtigkeit und einer CO, Konzentration von 5%. Die
Transfektion erfolgte nach der CaCl,-Methode. Pro Kulturschale mit einer Konfluenz von
50-60% wurden 10ug Plasmid DNS eingesetzt. Dazu wurde die Plasmid DNS mit 62.5ul
2M CaCL, und Wasser zu einem Endvolumen von 500ul versetzt. Bei beginnender
Eintriilbung ca. 2min nach Zugabe von 500ul BBS wurde die Losung auf die Kulturschale
aufpipettiert. Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 37°C und 3%CO, fiir 24h,
anschliessend bei 37°C und 5% CO, fiir weitere 24 h.

4.24 Priparation von RNS aus HEK293 Kulturen

Die Prédparation von RNS aus HEK Zellen erfolgte nach dem Tri Reagent
(RNA/DNA/Protein Isolation Reagent) Protokoll. Fiir die Lyse der HEK Zellen wurde pro
9cm Kulturschale 1ml Tri Reagent verwendet.

4.3 Histologie

4.3.1 Priparation von Mausgehirnen

Die Versuchstiere wurden durch CO,, welches beim Bespriithen von Trockeneis mit
Wasser freigesetzt wird, in einem abgeschlossenen Behilter erstickt. Nach dem Ertffnen
der Schideldecke wurde das Gehirn entnommem und 1) fiir spétere in Situ Analysen auf
Trockeneis eingefroren. 2) fiir X-Gal Firbungen in 4% Paraformaldehyd/PBS (137mM
NaCL, 2.7 mM KCl, 0.3mM Na,HP0,/2H,0, 1.4mM KH,PO,) fixiert, mehrmals mit PBS
gewaschen und anschlieBend bei 4°C in PBS aufbewabhrt.

4.3.2 X-Gal Firbung

Gehirne wurden nach der Entnahme fiir 2h in 4% Paraformaldehyd fixiert und
anschliessend mehrmals mit PBS gewaschen. Nach dem Einbetten in Agarose (2%
Seakem LE in Pbs) wurden am Mikrotom (Leica VT 1000S) 100um dicke Gehirn
Schnitte angefertigt. Diese wurden anschliessend mit X-Gal Farbelosung (SmM
K, ,Fe(CN),, SmM K, Fe(CN),, 2mM MgCl,, 2mg/ml X-Gal in Dimethylformamid/PBS)
bis zum Eintreten der Farbung behandelt. Nach dem zweimaligen Waschen in PBS und
anschliessend in 10mM Tris/HCL ph7,5 wurden die Schnitte auf Objekttriger iibertragen.
Nach dem Trocknen wurden sie in Xylol iiberfiihrt und danach in Eukitt eingebettet.
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4.3.3 In-Situ Hybridisierung

