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,,Alle Wissenschaftler versuchen, an der Pyramide menschlichen Wissens weiter

zu bauen. Ich hoffe, dass ich einen kleinen Stein dazutun konnte.*

Stephen Hawking



l. Zusammenfassung

Der zur Familie der pentameren ligandengesteuerten lonenkanale zugehdrige Glycinrezeptor
(GlyR) ist ein wichtiger Vermittler synaptischer Inhibition im Zentralnervensystem von
Saugetieren. GlyR-Mutationen fuhren zur neurologischen Bewegungsstorung Hyperekplexie.
Aufgrund fehlender struktureller Daten ist die intrazelluldare Loop-Struktur zwischen den
Transmembransegmenten 3 und 4 (TM3-4 Loop) eine weitgehend unerforschte Domane des
GlyR. Innerhalb dieser Doméne wurden Rezeptortrunkierungen sowie Punktmutationen
identifiziert. Rezeptortrunkierung geht mit Funktionslosigkeit einher, welche jedoch durch
Koexpression des fehlenden Sequenzabschnitts zum Teil wiederhergestellt werden kann.
Innerhalb dieser Arbeit wurde die Interaktion zwischen trunkierten, funktionslosen GlyR und
sukzessiv  verklrzten Komplementationskonstrukten untersucht. Dabei wurden als
Minimaldomanen fur die Interaktion das C-terminalen basische Motive des TM3-4 Loops, die
TM4 sowie der extrazelluldre C-Terminus identifiziert. Die Riickkreuzung transgener Méause,
die das Komplementationskonstrukt iD-TM4 unter Kontrolle des GlyR-Promotors
exprimierten, mit der oscillator-Maus spd®, die einen trunkierten GIyR exprimiert und 3
Wochen nach der Geburt verstirbt, hatte aufgrund fehlender Proteinexpression keinen Effekt
auf die Letalitat der Mutation. Des Weiteren wurde die Bedeutsamkeit der Integritat beider
basischer Motive **RFRRKRR**? und **KKIDKISR**? im TM3-4 Loop in Kombination mit
der Loop-Lange fur die Funktionalitdit und das Desensitisierungsverhalten des humanen
GlyRal anhand von chimdren Rezeptoren identifiziert. Eine bisher unbekannte
Patientenmutation P366L innerhalb des TM3-4 Loops wurde mit molekularbiologischen,
biochemischen und elektrophysiologischen Methoden charakterisiert. Es wurde gezeigt, dass
die mutierten Rezeptorkomplexe in vitro deutlich reduzierte Glycin-induzierte
Maximalstrome sowie eine beschleunigte SchlieBkinetik aufweisen. P366L hat im Gegensatz
zu bereits charakterisierten Hyperekplexiemutationen innerhalb des TM3-4 Loops keinen
Einfluss auf die Biogenese des Rezeptors. P366 ist Teil einer mdglichen Poly-Prolin-Helix,
die eine Erkennungssequenz fir SH3-Domaénen darstellt. Ein potenzieller Interaktionspartner
des TM3-4 Loops des GlyRal ist Collybistin, welches eine wichtige Rolle bei der
synaptischen Rezeptorintegration spielt und die Verbindung zum Zytoskelett vermittelt. An
der inhibitorischen Synapse verursacht P366L durch die Reduzierung postsynaptischer
Chloridstrome, das beschleunigte Desensitisierungsverhalten des GlyRal sowie ein
veréndertes Interaktionsmotiv Stérungen der glycinergen Transmission, die zur Auspragung

phanotypischer Symptome der Hyperekplexie fiihren.



Il.  Summary

The glycine receptor (GlyR) belongs to the superfamily of pentameric ligand-gated ion
channels and mediates synaptic inhibition in the central nervous system of mammals. GIyR
mutations lead to the neuromotor disorder hyperekplexia. Due to the lack of structural data,
the intracellular loop between transmembrane segments 3 and 4 (TM3-4 Loop) is considered
as the most unexplored domain of the GlyR. Within this domain receptor truncations as well
as point mutations have been identified. Receptor truncation correlates with non-functionality
that can be partially restored by coexpression of the missing sequence. In this work, the
interaction between a truncated non-functional GIlyR and successively truncated
complementation constructs was investigated. The C-terminal basic motif of the TM3-4 loop,
the TM4 and the C-Terminus were identified as the minimal domain required for interaction.
Backcrossing of a transgenic mouse line expressing the complementation construct iD-TM4
under the control of the GIyR promotor, with the oscillator mouse spd® expressing a
truncated GlyR leading to death 3 weeks after birth, was unsuccessful and did not influence
the lethality of the mutation, most probably due to the lack of transgene protein expression. In
addition the importance of the integrity of both basic motifs **RFRRKRR®*? and
K KIDKISR®*? within the TM3-4 loop in combination with loop length were shown to be
essential for functionality and desensitization behavior of the human GlyRal using chimeric
receptors. An unknown TM3-4 loop mutation P366L was characterized using biomolecular,
biochemical and electrophysiological approaches. It was demonstrated that mutated receptor
complexes display remarkably reduced glycine-induced maximal currents in addition to
accelerated channel closing kinetics in vitro. In contrast to previously analyzed hyperekplexia
mutations within the TM3-4 loop, P366L exhibits no influence on receptor biogenesis. P366
is located in a sequence probably forming a poly-proline helix, which serves as a recognition
sequence for SH3 domains. One prospective interaction partner is collybistin, which plays a
major role in the process of synaptic receptor integration and connects the receptor complex
to the cytoskeleton. At the site of the inhibitory synapse, P366L causes reduced chloride
currents, accelerated desensitization behavior of the GlyRal and an altered interaction motif
leading to disturbed glycinergic neurotransmission that result in formation of phenotypic

symptoms of hyperekplexia.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das zentrale Nervensystem

Als das zentrale Nervensystem (ZNS) bezeichnet man bei Wirbeltieren jene
Nervenstrukturen, die vom Gehirn und Rickenmark gebildet werden und flr die zentrale
Reizverarbeitung verantwortlich sind. Dazu gehtren (i) die Integration aller internen und
externen sensorischen Reize, (ii) die Koordination aller motorischen Einheiten des
Organismus sowie (iii) die Regulation aller dafir notwendigen internen
Abstimmungsvorgénge zwischen Organsystemen. Das ZNS erflllt auf diese Weise die
Aufgabe alle Informationen Uber die Umwelt und den Organismus selbst zu verarbeiten und
auf Veranderungen mit prazisen und hochspezifischen Reaktionen optimal zu antworten.
Demzufolge ist es ein wesentlicher Bestandteil der fundamentalen Eigenschaft des Lebens,

welchen man Erreg- oder Reizbarkeit nennt.

Bei Wirbeltieren unterscheidet man das ZNS vom peripheren Nervensystem (PNS). Letzteres
bezeichnet Nervenstrukturen auBerhalb des Schddels und des Wirbelkanals, welche
hauptséachlich aus den Hirn- und Spinalnerven sowie dem enterischen Nervensystem bestehen.
Diese Abgrenzung ist jedoch rein topografisch, da die Nervenfortsdtze des PNS fast
ausnahmslos in das ZNS ziehen, in welchem die eigentliche Informationsverarbeitung
stattfindet. Im Gegensatz zum ZNS ist das PNS nicht durch Knochen oder die Blut-Hirn-

Schranke geschtzt.

1.2. Die Nervenzelle

Die Nervenzelle (Neuron) bildet die strukturelle und funktionelle Grundeinheit des
Nervensystems. Neuronen sind auf die Erregungsleitung spezialisierte Zelltypen, die in ihrer
Gesamtheit zusammen mit den Gliazellen das Nervensystem ausbilden. Ein typisches Neuron
besteht aus 4 morphologisch definierten Regionen (Abb.1 A): dem Zellkorper, den Dendriten,
dem Axon und den préasynaptischen Terminalen. Das Soma stellt das metabolische Zentrum
der Nervenzelle dar und beinhaltet den Zellkern sowie das endoplasmatische Retikulum als
auch weitere membranumschlossene Zellkompartimente. Ausgehend vom Soma erstrecken
sich 2 Arten von Zellfortsétzen. Die zahlreich verzweigten afferenten Dendriten dienen der
Aufnahme von Informationen anderer Neuronen. Ein vergleichsweise grol3es efferentes Axon
ist fir die Ubertragung von Signalen (Aktionspotentialen) zu anderen Neuronen spezialisiert.

Aktionspotentiale sind sehr schnelle transiente Nervenimpulse, die am Axonhugel des

1
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Neurons initiiert werden und Uber die Axonmembran mit einer Geschwindigkeit von 1-
100 m/s zu den prasynaptischen Terminalen weitergeleitet werden. Die Entstehung eines
Aktionspotentials funktioniert nach dem Alles-oder-Nichts-Prinzip und wird von
spannungsabhangigen lonenkanélen gebildet. Wird am Axonhigel ein bestimmtes
Schwellenpotential (ca. -60 mV) Uberschritten, kommt es zur Depolarisation der
Axonmembran und zur Entstehung des Aktionspotentials, welches sich bis in die feinen
axonalen Verastelungen fortpflanzt. Dort wird das elektrische Signal auf die Dendriten eines

anderen Neurons ubertragen. Diese Kommunikationsstellen sind die Synapsen.

1.3. Neurotransmission an der chemischen Synapse

Im ZNS existieren 2 Arten von neuronalen Kommunikationsstellen: die elektrischen,
transmitterfreien und die chemischen Synapsen. Elektrische Synapsen (gap junctions) sind
Kanalproteine, die das Zytoplasma zweier benachbarter Zellen direkt verbinden. Aufgrund
der direkten Verbindung fuhrt die Depolarisation der prasynaptischen Zelle zur Bewegung
von Ladungstrdgern (lonen) in die postsynaptische Zelle. Die Erregungsleitung erfolgt ohne
Verzogerung lauft und in der Regel bidirektional. Die Aufgabe elektrischer Synapsen ist
hauptséchlich die Synchronisation bestimmter Neuronengruppen, die als Oszillatoren
fungieren. Beim Menschen werden sie vorrangig von bestimmten Herzmuskel-, Epithel- und

Gliazellen ausgebildet.

Die Erregungsleitung an der chemischen Synapse hingegen lauft indirekt ab. Das bedeutet,
dass das ankommende elektrische Signal der Prasynapse zunéchst in ein chemisches Signal in
Form von Neurotransmittern (ibersetzt und anschlieBend in der Postsynapse wieder in ein
elektrisches Signal umgewandelt wird. Spannungsabhéngige Calciumkanédle in den
Synapsenendknopfchen der Axonterminalen 6ffnen als Antwort auf die Ankunft eines
Aktionspotentials und Calciumionen strémen in die Prasynapse. Innerhalb von
Sekundenbruchteilen bewirkt dieses Ereignis die Fusionierung Neurotransmitter-gefullter
Vesikel mit der prasynaptischen Membran sowie die anschlieBende Freisetzung ihres Inhalts
in den synaptischen Spalt. An der postsynaptischen Membran befinden sich
ligandengesteuerte lonenkanéle (Rezeptoren), die den Neurotransmitter binden und daraufhin
eine Konformationsanderung durchlaufen, welche den Einstrom von verschiedenen lonen in
die Postsynapse zur Folge hat (Abb.1 B). Abhé&ngig von der Art der auf der postsynaptischen
Membran exprimierten Rezeptoren unterscheiden sich die qualitativen Eigenschaften der

postsynaptischen Reaktion. Man unterteilt Rezeptoren in metabotrope und ionotrope
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Neurotransmitterrezeptoren. Metabotrope Rezeptoren sind Transmembranproteine, die
Signale mithilfe von Guanosintriphosphat-bindenden Proteinen (G-Proteinen) weiterleiten.
Als Reaktion auf die Bindung des Neurotransmitters im Extrazellulérbereich des Rezeptors
werden im Intrazellularbereich G-Proteine aktiviert, welche in Go und Gy Untereinheiten
dissoziieren. Diese Untereinheiten kdnnen daraufhin andere Rezeptoren entweder direkt oder
uber second messenger-Kaskaden modulieren und dadurch die Depolarisierung oder
Hyperpolarisierung der postsynaptischen Membran bewirken. lonotrope Rezeptoren sind
transmembrane Proteine, die die Membran durchspannen und eine lonenpore ausbilden.
Dieser lonenkanal 6ffnet als Reaktion auf die Bindung des jeweiligen Neurotransmitters, was
den Einstrom von lonen in die Postsynapse auslost. Entlang des Axons sowie an der Synapse
sind aulRerdem spannungsabhangige lonenkanéle an der direkten Weiterleitung elektrischer
Signale beteiligt. lonotrope Rezeptoren bilden die Superfamilie der ligandengesteuerten
lonenkandle (LGICs). Exzitatorische (erregende) LGICs vermitteln den Einstrom von
Kalium-, Natrium- oder Calciumionen (positive Ladungstrédger, depolarisierend),
inhibitorische LGICs leiten hingegen den Einstrom von negativ geladenen Chloridionen und
wirken (meist) hyperpolarisierend. Im menschlichen Gehirn nutzen exzitatorische LGICs in
den meisten Fallen Glutamat oder Acetylcholin als Neurotransmitter, wahrend inhibitorische
LGICs die Neurotransmission mittels Glycin oder y-Aminobuttersdaure (GABA)

gewahrleisten.
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Abbildung 1. Schematische Darstellung eines Neurons und einer chemischen Synapse
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A: Struktur eines typischen Neurons im ZNS. Die meisten Neuronen im Nervensystem der Wirbeltiere teilen
bestimmte Hauptmerkmale. Dazu gehoren der Zellkdrper welcher den Nukleus beinhaltet und 2 Arten
neuronaler Fortsdtze ausbildet: Dendriten und Axon(e). Das Aktionspotential wird am Axonhtigel generiert und
bis zur Présynapse fortgeleitet. Zur Beschleunigung der saltatorischen Erregungsleitung sind einige Axone von
einer Myelinschicht isoliert. B: In der Prasynapse bewirkt die Depolarisation der Membran die Fusionierung
Transmitter-gefillter Vesikel und anschlieBende Freigabe des Inhalts in den synaptischen Spalt. An der
postsynaptischen Membran binden diese Transmitter ligandengesteuerte lonenkandle. Dadurch wird die
Leitfahigkeit der postsynaptischen Membran fur bestimmte lonen kurzzeitig erhht. Abhéngig vom exprimierten
Rezeptor bewirkt die Kanaltffnung eine Depolarisation oder Hyperpolarisation der Postsynapse.

1.4. Ligandengesteuerte lonenkanale

Ligandengesteuerte lonenkandle (LGICs, ligand-gated ion channels) sind transmembrane
Proteine, die als Antwort auf die Bindung ihres jeweiligen Neurotransmitters an die
extrazellulare Doméne (ECD) eine zentrale lonenpore 6ffnen und somit die Passage von
mono- oder divalenten lonen wie Na™ K*, Ca** oder CI" durch die Zellmembran erméglichen.
Zu dieser Superfamilie z&hlt man die Cys-Loop-Rezeptoren (CLRs), ionotrope
Glutamatrezeptoren sowie die Purinrezeptoren (Abb. 2). Zu den CLRs gehoren der
nikotinische Acetylcholinrezeptor (nAChR), der Serotoninrezeptor Typ3 (5-HT3R), die y-
Aminobuttersiurerezeptoren Typ A/C (GABAAcR) sowie der Glycinrezeptor (GlyR) (Lynch,
2004). Namensgebend fir diese Familie ist eine Disulfidbricke zwischen 2 hochgradig
konservierten Cysteinresten in der ECD (Vogel et al., 2009). CLRs setzen sich aus 5
Proteinuntereinheiten zusammen, eine Untereinheit besteht dabei aus 4 a-helikalen
Transmembransegmenten (TM1-TM4), die Uber Loop-Strukturen miteinander verbunden
sind, sowie einer ECD und einem kurzen C-Terminus. Im pentameren Protein bilden die TM2

jeder Untereinheit zusammen den zentralen lonenkanal aus.

Neben den CLRs z&hlt zur Superfamilie der LGICs die Familie der ionotropen
Glutamatrezeptoren, welche Tetramere ausbilden und weiterhin in N-Methyl-D-Aspartat-
Rezeptoren (NMDAR), o-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolpropionsdure-Rezeptoren
(AMPAR) und Kainatrezeptoren unterteilt werden (Traynelis et al., 2010). Die dritte Gruppe
der CLRs bilden die trimeren Purinrezeptoren (P2X-Rezeptoren), deren Untereinheiten aus 2
Transmembransegmenten bestehen und ATP in ihrer ECD binden (Jarvis and Khakh, 2009).



Einleitung
Cys-Loop-Rezeptor-Familie Glutamat-Rezeptor-Familie Purin-Rezeptor-Familie

H,N -
Y Y
S COOH
e

gl TR B O ||1|1|1|7|7|7|1|w| |1|7"4n"1|1 ||1.‘ e 1|1| ||1|1|1|?|?|wﬂ )
H'nlll I”E””‘ |||||||||| J”l l”l”””""il” 000000000000
(]

H:N

COOH
Pentamer Tetramer Trimer
Gly-Rezeptoren NMDA-Rezeptoren P2X-Rezeptoren
5-HT;-Rezeptoren AMPA-Rezeptoren
nACh-Rezeptoren Kainat-Rezeptoren

GABA ,-Rezeptoren
ZAC-Rezeptoren

Abbildung 2. Die Superfamilie der ligandengesteuerten lonenkanéle

Die Superfamilie der LGICs besteht aus den Cys-Loop-Rezeptoren (Pentamere), den ionotropen
Glutamatrezeptoren (Tetramere) und den Purinrezeptoren (Trimere). Die Mitglieder einer Familie teilen jeweils
den grundsatzlichen Aufbau aus Extrazellulardomane, Transmembrandoménen (Zylinder) sowie intrazelluldaren
und extrazelluldaren Loop-Strukturen. Die TM-Domanen jeder Untereinheit, die im oligomeren Rezeptor die
lonenpore ausbilden, sind rot dargestellt.

1.5. Synaptische Inhibition im zentralen Nervensystem

Bei dem Prozess der synaptischen Inhibition handelt es sich um einen elektrochemischen
Impuls, der die Nervenzelle hemmt ein Aktionspotential zu generieren und damit das von
dieser Zelle weitergegebene Signal abschwacht. In diesem Zusammenhang spricht man von
einem inhibitorischen postsynaptischen Potential (IPSP). Im ZNS wird die synaptische
Inhibition durch die Neurotransmitter GABA oder Glycin gewdhrleistet. Diese binden und
aktivieren GABAAac-Rezeptoren bzw. Glycinrezeptoren. Man zahlt diese sogenannten
inhibitorischen lonenkanéale aufgrund ihrer Leitfahigkeit fir negativ geladene Chloridionen
(CI) zu den hemmenden pentameren ligandengesteuerten lonenkanélen. Die Aktivierung von
GABAAcs oder GlyRs fiihrt in den meisten Fallen (embryonal exzitatorisch) zur
Hyperpolarisation der Postsynapse und damit zur Hemmung des Aktionspotentials.
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GABAerge Neurone werden im gesamten ZNS exprimiert. Eine besondere Rolle spielt der
GABAR im Kleinhirn sowie in den Basalganglien, wo er an der Koordination von
Bewegungen sowie an der Einleitung und Aufrechterhaltung des Schlafs beteiligt ist. Der
GlyR wird hingegen hauptséchlich im Hirnstamm und Rickenmark sowie in der Retina

exprimiert (Legendre, 2001).

1.6. Der Glycinrezeptor
1.6.1. Allgemeine Merkmale

Der Anionen-selektive Glycinrezeptor ist ein pentamerer ligandengesteuerter lonenkanal, der
die schnelle synaptische Inhibition im Rickenmark und Hirnstamm von S&dugetieren
vermittelt. Ursprunglich wurde der GlyR das erste Mal 1982 aus dem Rickenmark der Ratte
mittels Affinitats-Chromatografie unter Zuhilfenahme von Strychnin-Agarose im Labor von
Heinrich Betz isoliert (Pfeiffer et al., 1982). Spatere Studien konnten zeigen, dass es sich bei
diesem Rezeptor um ein Pentamer aus a-Untereinheiten mit einem Molekulargewicht von
48 kDa und B-Untereinheiten von 58 kDa handelt (Grenningloh et al., 1987, Grenningloh et
al., 1990). Die genaue Konfiguration der Untereinheiten wird gegenwartig kontrovers
diskutiert, da unklar ist, ob es sich beim adulten GlyR um ein Pentamer aus 2a- und 3f-
Untereinheiten handelt (Grudzinska et al., 2005, Yang et al., 2012) oder um eine Kombination
aus 3a- und 2p-Untereinheiten (Durisic et al., 2012).

Der primdre Agonist des GlyR ist der namensgebende Neurotransmitter Glycin. Strukturell
ahnliche Aminoséuren wie B-Alanin oder Taurin sind jedoch ebenfalls in der Lage den
Rezeptor zu aktivieren und werden als partielle Agonisten eingestuft (Lewis et al., 2003).
Hauptantagonist des GlyRs ist das pflanzliche Alkaloid Strychnin, welches Glycin durch
seine hohe Affinitat aus der Bindestelle verdrangt und den Rezeptor blockiert (Rasmussen et
al., 2002). Weitere wichtige Modulatoren des GlyRs stellen Zn®* (Laube et al., 2000), d-
Tubocurarin  (Brams et al.,, 2011), 3-[2"-Phosphonomethyl[1,1"-Biphenyl]-3-yl]Alanin
(PMBA) (Saitoh et al., 1994), Picrotoxin (Pribilla et al., 1992), Cyanotriphenylborate
(Rundstrom et al., 1994), lvermectin (Shan et al., 2001), Alkohole und Andsthetika (Mascia et
al., 1996, Mihic et al., 1997) sowie diverse Endocannabinoide dar (Yevenes and Zeilhofer,
2011a).
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1.6.2. Allgemeine Struktur

Der adulte GlyR-Komplex besteht aus funf Proteinuntereinheiten, die sich als Heteropentamer
rosettendhnlich um die zentrale Symmetrieachse anlagern, welche den lonenpermeationsweg
darstellt (Breitinger and Becker, 2002). Die TM2-Domanen aller flinf Untereinheiten tragen
zur Ausbildung der lonenpore bei (Hilf and Dutzler, 2008) (Abb. 4C). Die ECD ist eine
hochgradig strukturierte Region des Rezeptors, die starke Homologie zum Acetylcholin-
Bindeprotein (AChBP) der Schlammschnecke Lymnea stagnalis aufweist (Brejc et al., 2001).
Die Struktur des N-Terminus ist durch 10 B-Faltblatter gekennzeichnet, die ein sogenanntes [3-
Sandwich ausbilden und eine Immunglobulin-artige Faltung aufweisen (Bork et al., 1994)
(Abb. 3). Des Weiteren beinhaltet die ECD 2 kurze o-helikale Elemente, deren Funktion
bislang unerforscht ist (Du et al., 2015). Die ECD bildet die Ligandenbindestelle an der
Grenzflache zwischen zwei benachbarten Untereinheiten aus. Sie besteht aus den Loops A, B
und C der Hauptuntereinheit und Loops D, E und F der benachbarten Untereinheit. Die
Nomenklatur besagt, dass im heteromeren Rezeptor die a-Untereinheit als die
Hauptuntereinheit (principal site, ,, +“-site) und die B-Untereinheit als komplementére
Untereinheit (complementary site, ,,-“-site) bezeichnet werden. An diesen Grenzflachen
bilden sich hydrophobe Bindetaschen aus, in denen aromatische Aminoséurereste Kation-ru-
Interaktionen mit dem Stickstoffmolekll der Aminogruppe des Agonisten eingehen und auf
diese Weise binden (Zhong et al., 1998, Corringer et al., 2000). Fir die Ligandenbindung sind
dabei die Aminosdurereste F159, G160, Y161 (Loop B) sowie K200, Y202 und T204 (Loop
C) essentiell (Breitinger and Becker, 2002). Diese Aminosduren sind ebenfalls an der
Bindung von Strychnin beteiligt (Vandenberg et al., 1992, Brams et al., 2011). Aus diesem
Grund spricht man von (berlappenden Bindestellen. Die Aminosdure D97 (Loop A) bildet
eine elektrostatische Verbindung mit der benachbarten Untereinheit aus, die durch Bindung
des Liganden zerstort wird und essentiell fiir die Kanalfunktion ist (Todorovic et al., 2010).
Mutagenesestudien konnten zeigen, dass der Austausch durch Alanin oder Arginin an dieser
Position zu GlyRs fuhrt, die spontan 6ffnen (Beckstead et al., 2002, Chung et al., 2010). Nicht
nur die Anwesenheit bestimmter, an der Ligandenbindung beteiligter Aminosaurereste ist flr
die Umstrukturierung der ECD und anschlieRende Offnung des Kanals entscheidend. So
deuten diverse Studien am nAChR darauf hin, dass sich der komplette Loop C in Richtung
des gebundenen Agonisten bewegt und somit die Diffusion dieser Molekile verhindert
(Hansen et al., 2005). An der komplementaren Grenzflache (,,- “-site) der Bindetasche liegen
weitere wichtige Determinanten der Kanalfunktion. Aminosaurereste in Loop D und E tragen

zur Effizienz der Ligandenbindung bei und sind am Prozess der Liganden-induzierten
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Desensitisierung und Offnung des Kanals beteiligt (Nys et al., 2013). Ebenso sind die
Aminoséurereste in Loop F vermutlich eher an der strukturellen Neuanordnung extrazellularer
Kanalbereiche als Antwort auf die Ligandenbindung beteiligt, als an der eigentlichen
Bindung.

N-Terminus

.- -Seite L To-Seite
E C
Vﬁs 42 lLBS 4 pl0 4 B4
v
¥ B3 po 1 fo p7
ll v
D E Cys-Loop

LTo-Seite .- -Seite

Abbildung 3. Aufbau der N-terminalen Extrazellulardoméne des GlyR

A: Kristallstruktur der ECD des GlyR (Danio rerio, PDB-ID: 3JAD; modifiziert nach Du et al., 2015). Die an
der Grenzflache zweier Untereinheiten an der Ligandenbindung beteiligten Loop-Strukturen sind farbig
gekennzeichnet (griin, Loop A; gelb, Loop B; rot, Loop C; blau, Loop D; magenta, Loop E, braun, Loop F). B:
Schematische Darstellung der Extrazellulardoméne aus 10 p-Faltblattern (schwarze Pfeile), die durch die Loops
A-F miteinander verbunden sind.

Der Prozess, bei dem die Bindung des Liganden in der ECD des Rezeptors zur Offnung der
lonenpore in der Transmembrandomane (TMD) fiihrt, bezeichnet man als Gating. Dabei
kommt es zu einer Kaskade von Konformationsanderungen in Teilbereichen des Rezeptors,
die auf die TM2-Segmente Ubertragen werden. Man fasst diejenigen Strukturen des Kanals
unter dem Begriff transition zone (Umschaltzone, Abb. 4) zusammen. Diese transition zone
umfasst Teile der ECD (siehe oben), den Cys-Loop, die pr&-TM1-Doméane sowie den TM2-3
Loop (Brejc et al, 2001, Unwin, 2005 Hibbs and Gouaux, 2011). Die
Konformationsanderung in der transition zone flihrt zur Umstrukturierung des TM2-3 Loops
und zur rotationsartigen Kippbewegung der TM2-Segmente, was zur Offnung des Kanals und
zum Einstrom von CI” fuhrt (Pless et al., 2007, Lee et al., 2009).
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Die lonenselektivitdt des GlyR wird von geladenen Aminosaureresten auf der Innenseite der
lonenpore nahe des zytoplasmatischen Endes der TM2-Segmente determiniert (Hucho and
Weise, 2001). Betrachtet man die porenauskleidenden Aminosdurereste aus einer
hypothetischen Aufsicht, bilden diese einen hydrophilen Streifen in einer sonst hydrophoben
a-Helix aus. Zum Vergleich der TM2-Segmente verschiedener LGICs existiert ein
Nummerierungssystem, welches V253 als Position 1’am zytoplasmatischen Ende des Kanals
und R271 als Position 19"am extrazellulédren Ende festlegt (Lynch, 2004). Obwohl es weitere
molekulare Determinanten in Rezeptorbereichen auBerhalb der TM2 gibt, gelten als minimale
Grundvoraussetzung fur Anion-selektive CLRs die Existenz der Reste -2P" (P250) und -1A"
(A251) (Keramidas et al., 2004, Thompson et al., 2010). Die Mutationen P250A, A251E und
T265V in TM2 resultieren in Kation-selektiven GlyRs (Keramidas et al., 2004). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass die Ladung und Polaritdt an Position 250 (TM1-2 Loop) eine
kritische Determinante fur die Kanalfunktion darstellt (Breitinger et al., 2001). Neben der
Kanal-bildenden Funktion dient TM2 als Hauptbindestelle fir allosterische Modulatoren
(Mihic et al., 1997, Nury et al., 2010). Die Transmembransegmente TM1, TM3 und TM4 sind
im pentameren Rezeptor von der Kanalpore abgewandt. Es wird angenommen, dass vil
welches flr die korrekte tetrahelikale Assemblierung der einzelnen Transmembransegmente
sowie fur die Ausbildung der pentameren Geometrie innerhalb der Rezeptorfamilie notwendig
ist (Haeger et al., 2010). Uber die Architektur des groBen intrazellularen Loops zwischen
TM3 und TM4 (TM3-4 Loop) gibt es aufgrund fehlender Kristallstrukturdaten keine
Informationen Uber das exakte Verhalten wahrend des Offnens und SchlieRens des Kanals. In
vitro Studien postulieren allerdings eine wichtige Funktion dieses Kanalbereichs wéhrend der
Biogenese und posttranslationaler Modifikation (Sadtler et al., 2003, Villmann et al., 2009b).
Des Weiteren konnte demonstriert werden, dass Trunkierungen dieses Bereichs einen Einfluss
auf das Desensitisierungsverhalten des GlyR haben (Papke and Grosman, 2014, Langlhofer et
al., 2015). Eine ausfuhrliche Erorterung zum aktuellen Stand der Forschung beziglich der
Ergebnisse zu den Funktionen und Eigenschaften des TM3-4 Loops ist auf S.19 zu finden.
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Abbildung 4. Struktur des Glycinrezeptors

A: Kiristallstruktur des Glycinrezeptors (PDB-ID:3JAD, modifiziert nach Du et al., 2015). Dargestellt ist der
pentamere GlyR. Eine einzelne Untereinheit ist farbig hervorgehoben (rot: TMD, blau extrazelluldre B-
Faltblatter). Diese Abbildung enthdlt keine strukturellen Informationen Uber den TM3-4 Loop. B:
Kristallstruktur einer einzelnen GlyRal-Untereinheit aus Danio rerio. (rot: a-helikale Bereiche, blau: B-
Faltblatter, grau: Loop-Strukturen). Zu erkennen ist der tetrahelikale Aufbau aus 4 «a-helikalen
Transmembransegmenten. Die Extrazellulardomane baut sich aus 2 kurzen a-helikalen Elementen und 10 B-
Faltblatter auf, die Uber kurze Loop-Strukturen miteinander verbunden sind und eine Immunglobulin-artige
Gestalt annehmen. Die fir den Gating-Prozess wichtige transition zone besteht aus der prd-TM1-Domane, dem
Cys-Loop sowie dem TM2-3 Loop. Der TM3-4 Loop ist durch die gestrichelte Linie angedeutet. C:
Schematische Darstellung eines hypothetischen Querschnitts der GlyR-lonenpore nach Lynch, 2004. Zu
beachten ist, dass P250 und A251 nach 2015 nicht mehr als Teil der lonenpore angesehen werden.
Porenauskleidende  Aminoséurereste sind als weile Kreise dargestellt. D: Aufsicht auf die
Transmembrandoméne des GlyR. Die zentrale lonenpore wird von den TM2-Segmenten der 5 Untereinheiten
gebildet.