Mit dieser Methode wird die Expression von mRNA in Zellgeweben nachgewiesen. Die
Gehirne von Versuchstieren wurden freipripariert und bei —70°C eingefroren. An einem
Cryostaten (Bright/Model OTF) wurden davon Gefrierschnitte der Dicke 15um
angefertigt. Diese wurden auf Ojekttriger iibertragen, in 4% Paraformaldeyd/PBS fiir
Smin fixiert, in PBS kurz gewaschen und anschliessend in einer Alkoholreihe (70%
Ethanol, 95%ZEthanol) dehydriert. Fiir die radioaktive Markierung der Oligonukleotid
Sonde werden in einem 20ul Reaktionsansatz 0,3pmol Antisense Oligo in
I1xReaktionspuffer (Boehringer Mannheim), 2,5mM CoCl2, 18.5uCi 35S-ATP, 25U
Terminal Transferase (Boehringer Mannheim) fiir 5-8min bei 37°C inkubiert. Die
Beendigung der Reaktion erfolgt durch Zugabe von 50ul TE. Nicht eingebaute Nucleotide
werden iiber Zentrifugation durch eine Biospin 6 Sidule (Biorad) abgetrennt. Vor der
Inkubation werden die Gehirnschnitte 30min bei Raumtemperatur gerocknet. Auf jeden
Gehirnschnitt werden 100ul Hybridisierungspuffer (50% Formamid, 30mM NaCl, 3mM
Natriumcitrat, 10% Dextransulfat, 0,1M DTT) und radioaktiv markiertes Oligo
(3x10’cpm/pmol) aufgetragen. Um Verdunstung der Hybridisierungspuffers zu
verhindern, werden die Objekttrager mit Parafilm bedeckt und in einer mit
Hybridisierungspuffer dampfgesittigten Kammer bei 42°C UN inkubiert. Um
iberschiissiges und unspezifisch hybridisiertes Oligo zu entfernen, werden die Schnitte
mehrfach gewaschen (nacheinander: 5min bei RT mit 1xSSC, 20min bei 60°C mit 1xSSC,
Smin bei RT mit 1xSSC, 3min bei RT mit 0.1xSSC). Nach der Entwisserung in einer
Alkoholreihe (70% Ethanol fiir 5Smin, 95% Ethanol fiir 5min) werden sie bei RT
getrocknet. Fiir die Autoradiographie wurde der Kodak X-omat Film verwendet.

4.4 Elektrophysiologische Messungen

Die elektrophysiologischen Messungen der AMPA Rezeptor Stréme wurden in der Abt.
Zellphysiologie am MPI fiir med. Forschung (Prof. Sakmann) durchgefiihrt. Es wurden
sagittale Schnitte des Hippocampus (300um) préapariert (Edwarts et al., 1989)
Gehirnschnitte wurden in Extrazellularlosung (125mMNacCl; 2,5mM KCl; 25mM
NaHCO;; 1,25mM NaH,PO,; 2mM CaCl,; ImM MgCl,), die mit 95%0, und 5%CO,
angereichert war, aufbewahrt. Die Analyse der AMPA Rezeptor Strome erfolgte an
‘nucleated patches’ von akuten Schnittpriparaten. “nucleated patches” werden durch
Anlegen eines negativen Drucks an die Zelle und dem vorsichtigen Herausziehen des
Nukleus erzeugt. Dabei schliesst sich die Plasmamembran des Zellkorpers um den
angesaugten Kern und erlaubt die Messung der Strome der AMPA Rezeptor Population in
dieser Membran. Zur Aktivierung der AMPA Rezeptoren wird Glutamat (100mM) in
einem 100ms Puls aus einer Theta Applikationspipette, die piezoelektrisch verschoben
werden kann, auf die Membran gespiilt. Gleichzeitig werden NMDA Rezeptoren durch
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Verabreichen von APV (100uM) blockiert. Die AMPA Rezeptor Strome wurden in
Natrium reicher Losung (135mM NaCL; 54mM KCI; 1,8mM CaCl,; ImM MgCl,; 5SmM
Hepes NaOH; pH7,2) und Ca*reicher Losung (30mM CaCl,; 105mM N-methyl-D-
glucamine; SmM Hepes-HCI; ph7,2) gemessen. Die Intrazellular-I6sung enthielt 140mM
CsCl, 10mM EGTA, 2mMMgClL,, 2mM ATP und 10mM CsOH (ph7,3). Das P.,/Py,
Verhiltnis wurde aus den in Natriumreicher und Calciumreicher Losung gemessenen
Umkehrpotentialen (V,y, und V ) nach folgender Gleichung berechnet: P, /Py, =
0,25a,/ac,{eXpl(2V vca- View) F/RT] +eXp[(V evca~ Viewna) F/RT]} wobei a, und ay, fiir die
Aktivitit der Na* und Ca* in der Extrazellularlosung steht. Uber P /Py, wurde P; fiir 1,8
mM Ca™ in der Extrazellulédrlosung und ein Membranpotential von —60 mV berechnet: Pf
= 1/[1+(Py/Pc,) (an/ac,) (1-exp(2V, F/RT))/4].

revCa2+

4.5 Tierbeobachtung und Schliisseltest

Um abnormes Verhalten der Mutanten zu registrieren, wurden Mutanten und
Wildtypkontrolltiere in ihren Versuchskédfigen durch eine Infrarot Videokamera
tiberwacht. Die Auswertung erfolgte anhand von Videoband Aufzeichnungen.