1.6.3. Diversitat der GlyR-Untereinheiten und entwicklungsabhéngige Regulation

Derzeit wurden 4 a-Untereinheiten des GlyRs in Saugetieren identifiziert, die von den Genen
GLRA1 (Mensch: Chromosom 5; Maus: Glral, Chromosom 11), GLRA2 (bzw. Maus: Glra2,
X-Chromosom), GLRA3 (Mensch: Chromosom 4; Maus: Glra3, Chromosom 8) und GLRA4
(bzw. Maus: Glra4, X-Chromosom) gesteuert werden. Jede Untereinheit ist in der Lage
funktionelle homopentamere Kanale auszubilden (Kuhse et al., 1991, Nikolic et al., 1998,
Harvey et al., 2000). GLRA4 bildet allerdings eine Ausnahme, da es beim Menschen als
Pseudogen fungiert (Simon et al., 2004). Zusatzlich existiert eine p-Untereinheit (Mensch:
Chromosom 4; Maus: Glrb Chromosom 3), die vom Gen GLRB kontrolliert wird. Die f-
Untereinheit ist nicht in der Lage funktionelle Homopentamere auszubilden (Bormann et al.,
1993, Griffon et al., 1999). Stattdessen vermittelt sie im adulten heteromeren
Rezeptorkomplex die postsynaptische Verankerung tber das Gephyrin-Bindemotiv im TM3-4
Loop und tragt zur Bindung von Glycin in der ECD bei (Meyer et al., 1995, Meier et al.,
2001, Grudzinska et al., 2005). Elektrophysiologische Experimente konnten zeigen, dass die
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verschiedenen homo- und pentameren GlyRs sich durch ihre typischen Einzelkanal-
Leitfahigkeiten sowie durch differentielle Kanalkinetik unterscheiden (Takahashi and
Momiyama, 1991, Bormann et al., 1993). Pharmakologisch lassen sich homomere aGlyRs
von heteromeren ofGlyRs durch ihre unterschiedliche Sensitivitat gegenuber Picrotoxin
unterscheiden (Pribilla et al.,, 1992). Wahrend homomere oGlyRs durch den nicht-
kompetitiven Antagonist inhibiert werden, bewirkt die Anwesenheit der B-Untereinheit in
heteropentameren GlyRs eine stark reduzierte Empfindlichkeit.

Es existieren zwei Spleivarianten der al-Untereinheit, die sich durch ein Insert von acht
Aminosdauren (lange SpleiBvariante: alins) im TM3-4 Loop voneinander unterscheiden
(Malosio et al., 1991a). Die Expression der GlyRal-mRNA beginnt bei der Ratte am Tag 5
nach der Geburt und steigert sich bis zur Vollendung der Adoleszenz. Bei der Maus wurde ab
dem Embryonalstadium E14 GlyRal-mRNA detektiert (Malosio et al., 1991a), wahrend die
Expression der Untereinheit beim Menschen direkt nach der Geburt beginnt. Der GlyRal
wird hauptséchlich im Rickenmark, in einzelnen Kernen des Hirnstamms sowie in der Retina
exprimiert, wurde jedoch ebenso in hoheren Hirnregionen wie dem Thalamus und dem
Hippocampus detektiert (Sato et al., 1991, Meng et al., 2014).

Von der a2-Untereinheit sind ebenfalls zwei Spleivarianten des Exons 3 bekannt (Kuhse et
al., 1991). Aufgrund des ausgepragten Expressionsmusters im embryonalen Nervensystem
(der Ratte) wird angenommen, dass der homomere a2GlyR die pranatale Form des GlyRs
darstellt (Becker et al., 1988, Malosio et al., 1991b). AulRerdem impliziert die relativ hohe
Sensitivitadt Glycin-induzierter Chloridstréme in unreifen Neuronen die abundante Existenz
homomerer a2GlyRs (Mangin et al., 2003). Nach der Geburt sinkt die Expression bis zur
postnatalen Woche 3 stark ab, wahrend die Expression der al- und der B-Untereinheit in
diesem Zeitraum Kkontinuierlich zunimmt. Aus diesem Grund spricht man von einem
entwicklungsabhangigen Wechsel zwischen den verschiedenen Untereinheiten des GlyR
(Lynch, 2009). Da innerhalb embryonaler Neuronen die Chloridkonzentration im Vergleich
zu ausgereiften Neuronen relativ hoch ist (Rivera et al., 1999), wird davon ausgegangen, dass
a2GlyRs im Embryonalstadium den depolarisierenden Glycin-induzierten Chloridstrom
vermitteln, der den Einstrom von Ca?* stimuliert (Flint et al., 1998). Dieser Calciumeinstrom
ist fur die Ausbildung zahlreicher neuronaler Spezialisierungen, wie z.B. die Entwicklung
glycinerger Synapsen, notwendig (Kneussel and Betz, 2000b). In einigen Geweben, wie dem
auditorischen Hirnstamm, der Retina und dem Cerebellum, wird die a2-Untereinheit in homo-
oder heteropentamerer Form bis ins Erwachsenenalter exprimiert (Piechotta et al., 2001,
Nobles et al., 2012). Auf der anderen Seite zeigen GlyRa2-knockout Studien, dass die
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Anwesenheit des GlyRa2 flr die Entwicklung des auditorischen Hirnstamms nicht notwendig
ist (Young-Pearse et al., 2006).

Die a3-Untereinheit zeigt im gesamten ZNS ein weit verbreitetes Expressionsmuster, wird
jedoch in besonderem Male in Lamina Il des dorsalen Horn des Rickenmarks gebildet
(Harvey et al., 2004b). In dieser Region projizieren die meisten nozizeptiven Afferenzen und
hemmen die GlyRa3-vermittelten glycinergen Chloridstrome durch die Ausschittung von
Prostaglandin E, (PGE;). Die Aktivierung von EP2-Rezeptoren aktiviert in diesen
sensorischen Neuronen die Proteinkinase A, welche den GlyRa3 an der Position S342
phosphoryliert und die Strome Uber diesen Rezeptor inhibiert (Racz et al., 2005, Zeilhofer,
2005). In Ubereinkunft mit diesen Erkenntnissen zeigen GlyRa3-knockout-Mause eine stark
reduzierte Schmerzwahrnehmung. Interessanterweise hat die Phosphorylierung im TM3-4
Loop Auswirkungungen auf die Effizienz der Ligandenbindung im extrazellulédren Bereich
hat (Han et al., 2013b). Die reduzierte Sensitivitat der a3-Untereinheit gegenuber GlyR-
Agonisten beruht allerdings auf der unterschiedlichen Orientierung der TM4-Segmente (Chen
et al., 2009, Han et al., 2013a). Alternatives SpleiRen generiert 2 verschiedene Isoformen des
GlyRa3, welche im Gegensatz zur al-Untereinheit verschiedene Kanalkinetiken aufweisen
(Nikolic et al., 1998). Die Anwesenheit von 15 Aminosduren in der langen Spleilvariante
bestimmen die speziellen Kanaleigenschaften (Breitinger et al., 2009, Meiselbach et al.,
2014).

Die a4-Untereinheit wurde im Rickenmark und sympathischen Ganglienzellen des PNS von
Hihnern identifiziert (Harvey et al., 2000). Aulerdem wurde eine Kolokalisation der
Untereinheit mit den postsynaptischen Markerproteinen Bassoon und Gephyrin in der Retina
der Maus festgestellt (Heinze et al.,, 2007). Die Funktion dieser Kanéle ist allerdings

unerforscht.

Die B-Untereinheit wird im gesamten ZNS sowie in nicht-neuronalem Gewebe exprimiert.
Bei der Maus ist sie ab Embryonalstadium E14 detektierbar (Malosio et al., 1991b). Wie
bereits erwéhnt ist sie fur die postsynaptische Verankerung tiber Gephyrin verantwortlich. Da
Gephyrin fur die synaptische Aggregation des GlyR essentiell ist (Fritschy et al., 2008) und es
nur von B-Untereinheiten des GlyR gebunden wird (Meyer et al., 1995, Kim et al., 2006) sind

synaptische GlyRs of-Heteromere.
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1.6.4. Biogenese und Reifung

Die Reifung von Proteinen ist ein komplexer Prozess, welcher in 2 verschiedenen
Zellkompartimenten stattfindet. Zundchst wird der GlyR am rauen endoplasmatischen
Retikulum (rER) translatiert und in die Membran des ERs eingebaut. Die pentamere
Assemblierung geschieht hierbei kotranslationell (Griffon et al., 1999). Neu synthetisierte
GlyR-Untereinheiten interagieren hierbei mit Chaperonen, welche die korrekte Faltung der
Proteine regulieren bevor sie zum Golgi Apparat weitergeleitet werden. Chaperone sind
aullerdem in der Lage falsch gefaltete Proteine zu erkennen und den Weitertransport zu
verhindern (Helenius and Aebi, 2004). Einen weiteren wichtigen Schritt im Zuge der
Proteinreifung stellt die Glykosylierung dar. Verschiedene enzymatische Reaktionen
bewerkstelligen dabei die Anheftung von Oligosacchariden an Asparaginreste in der
Erkennungssequenz Asn-X-Ser/Thr (X stellt eine beliebige Aminoséure dar). Diese Form der
posttranslationalen ~ Modifizierung ist die  Grundvoraussetzung das  Chaperon-
Qualitatskontrollsystem zu uberwinden, das ER zu verlassen und zum Golgi-Apparat
weitertransportiert zu werden (Helenius and Aebi, 2004). Wird ein Protein nicht korrekt
gefaltet und glykosyliert, wird es vom Proteasom degradiert (Gross and Schoneberg, 2004).
Im Golgi-Apparat bewirkt eine weitere Kaskade von Glykosylierungsschritten die Anheftung
von weiteren Glykanen an das reifende Protein. AusschlieBlich korrekt gefaltete Proteine
verlassen den Golgi-Apparat und werden Uber das Transportprotein Kinesin entlang der
Aktinfilamente zur Zellmembran transportiert (Maas et al., 2009). Die Proteine, die in diesem
Prozess falsch gefaltete GlyRs erkennen, sind bislang weitgehend unerforscht. Es ist jedoch
bekannt, dass das Protein Kif5 an die B-Untereinheit des GlyRs sowie an das Gerlistprotein
Gephyrin bindet und dieser Komplex an die Zellmembran transportiert wird (Dumoulin et al.,
2010). Der retrograde Transport wird nach der Rezeptorinternalisierung durch den Dynein-
Motorkomplex reguliert (Maas et al., 2006). Bestimmte Mutationen des GlyRs bewirken eine
Akkumulation des Rezeptors im ER oder Golgi-Apparat, was dazu fihrt, dass die glycinerge
Neurotransmission an den Synapsen gestort wird und es zur Auspragung des Krankheitsbildes

der Hyperekplexie kommt (Schaefer et al., 2015).

1.6.5. Hyperekplexie: Stérung der glycinergen Neurotransmission

Hyperekplexie (startle disease, stiff baby syndrom, OMIM#149400) ist eine sehr seltene
neuromotorische Krankheit, fir deren Ursache hauptsédchlich Mutationen in GLRA1
verantwortlich sind (Bode and Lynch, 2014). Des Weiteren sind Mutationen in GLRB und
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anderen Genen bekannt, die fir wichtige Proteine der inhibitorischen Synapse kodieren (Abb.
5). Zu diesen gehoren der préasynaptische Glycintransporter 2, Gephyrin und Collybistin.
Folgende Merkmale sind fur das Krankheitsbild symptomatisch: (i) Generalisierte und
episodische Muskelsteifheit die innerhalb des ersten Lebensjahres allmahlich nachlésst, (ii)
Ateminsuffizienz, verzogerter Spracherwerb, geistige Behinderung, (iii) verstéarkte
Schreckreaktionen auf unerwartete taktile oder auditorische Reize sowie (iv) generalisierte,
transiente  Muskelsteifheit nach diesen Schreckattacken, welche bis ins hohe
Erwachsenenalter tberdauern kann (Kirstein and Silfverskiold, 1958, Bakker et al., 2006,
Bode and Lynch, 2014). Zur Behandlung von Hyperekplexie wird Chlonazepam verwendet,
ein Benzodiazepin, welches GABAerge Strome positiv moduliert (Bakker et al., 2006).

Um die physiologischen Konsequenzen der Hyperekplexie zu verstehen, ist es zundchst
wichtig den glycinergen Signalweg an der Synapse im Ruckenmark von Séugetieren zu
betrachten (Abb. 5A):
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Abbildung 5. Regelkreis glycinerger Neurotransmission im Rickenmark

A: Schaltkreis des motorischen Kreislaufs im Rickenmark von S&ugetieren. Das dorsale Wurzelganglion
aktiviert glutamaterge Motoneurone, welche die motorische Endplatte mittels ACh stimulieren. Der
Skelettmuskel kontrahiert. Gleichzeitig aktiviert das Wurzelganglion glutamaterge Interneurone, welche Glycin
ausschitten und die Aktivitat des Motoneurons hemmen (Renshaw cell, modifiziert (Schaefer et al., 2012)). B:
An der Synapse der Renshaw-Zelle sind zahlreiche Proteine an der glycinergen Neurotransmission beteiligt.
Mutationen in einem oder mehreren dieser Proteine kdnnen zum Krankheitsbild der Hyperekplexie fihren.
Erklarung siehe Text. GlyT2, prasynaptischer Glycintransporter 2; NRXN, Neurexine; NLGN2/4, Neuroligine 2
und 4; P13P, Phosphoinositolsphosphat.

Der Glycinrezeptor spielt eine wichtige Rolle in der Rickkopplungsschleife des

neuromotorischen Regelkreises. Sensorische Neurone in den dorsalen Wurzelganglien
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projizieren in das Vorderhorn des Ruckenmarks. Als Reaktion auf ein taktiles oder
akustisches Signal aktivieren sie dort Motoneurone durch die Ausschuttung von Glutamat.
Die Motoneurone generieren Aktionspotentiale und setzen an der motorischen Endplatte (am
Skelettmuskel) Acetylcholin als Neurotransmitter frei. Das Signal wird Uber nikotinische
AChRs auf der postsynaptischen Membran der Muskelzelle in einen Ca**-Einstrom Ubersetzt,
welcher zur Kontraktion des Muskels fuhrt. Die Effizienz dieses Systems wird durch GlyRs
reguliert: Kollaterale Axone der Motoneurone (setzen ACh frei), sowie primare Afferenzen
(setzen Glutamat frei) aktivieren inhibitorische Interneuronen im Riickenmark (Renshaw cell,
laIN). Diese bilden Synapsen mit der postsynaptischen Membran der Motoneurone aus (Abb.
5B) und schutten Glycin aus, was zur Hyperpolarisation und zur Hemmung des
Aktionspotentials fuhrt. Durch diese inhibitorische Riickkopplungsschleife regulieren GlyRs
die Menge an ACh, die an der motorischen Endplatte notwendig ist, um das Schwellenpotetial

der Muskelfaser zu tiberschreiten. Gleichzeitig wird eine Uberkontraktion verhindert.

Fehlfunktionen dieses komplexen inhibitorischen Systems kénnen Auswirkungen auf die
Kontrolle von Bewegungen haben. Inhibitorische glycinerge Synapsen werden hauptsachlich
im Rickenmark und Hirnstamm gebildet (Legendre, 2001, Chalphin and Saha, 2010).
Funktionsstorungen dieser Synapsen fiihren zur erhdhten Erregbarkeit der Motoneuronen und
resultieren unter anderem in neonataler Hypertonie. Offenbar existieren beim Menschen
Kompensationsmechanismen, die die Aufgabe bewadltigen diese chronisch erhdhte
Erregbarkeit zu mildern. Diese Mechanismen sind jedoch nicht in der Lage, den starken
exzitatorischen Input als Reaktion auf unerwartete Reize zu bewaltigen (Bakker et al., 2006).
Bis heute gibt es kein Heilmittel fur Hyperekplexie, lediglich die Symptome sind
behandelbar.

Die Reihenfolge der Gene, die durch Mutation am h&ufigsten betroffen sind und zum
Krankheitsbild der Hyperekplexie fihren, ist (absteigend): GLRAl (GlyRal), SLC6A5
(GlyT2), GLRB (Glyp), GPHN (Gephyrin), ARHGEF90 (Collybistin) (Rees et al., 2003,
Harvey et al., 2004a, Carta et al., 2012, Bode et al., 2013b, Chung et al., 2013). In vielen
Féllen gibt es allerdings keine genetische Erklarung fur Hyperekplexie (Thomas et al., 2013).

Bis heute wurden beim Menschen ca. 55 verschiedene Mutation in GLRAL identifiziert (Bode
and Lynch, 2014), die sich nach ihrem Vererbungsmuster einteilen lassen: dominante,
rezessive und gemischt heterozygote (compound heterozygous) Mutationen. Wéhrend
dominant vererbte Mutationen hauptsachlich in der Kanal-bildenden TM2 und assoziierten

Loop-Bereichen akkumulieren (die Mutationen treten zwar in der DNA auf, zur
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Vereinfachung wird hier jedoch von den Auswirkungen auf die Aminosdauresequenz
gesprochen), sind rezessive Mutationen im gesamten Rezeptor anzutreffen (Harvey et al.,
2008). Dominante Mutationen sind Missense-Mutationen, die Auswirkungen auf funktionelle
Kanaleigenschaften wie die spontane Kanalaktivitat, Sensitivitit gegeniber diversen
Agonisten, Einzelkanalleitfahigkeit oder Offnungswahrscheinlichkeit haben (Chung et al.,
2010, Schaefer et al., 2013). Im Kontrast dazu beeinflussen rezessiv auftretende (Nonsense-,
Deletion/Frameshift-) Mutationen den Transport des Rezeptors zur und die Assemblierung an
der Zellmembran. Zudem bewirken diese Mutationen eine verminderte Stabilitit des GlyR an
der Zellmembran (Villmann et al., 2009b). Eine Ubersicht Uber die Lokalisation der
bekannten Hyperekplexiemutation im humanen GlyR ist der nachfolgenden Abbildung 6 zu

entnehmen.

o B
ECD ™ 2 ECD
del ex1-6 . | E24X
delexl-7  R252HIC P169L
R65L/W G254D M177R
W68C 60M R190X
R72H T2¢ G229D
E103K 1266}
i} ™ 2

M147V S270T7 R276X
D165G RL271Q/LUPIX L285R
W170S
L184fs21X TM 2-3 ™3
Y197X K276E/Q W310C
Y202X Y279C/S/IX S321F
R218Q
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1244N/A 534

™ 4
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Abbildung 6. Humane Hyperekplexiemutationen in GLRA1 und GLRB (Schaefer et al., 2013)
Modell humaner GlyR-Untereinheiten (blau, ol-Untereinheit; griin, B-Untereinheit) basierend auf der

Kristallstruktur des Glutamat-gesteuerten Chloridkanals (Glu-Cl) aus C. elegans (Hibbs and Gouaux, 2011).
Nebenstehende Mutationen sind unterteilt in rezessive (magenta) und dominant auftretende Mutationen (orange).

1.6.6. Mausmodelle fiir Hyperekplexie: Die oscillator-Maus (spd®)

Gleichen bestimmte Merkmale einer Maus, die durch genetische Mutationen ausgeldst

wurden, einer menschlichen Krankheit oder Funktionsstérung, konnen diese Mduse als
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Modellorganismus in der medizinischen Forschung von groem Wert zur Untersuchung der
zugrundeliegenden Mechanismen sein. Diese Mutationen kdnnen spontan auftreten oder
durch gezielte Veréanderung des Genoms in diese Mause eingeschleust werden. M&use eignen
sich als Modellsystem menschlicher Krankheiten besonders gut, da ihr Genom zu 95% mit

dem menschlichen Ubereinstimmt und sie eine kurze Generationszeit aufweisen.

Nach der erfolgreichen Klonierung der GlyR-Untereinheiten in den 1990er Jahren wurden
verschiedene Mausmodelle zur Untersuchung der genetischen Ursachen Hyperekplexie-
ahnlicher Phanotypen herangezogen. Spontane Mausmutanten mit Mutationen in Glral oder
Glrb sind spasmodic (spd), oscillator (spd®) und spastic (spa) (Keramidas et al., 2004). In der
vorliegenden Studie wurde ausschlieRlich mit oscillator-M&usen (spd®) gearbeitet (Abb. 7A).
Homozygote Tiere dieser Linie entwickeln 2 Wochen nach der Geburt einen massiven
Tremor und starke Muskelspasmen, die schlieBlich nach 3 Wochen zum Tode fiihren
(Buckwalter et al., 1994, Busselberg et al., 2001). Auf molekularer Ebene weist das
oscillator-Allel Glral¥** eine Mikrodeletion von 9 bp sowie eine Mikroinsertion von 2 bp
auf (7 bp Nettodeletion), die eine Leserasterverschiebung (frameshift) zufolge hat und zur
Generierung eines Stopcodons im TM3-4 Loop fiihrt. Abhdngig von der Nutzung einer
alternativen splice acceptor site in Exon 9 von Glral (Malosio et al., 1991a), entstehen 2
unterschiedlich lange GlyR-Varianten, von denen keine die TM4 exprimiert (Abb. 7B). Unter
Nichtnutzung der splice acceptor site entsteht die trunkierte oscillator-Variante spd®-trc mit
dem verfriihten Stopcodon P355X 19 Aminosduren hinter der Mikrodeletion. Unter
Verwendung der splice acceptor site wird hingegen ein langes Nonsense-Polypeptid gebildet,
welches langer als der wildtypische (wt) GlyR ist und nach 127 Aminosduren ein Stopcodon
generiert (spd”-elg). Im ZNS von homozygoten Mutationstragern kommt es in beiden Fallen
zum vollstandigen Funktionsverlust des GlyRal (Kling et al., 1997), was die oscillator-

Mutation als klassische funktionelle Null-Mutation kennzeichnet.
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Abbildung 7. Der oscillator-Ph&notyp und in vitro rescue

A: Darstellung einer homozygoten oscillator-Maus (spd®) neben einem wildtypischen Wurfgeschwister (wt).
Beide Tiere sind gleich alt (~P20), aber spd® ist kleiner und zeigt das fiir Hyperekplexie-ahnliche Phinotypen
Verkrampfen der Vorder-und Hinterextremitaten. B: Schematische Darstellung der al-Untereinheiten beider
oscillator-SpleiRvarianten sowie des rescue-Ansatzes (spd®+ myc-iD-TM4). C: Funktioneller in vitro rescue-
Ansatz (Villmann et al., 2009a). GlyRal reagiert auf die Applikation von 3 mM Glycin mit ausgepragtem
Chlorideinwartsstrom. C”: Experimentelle Darstellung der Funktionslosigkeit beider Spleilvarianten nach
Einzeltransfektion in HEK293-Zellen. C”": In HEK293-Zellen durchgefiihrte Kotransfektion des spd®- GIlyR
(spd®-trc) in Kombination mit einer GlyR-Variante, die nur aus dem fehlenden Stiick des GlyR besteht (R327-
K429, tail). Man erkennt einen vergleichsweise schwachen Glycin-induzierten Chlorideinwartsstrom. C™™;
Dasselbe Experiment wie (C) unter Verwendung der langen SpleiRvariante spd®-elg. Die Chloridstréme lassen
sich durch Kotransfektion des Rettungskonstrukts nicht wiederherstellen.

Eine wichtige Grundlage fir die in dieser Studie durchgefuhrten Experimente zu Rettung
(rescue) des oscillator-Phénotyps bildet die in vitro Komplementationsstudie trunkierter
GlyRal-Varianten (Villmann et al., 2009a). In dieser Veroffentlichung wurde demonstriert,
dass sich die Funktion des trunkierten spd®-GlyRal teilweise durch die Koexpression eines
C-terminalen Rettungskonstruktes (rescue tail, myc-iD-TM4) wiederherstellen lasst. Dieses
tail umfasst den Anteil der C-terminalen Aminosduresequenz des GlyR, welcher durch die
Einfilhrung des Stopcodons P355X in spd® verloren geht. Durch die Koexpression des spd®-
trc in Kombination mit diesem tail-Konstrukt konnten ~30% der maximalen
Chlorideinwértsstrome (Imax) Wiederhergestellt werden (Abb. 7C"). Die Kanalfunktion der
anderen SpleiBvariante spd”®-elg konnte hingegen nicht wiederhergestellt werden (Abb.

rrrs

7C""). Aus diesen Ergebnissen l&sst sich schlussfolgern, dass sich der GlyR aus voneinander
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unabhéngigen Doménen zusammensetzt, welche ohne direkte kovalente Interaktion einen
funktionellen Rezeptor an der Zellmembran ausbilden konnen. Die oscillator-Mutation
verkilrzt den GlyR nicht nur wesentlich, sondern bewirkt durch die Frameshift-Mutation
auBerdem den Verlust des basischen Motivs am Beginn des TM3-4 Loops **RRKRRH**!
(Abb. 8). Wie im né&chsten Abschnitt erlautert, fungiert dieser Bereich des TM3-4 Loops als
multifunktionelles Motiv und ist z.B. fir die korrekte Integration des GIlyR in die
Zellmembran notwendig (Sadtler et al., 2003). Villmann et al. konnten in diesem
Zusammenhang die Bedeutsamkeit dieses basischen Motivs fur die Effizienz der
Komplementation demonstrieren: Beinhaltete des tail-Konstrukt das basische Motiv, konnte
die Kanalfunktion des spd®-trc-GlyR komplett wiederhergestellt werden (Villmann et al.,
2009a). Eine Folgestudie beschaftigte sich daraufhin systematisch mit dem Thema, welche
Aminoséuren des tails fur die Interaktion beider Doménen an der Zellmembran verantwortlich
sind (Unterer et al., 2012). Hier wurde im Wesentlichen gezeigt, dass die rescue-Effizienz des
tails mit dessen Lange korreliert: Die Deletion von mehr als 49 Aminosdauren am N-Terminus

des tails fuhrt zum Verlust des Komplementationspotentials.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, (i) welche Art der Interaktion zwischen
trunkierten GlyR und dem tail-Konstrukt die Ausbildung eines funktionellen Rezeptors an der
Zelloberflache determiniert. Hierzu wurden den trunkierten tail-Konstrukten Aminoséuren
verschiedener Polaritdt und Volumens am N-Terminus angeheftet sowie der Einfluss
bestimmter Motive innerhalb des Volllangenkonstruktes auf die rescue-Effizienz untersucht.
Weiterhin wurde (ii) UGberprift, inwieweit sich die Erkenntnisse der in vitro Studie zur
Komplementation des oscillator-GlyRs in vivo anwenden lassen. Diesbezlglich wurde in
elektrophysiologischen Experimenten die Effizienz unterschiedlicher tail-Konstrukte im
Vektor pECFP-C1 Uberpruft. Das effizienteste Konstrukt wurde anschliefend von der
Arbeitsgruppe von C. Gross (EMBL, Monterotondo, Italien) zur Generierung der transgenen
Maus tg Glral-Ex9 verwendet. Diese Mause wurden im Anschluss mit heterozygoten
oscillator-Mausen verpaart und Uberprift, ob die Anwesenheit des Transgens in den

homozygoten Nachkommen Einfluss auf den Phanotyp hat.

1.6.7. Der TM3-4 Loop

Die Methode der Rontgenkristallografie hat seit dem Beginn des laufenden Jahrhunderts die
Forschung auf dem Gebiet der lonenkanalphysiologie revolutioniert. Dieses hochauflosende

Bildgebungsverfahren ermoglicht die  Untersuchung der Beziehungen zwischen
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dreidimensionaler Quartiarstruktur eines Proteins und seiner Funktion. Auf diese Weise
konnte die Kristallstruktur sémtlicher Cys-Loop-Rezeptoren entschlusselt werden (Unwin,
2005, Hassaine et al., 2014, Miller and Aricescu, 2014, Du et al., 2015). Bei néaherer
Betrachtung dieser Kristallstrukturen fallt auf, dass diese aus 2 Domanen bestehen: der
extrazellularen Ligandenbindungsdomane, sowie der Transmembrandomane aus 4 a-helikalen
Transmembransegmenten. Die Kristallstruktur des grof3en intrazelluldren Loops (TM3-4
Loop) konnte aufgrund seiner Flexibilitat jedoch nicht aufgeldst werden. Im Vergleich zu den
strukturellen Ahnlichkeiten, die zwischen den Mitgliedern der CLR-Familie in den ECDs und
TMDs herrscht, liegt im Bereich des TM3-4 Loops die groRte Diversitat in Bezug auf Lange
und Aminosaurekomposition vor (Goyal et al., 2011). Man geht aus diesem Grund davon aus,

dass dieser Bereich die funktionellen, rezeptorspezifischen Kanaleigenschaften determiniert.

Die prokaryotischen CLR-Homologe ELIC (Erwinia chrysanthemi ligand-gated ion channel)
und GLIC (Gloeobacter violaceus ligand-gated ion channel) besitzen im Vergleich zur CLR-
Superfamilie sehr kurze TM3-4 Loops (Tasneem et al., 2005, Hilf and Dutzler, 2008, Nury et
al., 2011). Chimare CLRs, die anstatt des TM3-4 Loops das kurze Heptapeptide SQPARAA
(TM3-4 Loop von GLIC) tragen, bilden funktionelle lonenkandle aus, die sich in der
Einzelkanalleitfahigkeit und dem Desensitisierungsverhalten vom wildtypischen Rezeptor
unterscheiden, nicht aber in allgemeinen Merkmalen, wie der lonenselektivitat, der Effizienz
der Ligandenbindung (als MaR gilt hier der ECso-Wert) oder Stromamplitude (Jansen et al.,
2008, Papke and Grosman, 2014, Moraga-Cid et al., 2015). Aus diesen Ergebnissen l&sst sich
ableiten, dass nicht die Lange des TM3-4 Loops fir die Rezeptorfunktion entscheidend ist,
sondern die Aminosauresequenz. Des Weiteren handelt es sich bei den angesprochenen
Studien um Uberexpressionsexperimente in  Zellkulturen, weshalb die Frage nach

funktionellen chiméren Rezeptoren in vitro unbeantwortet bleibt.

Der aktuelle Wissensstand Uber strukturierte Bereiche des TM3-4 Loops des GIyR ist stark
limitiert und beschrénkt sich auf die Segmente nahe TM3 und TM4. So ist von Kation-
selektiven CLRs bekannt, dass sie am Ende des TM3-4 Loops a-helikale Bereiche ausbilden,
die man MA-stretch (Membran-assoziierte Ausdehnung) nennt (Unwin, 2005, Hassaine et al.,
2014). Innerhalb dieses MA-stretches sind positiv geladene Aminoséuren an der Ausbildung
lateraler Tunnel, oder Portale beteiligt, die den Permeationsweg einstrémender lonen und
damit die Kanalleitfahigkeit beeintrachtigen (Kelley et al., 2003). Die Existenz dieser Portale
wird aufgrund der Sequenzhomologie der beteiligten Aminosduren auch fir den GIyR
vorhergesagt (Carland et al., 2009). Anhand der Struktur des Serotoninrezeptors lasst sich die

Existenz eines zweiten a-helikalen Bereichs am Beginn des TM3-4 Loops des GlyRs
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vermuten. Dieser Abschnitt wird MX-helix genannt und ist beim Serotoninrezeptor ebenfalls
an der Ausbildung intrazellularer Portale beteiligt (Hassaine et al., 2014). Die Verwendung
von Circulardichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie) hat gezeigt, dass der TM3-4
Loop des GlyRal ebenfalls a-helikale Bereiche nahe TM3 und TM4 ausbildet (Burgos et al.,
2015) was einen weiteren Anhaltspunkt fur die Existenz intrazellularer Portale im GIlyR
darstellt. CD-Spektroskopie bestatigt aullerdem das Vorhandensein sogenannter Poly-L-
Prolin-Helices Typ Il (PPIl) im TM3-4 Loop des GlyR (Cascio et al., 2001). PPII sind
helikale Sekundarstrukturen mit einer perfekten 3-fachen Rotationssymmetrie (Rath et al.,
2005) die zur Auspragung von SH3-Konsensussequenzen (SRC Homology 3 Domain
consensus sequences) fiihren. Die Erkennungssequenz XXPXXP ist zwischen allen GlyR-
Untereinheiten stark konserviert und an der Bindung von intrazellularen Proteinen an den
TM3-4 Loop des GIyRp beteiligt (Del Pino et al., 2011, Del Pino et al., 2014).

Innerhalb der vermuteten MX-Helix am C-Terminus des TM3-4 Loops wird einer Gruppe
von basischen Aminosauren *°*RFRRKRR®*? eine besondere Bedeutung beigemessen: So
konnte demonstriert werden, dass die Integritat dieses positiv geladenen Motivs fiir die
korrekte Membranintegration des apolaren TM3-Segments essentiell ist (Sadtler et al., 2003).
Gleichzeitig sind Teile dieses basischen Motives (***RRKRR*? in GlyRal; **RRKRK*®
GlyRa3) an der Ausbildung nukledrer Lokalisationssignale beteiligt, welche durch die
Interaktion mit den Karyopherinen a3/a4 den Transport in den Zellkern steuern (Melzer et al.,
2010). Obwohl die Funktion von GlyRs innerhalb des Zellkerns unerforscht ist, wird ihnen
eine entscheidende Rolle in nicht-neuronalen Geweben (den Eynden et al., 2009) wie
beispielsweise in Hirntumoren zugeschrieben (Forstera et al., 2014). Innerhalb des basischen
Motivs sind die Aminosauren *°*RFRRK*® zudem an der Bindung zytosolischer G-
Proteinuntereinheiten (GBy) beteiligt (Yevenes et al., 2006), welche die Glycin-induzierten
Chloridstrome in vitro potenzieren (Yevenes et al., 2003). Es wurde gezeigt, dass die
Interaktion des TM3-4 Loops mit G-Proteinen an den Motiven **RFRRK?*® und **KK (am
N-Terminus des TM3-4 Loops) stark mit der allosterischen Modulation durch Ethanol
korreliert (Yevenes et al., 2010). So werden nur diejenigen GlyR-Untereinheiten (als
homomere Kanéle) durch Ethanol moduliert, die auch durch GBy moduliert werden (San
Martin et al., 2012). Weitere Determinanten fiir die Ethanolsensitivitat liegen in TM2, der
SpleiRBkassette im TM3-4 Loop sowie dem extrazelluldaren C-Terminus (Sanchez et al., 2015).
In Ubereinstimmung mit diesen Erkenntnissen zeigen die Knockin-Mause KK385/386AA

eine stark reduzierte Sensitivitat gegentber Ethanol (Aguayo et al., 2014). Interessanterweise
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spielt K385 weiterhin eine entscheidende Rolle in der allosterischen Modulation von GlyRs
durch Endocannabinoide (Yevenes and Zeilhofer, 2011b).

Eine weitere wichtige Art der Modulation von GlyRs stellt die posttranslationale Modifikation
des TM3-4 Loops dar. Die Ubiquitinierung postsynaptischer Proteine stellt dabei ein
wichtiges Signal fir die proteolytische Degradation von LGICs in intrazelluldren
Kompartimenten dar (Christianson and Green, 2004). Zahlreiche rezessiv vererbte
Hyperekplexie-Mutationen beeinflussen die Ubiquitin-vermittelte Rezeptordegradation und
verursachen die Akkumulation des GlyR im ER oder Golgi-Apparat (Villmann et al., 2009b,
Schaefer et al., 2015). Es wird angenommen, dass die Ubiquitinierung des GlyRal an 3 von
insgesamt 10 Lysinresten im TM3-4 Loop stattfindet und dass dieses Ereignis das endogene
Signal flr die Internalisierung und anschlieBende proteolytische Spaltung in 13 kDa-und
35 kDa-Fragmente darstellt (Buttner et al., 2001). Die Internalisierung des GIlyR wird
auBerdem durch Phosphorylierung der Proteinkinase C (PKC) in Abhéangigkeit des Di-
Leucinmotivs L314/L315 stimuliert (Huang et al., 2007). Eine konkrete PKC-
Phosphorylierungsstelle innerhalb des TM3-4 Loops ist S391 (Ruiz-Gomez et al., 1991).
Ebenso spielt die cAMP-abhangige Phosphorylierung (durch PKA) eine wichtige Rolle bei
posttranslationalen Modifikation des GlyR. Beide Kinasen haben Einfluss auf die maximalen
Chlorideinwaértsstrome (Vaello et al., 1994) sowie auf das Desensitisierungsverhalten des
Rezeptors (Gentet and Clements, 2002).

Die am besten erforschte Interaktion des TM3-4 Loops mit intrazellularen Bindungspartnern
ist die vom GIlyRB (Aminosauren 398-410) mit dem Verankerungsprotein Gephyrin (Kim et
al., 2006). Gephyrin nimmt eine hexagonale Struktur an (Saiyed et al., 2007) und verankert
GlyRs und GABAARS an der postsynaptischen Membran (Kneussel and Betz, 2000a). Die
Gephyrin-Bindestellen von GIlyRB und bestimmten GABAR-Untereinheiten sind dabei
dieselben (Maric et al., 2014). Doch Gephyrin ist nicht nur ein Verankerungsprotein. Die
direkte Interaktion mit polymerisiertem Tubulin (Kirsch et al., 1991) sowie den Mikrotubuli-
assoziierten Motorproteinen Kif5 und dic1/2 legt eine direkte Beteiligung am anterograden
und retrograden Transport des GlyR an inhibitorischen Synapsen nahe (Fuhrmann et al., 2002,
Maas et al., 2009). Neben zahlreichen intrazellul&ren Proteinen, die von Gephyrin gebunden
werden ist die Interaktion mit dem GDP/GTP-Austauschfaktor Collybistin (CB) besonders
interessant (Kins et al., 2000, Fritschy et al., 2008). Der knockout von CB fihrt zum
vollstandigen Verlust von Gephyrin und Gephyrin-bindenden GABAaR-Subtypen in
bestimmten Bereichen des Vorderhirns von Mdausen (Papadopoulos et al., 2007) sowie zum
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Verlust GABAerger Synapsen im Hippocampus (Papadopoulos et al., 2008). Der GABAARa2
bindet Gephyrin und Collybistin an Gberlappenden Bindestellen im TM3-4 Loop (Saiepour et
al., 2010). Eine direkte Interaktion zwischen GlyR und Collybistin konnte bisher allerdings

nicht gezeigt werden.

Neben Gephyrin bindet der TM3-4 Loop des GlyRp die Transportproteine Vps35 und
Neurobeachin (Nbea) (Del Pino et al., 2011) sowie das F-Bar-Protein Syndapin | (Del Pino et
al., 2014). Syndapine sind an der Vesikelformation an der Zellmembran, dem Trans-Golgi-
Netzwerk sowie dem Proteasom beteiligt und gelten als Vermittler des vesikuléren Transports
(Qualmann and Kelly, 2000, Kessels and Qualmann, 2004). Zusammenfassend ist der TM3-4
Loop des GIyRB durch die Bindung intrazelluldrer Adapterproteine nicht nur an der
Verankerung, sondern vermutlich ebenso am Transport des Rezeptorkomplexes zur

Zellmembran verantwortlich.

Die Rolle des TM3-4 Loops an der Aufrechterhaltung der glycinergen Neurotransmission
wird darlber hinaus durch die Hyperekplexiemutationen R316X, G342S, D388A, E375X und
R392H innerhalb dieses Bereichs unterstrichen (Vergouwe et al., 1999, Rees et al., 2001, Tsai
et al., 2004, Bode et al., 2013a). Diese sind (bis auf E375X) gemischt heterozygote
Mutationen, die in Kombination mit Mutationen in anderen Rezeptorbereichen auftreten. Die
zugrundeliegenden Mechanismen die zur Stérung der Rezeptorfunktion fuhren sind allerdings
unbekannt. Eine dahingegen gut charakterisierte Mutation in der intrazellularen Domane des
GlyRal ist die Mutation P250T im TM1-2 Loop (Saul et al., 1999). Die Einfiihrung von
Threonin an Position 250 am zytoplasmatischen Ende der lonenkanalpore fiihrt zu GlyRs, die
sehr schnell desensitisieren und einen erhdhten ECso-Wert vorweisen (Breitinger et al., 2001).
P250 ist aulerdem ein geeignetes Beispiel fur den Zusammenhang zwischen (Kristall-)
Struktur und Funktion eines Proteins: Bevor die Kristallstruktur weiterer CLRs aufgeldst
werden konnte, ist man anhand der Homologie der TM2 des GlyRs zum AChR davon
ausgegangen, dass die engste Stelle der Kanalpore von R252 (in rdumlicher N&he zu P250)
gebildet wird (Akabas et al., 1994, Miyazawa et al., 2003). Nach Auflésung der
Kristallstruktur der Kanalpore des GlyR ist bekannt, dass die engste Stelle des Kanals im
geschlossenen Zustand weiter entfernt von P250 (-2°P) an Position L261 liegt. Heutzutage
wird angenommen dass P250 Teil des TM1-2 Loops ist, welcher im pentameren
Rezeptorkomplex im offenen Zustand des Kanals die engste Stelle des erweiterten
lonenpermeationswegs darstellt, an welcher einstromende CI-lonen ihre Hydrathille

abstreifen (Du et al., 2015). Im Strychnin-gebundenen, geschlossenen Kanalzustand bildet der
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hydrophobe Ring aus Leucinen an Position 261 hingegen eine Barriere mit einem Porenradius
von ~1,4/f\ aus, welche die Passage von Chloridionen mit einem Radius von 1,82'\ (im
hydratisierten Zustand) verhindert.

Mutagenesestudien am TM3-4 Loop verschiedener GlyRos belegen auBerdem den Einfluss
einzelner oder gruppierter Aminosauren auf das Desensitisierungsverhalten des Rezeptors
(Nikolic et al., 1998, Breitinger et al., 2009, Meiselbach et al., 2014).

In der vorliegenden Arbeit war die vollstdndige Charakterisierung der bislang unbekannten
Hyperekplexie-assoziierten Mutation P366L im TM3-4 Loop des GlyRal zielsetzend. Des
Weiteren wurde der Einfluss des Austauschs des kompletten TM3-4 Loops des GlyRal gegen
das Heptapeptid SQPARAA aus Gloeobacter violaceus in Abhangigkeit von der Anwesenheit
der basischen Motive am C-und N-Terminus des Loops untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1. Zelllinien
2.1.1. Cos7-Zellen stammen von Nierenzellen der afrikanischen Primatenart griine Meerkatze
(Cercopithecus aethiops) ab. Es handelt sich um eine Fibroblastenzelllinie, die in den 1980er
Jahren stabil mit einer Mutante des SV40-Virus transformiert wurde und das sogenannte T-
Antigen produziert (Gluzman, 1981). Durch Vorhandensein des T-Antigens, welches bei der
DNA-Replikation als Helikase wirkt, sind Cos7-Zellen besonders gut fir
Transfektionsexperimente geeignet.

2.1.2. HEK?293-Zellen sind embryonale humane Nierenzellen (human embryonic kidney
cells), welche in den 1970er Jahren mit DNA-Fragmenten des humanen Adenovirus 5
transformiert wurden (Graham et al., 1977). Es handelt sich um hypotriploide, sich schnell

teilende und adhérent wachsende Epithelzellen.

2.2. Mauslinien
2.2.1. C57BL/6: Hierbei handelt es sich um eine wildtypische Mauslinie, die fir alle
Kontrollexperimente dieser Studie verwendet wurde. Die C57BL/6-Maus war das 2.

Saugetier, dessen Genom vollstdndig sequenziert wurde (Waterston et al., 2002).

2.2.2. Oscillator (spd®): Die spontane Mausmutante oscillator (spd®) trat im
Maushintergrund C57BL/6 erstmalig auf. Homozygote Tréger des rezessiv vererbten
oscillator-Allels spd® zeigen Symptome der komplexen Bewegungsstérung Hyperekplexie
(startle disease), die 3 Wochen nach der Geburt zum Tod flhren. Die Symptome gleichen
denen einer Vergiftung mit Strychnin, welches ein kompetitiver Antagonist des
inhibitorischen Glycinrezeptors ist. Die Symptomatik ist auf eine Mikrodeletion von 7 bp
innerhalb des Glral-Gens auf Chromosom 11 zuriickzufiihren, welches die al-Untereinheit
des Glycinrezeptors kodiert (Buckwalter et al., 1994, Kling et al., 1997). Dadurch wird eine
Leserasterverschiebung  ausgeldst, welche in  Abhéngigkeit einer alternativen
SpleilRakzeptorstelle (splice acceptor site) in Exon 9 zur Expression zweier Polypeptide fuhrt
(Malosio et al., 1991a), bei denen die 4. Transmembrandomane des Rezeptors nicht

vorhanden ist.

25



Material & Methoden

2.2.3. tg Glral-Ex9: Diese Mauslinie wurde von der Arbeitsgruppe von C. Gross am EMBL
in Monterotondo (ltalien) generiert. Zusétzlich zum murinen GlyRal exprimieren diese
Mause das sogenannte mmal-tail unter der Kontrolle des Glycinrezeptorpromotors. Dieses
tail-Konstrukt besteht aus jener Sequenz des GIlyRs, die in der kurzen oscillator-Variante
(spd®-trc) durch das verfrilhte Stopcodon der spd®-Mutation nicht exprimiert wird. Im
Vergleich mit dem wildtypischen GlyR beginnt die Aminosauresequenz mit L357 und endet
mit dem Stopcodon 458 (Abb. 8B). Das Konstrukt wurde zundchst in pECFP-C1 (Clontech)
kloniert und spater in einen BAC (bacterial artificial chromosom) integriert. Die generierten
transgenen Mause wurden in den oscillator-Stamm zurtickgekreuzt, um den Effekt des

Transgens auf den oscillator-Phanotyp zu untersuchen

A B

Kan 3961.4732 335 357
b mmal wt:  VSRQHKELLRFRRKRRHHKSPML

spd°-tre: - VLTRNCFDLGGRGDITRAPC* I

PECFP-C1-mma-tail

st [ AT W]
4732bp H

]
/'/" Bolll 1420..1425
{ o wiele 1 W o1
Kpnl 17324737
MCS 1732.1752 mmal-tail 357 I:I:l 458

BamHIXholl 1747..1752

SV40 Promotor 2276..2544

Abbildung 8. Ubersicht des transgenen Komplementierungsansatzes

A: Dargestellt ist das flr die Generierung der transgenen Glral-Ex9-Mause verwendete Ausgangskonstrukt. Das
mmal-tail wurde Uber die Bglll-Restriktionsschnittstelle hinter die Sequenz des enhanced cyan fluorescence
protein (eCFP) eingefligt. Die Présenz dieses Markerproteins im transgenen Tier dient der proteinbiochemischen
sowie immunzytochemischen Detektion. Am Beginn der eCFP-Sequenz befindet sich auRerdem eine Kozak-
Konsensussequenz (GCC.ACC.AUG.G), welche eine wichtige Rolle im Prozess der Initiation der Translation
einnimmt (Kozak, 1987). B: Die schematische Darstellung des wildtypischen GlyRal zeigt im Vergleich mit der
spd®-Mutation die Sequenzunterschiede der Rezeptoren auf. Bei spd®-trc tritt im rot gekennzeichneten Bereich
(spd®-trc: L336-T337, analog zu wt: S336 bzw. R337) eine Mikrodeletion von 9 bp in Kombination mit einer
Mikroinsertion von 2 bp auf, die zu einer Leserasterverschiebung und verfriilhtem Stopcodon (*355) fuhrt. Unter
Nutzung der alternativen splice acceptor site in Exon 9 wird ein verlingertes (elongiertes) Nonsense-Peptid
exprimiert, welches ein Stopcodon nach 491 Aminoséuren generiert. Beiden oscillator-Proteinen fehlt das fir die
Kanalfunktion essentielle Transmembransegment 4 (TM4) sowie der sich daran anschlieende C-Terminus.
Transmembrandoménen sind als schwarze Rechtecke, nicht-Transmembrandoméanen als weile Rechtecke
dargestellt. Die Nummerierung der Aminoséuresequenz bezieht sich auf das unreife Protein vor der Abspaltung
des Signalpeptids. Die Darstellung ist schematisch und die Abstande der TMs sind nicht proportional zur bp-
Lange.
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2.3. Bakterien
Fur die Transformation von DNA in E. coli-Zellen wurden bei Klonierungen die
chemokompetenten Bakterienstimme DH5a (Thermo Scientific, Malham, USA) oder NEB5a
(New England Biolabs, Ipswich, USA) verwendet. Fiir die Klonierung mit dem low copy-
Vektor FUVal _IRES2_GFP wurden TOP10 E. coli-Zellen (Invitrogen, Carlsbad, USA)

verwendet.

2.4. Modellierung von Glycinrezeptorstrukturen
Alle Modelle des in dieser Studie dargestellten Glycinrezeptors sind mit dem Programm
Pymol Molecular Graphic System, Version 1.6.9.0 (Schrodinger, LLC) erstellt wurden.

2.5. Kits: kommerzielle Reagenzienanséatze

Kit Hersteller Verwendung
SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent ~ ThermoFisher ECL-Detektion
Substrate Scientific

SuperSignal™ West Femto Chemiluminescent ThermoFisher ECL-Detektion
Substrate Scientific

Gel Extraktion Kit Qiagen Gelextraktion
Gel and PCR Cleanup Macherey-Nagel- DNA-Aufreinigung
NucleoBond® Xtra Maxi EF Macherey-Nagel DNA-Isolation

Tabelle 1. Kommerzielle Reagenzienanséatze

2.6. Vektoren und Plasmide

Vektor/Plasmid Insert/Verwendung Hersteller/Herkunft

pRK5 high-copy vector, CMV und Sp6- P. Seeburg, MPI fir
Promotor, Ampicillinresistenz zur Medizinische Forschung,
Expression in HEK293-oder Cos7-Zellen, Heidelberg
fur humane GlyR-Varianten

pPRK7 high-copy vector, CMV und Sp6- P. Seeburg, MPI fir

Promotor, Ampicillinresistenz zur Medizinische Forschung,

27



Material & Methoden

hsal-pRK5

mmal-pRKY

PECFP-C1

PGEMHE

FUVal_IRES2_GFP

Expression in HEK293-oder Cos7-Zellen,
fur murine GlyR-Varianten

Homo sapiens GlyRal Wildtyp,
parentaler Klon fiir alle humanen GlyRal-
Varianten

Mus musculus GlyRal Wildtyp,
parentaler Klon fiir alle murinen GlyRal-
Varianten

enhanced cyan fluorescent protein,
Kanamyecinresistenz, CMV-Promotor, flr
Expression in Saugetierzellen

Oocytenexpressionsvektor

low copy-vector zur Produktion von

Glycinrezeptorvarianten in Lentiviren

Heidelberg

AG Villmann

AG Villmann

Clontech

bereitgestellt von J.
Lynch, QBI Brisbane,
Australien

bereitgestellt von R. Blum

Tabelle 2. Plasmide und Vektoren

2.7. Enzyme
Kit Hersteller Verwendung
GoTaq DNA-Polymerase Promega PCR und
inkl. Puffer Genotypisierung
High Fidelity Tag-Polymerase Roche Klonierungen
inkl. Puffer PCR
Antarctic Phosphatase inkl. Puffer NEB Ligation
T4 DNA-Ligase inkl. Puffer NEB Ligation
Restriktionsendonukleasen inkl. Puffer NEB/Promega DNA-Verdau
Proteinase K Sigma Aldrich DNA-Préparation
DNase Roche Protein-Préparation
RNAse Carl Roth DNA-Préparation

Tabelle 3. In dieser Studie verwendete Enzyme
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Soweit nicht anders gekennzeichnet wurden alle in dieser Studie verwendeten Chemikalien
von Sigma-Aldrich (Minchen), AppliChem (Chicago, USA) oder Carl Roth (Karlsruhe)

erworben.

2.9. Antikorper

Antikorper (inkl. Ursprungsspezies) Hersteller Verwendung

mab2b (Ms) Synaptic Systems (126111) IC

mab4A (Ms) Synaptic Systems (146011) IC/WB

Glycine receptor alpha 1 (Kn) Chemicon (AB15012) IC/WB

Collybistin (Kn) Synaptic Systems (261003) IC/WB/IP

Gephyrin (Ms) BD Transduction Labs. IC/WB
(610584)

Pan-Cadherin (Kn) Cell Signalling (4068) WB

Syndapin | (Kn) bereitgestellt von D. IC
Kessels, Institut fir
Biochemie I,
Universitatsklinikum Jena

c-Myc 9E10 (Ms) Santa Cruz Biotechnologiy IP
Inc. (Sc-40)

GFP (Kn) Abcam (ab6556) IP/WB

Zg anti-Ms-HRP Jackson ImmunoResearch WB
(115-035-146)

Zg anti-Kn -HRP Jackson ImmunoResearch WB
(111-036-003)

Zg anti-Ms -Cy3 Jackson ImmunoResearch IC
(115-165-003)

Zg anti-Kn Cy3 Jackson ImmunoResearch IC
(111-165-003)

Zg anti-Kn -Cy5 Jackson ImmunoResearch IC

(11111-175-0061-165-003)
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Zg anti-Ms-Cy5 Jackson ImmunoResearch IC
(715-175-150)

Tabelle 4. In dieser Studie verwendete Primar-und Sekundarantikorper. WB-Western-Blot, IC-
Immunzytochemie, IP-Immunprazipitation, Ms-Maus, Kn-Kaninchen, Zg-Ziege.

Primer
Die Liste der in dieser Studie zur Mutagenese, Genotypisierung und Sequenzierung

verwendeten Primer befindet sich im Anhang.

2.10. DNA-und Proteinstandardlésungen

Pufferlosung Zusammensetzung
1XTE-Puffer (TRIS-EDTA-Puffer) 10 mM TRIS Base, 1 mM EDTA; pH 7,4
1XTBE-Puffer 89 mM TRIS Base, 89 mM Borsaure, 2 mM EDTA,;

pH 8,3

1xPBS (Phosphat-gepufferte Saline) 137 mM NacCl, 3 mM KClI, 6,5 mM Na,HPO,4 x H,0,
1,5 mM KH,;PO4 x 3H,0; pH 7,4

Tabelle 5. DNA-und Proteinstandardlésungen

2.11. Zellkulturmedien und-L6dsungen

Losung oder Medium Hersteller/Zusammensetzung
MEM (Minimum Essential Medium) Life Technologies (10270-106)
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) Life Technologies (11960-044)
Neurobasalmedium (NB) Life Technologies (21103-049)
HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) Life Technologies (14170-088)
Dulbecco’s PBS (1x Phosphate Buffered Saline) PAA (H15-002)
L-Glutamin Life Technologies (25030-024)
FCS (Fetal Calf Serum) Life Technologies (10270-106)
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) Life Technologies (15140-122)
B-27 Ergénzungsstoff Life Technologies (17504-044)

Trypsin 0,05% PAN Biotech (P10-023500)
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Silan-L6sung 10% Sigma Aldrich (P1274)
Poly-L-Lysin-L6sung Sigma Aldrich (A3648)
Cos7-Medium DMEM, 10% FCS, 1%L-Glutamin, 1%

Pen/Strep
HEK?293-Medium MEM, 10% FCS, 1% L-Glutamin, 1%

Pen/Strep
Neuronenkulturmedium NB, 2 mM L-Glutamin, 2% B-27

Tabelle 6. Zellkulturmedien-und L&sungen

2.12. Transfektionslésungen

Reagenz Hersteller/Zusammensetzung
2xHBS (HEPES buffered saline) 50 mM Hepes, 12 mM Dextrose, 10 mM KCl,
28 mM NaCl, 1,5 mM Na,HPOy; pH 6,95

TE-Puffer (siehe oben) Applichem (A0973,0500)
DEAE Dextran (Diethylaminoethyldextran) Sigma-Aldrich, 10 mg/ml in PBS
Chloroquin Sigma-Aldrich, 10 mM in PBS
2xBBS (BES buffered saline) 50 mM BES, 280 mM NaCl, 1,5 mM
Na,HPO,; pH 7,05

HBSS Life Technologies (14170-088), 320-330 mOsm
mit Manitol

CaCl, 25M;pH7
NB-Medium Life Technologies (21103-049), 320-330 mOsm
mit Manitol

Tabelle 7. Transfektionsldsungen- und Reagenzien

2.13. Bakterienkulturmedien

Medium Zusammensetzung
LB-Medium (Lauria Bertani) 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl
2XYT-Medium (Yeast/Tryptone) 15 g/l Trypton, 10 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl (fur

Agar-Platten: 5 g/l Agar)
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SOD-Medium (Super optimal Broth) 20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 0,6 g/l NaCl, 0,5 g/l
KCI (vor Benutzung: 5 pl/ml 1 M MgCly, 10 pl/ml

0,5 M MgS0,)

Tabelle 8. Medien fir Bakterienkulturen

2.14. Puffer und Lésungen fur Western-Blot und SDS-PAGE

Pufferlosung Zusammensetzung
TBS (TRIS buffered saline) 50 mM TRIS, 150 mM NaCl
TBS/T-Puffer 0,05% Tween 20 in TBS
Transferpuffer (Anode) 10% (v/v) Methanol, 50 mM Natriumboratpuffer,
0,04% SDS
Transferpuffer (Kathode) 5% (v/v) Methanol, 50 mM Natriumboratpuffer, 0,04%
SDS
SDS-Puffer 25 mM TRIS, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS; pH 8,3
2xSDS-Probenpuffer 90 mM TRIS-HCI pH 6,8, 20% (v/v) Glycerin, 2%
(w/v) SDS, 0,02% (w/v) Bromphenolblau
Blocklésung 5% (w/v) BSA in TBS/T
Sammelgelpuffer 0,5 M TRIS-HCI, 0,4% (w/v) SDS; pH 6,8
Trenngelpuffer 1,5 M TRIS-HCI, 0,4% (w/v) SDS; pH 8,8
Sammelgel 650 ul Polyacrylamid, 1,25 ml Sammelgelpuffer,
3,05 ml H,0, 25 pl 10% APS, 5 ul TEMED
Trenngel (11%) 5,5 ml PAA, 3,75 ml Trenngelpuffer, 5,75 ml H,0,

50 pl 10% APS, 10 ul TEMED

Tabelle 9. Puffer und Losungen fir Western-Blot und SDS-PAGE

2.15. Puffer fur elektrophysiologische Experimente

Medium Zusammensetzung

Extrazellularpuffer 137 mM NaCl, 5,4 mM KCL, 1,8 mM CaCl,, 1 mM
MgCl,, 5 mM Hepes; pH 7,2 mit NaOH
Intrazellularpuffer 120 mM CsCl, 20 mM N(Et)4Cl, 1 mM CaCl,, 2 mM
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MgCl,, 11 mM EGTA, 10 mM Hepes; pH 7,2 mit

CsOH
Tabelle 10. Elektrophysiologiepuffer
2.16. Puffer und Ldsungen far immunzytochemische Experimente
Medium Hersteller/Zusammensetzung
4% Paraformaldehyd (PFA)-Sucrose 2g Sucrose und 2 g PFA in 50 ml dH,0 lésen, 2

Tropfen 1 N NaOH hinzugeben, auf 55 °C erhitzen bis
sich PFA 16st. 10 ml 10xPBS hinzugeben und mit
dH0 auf 100 ml auffullen

Blocklésung 5% (v/v) Ziegenserum (NGS), 0,1-0,2% Triton X-100

inPBSpH 7,4
PFA-Blocker 50 mM NH,CI
Quenching-Puffer 0,1 mM Glycin in PBS
Mowiol Carl Roth

Tabelle 11. Puffer und Lésungen flr immunzytochemische Farbeexperimente

2.17. Zellbiologische Methoden

2.17.1. Aceton-Behandlung von Deckglaschen

Um das Wachstum der adhérenten HEK293-und Cos7-Zellen auf der Oberflache der
Deckgléschen zu ermoglichen, wurden diese 10 min in Aceton (99,5%) inkubiert.
AnschlieRend wurden die Deckgléschen bei RT getrocknet, hitzesterilisiert und bis zur
Benutzung steril bei RT gelagert. Die Acetonbehandlung greift die Oberflache der

Deckglaschen an und erméglicht den Zellen ein erleichtertes Anheften und Wachsen.

2.17.2. Beschichtung von Deckglaschen mit Poly-L-Lysin
Um das Wachstum von primdren Neuronenkulturen auf Deckglaschen zu ermdglichen,
wurden diese 1 h in 1 M HCI, anschlielend 1 h in 96% Ethanol inkubiert und (iber Nacht bei
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50 °C getrocknet. Am néchsten Tag wurden die Deckgléschen einzeln 3x in Silanlésung
getaucht, je 4 Stuck in einer 3 cm-Schale platziert und 6-8 h bei 37 °C getrocknet. Die
eigentliche Beschichtung mit Poly-L-Lysin erfolgte tber Nacht in der Sterilbank unter
Bestrahlung mit UV-Licht. Am Folgetag wurden die Deckgldschen 3x mit dH,0 gewaschen
und in Alufolie gewickelt bei 4 °C gelagert.

2.17.3. Kultivierung von Zelllinien (HEK293/Cos7)

Die Zellen wurden in Vollmedium bei 37 °C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert.
Alle Schritte zur Kultivierung wurden in einer sterilen Werkbank durchgefihrt. Alle
verwendeten Lésungen und Medien wurden vor der Benutzung bei 37 °C inkubiert. Bei einer
Konfluenz von ca. 70-90% wurden die Zellen gesplittet. Dabei wurde zunéchst das
Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen, um nicht-adharente bzw.
abgestorbene Zellen zu entfernen. AnschlieBend wurde diese Losung abgesaugt, durch 1-3 ml
0,05% Trypsin ersetzt und 3 min bei 37 °C inkubiert, um die Zellen vom Untergrund zu I6sen.
Der Verdau wurde mit Vollmedium beendet und die Zellsuspension 6 min bei 1400 rpm
abzentrifugiert. Im letzten Arbeitsschritt wurde der Uberstand abgenommen, die Zellen in
Vollmedium suspendiert, die Zellzahl bestimmt und die gewiinschte Zellzahl in 10 cm-
Schalen oder Kulturflaschen ausplattiert. Fur elektrophysiologische und immunzytochemische
Experimente wurden 1,5x10° Zellen auf Aceton-behandelten 13 mm Deckgléaschen in einer
3 cm-Schale ausplattiert und das Gesamtvolumen auf 2,5 ml mit Vollmedium aufgefillt. Fur
die Gewinnung von Zelllysaten sowie zur Prdparation von Membran-gebundenen Proteinen
wurden 1,5x10° Zellen in 10 cm-Schalen ausgesit und mit Vollmedium auf ein

Gesamtvolumen von 7,5 ml aufgefullt.

2.17.4. Transfektion von HEK293-Zellen

Die Transfektion erfolgte 24 h nach der Aussaat der Zellen nach einem modifizierten
Protokoll von Chen und Okayama (Chen and Okayama, 1987). Diese Standardmethode
gewdhrleistet den effizienten Transfer von plasmidisch kodierter DNA in kultivierte
(HEK293-) Zellen. Im Wesentlichen entsteht bei dieser Transfektionsmethode ein Prazipitat
aus positiv geladenen Calciumionen und negativ geladenen Phosphatgruppen, welches die zu
transfizierende DNA bindet und Uber einen bisher nicht komplett verstandenen Mechanismus

von der Zielzelle internalisiert wird. Hierzu wird zu einer Lésung aus DNA, CaCl, und
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0,1XTE-Puffer tropfchenweise 2xHBS-Puffer hinzugegeben und das Gemisch 20 min bei RT
inkubiert (Tab. 12). AnschlieBend wird diese Transfektionslésung auf die Zellen getropft, die
Kultur unter Standardbedingungen kultiviert, nach 14 h mit 3 ml Vollmedium gewaschen und
nach weiteren 24 h fir die experimentelle Analyse verwendet. Als Transfektionskontrolle

wurde GFP kotransfiziert.