Zur Detektion gesteigerter Epilepsieanfilligkeit der Mutanten gegeniiber Wilddtyp wurde
der Schliisseltest eingesetzt: Aus fritheren Experimenten mit den epileptischen Mutanten
GluR2"4ESS  GluR2*NmnsNee " ADAR2™ war bekannt, daB mit Hilfe eines Schliisselbundes,
der in unmittelbarer Nidhe der Versuchstiere (Abstand 20-30 cm) zum Klingeln gebracht
wurde, in diesen Mutanten in der 2-3 postnatalen Woche epileptische Anfille ausgelost
werden konnten. Fiir GIuR2""?™" und C57BL6-Wildtyp wurden Schliisseltests fiir eine
Dauer von ca. 30 sec durchgefiihrt.

4.6 Molekularbiologische und zellbiologische Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit angewandten standartisierten Arbeitstechniken wie zb. die
Préparation von DNA, RNA und Protein, die Subklonierung von DNA-Fragmenten, PCR
Verfahren, Blotting Methoden sind in folgenden Nachschlagewerken beschrieben und
nicht in diesem Methodenteil aufgefiihrt.

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, J. Sambrock, E. F. Frisch, T. Maniatis

Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989
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4.7 Serviceleistungen

4.7.1 Pronucleusinjektion

Pronucleusinjektionen wurden im transgenen Labor des ZMBH durch Frank Zimmermann
durchgefiihrt.

Literatur: Manipulating the mouse embryo, B. Hogan, R. Beddington, F. Costantini, E.
Lacy, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1994

4.7.2 Haltung transgener Miuse

Die Versuchstiere wurden entsprechend den Bedingungen des Tierschutzgesetzes in dafiir
vorgesehenen Einrichtungen gehalten. Im Rahmen dieser Arbeit genutzt wurden die
Versuchstierhaltung (VTH) des ZMBH und das zentrale Tierlabor am MPI. Die
Versorgung der Versuchstiere aus dem Projekt GluR2 Qtrans” mit
Doxycyklinhydrochlorid (Sigma) erfolgte in den VTHs iiber das Trinkwasser zusammen
mit 5% Sucrose.

4.7.3 DNS Sequenzierung

Die Sequenzierung der Plasmide und DNS Fragmente erfolgte automatisch nach dem Dye
Terminator Cycle Sequencing Protokoll und wurde von H. GroBkurth in unserem Labor
durchgefiihrt.

4.74 Oligonukleotidsynthese

Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte auf einem DNS Synthesizer (ABI) und wurde
am ZMBH von der Arbeitsgruppe Dr. R. Frank durchgefiihrt.
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5 Material

5.1 Liste der verwendeten Oligonukleotide

tTal
tTA2
tTA3
tTA4
tris5

Bfus
lamlo3”
rsb10exb
rspl10
BgPCR2
B52
Lac5”
Lac3”
LacZ21
globin3
hgh rev

GTGATTAACAGCGCATTAGAGC
AGAAGCTAGGTGTAGAGCAG
CGCCGTCTAACTGGAGCTCGTCC
GAAGGCTGGCTCTGCACCTTGGTG
GTCTGCGAGGGCCAGCTGTTGG
GATATAATGGTACCCTTTAACATG
GCGGTACCTCGTACCACCATTTG(TCO)TTTTCA
GGGGATCCAAGTATGGGGCCAGG
CCCCTGCTGATGGAGAAGAGC
GCGGTACCTTGGCGAAATATCGCATC
GCGAATTCACACAAAGTAGTGAATCAACT
TTACGATGCGCCCATCTACAC
TTACCCGTAGGTAGTCACGCA
GGGATTGGTGGCGACGACTC
CCACACCAGCCACCACCTTCT
TAGAAGGACACCTAGTCAGACAA