Reagenz 3 cm-Schale 10 cm-Schale
DNA 0,5-3 ug 5-30 ug
CaCl; (2,5 mM) 10 ul 50 pl
0,1XTE-Puffer ad 100 pl ad 500 pl
2xHBS-Puffer 100 pl 500 pl

Tabelle 12. Transfektion von HEK293-Zellen

2.17.5. Transfektion von Cos7-Zellen

Cos7-Zellen wurden mit Hilfe des kationischen Polymers DEAE-Dextran transfiziert. Dabeli
bindet das Polyelektrolyt die negativ geladene DNA. Der entstandene Komplex wird von der
Zielzelle internalisiert. Die Transfektionslosung (Tab. 13) wird tropfchenweise auf die Zellen
gegeben. Nach 30-minitiger Inkubation wurde das komplette Medium abgenommen und
durch frisches Vollmedium ersetzt. Zur Steigerung der Transfektionseffizienz wurden
entweder 12 pl (3 cm-Schale) oder 75 pl (10 cm-Schale) Chloroquin hinzugegeben (Erbacher
et al., 1996). Nach 3 h wurde das Medium erneut gewechselt.

Reagenz 3 cm-Schale 10 cm-Schale
DNA 1-3 g 10-30 pg
PBS 30ul 187 ul
DEAE-Dextran ad 100 pl ad 500 pl

Tabelle 13 Transfektion von Cos7-Zellen

2.17.6. Praparation und Kultivierung von Hippocampusneuronen
Die schwangeren weiblichen Mause der Linie C57BL/6 wurden an Tag 17-21 nach positivem

Ovulationstest mit CO, euthanisiert und die Gebarmutterschlauche einschliefflich der vitalen
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Embryonen in eine mit MEM-Medium gefillte 10 cm-Schale tberfuhrt. Die Embryonen
wurden dekapiert, die Kopfe zur Reinigung mit Terralin bespriht und in eine neue 3 cm-
Schale mit frischem MEM-Medium (1% Penicillin/Streptomycin) transportiert. Nach Offnen
der Schadeldecke wurde das Gehirn freigelegt und anschliefend unter dem Binokular der
Hippocampus entnommen. Dabei wurde darauf geachtet, moglichst alle Meningen und
Blutgeféale zu entfernen. Beide Hippocampi eines Tieres wurden danach in einer eisgekuhlten
3 cm Schale mit MEM (1% Penicillin/Streptomycin) gesammelt. Von diesem Zeitpunkt an
wurden alle weiteren Schritte unter sterilen Bedingungen durchgefihrt. Nach der
Gewebepraparation wurden alle Hippocampi mit einer Schere mechanisch zerkleinert, in
einem 15 ml Falkon mit 5ml 0,05%Trypsin und 0,1 mg/ml DNase gesammelt und im
Wasserbad 30 min bei 37 °C verdaut.

Die Trypsinisierung wurde durch Zugabe von 500 pl FCS beendet. Im Anschluss wurde das
Gewebe in mehreren Schritten trituriert: Die scharfen Réander der Offnungen der
Pasteurpipetten wurden durch gleichmaRiges Erhitzen abgerundet, um ein schonendes
Vereinzeln der Hippocampusneuronen zu gewéhrleisten. Auf diese Art und Weise wurden 3
Pipetten unterschiedlichen Durchmessers erstellt. Zuerst wurden die verdauten Hippocampi
mit der Pipette mit dem grofiten Durchmesser und anschlieRend mit den Pipetten geringeren
Durchmessers 10x vorsichtig trituriert. Nach 3-minttiger Sedimentationszeit wurde der
Uberstand in ein neues Falkon tiberfiihrt und das verbleibende Pellet in 2 ml NB-Medium
(+L-Glut) geldst und erneut mit der kleinsten Pipette trituriert. Nach 2 min Wartezeit wurden
beide Uberstande vereint und 15 min bei 500 rpm zentrifugiert um die enthaltenen Neuronen
von eventuellen Geweberesten zu trennen. Nach einem zweiten Zentrifugationsschritt (2 min,
800 rpm) wurde der Uberstand verworfen, das Pellet in 1 ml NB-Medium (+L-Glut)
resuspendiert und anschlielend erneut 10 min bei 500 rpm zentrifugiert. Anschlielend wurde
der Uberstand verworfen und das Pellet in NB (+L-Glut/B27) resuspendiert. 10 pl der
Zellsuspension wurden in eine sterile Neubauer-Zahlkammer pipettiert um die
Neuronenkonzentration festzustellen. Insgesamt wurden pro 3 cm-Schale 150.000 Neurone in

2,5 ml NB (+L-Glut/B27) auf poly-L-Lysin beschichteten Deckgléschen ausgesét.

2.17.7. Transfektion von Hippocampusneuronen

Lipofectaminmethode
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Kultivierte Hippocampusneurone wurden 3-5 Tage nach der Aussaat nach einem
modifizierten Protokoll von Ohki und Tilkins (Ohki et al., 2001) transfiziert. Lipofectamin ist
eine Losung aus kationischen und neutralen Lipiden, die in der Lage ist einen lipophilen
Komplex mit negativ geladenen DNA-Molekulen auszubilden (sogenannte Liposomen) und
Uber Lipid-Lipid-Interaktion mit der Zellmembran zu verschmelzen. Der genaue molekulare
Mechanismus, wie die auf diese Weise eingeschleuste DNA anschliel3end in den Zellkern
gelangt ist, ist weitgehend unbekannt.

Die zu transfizierenden Hippocampusneuronen wurden zunachst mitsamt Vollmedium in eine
24-Well-Platte tberfuhrt. Das Transfektionsmedium (NB’-Medium=NB ohne Zusatze) wurde
20 min bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Fir die eigentliche Transfektion wurden zweli
Losungen erstellt: Losung A enthielt 1 pg DNA gel6st in 50 pl NB-Medium/Well und Lésung
B 50 ul NB-Medium + 2pul Lipofectamin/Well. Beide Ldsungen wurden 5 min im
Brutschrank inkubiert. Anschlieend wurden beide Lésungen kombiniert und weitere 20 min
inkubiert. Nach diesem Schritt wurde das originale NB-Vollmedium abgenommen,
sterilfiltriert und fir die gesamte Transfektionszeit im Inkubator aufbewahrt. Sofort nach
Abnahme des Originalmediums wurden 300 uI  NB-Medium und 100 pl der
Transfektionslésung/Well hinzugegeben. Generell wurde beim Umsetzen der Zellen sowie
beim Pipettieren der verschiedenen Medien streng darauf geachtet, die Zellen nicht
austrocknen zu lassen. Nach 50-mindtiger Inkubation wurde die Transfektionslésung

abgenommen und durch das Originalmedium ersetzt.

Calciumphosphatmethode

Der Wirkmechanismus dieser Methode ist derselbe wie bei der Transfektion von HEK293-
Zellen. Die Transfektion hippocampaler Neuronen wurde 3-5 Tage nach der Aussaat in 3 cm-
Schalen durchgefiihrt. Das originale Kulturmedium wurde abgenommen und bei 37 °C und
5% CO, gelagert und durch vorgewdrmtes NB-Medium ersetzt. Die Transfektionslésung
wurde wie folgt hergestellt: 7,5 pg DNA wurden in 60 pul dH,0 geldst und mit 7,5 ul CaCl,
gemischt. Anschlieend wurden 75 pl 2xBBS hinzugegeben und fiir 30 min bei RT in
Dunkelheit inkubiert. Nach Zugabe von 1,25 ml NB-Medium wurden die Neurone 30-45 min
in dieser Transfektionslésung inkubiert. Danach wurden die Zellen 3x mit vorgewarmtem

HBSS gewaschen und im letzten Schritt das Originalmedium hinzugefgt.
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2.18. Proteinbiochemische Methoden

2.18.1. Gewinnung von Zelllysaten aus HEK293-Zellen

Ganzzelllysate wurden zur Untersuchung der Expression bestimmter Proteine von Interesse
aus HEK?293-Zellen gewonnen. Hierzu wurden die in 10 cm-Schalen kultivierten Zellen 48 h
nach der Transfektion 1x mit PBS pH 7,4 gewaschen und anschliefend mit 1 ml 95 °C
heiRem 2xSDS-Probenpuffer unter Zuhilfenahme eines Zellschabers vom Untergrund geldst
und in ein steriles Reaktionsgefal wberfuhrt. Zur Entfernung von unléslichen
Zellbestandteilen wurden die Proben bei 4°C 5min und 16.000 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues steriles EppendorfgefaR uberfiihrt und fir weitere Analytik
verwendet. Die  Lagerung von  Zelllysaten  erfolgte  bei -80°C. Bei
Immunprazipitationsexperimenten wurde anstatt 2x SDS-Puffer Cytobuster Protein

Extraction Reagent zum Lysieren der Zellen verwendet.

2.18.2. Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Bradford Protein Assay Kit (Biorad)
verwendet. Das Verfahren basiert auf der Komplexbildung des Farbstoffes Coomassie-Blau
mit kationischen und unpolaren Seitenketten von Proteinen in saurem Milieu. Dabei
verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von A=470 nm auf 595 nm. Dabei
ist die Zunahme der Absorption bei 595 nm proportional zu der Menge des gebundenen
Farbstoffes und somit zur Menge der in der Probe enthaltenen Proteine (Bradford, 1976). Die
Analyse erfolgte am BioPhotometer plus (Eppendorf).

Fur die Konzentrationsbestimmung wurden 1 pul der Probe in 999 ul Bradford-
Gebrauchslosung verdunnt (Verdinnung: 1:1000). Die Absorption wurde bei 595 nm
gemessen und zur Bestimmung der Konzentration mit den Absorptionswerten des
Standardproteins BSA verschiedener Konzentrationen (in pg/ml: 1; 2,5; 5; 10; 15; 25)
verglichen. Lagen die gemessen Werte in der Nahe der Grenzen der ermittelten Eichkurve
(<0,1 oder >0,8) wurde die Probe schwécher (1:500) oder starker (1:2000) verdinnt und die
Messung wiederholt. Mit Hilfe des Bradford-Tests konnte beim Vergleich der
Proteinexpression verschiedener Proben (z.B. Membranexpression verschiedener GlyR-
Mutanten) sichergestellt werden, dass beim Auftragen auf ein PAA-Gel von jeder Probe

dieselbe Proteinmenge verwendet wurde.
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2.18.3. SDS-Polyacrylamid (PAA)-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ist eine weitverbreitete Variante der diskontinuierlichen Polyacrylamid-
Gelelektrophorese und dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekilmasse in
einem elektrischen Feld (Laemmli, 1970). Im Wesentlichen basiert diese Methode auf der
hitzebedingten Denaturierung von Proteinen in der Anwesenheit von Sodiumdodecylsulfate
(SDS) und R-Mercaptoethanol. Unter diesen Bedingungen trennen sich die verschiedenen
Proteinuntereinheiten und verlieren dabei ihre biologische Aktivitét. 3-Mercaptoethanol wird
zur Reduzierung von Sulfidbriicken eingesetzt wahrend SDS als anionisches Tensid die
Eigenladung von Proteinen uberdeckt. Durch Behandlung der Proben mit SDS-Probenpuffer
liegen die enthaltenen Proteine in denaturierter, linearisierter Form vor und weisen eine
konstant negative Ladungsverteilung auf. Aus diesem Grund wandern die Proteinkomplexe in
Abhéangigkeit ihrer Masse und nicht ihrer Ladung unterschiedlich schnell durch das PAA-Gel.
Die Dichte des (PAA-) Trenngels richtet sich nach der Masse der Proteine, die aufgetrennt
werden sollen. So ist ein niedrig konzentriertes PAA-Gel fiur die Auftrennung groRerer
(schwererer) Proteine praktikabel, wéhrend die Auftrennung kleinerer (leichterer) Proteine

hdher konzentrierte Gele erfordert.

Fur die vorliegende Arbeit wurden PAA-Gele mit einer Konzentration von 9-15% PAA
verwendet. Zur Herstellung wurde das Mini-PROTEAN Tetra Cell Casting Kit (Biorad)
benutzt. Die beiden Glasplatten wurden in das abdichtende Gestell eingespannt. Zwischen die
beiden Glasscheiben (Abstand: 1,5 mm) wurde die frisch hergestellte Trenngel-L6sung (Tab.
9) bis 2 cm unter den oberen Rand gegossen. Dann wurde das Gel mit 0,5 ml Isopropanol
uberschichtet und die Polymerisierung abgewartet. AnschlieBend wurde das Isopropanol
abgegossen und die frisch hergestellte Sammelgel-Ldsung auf das polymerisierte Trenngel
pipettiert. Ein Kamm wurde in das Sammelgel gesteckt und 25 min bei RT inkubiert. Das
fertige diskontinuierliche PAA-Gel wurde nach vollstdndiger Polymerisierung fur die

Gelelektrophorese verwendet.

Mit Ausnahme der intrazellularen Proteinfraktion (Biotinylierung S.41) wurden vor der
Beladung des Gels alle Proben 1:1 (v/v) mit 2x SDS-Probenpuffer gemischt und 5-7 min bei
95 °C auf dem Thermoschttler (Eppendorf) gekocht. Danach wurden pro Tasche 20-40 g
Protein aufgetragen. Die Elektrophorese wurde 45-55 min bei 180 V, 400 mA durchgefiihrt.

Als Standardproteinmarker wurden 5 pul PPM eingesetzt.
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2.18.4. Western-Blot Analyse

Der Begriff Western-Blot beschreibt das Verfahren zur ldentifizierung und Quantifizierung
von Proteinen (Towbin et al., 1979). Dabei werden die in einem PAA-Gel enthaltenen
Proteine mittels Elektrotransfer auf eine Nitrozellulosemembran tbertragen und anschlieRend

durch Immunfarbung und ECL-Detektion visualisiert.

Proteintransfer

Fur den Elektrotransfer der Proteine auf die Tragermembran wurde die (semidry)
Westernblotkammer von Biometra verwendet. Bei dieser Methode wird ein senkrecht zum
PAA-Gel gerichtetes elektrisches Feld angelegt, wodurch die Proteine Richtung Anode
wandern und Uber ionische und polare Wechselwirkungen an der Nitrozellulosemembran
haften bleiben. Das Muster der elektrophoretischen Auftrennung bleibt dabei erhalten und die
gebundenen Proteine fiir die weitere immunchemische Analyse zugénglich. Gleichzeitig wird
die Bindung zwischen Proteinen und SDS zerstort, sodass diese renaturieren und ihre
Sekundar- bzw. Tertidrstruktur einnehmen konnen. Aus diesem Grund ist anschliel}end eine

indirekte Detektion mit spezifischen Antikdrpern Gberhaupt moglich.

Folgender Aufbau wurde fur den Elektrotransfer verwendet: 3 Whatman-Papiere wurden in
Anodenpuffer (Tab. 9) eingeweicht und anschlieBend Ubereinander auf der Anode platziert.
Auf diese Schicht wurde die in dH,O inkubierte Membran gelegt und darauf das PAA-Gel
passgenau ausgerichtet. Das Gel wurde mit 3 Whatman-Papieren bedeckt, die zuvor in
Kathodenpuffer eingeweicht wurden, die Luftblasen mit einer Walze entfernt und die
Transferkammer verschlossen. Der Proteintransfer wurde 1,5 h bei 4 °C und 35V, 150 mA,
10 W durchgefuihrt und die Membran anschlieBend zur indirekten Immundetektion (siehe

unten) verwendet.

Antikorperfarbung und verstarkte Chemilumineszenzdetektion (ECL)

Zur Identifikation von Proteinbanden auf der Tragermembran macht man sich das Prinzip der
indirekten Immundetektion zunutze. Dabei binden hochspezifische Antikdrper das Antigen
des untersuchten Proteins. Diese Primérantikorper werden wiederum mit einem HRP-
gekoppelten  (horseradish  peroxidase)  Sekundérantikdrper — markiert und  Uber

Chemilumineszenz auf einem Rontgenfilm nachgewiesen.
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Um das unspezifische Binden des Primarantikorpers an freien Bindestellen der
Nitrozellulosemembran zu minimieren, wurde diese 1 h mit 5% BSA in TBS/T (Tab. 11) bei
RT blockiert. BSA blockiert diese Bindestellen, sodass der Primarantikorper anschlieRend nur
noch die freien Antigene des gesuchten Proteins erkennt. Nach dem Blockieren wurde der
jeweilige Primérantikorper in dieser Blocklésung verdinnt und die Membran tber Nacht bei
4 °C inkubiert. Zur Entfernung dennoch unspezifisch gebundener Antikorper wurde die
Membran am ndchsten Tag 3x10 min mit TBS/T gewaschen. Im Anschluss wurde die
Membran 1 h mit dem in der Blocklésung verdinnten HRP-gekoppelten Sekundéarantikdrper
inkubiert. Nach erneutem Waschen der Membran (3x 10 min TBS/T) wurden die gebundenen
HRP-Antikorper direkt mit SuperSignal West Pico (bzw. Femto) chemiluminescent subtrate
kit detektiert. HRP ist ein Enzym, das die Oxidation von Luminol-basierten Substraten
katalysiert, wobei diese Licht emittieren. Durch Auflegen eines lichtempfindlichen
Rontgenfilms wird dieses Licht an der Stelle auf der Membran detektiert, an der der
Sekundarantikorper bindet und somit indirekt das Vorhandensein des gesuchten Proteins
nachgewiesen. Die mit Antikorpern behandelte Membran wurde im letzten Schritt 5 min in
der ECL-L6sung inkubiert (siehe Herstellerinformationen), danach in eine Réntgenkammer
uberfuhrt und fir 1-120s in der Dunkelkammer mit dem Roéntgenfilm (Amersham

Bioscience) bedeckt. Die Entwicklung erfolgte automatisch im X-Omat 1000 (Kodak).

2.18.5. Biotinylierung von Zelloberflachenproteinen

Zur Detektion von extrazelluldren an der Oberflache lokalisierten Proteindomanen wurde ein
Biotinylierungsassay angewendet. Dabei macht man sich die chemischen Eigenschaften von
EZ-link Sulfo-NHS-LC-Biotin (Thermo Scientific) zunutze. Durch die Konjugation mit der
Sulfonatgruppe ist diese Biotinvariante sehr gut wasserldslich und geht in basischer Lésung
spontan stabile Esterbindungen mit der a-Aminogruppe der ersten Aminosdure, bzw. der -
Aminogruppe von extrazelluldaren Oberflachenproteinen ein. Der N-Hydroxy-Succinimidyl-
Ring des Biotinylierungsreagenz gewahrleistet eine lipophobe Polaritat und verhindert das
Penetrieren durch die Zellmembran. Auf diese Weise werden sémtliche Oberflachenproteine
mit Biotin markiert ohne ihre chemischen und biologischen Eigenschaften zu beeinflussen.
Durch die hohe Affinitat zu Streptavidin kénnen biotinylierte Proteine nach der Zelllyse

gebunden, isoliert und fir die weitere Analyse verwendet werden.

Der Biotinylierungsassay wurde in dieser Arbeit flir jedes zu untersuchende Protein mit 2
Schalen transfizierter HEK293-Zellen (1,5 Mio. Zellen/Schale) 72 h nach Aussaat der Zellen
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durchgefuhrt. Zunéchst wurde das Medium abgegossen und jede Schale 3x mit 4 °C kaltem
PBS (pH 8.0) gewaschen. Um die verbleibenden adhérenten Zellen mit Biotin zu markieren,
wurde nun jede Schale mit 1,5 ml Biotinldsung (1 mg/ml EZ-link Sulfo-NHS-LC-Biotin in
PBS) 30 min bei 4 °C vorsichtig geschwenkt. Im Anschluss daran wurden die Schalen erneut
2x mit 4 °C kaltem PBS gewaschen. Zur Beseitigung Uberschissigen Biotins sowie zur
Vermeidung unspezifischer Reaktionen mit intrazellularen Proteinen wurden die Schalen
hiernach 2x mit Quenching-Puffer (Tab. 11) gespdlt. Die biotinylierten Zellen beider Schalen
wurden anschliefend mit einem Zellschaber und 1 ml PBS vom Untergrund abgeldst und in
einem 2 ml Reaktionsgefal vereint. Nach einem kurzen Zentrifugationsschritt (5 min, 1000 g,
4°C) wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet mit 1 ml Lysis-Puffer (1% TritonX-
100, 0,1 mM PMSF, 2 mM EDTA pH 8, 10 mg/ml Proteaseinhibitor) homogenisiert. Diese
Suspension wurde nun 1 min (13.000 g, 4 °C) zentrifugiert um die in der Proben enthaltenen
Proteine (im Uberstand) von Zelltrimmern und weiteren Bestandteilen zu trennen. 100 pl
dieses Uberstandes wurden in ein separates ReaktionsgefaR tiberfihrt und bei -80 °C gelagert.
Diese Proteinfraktion stellt den Gesamtproteingehalt von membransténdigen, biotinylierten,
sowie intrazelluldaren unbiotinylierten Proteinen dar (G-Fraktion). Die ubrigen 900 ul des
Uberstandes wurden nun 2h mit 50 pl 50% Streptavidin-Sepharose-Beads (Thermo
Scientific) bei 4 °C auf dem Uberkopfschiittler inkubiert. Zuvor wurde das Saulenmaterial
(engl. Beads) 3x mit TBS gewaschen. Im Anschluss wurden die Proben kurz zentrifugiert,
was die Trennung von intrazellularen Proteinen (IC-Fraktion, Uberstand) und biotinylierten
Membranproteinen (M-Fraktion) sicherstellte. Die Beads wurden 3x mit Lysis-Puffer
gewaschen und danach die Proteine durch 5 minttiges Kochen in 2xSDS-Puffer eluiert. Fir
die Analyse im Westernblot wurden die G-und IC-Fraktion der Proteinproben ebenfalls 1:1
mit 2xSDS-Puffer gemischt, aber nur die G-Fraktion parallel fiir 5 min 95 °C erhitzt. Pro
Tasche wurden 40 ul der verdinnten Proben auf das PAA-Gel aufgetragen, wobei darauf

geachtet wurde von der M-Fraktion nur das Eluat aufzutragen.

2.18.6. Membranproteinpraparation

Diese Methode erlaubt die Gewinnung von Proteinen aus der Plasma-sowie ER-Membran.
Hierzu wurden 48 h nach der Transfektion 10x10 cm-Schalen HEK293-Zellen pro Kondition
mit je 5 ml PBS pH 7,4 gewaschen und anschlieBend mit dem selben Volumen kaltem PBS
unter Zuhilfenahme eines Zellschabers geldst und in einem 50 ml-Falkon gesammelt. Die

Proben wurden 20 min bei 4 °C und ca. 13.000 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
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das Pellet in 3 ml Puffer H (10 MM KH,PO,4, 10 MM K;HPO,4, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM
EGTA, 1% PMSF, 1x Proteaseinhibitor) resuspendiert. Zur mechanischen Zerkleinerung
wurde die Suspension nun in einen Glashomogenisator Uberfuhrt und 10x gepottert. Die
Proben wurden danach in Jouan-Rohrchen gegeben und 20 min bei 4 °C und 35.000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das Pellet erneut in 3 ml Puffer H
resuspendiert, erneut gepottert und unter denselben Konditionen zentrifugiert. Im letzten
Schritt dieser Methode wurde das Pellet in 400 pl Puffer-B (250 mM KCI, 25 mM KH,POy,
25 mM K,;HPO,, 1x Proteaseinhibitor) aufgenommen. Die Proteinkonzentration wurde nach
dem Bradford-Verfahren ermittelt. 20 pug Protein wurde in 20 pl 2xSDS-Puffer geldst und
5 min bei 95 °C gekocht bevor die Proben mittels SDS-PAGE und Westernblot analysiert
wurden. Bei der Gewinnung von Membranproteinen aus Mausgewebe wurde nach selbigem
Protokoll vorgegangen mit dem Unterschied, dass vor der ersten Zentrifugation das Gewebe
mit einem Ultra-Turrax (IKA) homogenisiert wurde. Das Uberschiissige Probenmaterial

wurde bei -80 °C gelagert.

2.18.7. Koimmunprazipitation (Ko-1P)

Die Immunprézipitation ist eine biochemische Methode, bei der mittels Antikdrper Antigene
aus einer gemischten Losung konzentriert werden (Kaboord and Perr, 2008). Diese Antigene
sind meist Proteine (kdénnen aber auch Kohlenhydrate, Lipide oder andere Stoffe sein), die
sich auf der Oberflache von Zellen befinden und dort eine charakteristische dreidimensionale
Struktur einnehmen, die von spezifischen Antikoérpern erkannt und gebunden werden. Bei
dieser in vitro Methode macht man sich die Eigenschaften von bakteriellem Protein-A und
Protein-G (sogenannte beads) zunutze, mit hoher Affinitdt die Fc-Region der meisten
Saugetierantikorper zu binden. Bei der Isolierung der beads durch Zentrifugation werden die
gebundenen Antikérper mitsamt der spezifisch gebundenen Antigene (auf der Oberflache des
gesuchten Proteins) sowie deren Interaktionspartner geféllt (=prazipitiert). Das isolierte
Protein und seine Interaktionspartner (Koimmunprazipitate) kénnen anschliefend durch

Westernblot und Immundetektion nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden Interaktionspartner des humanen Glycinreceptors al
untersucht. Hierfir wurden HEK293-Zellen mit den Plasmiden des GlyRs sowie des zu
untersuchenden Proteins transfiziert und 48 h nach der Transfektion Zelllysate nach dem
Cytobuster TM Protein Extraction protocol (Novagen) hergestellt. Dabei wurden die Zellen

mit PBS gewaschen, mit dem Lysis-Puffer aus der 10 cm-Kulturschale gel6st und schlielich
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5 min bei 16.000 g zentrifugiert. Der Uberstand (auch als Input bezeichnet) wurde in ein
neues Reaktionsgefal? berfuhrt und einer Proteinkonzentrationsbestimmung unterzogen. Fur
die Prazipitation wurden (fir einen Ansatz mit 20 Proben) 50 mg Protein-A-Sepharose
(Sigma) und 50 pl Protein-G-Agarose (Roche) in 1400 ul Lysispuffer 15 min inkubiert. Der
jeweilige Antikorper wurde in dieser Losung verdinnt und (50 pl) zusammen mit 300 pg des
jeweiligen Zelllysats iiber Nacht bei 4 °C auf dem Uberkopfschittler inkubiert. Am néchsten
Tag wurden die Proben 3x mit Lysis-Puffer gewaschen und mit der Tischzentrifuge
abzentrifugiert. Das Pellet (beads + Antikorper + gebundene Proteine) wurde mit 30 pl
2xSDS-Puffer gemischt und 5 min bei 95 °C gekocht. Die Proben wurden danach kurz
zentrifugiert und der Uberstand (Protein-Eluat) zusammen mit den Lysaten auf PAA-Gele
aufgetragen und mittels Westernblotanalyse untersucht.

2.18.8. Immunzytochemie
Mithilfe immunzytochemischer Farbungen konnen die von einer Zelle gebildeten Proteine

visualisiert und ihre Abundanz sowie Lokalisation quantifiziert werden.

In dieser Arbeit wurden sowohl transfizierte HEK293-Zellen oder Cos7-Zellen als auch
primére Hippocampusneuronen einer immunzytochemischen Behandlung unterzogen. Die auf
Deckgléschen kultivierten Zellen wurden dazu 3x mit PBS gewaschen und in eine mit
Parafilm beschichtete (semifeuchte) Farbekammer berfihrt. Um eine Konservierung der
Antigenstruktur der untersuchten Proteine zu ermdglichen, wurden die Zellen anschlielRend
10 min mit 4% PFA-Sucrose (Tab. 11) oder 90 s mit -20 °C kaltem Methanol (100%) fixiert.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die unspezifischen Antikorperbindestellen fir
30 min mit 5% Ziegenserum (in PBS) blockiert. Zur Permeabilisierung der Zellen wurde
dieser Blockldsung 0,1% Triton-X100 (Roth) beigemengt. Danach wurden die gegen die zu
untersuchenden Proteine gerichteten spezifischen Primarantikdrper in der Blockldsung
verdunnt und 70 pl fir 1-2 h bei 4 °C auf die Zellen gegeben. Im Anschluss wurden die
Deckglaschen erneut 3x mit PBS gewaschen und mit den ebenfalls in der Blocklésung (1:500)
verdinnten Fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikérpern 1 h bei RT inkubiert. Zur Farbung
der Zellkerne wurde nach 3x Waschen mit PBS 5 min mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI, 1:5000 in PBS) inkubiert. Im letzten Schritt wurden die Deckglédschen nacheinander
in PBS, dann in dH,O getaucht und schlieBlich auf einem Objekttrager mit einem Tropfen
Mowiol oder Aqua-Polymount (Polysciences) eingebettet. Die auf diese Weise geféarbten

Zellen wurden mit einem invertierten Fluoreszenzmikroskop (Olympus, Fluoview1000ix81)
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untersucht. Die entstandenen Bilder wurden anschliefend mit ImageJ (Wayne Rasband) und
Photoshop CS6 (Adobe) analysiert. Die verwendeten Antikdrper mit allen relevanten
dazugehorigen Informationen sind der Tabelle 4 zu entnehmen. Fir sogenannte LIVE-
Féarbungen der Glycinrezeptoren auf der Zelloberfliche wurde der Antikérper mab2b 1:250
im jeweiligen Kulturmedium verdunnt und ohne vorherige Block- oder Waschschritte auf die
Zellen gegeben. Bei Neuronenfarbungen wurden nach der Fixierung die freien PFA-Gruppen
10 min mit NH4Cl blockiert und 15 min mit Quenching-Puffer inkubiert bevor die

Deckglaschen mit Primdrantikdrpern inkubiert wurden.
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2.19. Molekularbiologische Methoden

2.19.1. PCR-Polymerase Chain Reaction

Die Polymerase-Kettenreaktion beschreibt ein in vitro Verfahren zur exponentiellen
Amplifikation von DNA unter Verwendung thermostabiler DNA-Polymerasen (Mullis et al.,
1986). Der Begriff exponentiell bezieht sich auf die Tatsache, dass die Produkte vorheriger

Zyklen als Ausgangsstoffe fur weitere Zyklen dienen.

Man unterteilt die PCR in 3 Elemente, die sich durch die jeweilige Reaktionstemperatur
unterscheiden: Die Strangdenaturierung, das Anlagern (Annealing) der Oligonukleotide
(Primer) und die Elongation der gewunschten DNA-Sequenz definierter L&nge. Die
Denaturierung der doppelstrangigen Matrizen-DNA (template-DNA) erfolgt bei 94 °C. Die
Synthese des neuen DNA-Strangs wird von DNA-Polymerasen katalysiert, welche fir die
Initiation  ihrer  Aktivitit ein freies 3-OH Ende zur Anlagerung von
Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) bendtigen. Dies wird durch Zugabe synthetischer
Primer gewahrleistet, welche tber komplementére Basenpaarung an den Enden des zu
amplifizierenden Strangs binden. Die Temperatur bei der sich die Primer an einzelstrangige
DNA anlagern, hangt von der Lange der Primer als auch von ihrem GC-Gehalt ab und liegt
gewohnlicherweise  zwischen  50-70 °C. Die  Schmelztemperatur ~ wurde  unter
www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.ntml  berechnet. Bei der Elongation
synthetisiert die DNA-Polymerase schliellich den neuen DNA-Strang bei einer
Reaktionstemperatur von meist 72 °C am effektivsten. In der hier vorliegenden Arbeit wurden
Tag- (Thermus aquaticus, Genotypisierung) oder Pfu- (Pyrococcus furiosus, Klonierung)
Polymerasen fiir die PCR verwendet. Ein Standard-PCR-Ansatz enthielt folgende Elemente:

Reagenz VVolumen
template-DNA (100 ng/pl) 1l
dNTPs (10 mM) 2 ul
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,5 ul
forward-Primer (100 pmol/ul) 1l
reverse-Primer (100 pmol/ul) 1l
10xTag-Puffer (MgCl,-frei) 10 pl
MgCl, (25 mM) 2 ul
dH,0 ad 100 pl

Tabelle 14. Standard-PCR-Mix
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Die Annealing-Temperatur wurde in Abhangigkeit von der Schmelztemperatur der jeweiligen
Primer berechnet und an das Standard-PCR-Programm (Tab. 15) angepasst. Die Annealing-

Temperaturen der jeweiligen Primer sind in (Anhang 1V) zu finden.

Verfahrensschritt Temperatur/Zeit
1. initiale DNA-Denaturierung 95 °C-5 min
2. Denaturierung 95 °C-30s
3. Annealing 50-70 °C-30s
4. Elongtion 72°C-30s
5. finale Elongation 72 °C-10 min

25-30 Zyklen der Schritte 2-4

Tabelle 15. Temperatur und Zeiten der Standard-PCR.

Fur Klonierungen wurde die Pfu-Polymerase in Kombination mit dem dazugehorigen 10x-
Puffer verwendet (Dauer Schritte 2-4: 1, 2, 4 min, 28 Zyklen). Fiir die Genotypisierungen
genomischer DNA wurde die Go-Tag-Flexi-Polymerase (Promega) mit dazugehorigem Puffer
verwendet (30, 30, 30 s; 28-30 Zyklen).

2.19.2. PCR-Mutagenese

Zur Generierung von Mutationen im GlyRal wurde die Strategie der overlap extension PCR
(Verlangerung durch Uberlappung) angewendet. Im ersten Schritt dieses Verfahrens wurden
zwei PCR-Fragmente generiert, welche die gleiche Mutation enthalten und sich in einem
Bereich von 10-30 bp berlappen (5 min, 95 °C Denaturierung, 5 min 50-70 °C Annealing,
72 °C Elongation, 28 Zyklen). Die verwendeten Primer mit dazugehoriger Annealing-
Temperatur finden sich im Anhang IV. In der 2. PCR dienten diese Uberlappenden Fragmente
nun als Matrize und wurden zur L&nge des jeweiligen anderen Fragments durch die
Polymerase am 3"-OH-Ende aufgefullt. (5 min, 95 °C Denaturierung, 5 min 55 °C Annealing,
72 °C Elongation, 2 Zyklen). AnschlieBend wurden 2 parentale Primer zu dem Ansatz
hinzugegeben, welche die cDNA an flankierenden Bereichen binden und somit die
exponentielle Amplifikation des mutierten Fragments ermoglichen. Als PCR-Bedingungen
zur Amplifikation wurde dasselbe Programm wie in der 1. PCR verwendet.
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2.19.3. Agarose-Gelelektrophorese

Diese molekularbiologische Standard-Methode wird verwendet, um Nukleinséure-Fragmente
(DNA oder RNA) in einer Agarosematrix ihrer Masse nach aufzutrennen. In einem
elektrischen Feld wandert die negativ geladene DNA zur Anode. Die Agarose dient dabei als
molekulares Sieb, das grofRere Fragmente starker zurtickhalt als kleinere. Die absolute Grofe

eines Fragments wird durch Vergleich mit einem DNA-Standard ermittelt.

In dieser Arbeit wurden vorrangig 1%ige Gele aus LE-Agarose (Biozym) hergestellt, indem
1 g Agarose in 100 ml TBE-Puffer (Tab. 5) durch Erhitzen in der Mikrowelle gel6st wurde.
AnschlieBend wurden 5 pl Midori-Green (Nippon Genetics) beigemengt und die Losung
polymerisiert. Midori-Green ist ein nicht-kanzerogener DNA-Farbstoff, der unter UV-Licht
bei einem Absorptionsmaximum von 470-520 nm detektiert werden kann. Die Proben wurden
1:1 mit Blaumarker gemischt und parallel zum DNA-Standard in die Taschen des Gels
aufgetragen. Eine Spannung von 140-180 V und 100-140 mA Stromstarke wurden fir 30-
60 min angelegt und die DNA-Fragmente anschlieBend unter UV-Licht zur Dokumentation

fotografiert.

2.19.4 Gel-Extraktion
Mit Hilfe der Gelextraktion ist es moglich DNA-Fragmente aus einer PCR oder einem
Restriktionsverdau zu isolieren und von Rickstanden wie Primern, Matrizen-DNA, Vektor-

DNA oder Enzymen zu befreien.

Die Proben wurden in 2-4 Taschen eines Agarose-Gels aufgetragen. Nach der
Gelelektrophorese wurde das Gel entlang der vertikalen Taschen mit einem Skalpell
sauberlich zerschnitten und nur die gesuchte Bande der 1.Tasche unter Anregung von UV-
Licht ausgeschnitten. Anschliefend wurden die anderen Streifen wieder an den 1. Streifen
angelegt und auf derselben Hohe (ohne UV-Licht) horizontal geschnitten. Die Gelstiicke
wurden in einem Eppendorfgefa gesammelt die enthaltene DNA nach dem Protokoll des
NucleoSpin Gel and PCR clean up Kits (Macherey-Nagel) aufgereinigt. Die so gewonnenen

DNA-Fragmente wurden fir die Klonierung oder overlap-PCR verwendet.

2.19.5. Klonierung
Ziel einer Klonierung ist es, ein lineares DNA-Fragment (Insert) in einen Expressionsvektor

(Plasmid) einzubauen. Das Insert wurde mithilfe der PCR von einer Matrize amplifiziert. Die
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DNA wurde durch Gelelektrophorese tberprift und anschlieRend tber Gelextraktion isoliert
und aufgereinigt. Danach wurden Insert und Plasmid mit denselben Restriktionsenzymen
verdaut, auf ein Agarosegel aufgetragen und die gewilinschten Banden erneut isoliert und
aufgereinigt. Vor dem eigentlichen Einbau des Inserts in den geschnittenen Vektor wurde die
Vektor-DNA einer Phosphatasebehandlung unterzogen, um eine Religation zu verhindern.
Nach der Ligation beider Fragmente wurde das fertige Plasmid in Bakterienzellen
transformiert, auf Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und Uber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nédchsten Tag wurden sechs Kolonien isoliert und das
Vorhandensein des Inserts mittels PCR Uberprift. Wurde das Insert in einer Kolonie
erfolgreich nachgewiesen wurde zur Vermehrung der DNA eine 2 ml-Ubernachtkultur mit der
entsprechenden Kolonie angeimpft. Aus dieser Kultur konnte am néchsten Tag die DNA uber
Mini-DNA-Préparation isoliert und mittels Kontrollverdau auf die Existenz des Inserts
Uberprift werden. Von 1-2 positiven Klonen wurde die DNA zur Sequenzierung an die Firma
Eurofins (Ebersbach) gesendet. Nach positiver Sequenzierung wurde zur Vervielféltigung der
DNA eine Maxi-DNA-Préparation mit dem entsprechenden Klon durchgefihrt.

Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die doppelstrangige DNA an definierten, meist
palindromischen Sequenzen von 4-8 Basenpaaren erkennen und durch Hydrolyse aufspalten.
In vivo treten Restriktionsendonukleasen unter anderem in Bakterien und Archaeen auf und
dienen der Abwehr von fremd-DNA. Die Enden der geschnittenen DNA kdnnen entweder
versetzt (sticky, klebrig) oder glatt (blunt) sein, wobei sticky ends leichter ligierbar sind, da sie

miteinander hybridisieren konnen.

Bei der Klonierung werden die Insert-DNA und Vektor-DNA mit denselben
Restriktionsenzymen verdaut und anschlieBend uber Ligation miteinander verbunden. Auf
diese Weise ist es moglich in einen Expressionsvektor die gewiinschte DNA an definierter
Stelle (meist MCS, multiple cloning site) einzuschleusen und z.B. tber Transfektion von
Zellkulturen die Expression des kodierten Proteins zu erreichen. Nach einer Klonierung kann
mit Hilfe des Kontrollverdaus festgestellt werden, ob der jeweilige Vektor das Insert

tatsachlich aufgenommen hat.

Fur den Verdau von DNA wurde das jeweilige Enzym in Kombination mit dem

dazugehorigen Puffer und BSA nach Angaben des Herstellers verwendet. Bei einem
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Doppelverdau mit 2 Enzymen wurde diejenige Kondition gewahlt, die die Effizienz beider

Enzyme maximierte. Die Restriktionsansatze (Tab. 16) wurden 1 h bei 37 °C inkubiert.

Restriktionsverdau Insert Restriktionsverdau Kontrollverdau nach
Vektor Transformation

11 pl PCR-Produkt 1 pg Vektor-DNA 2 1l DNA aus Mini-
Prap.

1,5 pl 10xBSA 1 pl 10xBSA 1 pl 10xBSA
1,5 pl 10xPuffer 1 pl 10xPuffer 1 pl 10xPuffer
0.5 ul Enzym 1 0,5 ul Enzym 1 0,5 ul Enzym 1
0,5 ul Enzym 2 0,5 pl Enzym 2 0,5 ul Enzym 2
6 ul dH,0 5 ul dH,0

Tabelle 16. Pipettierschema versschiedener Restriktionsansatze

Phosphatasebehandlung

Um nach einem Restriktionsverdau mit nur einem Enzym die sogenannte Monoligation
(Ligation beider Enden eines Fragments) des verdauten DNA-Fragments zu verhindern,
wurde obligatorisch eine Phosphatasebehandlung durchgefiihrt. Bei diesem Reaktionsschritt
wurde das 5 -Phosphat-Ende des linearisierten Vektors mit Phosphatase dephosphoryliert, um
die Hybridisierung komplementdrer Enden zu unterbinden. Auf diese Weise wurde
gewahrleistet, dass der Vektor anstatt mit sich selbst mit dem Insert ligiert werden konnte. Die
Phosphatasebehandlung von 8 ul Vektor-DNA erfolgte 15 min bei 37 °C mit 1 ul Antarctic
Phosphatase und 1 pl dazugehorigem Puffer (NEB).

Ligation

Fur die Ligation von Vektor und Insert wurde die T4-Ligase mit dazugehdrigem Puffer (NEB)
verwendet. Der Ligationsansatz bestand aus 1 pl Ligase, 7,5 pl Ligase-Puffer, 1 ul Vektor-
DNA (verdaut, dephosphoryliert) und 5,5 pl Insert-DNA (verdaut). Dieser Ansatz wurde tber
Nacht bei 14 °C inkubiert.
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Transformation

Unter Transformation versteht man die nicht-virale Ubertragung von rekombinanter DNA in
kompetente Bakterien zum Zweck der Vervielfaltigung. In dieser Arbeit wurde der DNA-
Transfer in chemokompetente E.coli-Bakterien (Stamm: DHSa) {iber Hitzeschock
gewahrleistet. Daflir wurden 50 ul der aufgetauten Zellen mit 5 pl des Ligationsansatzes (.
oben) fur 30 min auf Eis inkubiert. Daraufhin folgte der Hitzeschock 45 s im 42 °C heiRen
Wasserbad, gefolgt von einer 2-mindtigen Inkubation auf Eis. AnschlieBend wurden 200 pl
2xXYT-Medium (Tab. 8) hinzugegeben und fir 45 min bei 37 °C unter leichtem Schutteln
inkubiert. Nun wurden die Zellen auf vorgewarmten Agar-Platten (mit dem entsprechenden
Antibiotikum) ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Unter diesen
Umsténden kann man erwarten, dass nur diejenigen Bakterien erfolgreich Kolonien ausbilden
konnen, welche das ligierte Plasmid inklusiver der jeweiligen Antibiotikaresistenzkassette

durch die Transformation erfolgreich aufgenommen haben.

Bakterienkulturen und DNA-Isolation

Die Gewinnung von rekombinanter DNA aus Bakterienkulturen erfolgte nach dem Prinzip der
alkalischen Lyse (Birnboim and Doly, 1979), gefolgt von einer Fallung der DNA mittels
Isopropanol (Sigma). In Abhédngigkeit der gewilnschten DNA-Ausbeute wurde eine Mini-
Préaparation (bis 25 ug) oder Maxi-Préparation (bis 1 mg) durchgefiihrt. Hierflr wurden
zundchst einzelne Kolonien transformierter Bakterien (s. oben) mit einer 200 ul-Spitze
gepickt und in 2ml (Mini-Prap.) oder 250 ml (Maxi-Prap.) 2xYT-Medium (inklusive
geeignetem Antibiotikum) bei 37 °C unter Schitteln (220 rpm) Uber Nacht inkubiert. Die
folgenden Schritte der Isolation beziehen sich auf die 2 ml-Kulturen (Mini-Préap.) und
unterscheiden sich von der Isolation aus 250 ml-Kulturen nur in der Verwendung
entsprechend geringerer Volumina der beteiligten Reagenzien sowie der DNA-Ausbeute: Am
Tag nach dem Animpfen der Kultur wurden die 2 ml Proben 1 min bei 16.000 g zentrifugiert
und das Pellet in 200 pl Puffer-1 (50 mM Glukose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCI pH 8)
resuspendiert. Nach 5 min Inkubation wurden 400 pl Puffer-2 (200 mM NaOH, 1% SDS)
hinzugegeben und die Reaktionsgefale 5x invertiert. Nach 5 min Inkubation wurden nun
300 pl Puffer-3 (11,5% Eisessig, 2 M Kaliumacetat) hinzugegeben und erneut 5 min inkubiert.
AnschlieRend wurde 5 min bei 16.000 g zentrifugiert und 750 pl des Uberstandes mit 750 pl
Isopropanol gemischt (und die enthaltene DNA gefallt). Wieder wurde 5 min bei 16.000 g
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zentrifugiert und danach das Pellet 2x mit 70% EtOH (Sigma) gewaschen. Im finalen Schritt
wurde das Pellet nun 10 min getrocknet und in 40 pl 1IXTE-Puffer (Tab. 5) gelost.

Zur Lagerung und spaterem Zuruckgreifen auf transformierte Bakterienkulturen wurden
700 pl der Ubernachtkultur mit 300 pl Glycerin (86 %) gemischt und bei -80 °C in Cryo-

Réhrchen (Thermo Fischer Scientific) aufbewahrt.

spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration isolierter DNA wurde spektrophotometrisch mit dem Nanodrop ND-100
(Thermo Fisher Scientific) ermittelt. Fir doppelstrangige DNA gilt, dass eine Lésung von
50 pg/ml eine Absorption von 1 bei A=260 nm aufweist. DNA hat ein Absorptionsmaximum
bei 260 nm, wahrend das von Proteinen bei 280 nm liegt. 1 ul Probe wurden zur
Konzentrationsbestimmung aufgetragen und die Absorption bei 260 und 280 nm bestimmt.
Der Quotient dieser Werte sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Niedrigere Werte deuten auf

eine Kontamination der Probe mit Proteinen oder Phenolen hin.

Die Konzentration wurde auf diese Weise bestimmt und die Probe anschliefend auf eine

Konzentration von 1 pg/ul eingestellt.

2.19.6. Klonierung von GlyR-Varianten in Low-Copy-Vektoren

Zur Untersuchung der Effekte der Punktmutation P366L-GlyRal in priméren
Hippocampuskulturen wurde das Konstrukt in den sogenannten low copy vector
FUVal IRES2_GFP kloniert. Der Vektor wurde von R. Blum bereitgestellt und kontrolliert
die Expression des inserierten Gens unter Einfluss des Ubiquitinpromotors. Als Matrizen-
DNA diente das bereits existierende GlyRal-Konstrukt im high copy vector pRK5. Unter
Verwendung geeigneter Primer wurden zunachst die BamHI bzw. Notl-Schnittstellen mittels
PCR angeflgt (FUVAL_BamHI_forward: CGGGATCC ATG TAC AGC TTC AAT ACT
CTT CGA CTC; FUVAL_Notl_reverse: ATAGTTTAGCGGCCGC TCA CTG GTT GTG
GAC GTC CTC TCT ACG). Das PCR-Produkt wurde auf ein 1%-Agarosegel aufgetragen,
nach der Gelelektrophorese die gesuchte Bande ausgeschnitten und aufgereinigt.
AnschlieBend wurden Vektor und Insert verdaut und ligiert. Flr die Transformation wurden
ebenfalls von R. Blum bereitgestellte chemokompetente Bakterien verwendet. Zur
Kultivierung wurde SOD-Medium ohne NaCl verwendet (Tab. 8) und fortlaufend gearbeitet
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(ohne Lagerung bei 4 °C), um zu verhindern, dass der kalteempfindliche FUVal-Vektor das
Insert wieder ausschleust. Vor der Sequenzierung der gewonnenen DNA wurde ein
Kontrollverdau mit BamHI und Notl unter Standardbedingungen praktiziert. Die DNA von
positiv getesteten Klonen wurde fiir die 250 ml-Ubernachtkultur und anschlieBende Maxi-

Préparation verwendet.

2.19.7. DNA-Sequenzierung

Fur die Sequenzierung von DNA-Proben wurde die Firma Eurofins Genomics (Ebersbach)
beauftragt. Es wurde nach dem Herstellerprotokoll gearbeitet und 15 pul DNA (10 ng/ul)
sowie 15 pl (150 pmol) des jeweiligen Primers separat versendet.

2.19.8. DNA-Isolation aus Gewebe

Die Isolation genomischer DNA aus dem Ohrgewebe oder anderem Mausgewebe erfolgte
mithilfe TRIS-EDTA-NaOH-SDS-Puffers (TENS; 10 mM TRIS pH 8,5; 5 mM EDTA; 0,2%
SDS; 200 mM NacCl). Hierzu wurde das Gewebe in 800l TENS-Puffer und 5 pl Proteinase K
uber Nacht bei 55 °C unter Schitteln inkubiert. Anderntags wurden die Proben 5 min bei RT
und 13.000 rom zentrifugiert und der Uberstand mit 750 pl Isopropanol gemischt.
AnschlieBend wurde 15 min bei 4 °C und 15.000 rpm zentrifugiert und das Pellet 2x mit 70%
EtOH gewaschen. Nach Trocknen des Alkohols wurde die DNA in 40 pl TE-Puffer eluiert.

2.19.9. Genotypisierung der oscillator-Mause

Zur Genotypisierung der Mauslinie spd® (oscillator) wurde das Exon 9 des murinen Glral-
Gens unter folgenden PCR-Bedingungen amplifiziert: 5 min 95 °C initiale Denaturierung,
30 s 95 °C Denaturierung, 30 s 55 °C Annealing, 30 s 72 °C Elongation und 10 min finale
Elongation. Ausschlielich der initialen Denaturierung und der finalen Elongation wurde
dieses Programm 30x wiederholt. Der PCR-Ansatz enthielt 1,5 pul Proben-DNA, 1,25 mM
dNTPs, 25 mM MgCl,, 2,5 pl 5x GoGreen-Puffer, 0,35 ul GoTaq Polymerase, 5 pmol beider
Primer (Anhang 1V) und 13,15 ul dH,0. Zur Analyse wurden 10 pl der PCR-Produkte auf ein
9% PAA-Gel aufgetragen. Wahrend bei wildtypischer DNA ein DNA-Fragment von 194 bp

amplifiziert wurde, lag die GroRe des entsprechenden Fragmentes bei spd®-Tieren bei 187 bp.
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Heterozygote Tiere wurden hingegen durch die Anwesenheit beider Fragmente

charakterisiert.

2.19.10. Genotypisierung der tg Glral-Ex9-Mause

Die Anwesenheit des Transgens in genomischer DNA wurde unter denselben PCR-
Bedingungen wie bei der Genotypisierungs-PCR der oscillator-Mause (s. oben) Uberprift.
Diese PCR unterschied sich lediglich durch die Anzahl der Amplifikationszyklen (35 statt 30
Zyklen) und der erhéhten Annealing-Temperatur von 64 °C aufgrund der Komposition der

hier verwendeten Primer (Anhang V).
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2.20. Elektrophysiologische Methoden

Liganden-gesteuerte lonenkanéle, wie der Glycinrezeptor, sind transmembrane Proteine,
welche als Reaktion auf die hochaffine Bindung ihres Liganden in der extrazellularen
Doméne eine Konformationsanderung durchlaufen, die schlieRlich zur Offnung der zentralen
lonenpore und zum Einstrom von (Chlorid-) lonen fiihrt. Dieser lonenfluss kann mit Hilfe der
Patch-Clamp-Technik elektrophysiologisch gemessen und durch funktionelle Datenanalyse
charakterisiert werden. Die Methode stellt eine weiterentwickelte Form der Voltage-Clamp-
Technik (Spannungsklemmen-Technik) dar und dient der Untersuchung elektrischer Aktivitat
einzelner Neurone und selbst einzelner lonenkanéle. 1979 wurde diese heut weit verbreitete
Methode das erste Mal von Erwin Neher und Bert Sakmann beschrieben, wofr sie 1991 mit
dem Nobelpreis fir Physiologie und Medizin ausgezeichnet wurden (Sakmann and Neher,
1984).

2.20.1. Prinzip und Durchfiihrung von Patch-Clamp-Experimenten

Das zugrundeliegende Prinzip dieser Methode ist die langsame Anndherung und das
Aufsetzen einer elektrolytgefiillten Mikropipette sehr geringen Offnungsdurchmessers
(wenige um) auf die Plasmamembran der zu untersuchenden Zelle (Abb. 9A,B). Durch
Anlegen von Unterdruck entsteht an dieser Stelle zwischen Pipette und Zellmembran nun eine
Verbindung mit einem hohen Abdichtwiderstand im Gigaohmbereich. Dieses sogenannte
Gigaseal gewaéhrleistet die elektrische Isolation des Membranstiicks (Patch) unter der
Pipettenspitze gegenlber dem Aufenmedium. Zur eigentlichen Messung von lonenstrémen
ist das Innere der Patch-Pipette Gber einen Silberdraht mit dem Verstéarker verbunden. Dieser
Draht dient gleichzeitig als Messelektrode und Spannungsklemme (s. unten). Ausgehend von
dieser cell-attached-Konfiguration (oder on-cell-Konfiguration) sind nach Ausbildung des
Gigaseals noch weitere Messkonfigurationen moglich (Abb. 9C). So I&sst sich durch Anlegen
eines Unterdrucks das Membranstiickchen unter der Pipette durchbrechen ohne das Gigaseal
zu zerstoren. Auf diese Art und Weise erhdlt man eine niederohmige Verbindung zur
gesamten Zelle mit der die Gesamtstrome aller auf der Membran exprimierten lonenkanéle
gemessen werden konnen (whole-cell-Konfiguration). Bewegt man nun die Pipette vorsichtig
von der Zelle weg, schlielt sich die getffnete Membran in der Pipette und ist mit ihrer
AuBenseite dem AulRenmedium ausgesetzt. Mit dieser outside-out-Konfiguration ist es
maoglich Einzelkanalmessungen durchzufuhren. Entfernt man hingegen die Pipette ausgehend
von der cell-attached-Konfiguration von der Zelle, erhalt man Zugang zur zytoplasmatischen
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Seite des Membranstiicks. Diese inside-out-Konfiguration eignet sich zur Untersuchung der
elektrischen Aktivitdt einzelner lonenkandle in Abhangigkeit von der biochemischen
Zusammensetzung des Zytosols. In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlie3lich Ganzzell-

Ableitungen von transfizierten HEK293-Zellen oder primédren Hippocampusneuronen

durchgefunhrt.
A B
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Abbildung 9. Prinzip und Konfigurationen der Patch-Clamp-Technik

A: Eine elektrolyt-gefiillte Mikropipette mit integriertem Silberdraht dient als Messelektrode. Diese wird mit
einem Mikromanipulator zur Zelle von Interesse navigiert bis die on-cell-Konfiguration erreicht ist (B). Durch
geringen Unterdruck bildet sich nun das Gigaseal aus. C: Ausgehend von dieser Konfiguration sind verschiedene
Zellmanipulationen mdglich (Erklarung siehe Text). D: Schematisches Schaltbild des Patch-Clamp-Verstéarkers
(Numberger and Draguhn, 1996).

Zur Messung von Chloridstromen iiber den humanen oder murinen GlyRal wurde das
Deckglaschen mit transfizierten HEK293 Zellen am Messplatz 15 min in Extrazellularpuffer
inkubiert. Die Patchpipetten wurden mit Hilfe des Horizontalpullers P-97 (Sutter Instrument,
Novato, USA) aus Borsilikatkapillaren (World Precision Instruments, Berlin) nach
Herstellerprotokoll gezogen und zur Halfte mit Intrazellularpuffer gefillt. Der
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Pipettenwiderstand variierte zwischen 3-10 MQ. Die Zusammensetzung der beteiligten Puffer
sind Tabelle 10 zu entnehmen. Zur Minimierung von Hintergrundrauschen wurden die
elektrophysiologischen Experimente auf einem schwingungsgeddmpften Tisch innerhalb
eines Faraday’schen Kéfigs durchgefiihrt. Um die on-cell-Konfiguration zu erreichen wurde
die geflllte Pipette auf die Messelektrode montiert und ber einen Mikromanipulator zur
Zelloberflache navigiert. Dabei wurde die Bewegung der Pipette Uber ein konfokales
Fluoreszenz-Mikroskop mit 40-facher VergroRerung verfolgt. Transfizierte Zellen konnten
auf diese Weise durch Emission von griinem Licht von untransfizierten Zellen unterschieden
werden. Die Messkammer wurde kontinuierlich mit vorgewdrmtem Extrazellularpuffer
gespult und Uber einen weiteren regulierbaren Perfusionskreislauf (sogenanntes U-Tube-
Perfusionssystem) mit dem Agonisten (1-3000 uM Glycin) versorgt. Zur gezielten
Applikation wurde das U-Tube-Perfusionssystem uber das Programm Pulse+Pulse-Fit
(HEKA, Gottingen) gesteuert. Die Messelektrode wurde Uber einen EPC-9-Verstarker
(HEKA, Gottingen) mit demselben Programm verbunden. Nach Erreichen der whole-cell-
Konfiguration wurde die Zelle auf -60 mV geklemmt und die kapazitiven Strome elektrisch
kompensiert (s. unten). Zur Datenanalyse wurden nur Zellen verwendet, die nach Erreichen
der whole-cell-Konfiguration einen Widerstand Uber 100 MQ sowie einen Leckstrom von
unter 0,5nA zeigten. Es wurde ebenfalls darauf geachtet nur Zellen mit einer
Membrankapazitat Cn, zwischen 2,5-10 pF und Pipettenkapazitat Cp, zwischen 10-15 pF in

die spatere Analyse einzubeziehen.

2.20.2. Physikalische Grundlagen und Datengewinnung

Bei der Detektion von lonenstromen im Nanoamperebereich ist die Verwendung eines
Differenzverstarkers notwendig, der Uber einen Vorverstarker mit der Messelektrode
verbunden ist. Dabei wird das Potential (=elektrische Spannung) der untersuchten Zelle
konstant gehalten und der resultierende Kompensationsstrom gemessen. Die Strommessung
und parallele Potentialkontrolle wird durch den Strom-Spannungswandler (Abb. 9D) reguliert,
dessen wichtigste Komponenten der Operationsverstarker (OPA) und der Rickkopplungs-
bzw. Referenzwiderstand (Rf) sind. Der OPA besitzt 2 Eingdnge mit unendlich hohem
Eingangswiderstand (>10** MQ), sodass (iber den OPA kein Strom flieBen kann. Stattdessen
misst er kontinuierlich das Membranpotential der untersuchten Zelle, welches der
Pipettenspannung Ui, entspricht und vergleicht diesen Wert mit der Kommandospannung
Usoii, Welche durch die Software eingegeben wird. Stimmen beide Werte (berein, flie3t kein
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Strom durch das System. Weichen die beiden Werte voneinander ab, liefert der OPA an
seinem Ausgang die Ausgleichsspannung Us, die notwendig ist um die Spannungsdifferenz
der beiden Eingdnge auszugleichen. Da der Ausgang des OPA (ber den
Rickkopplungswiderstand mit dem Eingang der Messelektrode verbunden ist, liefert dieser
nun ein hoch verstarktes Spannungssignal Uy, welches proportional zur Spannungsdifferenz
beider Eingénge ist. Der nachgeschaltete Differenzverstarker vergleicht nun diese Spannung
mit der Kommandospannung und gibt die Differenz (ber ein Oszilloskop oder einen Monitor
aus (Numberger and Draguhn, 1996).

Eine weitere wichtige KenngroRe, die bei der Untersuchung von lonenkanalstrdmen eine
essentielle Rolle einnimmt, ist die Kapazitat C. Diese beschreibt das Verhéltnis zwischen der

Ladungsmenge U zweier elektrisch isolierter Korper und der zwischen ihnen herrschenden
elektrischen Spannung. Es gilt: C= 8. Mit dieser Formel ist es moglich die Speicherkapazitét

eines Kondensators zu berechnen. Dieser besteht aus 2 leitenden Schichten, die tber ein
Dielektrikum (=nicht leitendes Medium) voneinander getrennt sind. Neben der Kapazitat des
Vorverstérkers spielen die kapazitiven Eigenschaften der Zellmembran sowie der Patchpipette
eine wichtige Rolle. Als Dielektrikum werden die Lipiddoppelschicht der Zellmembran und
die Glaswand der Patchpipette betrachtet. Bei einer Anderung der Kommandospannung
werden zunéchst die Kapazitaten der Zellmembran und der Pipette umgeladen bevor es zu
einer entsprechenden Anderung des Membranpotentials kommt. Als Antwort auf den
angelegten Testpuls (5 mV) zeigen sich exponentiell verlaufende transiente Stréme, die sehr
hohe Werte annehmen kdnnen und die eigentlichen Messwerte beeintrachtigen kénnen. Aus
diesem Grund wurden diese kapazitiven Strome (Cr.s: Kapazitat der Pipette mit schneller
Zeitkonstante; Cgon: Membrankapazitdt mit langsamer Zeitkonstante) durch einen in den
EPC9-Verstarker eingebauten automatischen Korrekturmechanismus korrigiert.  Der

Kapazitatsausgleich kann ebenso manuell tber die Software vorgenommen werden.

2.20.3. Datenanalyse elektrophysiologischer Messungen

Fur jedes elektrophysiologisch untersuchte Konstrukt wurden mindestens 10 Zellen aus 3
unabhdngigen Experimenten zur Datenanalyse herangezogen. Die Maximalstrome als Folge
auf die Applikation von Glycin (1-3000uM) wurden analysiert und mithilfe von Microsoft
Excel und Origin 5 (OriginLab) grafisch dargestellt. Folgende KenngroéRen wurden ermittelt:

n .
Mittelwert: x = %xl; n=Anzahl gemessener Zellen.
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Varianz: V x = ﬁx (g —x)%
Standardabweichung (SD) o= V(x);
SEM (Standardfehler der Mittelwerte; SEM): SEM =22

n

ECso-Dosis-Wirkungskurven wurden aus den Maximalstromen (Amplituden) von sieben
verschiedenen Konzentrationen des applizierten Agonisten (1-3000uM) angefertigt. Unter

IGycin __ Glycine ™Hill
Isat ECso Glycin "Hill’

Verwendung der Hill-Gleichung bei welcher ny; den Hill-

Koeffizienten, I¢,,.»den Maximalstrom bei gegebener Konzentration, Is,, den Maximalstrom

bei sattigender Glycinkonzentration darstellt, wurde der ECso-Wert ermittelt, welcher jene

Konzentration darstellt, welche eine halbmaximale Stromantwort produziert.