In-situ Hybridisierung

tTAis

CATCTCAATGGCTAAGGCGTCGAGCAAAGCCCGCTTATT

Amplifikation von Cel GluR Untereinheiten

Stel
Ste2
Ste3
Ste4
Ste5
Ste6
Ste7
Ste8

CGCGGTACCGAGAGAGAACGAGCAGTTGAC
GCGTCTAGAGAGTGAAGAACCACCAACACG
CGCGGTACCGGAGAACTTCTGAGTGGAAGAGC
GCGTCTAGAACGCAGCCGAGTTAGCAGTG
GGAGAATTCCAGAGAGGGGATGCAG
CGCTCTAGAGTCTGTGCAGCCAAATCATCTGC
AGCGAATTCCTCGAACCTCTTTCACTGACAG
CCTTCTAGAGAACTATTCACGAAGACTCCAG

Klonierung der Cel Deaminase T20H4 .4

Stel3
Stel4
Stel5
Stel6
Stel7

GCGTCTAGAGTGTCCGTCGAAGAAGGTATGGAAG
GCACGGTACCCATACCTTTATCAATTTTGAATCG
ATGGGTACCGTGCTCGGTGGTGCTTCTGAG
GCGAATTCTTAATTTATAGTAAACATTTGAAATTCTCGT
ATTTCATGGATCCGTTCGGTTGG
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Ste20 GCGGATCCGCGTGAGGACAACACAGAAGCAG
Ste21 CGGAATTCCTACCACCATCAGACGTTCCTG
Ste22 CGGGTACCGCTCCTCGCTTCAATCCTACTTCG
Ste23 CGTCTAGAGCCAAGGTGGCGGATCGACAGC

Expression von GluR2 Minigenen in HEK293 Zellen
MH50 GACCCTGTAGGAAAAATCTAACC

Bint ATTTCATGGATCCGTTCGGTTGG w
Rsp23 GGCGGAATTCCCCGTGCCAAGAGTG

5.2 Computerprogramme

Adobe Photoshop 5.0.2

Canvas 7

DNS Strider 1.2 Microsoft Office 6.0
Ofoto 2.0

PRISM Autoassembler

Prism 377 Collection

Prism Sequencing Analysis
DNASTAR Megalign

DNASTAR Mapdraw

DNASTAR Genequest
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6. Anhang

6.1 Abkiirzungen

A

Abb.
AMPA
AMPAR
apoB
APOBEC-1
bp

bzw.
cDNA

C
CA(1-4)
CaMKII
Cel
CMV
Dox

DG
DNA
DRADA
DTT
EDTA
EPSP

G

G
GABA
GluR

h
HEK?293
I

kD

m

M1-4
mRNA
min

NC
NMDA
NMDAR
PBS

Adenosin

Abbildung
a.-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsdure
AMPA Rezeptor

Apolipoprotein B

ApoB-mRNA Editierungs Cytidin Deaminase 1
Basenpaare

beziehungsweise

zur mRNA komplementéire DNA Sequenz
Cytidin

Cornus Ammonis = Ammonshorn
Kalzium/Kalmodulin abhéngige Proteinkinase II
Nematode Caenorhabditis elegans
Cytomegalovirus

Doxycyclin

Gyrus dentatus

Desoxyribonukleinsdure

Doppelstrang RNA-Adenosindeaminase
Dithiothreitol

Ethylendinitrilotetraessigsiure, Dinatriumsalz-Dihydrat
erregendes postsynaptisches Potential
(Nukleotid) Guanosin