2.20.4. Spannungsklemmen-Fluorometrie (VCF)

Die Methode der Spannungsklemmen-Fluorometrie (voltage-clamp fluorometry=VCF) wurde
im Labor von Joe Lynch am Queensland Brain Institute angewendet, um die Bewegungen
extrazellularer Schleifenstrukturen wahrend des Offnens und SchlieRens des Glycinrezeptors
in Abhéngigkeit von der Patientenmutation P366L zu untersuchen. Die VCF beinhaltet die
molekulare Befestigung eines Fluoreszenzfarbstoffes (Fluorophor) an der Region des
Rezeptors, die auf Molekilbeweglichkeit hin untersucht werden soll. Dieses Fluorophor ist
ublicherweise mit einer reaktiven Sulfhydrylgruppe konjugiert. Unter Abspaltung von
Sulfinsdure wird dann eine stabile Thiosterbindung mit Cysteinresten des Polypeptids
eingegangen und das Fluorophor auf die Weise an definierter Position konjugiert. In dieser
Studie wurden die beiden extrazelluldr lokalisierten Aminosaurereste N203 (Loop C) sowie
R271 (TM2-3 Loop) in Cysteine umgewandelt, und mit MTS-TAMRA (N203C) oder MTSR
(R271C) (beide Methanthiosulfate von J. Lynch bereitgestellt) konjugiert. Im VVorfeld wurden
die Konstrukte P366L/N203C und P366L/R271C kloniert und schlieflich im Vergleich mit
dem ,,wildtypischen” N203C-oder R271C-GlyRal in Oocyten der Spezies Xenopus laevis
exprimiert und die Fluoreszenzénderung in Abhangigkeit von der Applikation aufsteigender
Glycinkonzentrationen (3-30.000 uM) gemessen. Die Methode bedient sich der Tatsache,
dass die Fluoreszenzquantenausbeute vieler organischer Fluorophore hochempfindlich
gegentber Veranderungen ihrer chemischen Mikroumgebung ist. Wenn eine Glycin-

induzierte Konformationsanderung des GlyRs stattfindet verandert sich durch die Bewegung
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bestimmter Molekilbereiche die chemische Mikroumgebung des Fluorophors. Diese
Anderung der Fluoreszenz kann dann durch Anregung mit (nahezu) monochromatischem
Licht an einem Epifluoreszenzmikroskop detektiert werden. Die VCF macht es des Weiteren
maoglich diese Molekilbewegungen mit simultan gemessenen lonenstromen in Echtzeit zu
korrelieren. Es wurde nach Standardprotokoll vorgegangen (Pless et al., 2007, Lynagh and
Lynch, 2012).
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3. Ergebnisse

3.1. Funktionelle in vitro Komplementation des murinen GlyRal

3.1.1. Vorarbeiten und Generierung der Konstrukte

Von NMDA-Rezeptoren ist bekannt, dass sie sich aus voneinander unabhdngigen,
selbstfaltenden Domaénen zusammensetzen, die sich nach separater Expression in der
Zellmembran zu funktionellen lonenkanélen formieren (Schorge and Colquhoun, 2003). Das
gleiche Prinzip gilt fur den Glycinrezeptor (Abb. 7). So konnte demonstriert werden, dass die
Funktion trunkierter Rezeptorvarianten durch Koexpression von Rettungskonstrukten (rescue
tails), welche den fehlenden C-terminalen Bereich des Rezeptors umfassen, wiederhergestellt
werden kann (Villmann et al., 2009a). Auf diese Weise konnte der funktionslose oscillator-
GlyR spd®-trc in vitro komplementiert und ca. 30 % der Glycin-induzierten Maximalstréme
zuruckgewonnen werden. AulRerdem wurde die Bedeutsamkeit der Integritat des basischen
Motivs **RRKRRH**® am C-Terminus des TM3-4 Loops fiir die funktionelle
Komplementation des GIlyR hervorgehoben: Die oscillator-Mutation fiihrt, wie bereits
erwéhnt, nicht nur zu dem verfrihten Stopcodon P355X, sondern auch zum Verlust des
basischen Motivs (Abb. 10A). Eine Ruckmutation dieses Rezeptorbereichs bewirkte
vollstdndige Komplementation nach Koexpression des rescue-tails. Um die Effekte der
Rezeptortrunkierung von denen des Verlusts des basischen Motivs unterscheiden zu kénnen,
wurden in den Komplementationsstudien mit dem verkirzten Konstrukt al-trc gearbeitet
(Abb. 10A), welches das Stopcodon an &quivalenter Stelle wie spd®-trc tragt, aber das
basische Motiv beinhaltet (Villmann et al., 2009a).

Der Mechanismus, welcher der Interaktion zwischen dem trunkierten GlyR und dem tail
zugrunde liegt, ist nicht vollstandig entschlusselt. Als fiir die Interaktion notwendige
Minimaldoméne wurden in einer Folgestudie die Aminosduren 357-418 des TM3-4 Loops
definiert (Unterer et al., 2012). In dieser Studie wurde des Weiteren demonstriert, dass eine
schrittweise Trunkierung am N-Terminus des tails (Abb. 10B) nach 49 Aminosauren zum

Verlust der Komplementationspotenz fihrt (Abb. 10C).

Ausgehend von den in Unterer et al., 2012 verwendeten tail-Varianten myc-iDA22-TM4,
myc-iDA55-TM4 und myc-iDA62-TM4 wurden diverse Modifikationen am N-Terminus
dieser Konstrukte generiert, um den Einfluss auf die Komplementation zu untersuchen. So
wurde dem funktionellen Konstrukt myc-iDA22-TM4 das basische Motiv RRKRR angeheftet
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(myc-iD-RRKRRA22-TM4), um die These zu (berpriufen, dass es sich um eine
ladungsabhéngige Interaktion zwischen al-trc und dem tail handelt.

A C
TM:"E TM3-4 Loop 'G—]y &~ Ql-trc + myc-lD\67-TM4
al-tre 335 VRQHKELLR FRRKRRHHKSPNL STOP s59 ™ at-tre + myc-iDA62-TM4
spd°-tre s3s VBETRNNFDLGGRGDITRAPC ~ STOP 55 al-tre + myc-iDASS-TM4
ail-trc + myc-iDA49-TM4
B ™ TR TS e al-trc + myc-iDA43-TM4
mmGyRal [ T W] 1nA al-trc + myc-iDA27-TM4

al-tre [ I | 's al-trc + myc-iDA22-TM4

1- -iD-
mye-AX-D-TM 2s at-tr + myc-iD-Th4
x= 2bdrasdedsdrds
Abbildung 10. Vorarbeiten zur in vitro Komplementation des GlyR

A: Sequenzvergleich des trunkierten wt GlyRal (al-trc) und dem oscillator-GlyR (spd°-trc). Der rote Kasten
markiert den Ort der 7 bp Mikrodeletion, welche zur Leserasterverschiebung und Generierung des Stopcodons
P355X fiihrt. Die gestrichelte Linie markiert das Ende der TM3, der graue Kasten markiert das multifunktionelle
basische Motiv im TM3-4 Loop. Erklarung siehe Text. Modifiziert nach (Villmann et al., 2009a) B: Prinzip der
Komplementation des funktionslosen al-trc durch schrittweise trunkierte rescue-tails. Schematische Darstellung
trunkierter GlyR-Varianten. Transmembrandomanen sind durch schwarze Késten markiert. Die Sequenz des
Volllangen-tails myc-iD-TM4 beginnt mit L357. Die gestrichelten Linien markieren die Orte der N-terminalen
Trunkierung des tails nach 22, 27, 43, 49, 55, 62 und 67 Aminosauren. C: Darstellung der Glycin-induzierten
Chlorideinwiartsstrome nach Koexpression von al-trc in Kombination mit verschieden langen tail-Varianten.
Nach Deletion von mehr als 49 Aminosauren am N-Terminus des tails kommt es zum nahezu vollstdndigen
Verlust der Komplementationspotenz. Modifiziert nach (Unterer et al., 2012).

Da der C-Terminus von al-trc hauptsachlich positiv geladene Aminosduren beinhaltet, wiirde
man bei einer Komplementation eine Repulsion des tails erwarten, und nach der
Koexpression keine Strome messen. Weiterhin wurden den funktionslosen Konstrukten myc-
iDAS55-TM4 und myc-iDA62-TM4 negativ geladene Aminosduren angeheftet (myc-iD-
MEEA55-TM4 und myc-iD-EAEEA62-TM4) um zu Uberprifen, ob durch die negative
Ladung des N-Terminus des tails nach Koexpression mit dem positiv geladenen C-terminalen
Ende des al-trc die Kanalfunktion teilweise wiederhergestellt werden kann. Zusétzlich
wurden den soeben genannten Ausgangskonstrukten Alanine am N-Terminus angeheftet
(myc-iD-MAAA55-TM4  und myc-iD-AAAAA62-TM4).  Alanin  besitzt auBer einer
Methylgruppe keine Seitenkette. Mit diesen Konstrukten sollte Uberprift werden, ob nicht die
Ladung, sondern moglicherweise die Art der Seitenkette fir die Interaktion entscheidend ist.
Da zur immunzytochemischen Detektion alle Ausgangskonstrukte ein myc-Epitop (N-
EQKLISEEDL-C) am N-Terminus tragen und dessen Anwesenheit die Komplementation
beeinflusst (Villmann et al., 2009a), wurden vom A62-Konstrukt ebenfalls solche Varianten
generiert, die das myc-Epitop nicht trugen (iD-EAEEA62-TM4, iD-A62-TM4). Eine
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schematische Ubersicht tber die verwendeten Konstrukte sind der folgenden Abbildung zu

entnehmen.

337 ;aﬁ??;@gpﬁégﬁﬁé GG]; G;?NQSA‘?G;?G;CE{ QAI:DG[}éKI'iGANNNNTTN'PH;%PHAP};:S;EEEE;L%Q@?};E{I%;}?M%%%D?@ 457
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myc-MEE{MRK myc-iD-MEEAS55-TM4

myc-MAA myc-iD-MAAA55-TM4

myc,EAEE

EAEE[RAK | iD-EAEEA62-TM4

myctAAAA myc-iD-AAAAAG2-TM4

iD-A62-TM4

Abbildung 11. Darstellung der Konstrukte fir die in vitro Komplementation

Der TM3-4 Loop gliedert sich in konservierte (C1-C3) und variable Bereiche (V1, VV2). Die Sequenz des TM3-4
Loops des GlyRal befindet sich Giber der Darstellung der konservierten und variablen Bereiche und ist in positiv
geladene (+), negative geladene (-), hydrophobe (H) und aromatische (A) Seitenketten unterteilt. Darunter
befindet sich die schematische Darstellung der in dieser Studie untersuchten Konstrukte. Die
Volllangenkonstrukte K407A, AN394-398+ASS, AN394-398-ASS und N394-398A sind durch eine ,,1“ am
linken Bildrand markiert. Darunter sind der trunkierte GIyR al-trc und die fur die Rezeptorkomplementation
verwendeten tail-Konstrukte dargestellt. Rote Beschriftungen kennzeichnen die (meist) N-terminalen
Modifikationen, deren Einfluss untersucht werden sollte. Die gestrichelte vertikale Linie markiert den Bereich
der TM3-4 Loop-Sequenz, nach dem in Unterer et al., 2012 die Komplementationspotenz der tails verloren geht.
Die Abbildung ist modifiziert nach (Unterer et al., 2012). Die Nummerierung der Aminoséuren bezieht sich auf

das unreife Protein.

3.1.2. Oberflachenexpression ausgewahlter Komplementationskonstrukte

Die Expression der neu generierten Komplementationskonstrukte myc-iD-RRKRRA22-TM4,
myc-iD-MEEA55-TM4 und myc-iD-EAEEA62-TM4 wurde zunédchst auf Proteinebene auf
der Oberflache von HEK293-Zellen mittels Biotinylierungsassay untersucht. Hierzu wurden
die genannten Konstrukte einzeln sowie in Kombination mit der verkirzten al-Untereinheit

al-trc in HEK293-Zellen (ko-)transfiziert. Als Negativkontrolle wurde GFP transfiziert. Die
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Proben aus der Membranproteinfraktion sowie der Gesamtproteinfraktion wurden mittels
SDS-PAGE und Western-Blot aufgetrennt und mit dem Pan-GlyRa-Antikorper mab4A
detektiert (Abb. 12). Dieser Antikorper bindet sein Epitop im N-Terminalen Bereich des
GlyRa. Die Komplementationskonstrukte konnten zudem mit dem c-Myc-Antikdrper
detektiert werden. Als Ladekontrolle wurde gegen Pan-Cadherine gefarbt, ubiquitar

exprimierte Transmembranproteine, welche am Calcium-abhangigen Zell-Zell-Kontakt

beteiligt sind.
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> ™
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Abbildung 12. Biotinylierungsassay zur Bestimmung der Oberflachenexpression

A: Markierung der Oberflachenproteine mit Biotin nach Expression von al-trc und den verschiedenen tail-
Konstrukten in HEK293-Zellen. Innerhalb der Membranproteinfraktion sowie der Gesamtzellproteinfraktion
wurden wt, al-trc und die kotransfizierten Konstrukte mit Mab4A detektiert. Das myc-Epitop der tails wurde
mit c-Myc visualisiert. Als Ladekontrolle wurde Pan-Cadherin verwendet. B: Quantifizierung der Banden, die
von Mab4A in der Membranfraktion gebunden wurden im Vergleich zur wt-Bande (48 kDa). *p<0,05,
ANOVA. mmal, Mus musculus GlyRa. Es wurden die Daten aus 3 voneinander unabhangigen Experimenten
verwendet. Erklarung siehe Text.

Wie in Abbildung 12A zu erkennen ist, wurden der wildtypische GlyRal (48 kDa), al-trc
(38 kDa) in der Membranproteinfraktion sowie in der Gesamtzellproteinfraktion detektiert.

Die Féarbung mit c-Myc weist in beiden Proteinfraktionen ein starkeres Signal in der
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Einzeltransfektion als in der Kotransfektion mit a1-trc auf. Die verschiedenen Molekilmassen
der trunkierten tails korrespondieren zu den L&ngen der jeweiligen Konstrukte (myc-iD-
RRKRRA22-TM4, 20 kDa; myc-iD-MEEA55-TM4, 7 kDa und myc-iD-EAEEA62-TM4,
6 kDa). GFP wurde nicht durch mab4A und c-Myc detektiert. Die Farbung gegen Pan-
Cadherin (Ladekontrolle) zeigt bei jeder Probe eine Doppelbande (170 kDa und 130 kDa).
Anhand dieser Ergebnisse l&sst sich schlussfolgern, dass sowohl al-trc als auch die tail-
Konstrukte an der Zellmembran lokalisiert sind, was die Grundvoraussetzung fur eine
funktionelle Rezeptorkomplementation darstellt. Die Ergebnisse von 3 voneinander
unabhéngigen Experimenten sind in Abbildung 12B quantifiziert. Man sieht, dass die
Expression der kotransfizierten tail-Varianten an der Zellmembran von HEK293-Zellen ca.
30% des wt GlyR ausmacht.

3.1.3. Erganzende zellulare Detektion der Komplementationskonstrukte

Zur weiteren Charakterisierung der Expression der tail-Konstrukte wurden HEK293-Zellen
transfiziert und einer immunzytochemischen Farbung unterzogen. Mithilfe dieser Methode ist
es moglich, Rickschlisse auf die genaue Lokalisation der Konstrukte innerhalb der Zelle zu
ziehen. Zunachst wurde eine LIVE-Farbung (ohne Permeabilisierung der Zellen)
durchgefiihrt, um die Proteine an der Membranoberflache zu visualisieren (Abb. 13). Die
Zellkerne wurden mit DAPI, der extrazelluldre N-Terminus der Glycinrezeptorvarianten mit
einem GlyRal-spezifischen Antikdrper und die myc-Epitope der tails sowie des hier
verwendeten myc-GlyRpB mit c-Myc gefarbt. Man erkennt in keiner der Konditionen eine
Farbung des myc-Epitops. Das bedeutet, dass das N-terminale lokalisierte intrazelluldre myc-
Epitop der tail-Konstrukte an der Membranoberflache nicht zuganglich fir den Antikorper
war. Gleichzeitig sieht man bei der Farbung des GlyRal ein spezifisches Signal in jenen
Zellen, die mit wt GlyRal, al-trc alleine oder in Kombination mit den tail-Konstrukten
transfiziert wurden. Anhand dieser Farbung lasst sich allerdings nicht unterscheiden, ob in
den kotransfizierten Zellen ein komplementierter GIyR oder al-trc alleine detektiert wurde.
Der Verlust des myc-Signals der tail-Konstrukte bedeutet, dass diese sich korrekt in die
Plasmamembran integriert haben mussen. Diese Aussage wurde an permeabilisierten Zellen
Uberpruft, die das intrazellular gelegene myc-Epitop zugangig machen (Abb. 14). In dieser
Abbildung  sieht man anhand der  positiven  myc-Farbung, dass alle

Komplementationskonstrukte exprimiert wurden.
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C-Myc Superpos. Zoom

wt GlyRal + myc-GlyR

al-trc

myc-iD-RRKRRA22-TM4

myc-iD-MEEAS5-TM4

myc-iD-EAEEA62-TM4

al-trc +
myc-iD-RRKRRA22-TM4

al-trc +

myc-iD-MEEAS55-TM4

al-trc +
myc-iD-EAEEA62-TM4

Abbildung 13. Immunzytochemische LIVE-Farbung (ko-) transfizierter tail-Konstrukte

LIVE-Farbung transfizierter HEK293-Zellen. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit DAPI
(Zellkerne), GlyRal und c-Myc geférbt. Alle Zellen wurden erfolgreich mit DAPI gefarbt. Der GlyRal-
Antikdrper farbte nur Zellen, die mit wt GlyRal oder al-trc (allein oder mit tails) transfiziert wurden. Der c-
Myc-Antikorper erkannte in keiner Kondition das Zielepitop. Erklarung siehe Text. Superpos., Uberlagerung der
einzelnen Kandle (Superposition); Zoom, VergréBerung der GlyRal-gefarbten Zellen. Weile Balken
entsprechen 50 pm.
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Zoom

DAPT Mab4A  Superpos.

wt GlyRal + myc-GlyRf

myc-iD-RRKRRA22-TM4

myc-iD-MEEAS55-TM4

myc-iD-EAEEA62-TM4

ol-trc +
myc-iD-RRKRRA22-TM4

ol-trc +

myc-iD-MEEAS55-TM4

al-trc +
myc-iD-EAEEA62-TM4

Abbildung 14. Immunzytochemische Farbung (ko-)transfizierter tail-Konstrukte nach Permeabilisierung

Farbung transfizierter HEK293-Zellen. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit 0.1% Triton-X100
permeabilisiert und mit DAPI (Zellkerne), c-Myc und mab4A gefarbt. Der Pan-GlyRa-Antikdrper mab4A féarbte
Zellen, die mit wt GlyRa1 oder al-trc (allein oder mit tails) transfiziert wurden. Der c-Myc-Antikorper erkannte
in allen Konditionen das Zielepitop. WeiRe Pfeile deuten auf die Lokalisation der myc-Signale hin. Erklarung
siehe Text. Superpos., Uberlagerung der einzelnen Kanale (Superposition); Zoom, VergréRerung der mab4A-
geféarbten Zellen. WeiRRe Balken entsprechen 50 pm.

Die erfolgreiche intrazellulare myc-Féarbung des GIyRp zeigt in Kombination mit der

fehlenden Farbung von al-trc (unspezifisches Signal), dass der c-Myc-Antikorper spezifisch
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sein Epitop erkennt. Weiterhin ist eine Kolokalisation zwischen GlyRal- und GlyRp-Signal
im Randbereich der transfizierten Zellen zu erkennen (weil3e Pfeile). Das mab4A-Signal in
al-trc-transfizierten Zellen zeigt eine gleichmaRige zytosolische Verteilung. Im Gegensatz
dazu wurde das myc-Signal in den Zellen, die mit den Komplementationskonstrukten alleine
transfiziert wurden, akkumuliert im ER detektiert (weile Pfeile markieren die
Akkumulationen). Nach der Kotransfektion mit al-trc wurde hingegen eine Kolokalisation
zwischen myc- und mab4A-Signal detektiert (weile Pfeile deuten auf membrannahe
Kolokalisationssignale), die mit der Farbung von GlyRal- und GlyRp zu vergleichen ist. Die
Kolokalisation zwischen c-Myc und mab4A deutet auf eine Translokation von al-trc und dem

jeweiligen tail-Konstrukt in Richtung der Zellmembran hin.

3.1.4. Elektrophysiologische Charakterisierung der Komplementationskonstrukte

Nachdem durch proteinbiochemische Methoden die Anwesenheit verkirzter tail-Konstrukte
an der Zellmembran von HEK293-Zellen nachgewiesen werden konnte, wurde die
Funktionalitat der Komplementationskonstrukte elektrophysiologisch untersucht (Abb. 15).
Dafur wurden HEK293-Zellen mit al-trc und den verschiedenen tail-Konstrukten im
Verhéltnis 1:2 (al-trc : tail) transfiziert und 48 h spater Ganzzell-Ableitungen durchgefihrt.
Das Konstrukt myc-iD-K407A-TM4 wurde generiert, um die Rolle der erwahnten
zytoplasmatischen Portale zu untersuchen, an deren Ausbildung K407 beteiligt sein soll
(Carland et al., 2009). Unabhéngig von der Bedeutung bestimmter Bereiche des TM3-4 Loops
fiir die in vitro-Komplementation trunkierter GlyRs wurde die Relevanz der poly-N-Sequenz
N394-397 in Abhéangigkeit von der Anwesenheit der alternativen SpleilRkassette (ASS)
$4SPMLNLFQ*! mit den Volllangenkonstrukten AN394-397+ASS, AN394-397-ASS, N394-
397A untersucht. Die Glycin-induzierten (1 mM) Chloridstrome sind der nachfolgenden
Abbildung zu entnehmen.
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Abbildung 15. Elektrophysiologische Charakterisierung der Komplementationskonstrukte

A: Représentative Stromantworten kotransfizierter Komplementationskonstrukte auf die Applikation von 1 mM
Glycin. Schwarze Balken deuten die Applikationszeit von 2's an. Die Mittelwerte aus 3 verschiedenen
Messungen sind in (C) auf die Reaktion des wt GlyR normiert und quantifiziert. B: Représentative
Stromantworten verschiedener Volllangen -GlyR-Varianten. Die Mittelwerte hiervon sind in (D) quantifiziert.
n.s., nicht signifikant; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; ANOVA.

Nach  der separaten  Transfektion von al-trc  oder der  verschiedenen
Komplementationskonstrukte konnten nach der Applikation von 1 mM Glycin keine Strome
gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Nach der Koexpression von al-trc mit dem
Volllangen-Komplementationskonstrukt  myc-iD-TM4  wurde die Funktionalitat des
verkirzten Rezeptors zu 61% wiederhergestellt (Tab. 17). Bei der Koexpression mit dem um
22 Aminoséuren  verkirzten tail-Konstrukt myc-A22-iD-TM4  wurden  &hnliche
Maximalstrome gemessen (71% von wt). Diese Werte sind statistisch nicht signifikant
verschieden (p=0,6; ANOVA). Nach Anheftung des basischen Motivs an dieses verkirzte
Konstrukt (myc-RRKRRA22-iD-TM4) wurden 41% der Maximalstrome wiederhergestellt.
Dieser Wert unterscheidet sich signifikant von der Komplementationspotenz des Volllangen-

tails (p=0,01; ANOVA), was auf einen repulsiven Effekt beider positiven Ladungsmotive
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hindeutet. Ebenso sinkt die maximale Stromantwort nach der Entfernung des myc-Epitops
und Anheftung des positiven Ladungsmotives an das Volllangen-tail (RRKRR-iD-TM4) von
61% auf 41%, was ein weiterer Hinweis auf einen abstol3enden Effekt beider Domanen ist.
Nach Anheftung negativ geladener Aminoséauren an die in Unterer et al., 2012 funktionslosen
rescue-tails myc-A55-iD-TM4 und myc-A62-iD-TM4 (myc-MEEA55-iD-TM4 und myc-
EAEEA62-iD-TM4) konnte die Funktion des trunkierten Rezeptors ebenfalls nicht
wiederhergestellt werden. Hieraus l&sst sich schlussfolgern, dass unterschiedliche Ladungen
keinen signifikanten Einfluss auf die Komplementationspotenz dieser Konstrukte haben.
Alanine am N-Terminus dieser Konstrukte zeigten ebenfalls keinen steigernden Effekt auf die
gemessenen Maximalstrome dieser kotransfizierten tails (myc-MAAA55-iD-TM4 und myc-
AAAAAG2-iD-TM4). Nach Entfernung des myc-Epitops vom A62-Konstrukt (EAEE-A62-
iD-TM4) wurden 11% der Maximalstrome zuriickgewonnen. Im Gegensatz dazu zeigte
jedoch das Volllangen-tail mit N-terminalem myc-Epitop (myc-iD-TM4) eine deutlich héhere
Effizienz zur funktionellen Komplementation als dasselbe Konstrukt ohne myc (p<0,0001;
ANOVA). Nach Entfernung des negativ geladenen Motivs (A62-iD-TM4) wurden
interessanterweise 75% der Strome wiederhergestellt, obwohl bei der Komplementation durch
dieses tail sowohl der C-Terminus von al-trc als auch der N-Terminus von A62-iD-TM4
Uberwiegend aus positiv geladenen Aminosdureresten bestehen. Unter allen untersuchten
rescue-tails hat A62-iD-TM4 die Funktion von al-trc am effizientesten komplementiert (Tab.
17). Der Aminosaureaustausch K407A im Volllangen-tail (myc-K407A-iD-TM4) hatte
hingegen keinen Einfluss auf die Fahigkeit von myc-iD-TM4 die Rezeptorfunktion

wiederherzustellen.

exprimierte Konstrukte Anzahl Imax [NA] £ SEM normalisierter
gemessener Zellen Imax [% von wt
(n) mmol im selben

Experiment]

wt mmal 84 2,69+0,19 100%
rescue-Konstrukte:

myc-iD-TM4 34 1,91 0,24 61%
RRKRR-iD-TM4 20 1,23+0,15 41%
iD-TM4 17 0,44 +£0,13 15%

myc-K407A-iD-TM4 12 1,96 + 0,48 2%
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myc-A22-iD-TM4 6 1,76 £ 0,49 71%
myc-RRKRRA22-iD-TM4 13 0,99 +£0,19 42%
myc-MAAAS55-iD-TM4 7 00 0%
myc-MEEA55-iD-TM4 16 00 0%
myc-EAEEA62-iD-TM4 10 0+0 0%
myc-AAAAA62-iD-TM4 10 0+0 0%
EAEEA62-iD-TM4 9 0,30 £ 0,05 11%
A62-iD-TM4 17 1,42 +0,23 75%
GlyR-Konstrukte:

K407A 23 2,31+0,48 93%
AN394-397+ASS 14 1,82 +0,26 56%
AN394-397-ASS 16 2,76 £ 0,51 86%
N394-397A 12 1,80 + 0,40 84%

Tabelle 17. Maximale Stromantworten (l,,,) trunkierter Komplementationskonstrukte

Unter den Mutationen im Volllangen- GlyRal hatte die Deletion von N394-397 den einzigen
signifikanten Effekt auf die Glycin-induzierten Maximalstrome (panzos-397+ass=0,02; panzos-
397-ass=0,04; 0=0,05). Dabei unterschieden sich die Strome beider Konstrukte nicht
signifikant voneinander (p=0,14; ANOVA;), was den Einfluss der alternativen Spleiltkassette
$ASPMLNLFQ®! auf die Maximalstrome ausschlieft.

3.2. Transgene Mause: Funktionelle in vivo Komplementation

3.2.1. Untersuchung der Komplementationseffizienz verschiedener Konstrukte

Wie im vergangenen Kapitel erldutert, ist es moglich in Zellkulturen die Funktion verkirzter
GlyR-Varianten wiederherzustellen. Voraussetzung fir die funktionelle Komplementation
scheint dabei die Expression eines sich selbst faltenden tail-Konstrukts zu sein, dass tiber eine
bisher unbekannte Art der Proteininteraktion den Kontakt zum verkirzten GlyR im Bereich
des TM3-4 Loops herstellt und auf diese Weise einen funktionsfahigen GlyR ausbildet. Ist

jedoch eine Komplementation funktionsloser trunkierter Proteine auch in vivo moglich?
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Ausgangspunkt fiir die Ubertragung der Erkenntnisse der in vitro Komplementation ist das
oscillator-Mausmodel. Die frameshift-Mutation in Glral fihrt in dieser Mausmutante zum
volligen Funktionsverlust des GlyRal und zum Tod homozygoter Mutationstrdger 3 Wochen
nach der Geburt. Auf Proteinebene zeigt sich ein vollstandiger Verlust des GlyRal-Proteins
im Rickenmark (Kling et al., 1997). Der Zeitpunkt des Todes dieser Tiere korreliert dabei mit
der verstarkten Expression der adulten GlyRaf-Isoform im Rickenmark (Becker et al., 1988,
Malosio et al., 1991b). Fir eine erfolgreiche in vivo Komplementation ist also der Zeitpunkt

der Expression des Rettungskonstrukts von entscheidender Bedeutung.

Als Basis fur die Generierung eines geeigneten Rettungskonstrukts diente das bereits
charakterisierte rescue tail (myc)-iD-TM4. Es wurde demonstriert, dass dieses Konstrukt die
Féahigkeit besitzt in transfizierten HEK293-Zellen ca. 10% der Glycin-induzierten
Maximaleinwartsstrome tiber den oscillator-GlyR spd®“-trc wiederherzustellen (Villmann et
al., 2009a). In derselben Studie wurde Uberdies gezeigt, dass durch die Infektion von
Ruckenmarksneuronenkulturen mit rekombinanten Adeno-assoziierten Viren (rAAVs), die
Expression des GlyRal wiederhergestellt wird. Auf der Suche nach einem mdoglichst
effektiven Rettungskonstrukt wurden deshalb zunadchst verschiedene Varianten des tail-
Konstrukts iD-TM4 in HEK293-Zellen zusammen mit den trunkierten GlyRal-Varianten al-
trc, spd®trc und spd®-elg exprimiert und auf ihre Komplementationspotenz
elektrophysiologisch untersucht (Abb. 16).
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Abbildung 16. Untersuchung verschiedener spd”-Komplementationskonstrukte
A: Quantifizierung der Komplementation von al-trc, spd”-trc und spd®-elg durch die in (B) aufgefiihrten

Rettungskonstrukte CFP-iD-TM4-pECFP-C1, SP-CFP-iD-TM4-pECFP-C1 und SP-iD-TM4-CFP-pECFP-C1.
Das effektivste Konstrukt ist in (A, B) rot markiert. Erklarung siehe Text.

Es wurden drei unterschiedliche Varianten des iD-TM4-Konstrukts im Expressionsvektor
pECFP-C1 auf die Komplementationspotenz untersucht: (i) CFP-iD-TM4-pECFP-CL1, (ii) SP-
CFP-iD-TM4-pECFP-C1 und (iii) SP-iD-TM4-CFP-pECFP-C1. Diese unterschieden sich
untereinander in der Lage der CFP-Sequenz (cyan fluorescent protein, cyanblaues
Fluoreszenzprotein) und der Signalpeptidsequenz (SP) in Relation zu iD-TM4 innerhalb des
Vektors (Abb. 16B). Diese Konstrukte wurden in Kombination mit den oben genannten
GlyR-Varianten in HEK293-Zellen transfiziert und 48 h spater Ganzzellableitungen
durchgefuhrt.

Wihrend nach der alleinigen Transfektion von al-trc und spd®-trc keine Glycin-induzierten
Chloridstrome gemessen wurden (Daten nicht gezeigt), konnte nach der Kotransfektion mit
CFP-iD-TM4.pECFP-C1 die Rezeptorfunktion nahezu vollstdndig wiederhergestellt werden.
Mit 71% + 12% der zuriickgewonnenen Maximalstrome war das Konstrukt (i) dabei ca.
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dreimal effektiver als das herkémmliche Konstrukt myc-iD-TM4 (26% + 4%). Dariber
hinaus lag die Effizienz bei der Komplementierung des spd®-trc bei 80% # 22% im Vergleich
zu 4% * 1% durch die Kotransfektion von myc-iD-TM4. Selbst die Funktion von spd®-elg
konnte durch Kotransfektion von Konstrukt (i) zu 73% + 20% komplementiert werden. Die
Funktion der langen SpleiRvariante spd®-elg konnte durch myc-iD-TM4 nicht
wiederhergestellt werden (Villmann et al., 2009a). Die anderen getesteten Konstrukte (ii) und
(iii) hatten keinen Einfluss auf die Rezeptorkomplementation (Abb. 16). Interessanterweise ist
der einzige Unterschied zwischen (i) und (ii) die Anwesenheit der Signalpeptidsequenz (28

Aminosauren lang) in (ii).

Als in vivo Komplementationskonstrukt wurde aufgrund der erhéhten Effizienz gegeniber
dem Ausgangskonstrukt myc-iD-TM4 das Konstrukt CFP-iD-TM4-pECFP-C1 ausgewahlt
(Abb. 8). In der Arbeitsgruppe von C. Gross wurde dieses Konstrukt anschlieRend in ein BAC
(bacterial artificial chromosome) integriert. Zur Erzeugung der transgenen Mauslinie Glral-
Ex9 wurde das BAC-Konstrukt tiber Pronukleusinjektion in Vorkerne befruchteter Eizellen
der Linie C57/BI6 eingebracht. Als Promotor wurde der Glycinrezeptorpromotor gewahlt,
welcher eine starke konstitutive Expression des Transgens in Neuronen des Rickenmarks und
des Hirnstamms ab dem Entwicklungstag P6 steuert. Auf diese Weise wurden 5 ménnliche
transgene Ma&use (sogenannte Founder, Linienbegrinder) generiert, welche fur den
Linienaufbau (Zucht) und anschliefend zur Verpaarung mit heterozygoten oscillator-Mausen
verwendet wurden. Zur Untersuchung der Komplementationsfahigkeit des Transgens wurden

nach Feststellung des Genotyps heterozygoter oscillator-Mduse, die Tréger des Transgens

dot/+ dot/ot

waren (sp zu erhalten

(SdeUOttg'l').

tg+), untereinander verpaart, um transgene homozygote sp

Zum Zweck der Erhaltungszucht sowie zur gezielten Etablierung der transgenen oscillator-
Linie wurde von jeder neugeborenen Maus der Genotyp festgestellt. Hierfir wurde die
genomische DNA aus Schwanzgewebe isoliert und mittels PCR die Anwesenheit des
Transgens bestimmt. Bei Vorhandensein der transgenen DNA wurde nach der anschlieRenden
Gelelektrophorese eine spezifische Bande von 513 bp (Abb. 17) sichtbar. Zusétzlich wurden
die PCR-Produkte einmalig aus dem Gel isoliert und mittels Sequenzierung die Anwesenheit
der transgenen DNA sichergestellt. Der Nachweis der oscillator-DNA wurde ebenfalls mittels
PCR festgestellt. Um den durch die Mikrodeletion entstandenen Verlust von 7 bp detektieren
zu konnen, wurde das PCR-Produkt auf ein 9% PAA-Gel aufgetragen. Hier ergab sich fur den
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Wildtyp eine Bande von 194 bp und fir spd® eine Bande von 187 bp (Abb. 17). Bei
heterozygoten Tieren wurden beide Banden nachgewiesen.

18va 2 - -4 S GmaKeowstensizio . weser <
pE— i —_—— P — 635 bp
) > ‘ — 517bp
tg- e e tg+ tg- g tg- neg
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0 -~

2 Tiere aus dem Wlaélugnﬂmlnt - 2 -sz
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Abbildung 17. Genotypisierungen

Die PCR-Produkte wurden mittels Gelelektrophorese nachgewiesen. Dabei ergab sich fur Tréger des Transgens
(tg+) eine spezifische Bande bei 513 bp (A). Beim Nachweis des oscillator-Allels ergab sich fur den Wildtyp
eine Bande von 194 bp wahrend diese bei spd®® auf einer Hohe von 187 bp verlief (B). Als PCR-Matrize diente
bei den hier durchgefiihrten Experimenten die genomische DNA der Tiere 1-5 der Linie spd®*tg+(153-VI). Als
Positivkontrolle wurde die genomische DNA des in der Gruppe von C. Gross entwickelten transgenen Founders
I genutzt. Als Negativkontrolle wurden bei der PCR die DNA eines Wildtyps bzw. dH,O eingesetzt. Aus beiden
PCRs lassen sich folgende Genotypen ableiten: 153VI-1: spd®tg-; 153VI-2: spd®'tg+; 153VI-3: spd®"'tg+;
153VI1-4: spd®*tg+ und 153VI1-5: spd®’*tg-.

3.2.2. Detektion des transgenen Proteins

Nach der erfolgreichen Detektion der transgenen DNA im Genom der Founder I-V sollte im
néchsten Schritt das Translationsprodukt (Protein) in Proben des Rickenmarks untersucht
werden. Hierflr wurde eine Membranproteinpréparation aus frischem Gewebe durchgefihrt
und die Proben mittel SDS-PAGE und Western-Blot untersucht. Die Detektion des transgenen
Proteins erfolgte dabei Uber Farbung mit einem GFP-Antikdrper. Die Sequenz von GFP
unterscheidet sich von dem im Komplementationskonstrukt enthaltenen eCFPs nur durch den
Austausch einzelner Aminoséuren. Aus diesem Grund bindet der GFP-Antikorper neben GFP
auch CFP. Wie in der nachfolgenden Abbildung zu erkennen ist, wurde in keinem der
untersuchten Gewebe das CFP-Protein (30 kDa) detektiert. Bei der Positivkontrolle aus GFP-
transfizierten HEK?293-Zelllysaten konnte hingegen eine deutliche Bande mit der
entsprechenden Molekilmasse visualisiert werden. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass
die transgene DNA zwar vorhanden ist, aber nicht zur Bildung des transgenen
Komplementationsproteins fihrt. Es ist jedoch mdoglich, dass das gebildete transgene Protein
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in solch geringer Menge produziert wurde, dass es mit den hier angewendeten Methoden nicht

detektierbar war.

spdetet T I III IV V -C GFP

58kDA — é
46kDA —

30kDA — “"% E ]
>SkDA —

Abbildung 18. Detektion des transgenen Proteins im Western-Blot

Membranproteinproben aus dem Rickenmark der Founder 1-V wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot
ihrer Molekilmasse nach aufgetrennt und mit einem polyklonalen GFP-Antikorper detektiert. Als
Positivkontrolle diente das Lysat aus GFP-transfizierten HEK293-Zellen (GFP), als Negativkontrolle die
Membranproteine aus dem Riickenmark von spd® sowie eine negative Ladekontrolle (-C). Wahrend bei GFP
eine Bande von 30 kDa detektiert wurde, konnte in allen anderen Konditionen kein Protein der entsprechenden
Masse detektiert werden.

3.2.3. In vivo Komplementation des oscillator-Phanotyps

Zur Untersuchung der Komplementationsfahigkeit des funktionslosen oscillator-GlyR wurde
die transgene Mauslinie mit spd®* gekreuzt. Nach drei Generationen wurden dann die

Nachkommen dieser Linie untereinander verpaart um Tiere des Genotyps spd®

tg+ zu
erhalten. Diesen Tieren wurde kurz nach der Geburt (Ohr-) Biopsien enthommen und der
Genotyp bestimmt. Ab Tag 10 nach der Geburt wurden alle Tiere eines Wurfs alle zwei Tage
gewogen und auf Hyperekplexie-Symptome untersucht (Abb. 19). Da spd®’® Tiere 19-21
Tage nach der Geburt sterben, wurde bei einer erfolgreichen in vivo Komplementation davon
ausgegangen, dass spd®®tg+ Tiere eine langere Lebensspanne aufweisen, als
Wurfgeschwister, die ebenfalls homozygot das oscillator-Allel aufweisen aber kein Transgen

exprimieren.

Wie in der folgenden Abbildung 19 zu sehen ist, hatte das Transgen keinen Einfluss auf die
Uberlebensspanne von spd®. Tier 1 starb bereits an Tag 13 nach der Geburt vermutlich an
den Folgen einer mangelnden Versorgung durch das Muttertier. Dieses Tier zeigte ein
deutlich reduziertes Korpergewicht von 2,6 g im Vergleich zu 7,89-8,4g bei den
Wurfgeschwistern. Die Tiere 2 und 3, ebenfalls homozygote oscillator-Mause, starben an Tag
17 und 19 nach der Geburt. Bei ihnen wurde ab Tag 14 ein erhohter Muskeltonus und das fur

einen neuromotorischen Phanotyp typische Verkrampfen der Hinterextremititen beobachtet.
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Aullerdem konnte bei diesen Tieren ab Tag 14 ein Gewichtsverlust festgestellt werden. Die
Anwesenheit der transgenen DNA fiihrte bei diesen Tieren nicht zu einer verléangerten
Lebensspanne. Die Tiere 4 und 5, heterozygote oscillator-Mause, uberlebten hingegen den
gesamten Zeitraum des Experiments. Hier lieB sich eine konstante Zunahme des
Korpergewichts messen. Der Vergleich von Tier 4 und 5 verdeutlicht, dass die Anwesenheit
der transgenen DNA in Tier 4 keinen negativen Einfluss auf das Uberleben der Maus hatte.
Zusammen mit der fehlenden Detektierbarkeit des Proteins in der transgenen Mauslinie lasst
sich schlussfolgern, dass durch die fehlende Bildung des Komplementationsproteins (iD-
TM4) keine Interaktion mit dem verkirzten oscillator-GlyR stattfinden kann und die

Ergebnisse aus der in vitro Komplementation nicht in vivo Ubertragbar sind.
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Abbildung 19. Gewichtskontrolle transgener oscillator-Mause

Dargestellt ist das Kérpergewicht von 5 Wurfgeschwistern der Linie spd®tg+. Tier 1-3 wurden als homozygote,
Tier 4 und 5 als heterozygote Mutationstréger identifiziert. Das Transgen wurde bei den Tieren 2, 3 und 4
nachgewiesen (siehe Abb. 17). Nach Ende des Experiments (Tag 25 nach der Geburt) hatten nur heterozygote
oscillator-Méuse uberlebt. Die Anwesenheit der transgenen DNA hatte keinen lebensverlangernden Effekt auf
das Uberleben von spd®”.

3.3. Einfluss der Lange des TM3-4 Loops auf die Rezeptorfunktion

Anhand der Kristallstrukturen der CLRs l&sst sich unter den einzelnen Mitgliedern der
Superfamilie ein hohes MalR an Sequenz- und Strukturhomologie im Bereich der ECD und
TMD ableiten (Brejc et al., 2001, Moraga-Cid et al., 2015). Im Gegensatz dazu ist Uber die
Struktur des TM3-4 Loops der CLR wenig bekannt. Es wurde jedoch demonstriert, dass die
Bereiche in unmittelbarer Nahe der TM3 und TM4 beim nAChR und 5-HT3aR an der
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Ausbildung helikaler Strukturen beteiligt sind (Unwin, 2005, Hassaine et al., 2014). Diese
helikalen Bereiche werden auch fiir den humanen GlyRal vorausgesagt und umfassen die

multifunktionellen basischen Motive ***RFRRKRR*?? und ***KKIDK3** (Burgos et al., 2015).

Bis zur Entdeckung homologer Proteine in Prokaryoten ist man davon ausgegangen, dass
CLRs nur in vielzelligen Lebewesen (Metazoa) existieren (Tasneem et al., 2005). Diese
prokaryotischen Rezeptoren (ELIC und GLIC) weisen ebenfalls eine starke Ahnlichkeit zu
den ECDs und TMDs der CLRs auf (Hilf and Dutzler, 2008, Bocquet et al., 2009, Hilf and
Dutzler, 2009a). Ein anderer wichtiger Unterschied sind die mit weniger als 17 Aminosduren
sehr kurzen ICDs beider Rezeptoren verglichen mit tber 70 Aminosdauren bei den CLRs
(Baptista-Hon et al., 2013). Aufgrund dieses wesentlichen Unterschieds eignen sich chimare
CLRs, die anstatt der grof3en ICD einen kurzen, prokaryotischen TM3-4 Loop beinhalten, als
Modellsysteme zur Untersuchung des Einflusses des TM3-4 Loops auf die Rezeptorfunktion.
Studien am GABAp1-Rezeptor und 5-HT3a-Rezeptor belegen, dass der Austausch des TM3-4
Loops durch den korrespondierenden Bereich in GLIC (SQPARAA) die Funktion dieser
lonenkandle nicht beeintrachtigt (Jansen et al., 2008). Um Erkenntnisse tber die Funktion des
TM3-4 Loops des humanen GlyRal zu gewinnen wurde in den nun folgenden Experimenten
das Heptapeptid SQPARAA an verschiedenen Positionen des TM3-4 Loops eingesetzt und
der Einfluss der L&nge des Loops in Abhangigkeit von der Anwesenheit der beiden basischen

Motive auf die Biogenese, Expression und Funktion des chiméren GlyRal analysiert.

3.3.1. Generierung verschiedener chimarer Glycinrezeptoren

Der TM3-4 Loop des humanen GlyRal besteht aus 92 Aminosduren, der des Protonen-
gesteuerten lonenkanals aus Gloeobacter violaceus (GLIC) umfasst hingegen nur die 7
Aminosauren SQPARAA. Die Kristallstruktur des GlyRal des Zebrafischs (Danio rerio)
lasst erkennen, dass die letzten 15 Aminosduren K377-R391 (K378-R392 in homo sapiens
GlyRal) als helikale, zytoplasmatische Erweiterung des vierten Transmembransegments
anzusehen sind (Du et al., 2015). Um den Einfluss der Lange des TM3-4 Loops auf die
Rezeptorfunktion zu untersuchen, wurde das Konstrukt GlyRal-GLIC entworfen (Abb.
20C,D). GlyRal-GLIC stellt einen chimaren GlyR dar, bei welchem die 92 Aminosduren
R309-R400 entfernt und durch die ICD von GLIC ersetzt wurden. Aufgrund der bereits
beschriebenen Bedeutsamkeit der basischen Motive am N- und C-Terminus des TM3-4
Loops, wurde ein zweites Konstrukt generiert, bei welchem der GLIC-Loop zwischen die
basischen Motive ***RRKRR und **KKIDK eingesetzt wurde (GlyRal-GLIC(+)bm). Beim
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dritten Konstrukt GlyRal-ATM3-4(+)bm wurden die beiden basischen Motive ohne Insertion
des GLIC-Loops direkt miteinander verbunden. Auf diese Weise entstanden drei GlyR-
Varianten mit stark verkirzter ICD, anhand deren Funktion Rickschliisse auf (i) die
Bedeutung der Lénge des TM3-4 Loops und (ii) die Relevanz der Anwesenheit der basischen

Motive auf die Expression und Funktionalitat des GlyRal gezogen werden konnten.

-
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TM3-4 Loop—"

C D
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Abbildung 20. Schematische Darstellung der Generierung chiméarer GlyR-Varianten

A: Darstellung einer GlyRal-Untereinheit. Die Transmembransegmente 3 und 4 (blaue Zylinder) sind durch den
TM3-4 Loop miteinander verbunden. An beiden Enden befinden sich basische Motive (bm), die als
multifunktionale Doméane betrachtet werden. B: Kristallstruktur des pentameren GlyRal aus Danio rerio neben
der Darstellung der TMs einer einzelnen Untereinheit. Die Struktur wurde nach Du et al., 2015 modifiziert
(PDB-ID:3JAD). C: Schematische Darstellung der in diesem Teilprojekt der Arbeit untersuchten GlyRal-
Konstrukte. Die Transmembransegmente (TM1-TM4) sind durch schwarze Rechtecke dargestellt. Die Sequenz
der abgebildeten Konstrukte ist in (D) zu erkennen. Blau markierte Aminosduren markieren die basischen
Motive, grine Aminoséuren die ICD von GLIC. Zur Vereinfachung sind die Aminoséuren L329-K378 der
Wildtyp-Sequenz  ausgespart (/). Die Bereiche, von denen angenommen wird, dass sie zu den
Transmembrandomanen gehoren, sind grau hinterlegt. Die Nummerierung der Aminosduren richtet sich nach
dem reifen Protein.

3.3.2. Expression chimarer GlyR-Varianten

Die chimaren GlyRs (Abb. 20C,D) wurden in HEK293-Zellen exprimiert und mit dem
GlyRal-spezifischen Antikorper mab2b N-terminal detektiert (Aminosduren 1-10 des reifen
Proteins) sowie mit dem Pan-GlyR-Antikdrper mab4A, welcher an fixierte Epitope bindet,
permeabilisierte Zellen angefarbt (Abb. 21B,C). Zunédchst wurde durch die Kotransfektion mit
GFP  (berprift, ob die Transfektion der verschiedenen GIlyR-Chimédren die
Transfektionseffizienz beeinflusst. In Abbildung 21A erkennt man, dass alle Konstrukte
ahnliche Expressionsmuster aufweisen: Die Anzahl GFP-positiver Zellen sowie die

79



Ergebnisse

Kolokalisation zwischen GFP und dem jeweiligen Konstrukt (hier roter Kanal) ist in allen
Konditionen &hnlich. Das bedeutet, dass es keine Unterschiede in der Transfektionseffizienz
zwischen den unterschiedlichen Konstrukten gibt. Anhand der Farbung permeabilisierter
Zellen (Abb. 21B) lasst sich erkennen, dass zwischen den Konstrukten kein Unterschied in
der zytosolischen Expression existiert: Die Signalintensitat- und Haufigkeit des mab4A-
Antikorpers ist in jeder Kondition gleich. Bei der Betrachtung der Expression der GlyR-
Chiméren an der Zelloberflache (Abb. 21C) féllt jedoch ein wesentlicher Unterschied auf:
Wahrend der wt GlyRal spezifisch an der Oberflache der meisten Zellen detektiert werden
konnte, war die Anzahl mab2b-positiver Zellen bei GlyRal-GLIC(+)bm und GlyRal-ATM3-
4(+)bm deutlich reduziert. Das Konstrukt GlyRal-GLIC konnte hingegen nicht an der
auBeren Membran detektiert werden.

B e | e

GlyRal wt GlyRol wt
. e Superpos

[]
8] -

Superpos £ Superpos

Bl , []

GlyRal-GLIC

Superpos Zoom APL- Superpos
‘ ]

GlyRo1ATM3-4(+)bm

£ Zoom £ Superpos

D permeabilisiert nicht-permeabilisiert, LIVE Farbung

GlyRa1-GLIC(+)bm GlyRal-GLIC
anti-a1

Abbildung 21. Immunzytochemische Detektion chiméarer GlyR-Varianten in HEK293-Zellen
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A: Transfektionskontrolle der GFP-kotransfizierten Konstrukte. B: Intrazelluldre Farbung der GlyR-Chimaéren in
permeabilisierten (+0,1% Triton-X100), transfizierten HEK293-Zellen unter Verwendung des Pan-GlyRao-
Antikorpers mab4A. C: LIVE-Farbung nicht-permeabilisierter, transfizierter HEK293-Zellen mithilfe des
GlyRal-spezifischen Antikérpers mab2b. Bis auf GlyRal-GLIC konnten alle Konstrukte an der &uBeren
Zellmembran visualisiert werden. D: LIVE-Farbung wie in (C) unter Verwendung von anti-al (AB15012) zur
Kontrolle der fehlenden Oberflachenexpression von GlyRal-GLIC. Weille Balken entsprechen 50 um, weil3e
Quadrate in der Superpos.-Spalte markieren den Bildausschnitt, welcher in der Zoom-Spalte vergroBert
dargestellt ist.

Zur Verifizierung dieses Ergebnisses wurde ein weiterer kommerzieller Antikorper (anti-ol,
AB15012) verwendet (Abb. 21D). Diese Farbung bestétigt, dass GlyRal-GLIC nicht an der
Membranoberflache transfizierter Zellen detektiert werden kann. Dieses Resultat deutet
darauf hin, dass durch die Abwesenheit des TM3-4 Loops (inklusive der basischen Motive)

die Expression des GlyRs an der Zelloberflache gestort wird.

Zusammenfassend lasst sich anhand der Resultate der immunzytochemischen Farbung
chimarer GlyR-Varianten die Schlussfolgerung ziehen, dass die Deletion grofRer Bereiche des
TM3-4 Loops einen Einfluss auf die Effizienz der Inkorporation des GlyRal in die
Zellmembran hat, nicht aber auf die generelle Expression des Rezeptors im Zytosol.

Da die Ergebnisse der immunzytochemischen Férbung einen deutlichen Hinweis auf eine
verénderte Expression der chiméren Rezeptoren der Zellmembran lieferten, wurde im
néchsten Schritt die Proteinexpression der Konstrukte mithilfe des Biotinylierungsassays
untersucht. Im Vergleich zur immunzytochemischen Farbung ist diese Methode sensitiver und
erlaubt auRerdem die quantitative Unterscheidung zwischen der Gesamtproteinexpression und
der Expression an der duBeren Zellmembran. Die Ergebnisse der Oberflachenbiotinylierung
transfizierter HEK293-Zellen sind in der nachfolgenden Abbildung zu sehen. Als
Negativkontrolle wurde GFP transfiziert, als Positivkontrolle wt GlyRal. Wie zu erkennen
ist, wurden alle Konstrukte in der Gesamtproteinfraktion (Ges) sowie in der
Membranproteinfraktion (Mem) durch mab4A detektiert (Abb. 22A). Aufgrund der Deletion
von 64-92 Aminosauren des TM3-4 Loops ergaben sich bei den Chimaren reduzierte
Molekilmassen von 38 kDA (GlyRal-GLIC), 40 kDa (GlyRal-ATM3-4(+)bm) und 41 kDa
(GlyRal-GLIC(+)bm). In der Membranproteinfraktion ist im Vergleich zur 48 kDa-Bande
des wt GlyRal das Signal der Banden aller chimaren Konstrukte wesentlich schwacher.
Dasselbe gilt fir die Proteinbanden in der Gesamtproteinfraktion Die Quantifizierung der
Proteinexpression im Vergleich zum wt und zur Ladekontrolle (Pan-Cadherin) ergab eine
deutlich reduzierte Expression der chiméren Konstrukte insgesamt (15-25%), sowie an der
Membranoberflache (Abb. 22B/C). Im Vergleich zum wt wurden nur 3% der GlyRal-ATM3-
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4(+)bm an der Zellmembran detektiert. Die Membranexpression der anderen Konstrukte
GlyRal1l-GLIC und GlyRal-GLIC(+)bm lag bei 9-12%.
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Abbildung 22. Oberfléachenbiotinylierung chimérer GlyR-Konstrukte

A: Die Membranexpression der chimdren Konstrukte wurde mittels Biotinylierungsassay in transfizierten
HEK?293-Zellen untersucht. Zu sehen ist der Vergleich der Expression der GlyR-GLIC-Konstrukte an der
Zellmembran (Mem) und in der Gesamtproteinfraktion (Ges). In beiden Fraktionen wurde mab4A zur Detektion
der GlyR-Varianten verwendet. Als Ladekontrolle wurde gegen Pan-Cadherine gefarbt. Weille Pfeile deuten auf
die 40-41kDa-Bande der Konstrukte GlyRal-ATM3-4(+)bm und GlyRal-GLIC(+)bm, schwarze Pfeile auf die
38 kDa-Bande von GlyRal-GLIC. B: Quantifizierung der Pixelintensitat der niedermolekularen Banden der
Gesamtproteinfraktion in Relation zur 48 kDa-Bande des wt und Pan-Cadherin Kontrolle (mab4A/Pan-Cad). C:
Quantifizierung wie in (B) bezogen auf die Membranproteinfraktion.

Beide Methoden deuten auf eine deutlich reduzierte Expression der Konstrukte an der
Zelloberflaiche  hin.  Die verminderte  Gesamtproteinexpression war nur im
Biotinylierungsassay messbar und ist mdglicherweise ein Anzeichen flr zytotoxische Effekte
der Uberexpression der Konstrukte. Die Chimaren GlyRal-GLIC ohne basische Motive im
TM3-4 Loop konnte im Biotinylierungsassay an der Zellmembran detektiert werden (9% von

wt), aber nicht in der Immunférbung.

3.3.3. Elektrophysiologische Charakterisierung der chiméaren GlyR-Varianten

Nachdem die generelle Proteinexpression der chimdren Konstrukte an der &ulleren
Zellmembran transfizierter HEK293-Zellen bestatigt werden konnte, sollte als Néachstes die
Frage nach der Funktionalitdt dieser Rezeptoren beantwortet werden. Da eine reduzierte
Oberflachenexpression nicht unbedingt in der Funktionslosigkeit eines Rezeptors resultiert,
wurde die Kanalfunktion in transfizierten HEK293-Zellen elektrophysiologisch untersucht. In
Abbildung 23A,C sind die dabei gemessenen Maximalstrome dargestellt.
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Abbildung 23. Elektrophysiologische Charakterisierung chimarer GlyR-Varianten

A: Quantifizierung der gemessenen Maximalstrome (l.x) der in HEK293-Zellen transfizierten chiméren
Konstrukte. Es wurde 1mM Glycin fir 2s appliziert und Ganzzellableitungen durchgefihrt. Die
dazugehdrenden représentativen Stromantworten sind in (C) dargestellt. B: Desensitisierungsanalyse der in (C)
dargestellten Kurvenverldufe. Der Anteil desensitisierender Strome beschreibt den abfallenden Kurvenverlauf,
der wahrend der Applikation des Agonisten zu beobachten ist. D: I und Desensitisierungsanalyse von
Kontrollkonstrukten, in denen die basischen Motive separat in Alanine umgewandelt wurden ohne Loop-
Trunkierungen vorzunehmen.

Wie in Abbildung 23A,C zu sehen ist, resultierte der Austausch des kompletten TM3-4 Loops
gegen den GLIC-Loop in nicht-funktionellen chimaren GlyRs. Es konnten keine Glycin-
induzierten Chloridstrome fiir das Konstrukt GlyRal-GLIC gemessen werden, obwohl die
Grundvoraussetzung der Expression an der Zellmembran demonstriert wurde. Die Chiméren
GlyRal-GLIC(+)bm und GlyRal-ATM3-4(+)bm, welche die basischen Motive beinhalteten,
bildeten im Gegensatz dazu funktionelle Anionenkanéle aus. Die gemessenen Stréme von
GlyRal-GLIC(+)bm waren mit 129,5% = 10% im Vergleich zum wt leicht, aber nicht
signifikant, erhéht (p=0,14; ANOVA). Die Deletion des TM3-4 Loops zwischen den basischen
Motiven im Konstrukt GlyRal-ATM3-4(+)bm fihrte mit 14,6% * 2% zu stark reduzierten
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Maximalstromen (p=5,2x10"%; ANOVA). Obwohl alle Konstrukte eine signifikant verringerte

Membranexpression zeigten, unterschieden sie sich stark in ihrer Funktionalitét.

Die in Abbildung 23C abgebildeten Chlorideinwartsstrome der untersuchten Konstrukte
variierten in ihrem Desensitisierungsverhalten. Bei der Desensitisierung eines Rezeptors
handelt es sich um eine Konformationsanderung, die wahrend der Stimulation durch den
Liganden stattfindet und dazu fuhrt, dass der lonenkanal wieder undurchlassig fur
einstromende lonen wird. Ein hoher Anteil desensitisierender Strome bedeutet fur die Kinetik
eines Rezeptors, dass die Wahrscheinlichkeit fur das Schlielen erhoht ist und weniger lonen
in die Zelle einstromen. Fir den GlyRal wt wurde ein Anteil an desensitisierenden Strémen
von 255% + 1,5% ermittelt. Dieser Wert unterschied sich nicht signifikant von der
Desensitisierung von GlyRal-GLIC(+)bm mit 29,9% + 2,2% (p=0,54; ANOVA) (Abb. 23B).
Im Gegensatz dazu wurde bei GlyRal-ATM3-4(+)bm eine vollstdndige Desensitisierung mit
105,7% + 5,6% (p=7,4x10™%; ANOVA) gemessen. Dieses Ergebnis zeigt, dass in den
abgeleiteten HEK293-Zellen, die mit diesem Konstrukt transfiziert wurden, alle GlyRs vor
Ende der Glycin-Applikation in einen geschlossenen, desensitisierten Kanalzustand

bergegangen waren.

Zur Uberpriifung der Annahme, dass die basischen Motive Einfluss auf die Funktionalitat der
chimaren GlyRs hat, wurden die drei Kontrollkonstrukte 3®3?AAAAA, ***¥aAAAA und
doppel A AAAA elektrophysiologisch untersucht. Dabei handelt es sich um GlyRs, bei welchen
die basischen Motive **RRKRR und **KKIDK des TM3-4 Loops einzeln, oder in
Kombination (“PPAAAAA) in Alanine umgewandelt wurden. Im Gegensatz zu den
chimaren Konstrukten wurden hier keine Deletionen der ICD vorgenommen. Wie in
Abbildung 23D zu erkennen ist, hatte die separate Umwandlung der basischen Motive in
Alanine  keinen  signifikanten  Einfluss auf die Maximalstrome sowie das
Desensitisierungsverhalten. Wie bei GlyRal-GLIC fihrten die Mutationen in “PPAAAAA

zum vollstandigen Verlust Glycin-induzierter Chloridstrome.

Zusammengefasst lasst sich aus den Ergebnissen der elektrophysiologischen
Charakterisierung der chiméren GlyR-Varianten schlussfolgern, dass die Anwesenheit der
basischen Motive am N- und C-Terminus des TM3-4 Loops des GlyRal eine
Grundvoraussetzung flr die Ausbildung funktioneller lonenkanéle darstellt. Die L&nge der
Aminosauresequenz zwischen diesen Domanen determiniert die fir die Kanalfunktion

wichtige Separation dieser Motive und moduliert das Desensitisierungsverhalten des GlyRs.
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Eine Gesamtibersicht mit allen relevanten Messwerten der GlyR-Chimaren sind der

folgenden Tabelle zu entnehmen.

Anteil

Konstrukt Expression n lmagl[zp'\::\ 1+ desensitisierender TDSESE[EJI *
Strome [%] + SEM

GlyRal wt +++ 28 2003+ 172 206+1.9 159+0.21

GlyRal-GLIC (+) bm ++ 30 2593+ 268 29.9+2.2 1.40 + 0.07

GlyRal-GLIC ++ 16 0+0 - -

GlyRal-ATM3-4loop 22 202+54™  1057+56™ 054+

(+) bm 004~

Tabelle 18. Gesamtubersicht der Charakterisierung der GlyR-Chimaren

Fur jedes untersuchte Konstrukt sind folgende Messwerte tabellarisch aufgelistet: Oberflachenexpression aus
Biotinylierungsassay und immunzytochemischer Farbung (+, schwache Expression; ++, mittlere Expression;
+++, starke Expression des wt GlyR), Anzahl gemessener Zellen [n], Maximaleinwartsstrome [l.x] nach
Applikation von 1 mM Glycin, Desensitisierungsverhalten und die Zeitkonstante der Desensitisierung tpes.
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3.4. Charakterisierung der Patientenmutation P366L

Hyperekplexie ist eine seltene (exakte Prévalenz unbekannt) neuromotorische Stérung, die
durch Fehlfunktion der glycinergen Neurotransmission verursacht wird. Als Hauptursache
werden Mutationen im Gen GLRA1 angesehen, welches die ol-Untereinheit des
Glycinrezeptors auf dem Chromosomenabschnitt 5933.1 kodiert (Rees et al., 2001). Unter den
bekannten Mutationen in GLRA1 fiihren die meisten (auf Proteinebene) zu einem
Aminosaureaustausch in der Kanalpore-auskleidenden TM2 sowie in benachbarten Loop-
Strukturen. Diese Mutationen werden meist dominant vererbt. Rezessiv vererbte Mutationen
treten dahingegen haufiger in der Ligandenbindedomane auf. Im TM3-4 Loop des GlyRal
sind bislang die 5 Mutationen R316X, G342S, D388A, E375X und R392H gefunden worden,
welche (bis auf E375X) gemischt heterozygot (in Kombination mit einer weiteren Mutation)
vererbt werden. Im folgenden Abschnitt soll die bisher unbekannte Mutation P366L im TM3-
4 Loop des GlyRal charakterisiert werden. Dabei sollen die molekularen Mechanismen
erdrtert werden, die durch die Mutation zu einer veranderten glycinergen Neurotransmission

und zur Auspragung des Hyperekplexie-Phanotyps fuhren.