(Aminoséure) Glyzin

v-Amino Buttersdure

Glutamatrezeptor

Stunden

Humane, embryonale Nierenzelle

Inosin

Kilodalton

Maus (Mus musculus)

membranstindige Doménen integraler Membranproteine
Boten RNA

Minuten

Nitrocellulose

N-Methyl-D-Aspartat

NMDA-Rezeptor

Phosphatsalzpuffer
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PCR

—

RT
RT
REDI1
SDS
sek
tTA

TE
X-Gal
z.B.
ZNS

Polymerasekettenreaktion

Glutamin

Ratte (Rattus norvegicus)

Arginin

(PCR) Reverse Transkription

Raumtemperatur

ds-RNA spezifische Editase 1 (=ADAR?2)
Natriumdodecylsulfat

Sekunden

Tetrazyclin-abhéingiger Transaktivator
Thymidin

Tris/EDTA-Puffer (10mM Tris, 0,ImM EDTA)
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-b-D-Galaktopyranosid
zum Beispiel

zentrales Nervensystem
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6.2 Abbildungs-Verzeichnis

Abbildung 1: Ionotrope Glutamat Rezeptoren der Sidugetiere

Abbildung 2: A) Schematische Darstellung des Expressionsplasmids pUB2a mit tTA-
abhingig und bidirektional exprimierbaren Reportergenen. B) Schematische Darstellung
des Konstrukts pGluR2" Qtrans”.

Abbildung 3: A) Schematische Darstellung des Targeting Konstrukts NR1/tTA. B)
Schematische Darstellung des Targeting Konstukts GluR2/tTA.

Abbildung 4: X-Gal Firbung an Gehirnschnitten von GIuR2*"®™" im Alter P45.
Abbildung 5: Relative Ca* Permeabilitit der AMPA Rezeptoren in CA1 Pyramidenzellen
von GluR2+ Qs

Abbildung 6: Southern Blot fiir GluR2"%™*" mit EcoRI verdauter DNA aus Mausleber.
Abbildung 7: Elektropherogramme fiir die Sequenzanalyse revers transkribierter, aus dem
Vorderhirn von GluR2*"?"** und C57BL6 Wildtyp stammender RNA.

Abbildung 8: Schliisseltestexperiment.

Abbildung 9: Relative Hiufigkeit Schliisseltest-induzierter epileptischer Anfille bei
GluR2"""* und C57BL6 Wildtyp im Alter P19-27.

Abbildung 10: Liste der CelGluR Untereinheiten mit zugehdrigen Cosmiden folgend der
Nomenklatur der CELGenbank des Sanger Centre und der zugehorigen ESTS.
Abbildung 11: Genverwandtschaft der Cel- und rGluRs anhand der Sequenzéhnlichkeit.
Abbildung 12: Genverwandtschaft der Cel GluRs.

Abbildung 13: Sequenzvergleich der Cel GluRs und einer Auswahl an rGluRs fiir einen
Sequenzabschnitt, der die Membranregionen M1-4 und die Glutamat Bindungstelle (S1, -
2) beinhaltet.

Abbildung 14: Vergeich der Nucleotid und Aminosduresequenz im Bereich der Q/R
Position zwischen rGluR2 und CelGluRs.

Abbildung 15: Untersuchung der Q/R homologen Positionen der CelGluRs CO6E1 4,
B0820.12-K04G7, und CO6A8.9-10 auf in vivo Editierung.

Abbildung 16: CelADARs: Genstruktur von T20H4 .4=CelADAR1 (A) und
HI15N1.1=CelADAR?2 (B). C) phylogenetischer Baum der Cel- und rADARs.
Abbildung 17: Sequenzvergleich zwischen CelADART1 und der Sequenz-dhnlichsten
Adenosindeaminase der Ratte, rADAR1 (=DRADA).

Abbildung 18: Sequenzvergleich zwischen CelADAR?2 und rADAR?2.

Abbildung 19: Koexpression von CelADAR1 (T20H4 .4) mit rGluR2 Minigenen in
HEK293 Zellen zur Uberpriifung der Deaminaseaktivitit von T20H4 4 an Q/R und R/G
Editierungsstellen in rGIluR?2 in vitro.
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