A B
356 377
HsGlyRal ~GANN---—-- SNTTNEIggA PSKSEEEMR
| HsGyRp  SQAK-—-——-- NNKKEIG§AKPV IGTAA-
HssHTR.A  KGPR---——-- DRC SEIggP PREASLAVC
HsGaBAR KEATIEPKEVKPETKER
Hsnachral IfDI------ SGKPCIEIggMGFHSELIKH

Abbildung 24. Vererbung und Lokalisation der Patientenmutation P366L

A: Stammbaum des betroffenen ménnlichen Patienten (schwarz-weies Quadrat). Unter den Eltern war die
Mutter Tréger der Mutation. B: Vergleich der Lokalisation von P366L im TM3-4 Loop von GlyRal unter
verschiedenen Untereinheiten der CLR-Familie. P366 ist durch das rote Rechteck hervorgehoben.

Der Stammbaum des betroffenen Patienten zeigt, dass es sich bei der Art der Vererbung um
einen dominanten Erbgang handelt (Abb. 24A). Wéhrend vom Vater keine Mutation in
Hyperekplexie-assoziierten Genen bekannt ist, wurde dieselbe Punktmutation im Genom der
Mutter identifiziert. P366 befindet sich in einer Prolin-reichen Sequenz des TM3-4 Loops,
von der vermutet wird, dass sie an der Ausbildung einer Poly-Prolin-Helix Typ 1l (PPII)
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beteiligt ist (Cascio et al., 2001). Der Sequenzvergleich mit anderen Mitgliedern der CLR-

Familie verdeutlicht die Konservierung von Prolin an dieser Position (Abb. 24B).

3.4.1. Generierung der Konstrukte

Um die Rolle der Polaritat, des Volumens und der Ladung des Aminoséurerestes an Position
366 des GlyRal fir die Kanalfunktion untersuchen zu kénnen, wurden neben P366L weitere
Aminosdurereste Uber Mutagenese in den rekombinanten Rezeptor eingefligt (Abb. 25). Zur
Untersuchung der Bedeutsamkeit der vorhergesagten PPII-Struktur innerhalb des
Sequenzabschnitts ***NPPPAPSKSP®®, wurden die Proline in Alanine bzw. Leucine
umgewandelt. Alanin und Leucin sind an der Auspragung der rechtsdrehenden a-Helix mit
3,6 Aminosauren pro Windung beteiligt, wéhrend die PPII-Struktur eine linksdrehende Helix
mit 3 Aminosdureresten pro Windung darstellt. In einem weiteren Konstrukt wurden vier
Proline innerhalb der Sequenz deletiert. Diese Konstrukte wurden in HEK293-Zellen
transfiziert und die Veranderungen im Vergleich zum wt proteinbiochemisch,
immunzytochemisch und elektrophysiologisch untersucht.

NH ’TMl . TM?: 'TM4 Abbildung 25. Ubersicht der Konstrukte zur
N, E— PN COOH " Untersuchung der Patientenmutation P366L
P366 befindet sich innerhalb der Sequenz
“NPPPAPSKSP®” im TM3-4 Loops des GlyRal
S . (schematische Darstellung im oberen Bildabschnitt).
wi e IPPPAPSKSP Insgesamt existieren in dieser Sequenz 5 Proline (1-
. 5 (Ober der wt-Sequenz). Es wurden die
P366A I PAIPELES Punktmutationen P366A/C/L/RIT/W zur
P366C NPAPAPSKSP Untersuchung der Rolle von Prolin an Position 366
- generiert. Weiterhin wurden die kombinierten
P366L NPLPAPSKSP Mutationen P1-4A, P1-5A, P1-5L und APIl-4
P366R NPRPAPSKSP generiert um die  Auswirkungen auf die
P366T NPTPAPSKSP vorhergesagte PPII-Struktur zu untersuchen. Bei
) - jedem Konstrukt sind die Aminoséuren fett markiert
P366W NPWPAPSKSP und unterstrichen, die im Vergleich zur wt-Sequenz
P373A NPPPAPSKSA veréndert wurden.
P1-4A NAAAAASKSP
P1-5A NAAAAASKSA
P1-5L NLLLALSKSL
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3.4.2. Expression der P366-Varianten

Zur Untersuchung der Expression der Einzelmutanten P366L, P366C, P366T, P366R, P366R
und P366A wurden diese Konstrukte in permeabilisierten bzw. nicht-permeabilisierten
HEK?293-Zellen immunzytochemisch visualisiert (Abb. 26). Anhand der intrazellularen
Farbung (Abb. 26A) lasst sich erkennen, dass es zwischen wt und den Mutanten keinen
Unterschied in der Lokalisation der mab4A-Signale gibt. Sowohl die Anzahl als auch
Intensitat des mab4A-Signal ist unabhéngig von der Aminoséure, die an Position 366 des
GlyRal ausgetauscht wurde. Dasselbe gilt fur die Farbung der Konstrukte an der Oberflache
der Zellmembran (Abb. 26B). Alle untersuchten Konstrukte konnten durch mab2b detektiert
werden. Diese Resultate zeigen, dass die Patientenmutation P366L keinen Einfluss auf die

Gesamtzellexpression sowie Membran-assoziierte Lokalisation des GlyRal besitzt.
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Abbildung 26. Immunzytochemische Detektion der P366-Varianten in HEK293-Zellen

A: Farbung permeabilisierter, transfizierter HEK293-Zellen. Der intrazelluldre GlyRol wurde mit mab4A
detektiert. Es konnte kein Unterschied in der Expression zwischen den Konstrukten und wt festgestellt werden
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B: LIVE-Farbung der GlyR-Varianten an der Zelloberflache mittels mab2b. Alle Konstrukte wurden an der
Oberflache transfizierter HEK293-Zellen detektiert. Weille Balken entsprechen 50 uM. Wei3e Quadrate stellen
den in der Zoom-Spalte vergréRerten Bildausschnitt dar.

Nachdem die immunzytochemische Farbung keinen Hinweis auf verénderte Expression der
P366-Einzelmutanten  gab, wurden  dieselben  Konstrukte im  quantitativen
Biotinylierungsassay analysiert. Die Ergebnisse der Oberflachenbiotinylierung sind in der

nachfolgenden Abbildung dargestellt.

Mem GES

C & s &y X
o o ) 3] ) s)
- o S o S o
s ST T &
— e e e e — - - — [T
Pan-Cadherin — 80kDa
— 58kDa

mab4: - - - e G- iskDa

-
%
=}

-
=}
s}

%
=}

o

normalisiert auf wt und
Ladekontrolle [%+SEM |

GES Mem

N W e — — 16k Da
T

L—
mabdA — 30kDa

relative Proteinexpression

f RS v RS v
TEL SEEFSEESS O

15
FEFF P T TTF D

Abbildung 27. Oberflachenbiotinylierung der P366-Einzelmutanten

A: Die Expression der P366-Einzelmutanten an der Zellmembran (Mem) sowie in der Gesamtproteinfraktion
(GES) wurden mittels Biotinylierungsassay in transfizierten HEK293-Zellen untersucht. Alle Mutanten konnten
in der Membran durch mab4A detektiert werden. B: Quantifizierung der Pixelintensitaten der Proteinbanden aus
(A) in Relation zur wt-Bande und Ladekontrolle. In der Mem-Fraktion war die Expression von P366T reduziert.
In der GES-Fraktion konnte kein Unterschied in der Expression festgestellt werden. (*, p<0,05; ***, p<0,001,
ANOVA). wt, schwarze Balken; P366L, weille Balken; tibrige Konstrukte graue Balken.

Im Vergleich zum wt GlyRal gab es keinen Unterschied in der Gesamtexpression der
untersuchten Einzelmutanten. Des Weiteren wird deutlich, dass alle Konstrukte an der
Zellmembranoberflache exprimiert wurden. P366T ist das einzige Konstrukt, welches mit
40,6% + 14,8% eine signifikant reduzierte Oberflachenexpression zeigte (p=0,03, ANOVA).
Zwischen wt GlyRal und der Patientenmutation P366L wurde weder in der
Gesamtproteinfraktion noch in der Membranfraktion ein signifikanter Unterschied in der

Expression festgestellt.

Fasst man die bisherigen Resultate zur Charakterisierung der Effekte der Mutation P366L
zusammen, l&sst sich schlussfolgern, dass dieser Aminosédureaustausch im TM3-4 Loop des
GlyRal keinen Einfluss auf die Biogenese des Rezeptors (in transfizierten HEK293-Zellen)
hat.
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3.4.3. Einfluss auf Glycin-induzierte Maximalstrome und Desensitisierungsverhalten

Im néchsten Schritt wurde der Einfluss der Mutation auf die Glycin-induzierten Stréme in
HEK293-Zellen untersucht. Daflir wurden die Einzelmutationskonstrukte sowie die

Konstrukte mit kombinierten Mutationen transfiziert und elektrophysiologisch abgeleitet.
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Abbildung 28. Elektrophysiologische Charakterisierung des Einflusses von Mutationen innerhalb der
Sequenz **NPPPAPSKSP*® auf die Rezeptorfunktion

A: Repréasentative Darstellung der Glycin-induzierten Chlorideinwértsstrome fur die  Konstrukte
P366C/T/R/WL/A. Schwarze Balken ber den Kurven markieren die Applikationszeit von 1 mM Glycin. Alle
Konstrukte bildeten funktionelle lonenkanéle mit verdnderten Kanaleigenschaften aus. B: Quantifizierung der
Imax-Werte der Einzelmutationen an Position 366. C: Quantifizierung des Desensitisierungsverhaltens der in (A)
dargestellten Kurvenverldufe. D: Quantifizierung der I,.-Werte der kombinierten Mutationen. E:
Quantifizierung des Desensitisierungsverhaltens der Kurvenverldaufe der Konstrukte mit kombinierten
Mutationen. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; ANOVA.

Wie in Abbildung 28A zu erkennen ist, bildeten die Konstrukte P366C, P366T, P366R,
P366W, P366A und P366L funktionelle lonenkanéle aus. Als Antwort auf die Applikation
von Glycin (1 mM, 2 s) wurden dabei, mit Ausnahme von P366C, fir alle diese Konstrukte
signifikant reduzierte Maximalstrome gemessen (Abb. 28B). Fir die Patientenmutation

P366L wurden 74,9% + 2,9% der Maximalstrome iiber den wt GlyRal ermittelt (p=0,005,
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ANOVA). Unter den kombinierten Mutationen hatte nur P1-5L mit 38,8% + 5,2% einen
signifikanten Einfluss auf die Maximalstréme (p=1,7x10"°; ANOVA). Wie im Abschnitt 3.3.3.
beschrieben, gilt das SchlieRen Liganden-gesteuerter lonenkandle in Anwesenheit des
Agonisten als MaR fur die Desensitisierung des Rezeptors. Die Quantifizierung des
Desensitisierungsverhaltens der untersuchten Konstrukte verdeutlicht, dass einige
Einzelmutationen die Rezeptordesensitisierung beeinflussten (Abb. 28C), nicht aber die
Mutationen die zur Storung der vermuteten PPII-Helix eingefiigt wurden (Abb. 28D). Die
Mutationen P366A und P366L fuhrten zu GlyRs mit reduzierten Maximalstromen sowie zu
Kanélen mit beschleunigtem SchlieRverhalten. Der Anteil desensitisierender Strome lag bei
161,9% + 8,6% (P366A, p=0,02; ANOVA) und 132,7% % 6,2% (P366L, p=0,001; ANOVA)
bezogen auf den Anteil von wt GlyRal. P366C hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
Maximalstrome aber mit 139% + 13,1% Anteil an desensitisierenden Stromen einen Effekt
auf die Kanalkinetik (p=9,1x10"°; ANOVA). Eine Ubersicht aller gemessenen Maximalstrome
sowie desensitisierende Stromanteile sind der nachfolgenden Tabelle 19 zu entnehmen.

Diese Ergebnisse belegen, dass die Mutation P366L zur Ausbildung funktioneller GlyRs
fihrt, deren Maximalstrome deutlich reduziert sind und deren Schliekinetik signifikant
beschleunigt ist. Das bedeutet, dass nach Offnen des Kanals insgesamt weniger CI™-lonen in
die Zelle einstrdmen als im wt GlyRal.

Anteil Anteil

Imax [NA £ Imax [0 von wi . desensitisierender

Konstrukt - n Tepny + SEM] S‘iﬁ%ﬁ;‘;'t{;'e:egg% Strome [% von wt
0= + SEM]

GlyRalwt 95 2,99 +0,18 100 + 6,02 30.65 + 1.31 100 + 4.3
P366L 81 221+016 7499+737" 45.36 + 2.83 132.67 £6.25
P366C 13 1,99+043 54,41+1,38 42.93 +5.62 138.91 + 13.08"
P366T 12 189+026 3249+837 35.99 + 6.75 116.52 + 18.74
P366R 12 1,01+0,32 2754+2,09" 29.58 + 4.96 95.77 + 16.78
P366W 12 143+044 544+979" 32.01 +3.29 89.39 + 10.28
P366A 17 0,88+0,11 34,84+462" 44.12 + 3.91 161.95 + 8.85
P373A 9 183+036 76.85+15.1 26.66 + 2.67 117.2 +10.02

P1-4A 12 1.84+04  95.77+20.87 24.11+3.19 94.58 +13.25
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P1-5A 13 1.85+0.29 89.66 +13.96 29.88 £ 2.94 97.24 £ 9.84
P1-5L 26 1.18+0.16 38.77x522 28.31+3.24 114.8 +11.43
AP1-4 22 2.09+0.32 69.64+10.64 32.81+3.28 133.02 +£10.01

Tabelle 19. Gesamtubersicht der elektrophysiologischen Messwerte der P366-Varianten

Fur jedes untersuchte Konstrukt wurden die I.,-Werte sowie der Anteil desensitisierender Strome aufgelistet.
Die prozentualen Angaben beziehen sich auf die Messwerte des wt GlyRal am selben Tag. Die Anzahl
untersuchter Zellen (n) bezieht sich auf die Berechnung der I.-Werte. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001,
ANOVA.

Die reduzierten Iy.x-Werte und die beschleunigte Kanalkinetik von P366L fiihrten zu der
These, dass die Mutation moglicherweise die Effizienz der Ligandenbindung veréndert.
Mutationen in der ICD kénnen die Effizienz der Ubersetzung der Ligandenbindung in eine
Konformationsanderung der Kanalpore storen und im Nervensystem der Mutationstrager zu
einer gestorten inhibitorischen Neurotransmission fihren (Breitinger et al., 2001, Chung et al.,
2010).

Zur Uberpriifung dieser These, wurde die Dosis-Wirkungs-Beziehung des wt GlyRal mit
P366L verglichen. Hierfur wurde Glycin in aufsteigender Konzentration (3 pM-3 mM) auf
transfizierte HEK293-Zellen appliziert. Die logarithmische Darstellung der auf diese Weise
gemessenen Maximalstrome ist in Abbildung 29A dargestellt. Anhand der Uberlappung
beider Kurven erkennt man, dass es keinen Unterschied in der Dosis-Wirkungs-Beziehung
zwischen wt und P366L gibt. Die Glycinkonzentration, die den halbmaximalen Strom
ausloste (ECso-Wert) betrug fur den wt 19,01 uM+2,13uM und fir P366L
28,25 uM + 1,73 uM. Diese Werte waren statisch nicht signifikant verschieden (p=0,63, T-
Test).
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Abbildung 29. Elektrophysiologische Charakterisierung von P366L

A: Dosis-Wirkungs-Beziehung zur Bestimmung der halbmaximalen effektiven Konzentration (ECs,) von wt
GlyRal und P366L. Der in der Y-Achse dargestellte relative Maximalstrom errechnet sich aus dem Quotienten
des In.-Wertes bei der gegebenen Glycinkonzentration (3 pM-3 mM) und dem I..-Wert der séttigenden
Konzentration (3 mM). Die Glycinkonzentration ist logarithmisch dargestellt. B: Maximalstréme von wt GlyRal
und P366L nach Kotransfektion von GlyRpB. Es wurden 1 mM Glycin fiir 2 s appliziert. Die l.-Werte der
heteropentameren Rezeptoren unterschieden sich signifikant voneinander (*, p=0,03; ANOVA).

Synaptische GlyRal-Untereinheiten sind in vivo mit B-Untereinheiten assoziiert. Fur die
Expression  GlyRal-vermittelter, Glycin-induzierter Strdme in einem heterologen
Expressionsystem ist die Anwesenheit von GIlyRf nicht erforderlich. Dennoch gewahrt die
Untersuchung heteromerer GlyRs einen Einblick auf die besonderen physiologischen
Eigenschaften von GlyRs in vivo. Aus diesem Grund wurden die Maximalstrome heteromerer
wt bzw. P366L-GlyRs in HEK293-Zellen elektrophysiologisch untersucht.

Wie in Abbildung 29B zu erkennen ist, hatte die Kotransfektion der B-Untereinheit keinen
signifikanten Effekt auf die Maximalstrome des wt oder P366L-GlyRs. Nach der
Kotransfektion von GIlyRp wurde fir den wt eine ca. 20%ige Steigerung und fur den
heteromeren P366L-GIlyR eine ca. 15%ige Reduzierung der Maximalstrome gemessen. Im
Vergleich der Maximalstrome beider heteromer GlyRs lieR sich allerdings ein deutlicher
Unterschied feststellen. Die Ipa-Werte des heteromeren wt GlyRal betrugen
3,96 nA + 0,55 nA, die sich signifikant von 2,4 nA + 0,55 nA des heteromeren P366L-GIlyR
unterschieden (p=0,03; ANOVA).

3.4.4. Charakterisierung von P366L im Oozyten-Expressionssystem

Auler der Beeinflussung der maximalen Chlorideinwartsstrome in  homo- und

heteropentameren GlyRs sowie die verdnderte Kanalkinetik ist der Pathomechanismus der
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Patientenmutation P366L unklar. Da die reduzierte Chloridleitfahigkeit des Rezeptors nicht
auf eine reduzierte Membranexpression zurtickzufuhren ist, legt das eine veranderte
Konformation des Rezeptorproteins nahe. Verénderungen in der Konformation sowie in der
Molekilbeweglichkeit kdnnen durch die Methode der Spannungsklemmen-Fluorometrie
beschrieben werden. Im Wesentlichen werden dabei Cysteine in der ECD des zu
untersuchenden Rezeptors mit hochaffinen Fluorophoren konjugiert. Das Rezeptorprotein
wird in vitalen Oozyten der Spezies Xenopus laevis exprimiert und die Fluoreszenzénderung
in Abhangigkeit von der applizierten Agonistenkonzentration ermittelt. Studien an der ECD
des GlyRal konnten demonstrieren, dass die Farbung der Aminoséurereste N203C (Loop C)
und R271C (TM2-3 Loop) hinreichend zur Untersuchung der Molekulbeweglichkeit im
extrazellul&ren Bereich des GlyR ist (Pless and Lynch, 2009, Lynagh et al., 2011).

Zur Detektion von Fluoreszenzsignalen als Reaktion auf das Offnen des GlyR wurden die
Konstrukte wt/N203C, P366L/N203C, wt/R271C und P366L/R271C (Abb. 30A) in Oozyten
von Xenopus laevis exprimiert und diese fir 15 min mit 10 uM MTS-TAMRA (N203C) bzw.
MTSR inkubiert. AnschlieBend wurden aufsteigende Glycinkonzentrationen (3 uM-30 mM)
appliziert und bei einer Haltespannung von -40mV mittels Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme die Chlorideinwirtsstrome gemessen. Parallel wurde die Anderung der
Fluoreszenz mit einem invertierten konfokalen Fluoreszenzmikroskop (Nikon Instruments,

Kawasaki, Japan) gemessen.

Die Applikation sattigender Glycinkonzentrationen Igste in allen untersuchten Rezeptoren
Chlorideinwaértsstrome sowie damit korrelierende Fluoreszenzanderungen aus (Abb. 30B,C).
Die Inhax-Werte betrugen fur N203C-GlyRs 2,61 A £0,7 pA (wt) und 2,09 pA £ 0,6 pA
(P366L) und fur R271C-GlyRs 1,34 pA £ 0,5 pA (wt) und 1,79 pA + 0,5 pA (P366L). Diese
Werte unterschieden sich nicht signifikant voneinander (N203C: p=0,09; R271C: p=0,15;
ANOVA). Die dazugehdrigen maximalen Fluoreszenzédnderungen betrugen dabei fir N203C-
GlyRs 52,6% + 4,5% (wt) und 42,6% * 8,1% (P366L) und fir R271C-GlyRs 13,2% + 1,7%
(wt) und 13,9% +£1,2% (P366L). Die AFn.-Werte waren ebenfalls nicht statistisch
signifikant verschieden (N203C: p=0,7; R271C: p=0,8; ANOVA).
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Abbildung 30. Spannungsklemmen-Fluorometrie-Versuche im Oozytenexpressionssystem

A: Dargestellt ist die al-Untereinheit des GlyR (Kristallstruktur nach Du et al., 2015) inklusive der in dieser
Versuchsreihe gefarbten Aminoséurereste N203C und R271C. Der TM3-4 Loop samt P366L ist als gestrichelte
Linie dargestellt. B: Darstellung der maximalen Stromamplitude (schwarze Balken) und Fluoreszenzénderung
(rote Balken) in wt/N203C und P366L/N203C. C: Darstellung der maximalen Stromamplitude und
Fluoreszenzanderung in wt/R271C und P366L/R271C. Die dazugehdrigen Dosis-Wirkungs-Kurven sind in D
(N203C) und E (R271C) dargestellt. wt, schwarz; P366L, rot.

Zur Bestimmung des ECso-Wertes wurden aufsteigende Glycinkonzentrationen appliziert
(Abb. 30D,E). Analog zu den Ergebnissen fir die gemessenen Amplituden bei séttigender
Glycinkonzentration ergaben diese Experimente unabhéngig vom gefarbten Aminosaurerest
keinen signifikanten Unterschied in den gemessenen Einwaértsstromen bei niedrigen
Konzentrationen. Die ECso-Werte lagen bei 337,7 uM + 160 uM (wt) und 309 uM + 94,2 uM
(P366L) fir N203C-GlyRs (Abb. 30D) wund bei 3119,7 uM +185puM (wt) und
3776,7 uM = 186 uM (P366L) fir R271C-GlyRs (Abb. 30E). In beiden Dosis-Wirkungs-
Kurven Uberlagern sich die sigmoidalen Trendlinien von wt und P366L, was ein Anzeichen
fir eine starke Ahnlichkeit der Ausgangswerte darstellt. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
Mutation P366L keinen Einfluss auf die Molekilbeweglichkeit der hier untersuchten

extrazellularen Rezeptorbereiche (Loop C, TM2-3 Loop) hat.

3.4.5. Interaktion der Poly-Prolin-Sequenz mit intrazellularen Proteinen

Der TM3-4 Loop des GlyRs wird aufgrund der in Abschnitt 1.6.7. beschriebenen
Eigenschaften als Ort posttranslationaler Modifikation angesehen. Des Weiteren ist vom

GlyRp bekannt, dass der TM3-4 Loop die E-Domédne von Gephyrin bindet und den
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Rezeptorkomplex auf diese Weise mit dem Zytoskelett an der Postsynapse verankert. Wie in
Abbildung 24B zu sehen ist sind sich die Aminoséuresequenzen von GlyRal und GlyRp im
Bereich um P366L sehr &hnlich. Beide Untereinheiten bilden innerhalb der Sequenz
3TNPPPAPSK®™ (1) bzw “*°KPPPAKPVI** (B) eine SH3-Konsensussequenz aus (Cascio
et al., 2001). Fur GlyRp wurde gezeigt, dass dieses Motiv an der Interaktion mit der SH3-
Doméne von Syndapin | beteiligt ist (Del Pino et al., 2014). Interaktionspartner der al-
Untereinheit des GlyR wurden bisher nicht identifiziert. In diesem Abschnitt werden die
Ergebnisse zur Untersuchung der Interaktion des TM3-4 Loops des GlyRal mit dem
zytosolisch exprimierten Protein Collybistin erldutert. Collybistin wurde ausgewahlt, weil es
ebenfalls eine SH3-Doméne ausbildet und mit dem TM3-4 Loop der a2-Untereinheit des
GABAGR interagiert (Saiepour et al., 2010). Des Weiteren wurde demonstriert, dass die 2.
Collybistin-Spleiflvariante ohne SH3-Domane, die submembrane Aggregation von Gephyrin
auslost (Harvey et al., 2004a), welche heteromere GlyRs akkumulieren (Kins et al., 2000). Es
wurde die Interaktion mit GlyRal untersucht und Gberprift, ob diese durch die
Patientenmutation P366L beeinflusst wird, da diese innerhalb der SH3-Konsensussequnez

liegt.

Als Initialexperiment wurde eine Koimmunprazipitation aus Lysaten transfizierter HEK293-
Zellen durchgefihrt. Die Zellen wurden mit wt GlyRal oder P366L in Kombination mit
Collybistin 3 (CB3(SH3+)) transfiziert. Da die Interaktion im Rezeptorkomplex an der
Synapse nicht aufgeklart ist, wurden in einem weiteren Ansatz zusatzlich Gephyrin und
GlyRp im selben Verhaltnis kotransfiziert. Als Negativkontrolle wurde GFP transfiziert. Die
Prézipitation wurde mit mab2b durchgefiihrt und fur die Immundetektion im Western-Blot
wurde ein spezifischer Collybistin-Antikérper (SySy, 261003) verwendet. Zur Kontrolle
wurden die Lysate (Input) auf ein Gel aufgetragen und gegen GAPDH, GlyRa (mab4A) und
Gephyrin gefarbt. Wie in Abbildung 31A zu sehen ist, konnte in den Proben, die mit mab2b
prazipitiert wurden, eine spezifische Collybistin-Bande (60 kDa) detektiert werden. In der
Negativkontrolle wurde hingegen keine Bande detektiert. Die Kontrollfarbungen der Lysate
zeigt, dass der Glycinrezeptor nur in den (wt, P366L-) transfizierten Zellen vorhanden war
(48 kDa). Die Gephyrin-Bande (93 kDa) wurde nur in den Gephyrin-transfizierten Proben
detektiert. Als Ladekontrolle wurde gegen GAPDH (32 kDa) gefarbt. Zur Quantifizierung
wurde der Quotient der Pixelintensitaten der Collybistin-Banden (IP) und der GAPDH-
Banden (Input) gebildet und auf den wt normalisiert (Abb. 31B). Die Quantifizierung zeigt,
dass die Interaktion zwischen GlyRal und CB(SH3+) unabhangig von der Mutation P366L
war. Ebenso wurde kein signifikanter Unterschied zwischen der Transfektion mit Gephyrin
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und GlyRp und der Kotransfektion von wt bzw. P366L mit CB(SH3+) festgestellt. Aus diesen
Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass es eine Interaktion zwischen GlyRal und

CB(SH3+) gibt, diese aber nicht durch P366L gestort wird.

CB3(SH3+) + + + +
Gephyrin - - + +
GIyRB - - + + -
wt  P366L wt  P366L GFP 120
80kDa — Collybistin = :_:.' 100
. ) - 1
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Abbildung 31. Koimmunprazipitation von GlyRal und Collybistin

A: HEK293-Zellen wurden mit wt GlyRal oder P366L in Kombination mit CB(SH3+) transfiziert. In einem
zweiten Ansatz wurden zusétzlich Gephyrin und GIlyRp Kkotransfiziert. Die Zelllysate wurden fur die
Préazipitation mit mab2b verwendet. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. Die
prazipitierten Proben (IP:mab2b) wurden gegen Collybistin und die Lysate (Input) gegen GAPDH, mab4A und
Gephyrin gefarbt. Die Farbung zeigt eine Collybistin-Bande in den mab2-préazipitierten Proben. B:
Quantifizierung der Pixelintensitaten der Collybistin-Banden normalisiert auf GAPDH und wt. Es wurden keine
signifikanten Unterschiede zwischen den ersten 4 Konditionen festgestellt.

Die nachgewiesene Interaktion von GlyRal und Collybistin sollte im né&chsten Schritt Giber
eine immunzytochemische Farbung analysiert werden. Dazu wurden Cos7-Zellen mit wt
GlyRal oder P366L, GFP-Gephyrin und Collybistin transfiziert. Um die Interaktion mit der
SH3-Domane von Collybistin untersuchen zu kénnen, wurde in einem parallelen Ansatz die
zweite Isoform (CB(SH3-) kotransfiziert. Die Zellen wurden permeabilisiert und mit mab4A
und dem Collybistin-Antikdrper behandelt. Der Hintergrund warum fir die
immunzytochemische Farbung Cos7-Zellen verwendet wurden ist, dass diese Zellen (z.B. im
Vergleich zu HEK293-Zellen) ein verhéltnisméalig groRes Zytoplasma ausbilden, was fur die
Untersuchung intrazelluldr exprimierter Proteine von Vorteil ist. Zudem wurden die
bisherigen Erkenntnisse Uber die Funktion und Lokalisation von Collybistin vorrangig unter

Verwendung dieser Zelllinie gewonnen.
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Abbildung 32. Immunzytochemische Detektion von Collybistin in transfizierten Cos7-Zellen

A: Féarbung permeabilisierter, transfizierter Cos7-Zellen. Der GlyR wurde mit mab4A detektiert, Collybistin
wurde mit dem spezifischen Collybistin-Antikdrper (SySy, 261003) detektiert. Gephyrin wurde Uber die
Fluoreszenz des GFP-tags visualisiert. Die Zellen wurden mit CB(SH3+) transfiziert. B: Farbung wie in (A)
unter Verwendung der Isoform CB(SH3-). WeiRe Balken in der Ubersichts-Spalte entsprechen 50 pm, in der
Geph/CB-Spalte 10 um.

In Abbildung 32A ist die intrazellul&re Farbung von CB(SH3+) in Kombination mit Gephyrin
und dem GlyR (mab4A) zu erkennen. Die Gephyrin- und mab4A-Signale wurden punktuiert
detektiert. Die Kolokalisation beider Signale (Gephyrin mab4A-Spalte) ist zwischen wt und
P366L sehr dahnlich, man sieht eine Signalliberlagerung in beiden Konditionen (gelbe Punkte).
Das Collybistin-Signal wirkt in den P366L-transfizierten Zellen hingegen etwas schwécher,
zeigt aber in beiden Konditionen eine raumliche N&he zu Gephyrin (Gephyrin Collybistin-
Spalte). Im Vergleich dazu ist das Collybistin-Signal in den CB(SH3-)-transfizierten Zellen
(Abb. 32B) diffuser verteilt. Das Gephyrin-Signal tritt in dieser Kondition in Form von
Mikroaggregaten auf. Es wurde kein Unterschied in der Kolokalisation von Gephyrin und
mab4A und Gephyrin und Collybistin zwischen wt und P366L festgestellt. Die
immunzytochemische Farbung transfizierter Cos7-Zellen lieferte keinen Hinweis auf eine

Interaktion zwischen GlyRal und Collybistin, die durch P366L gestort wird.
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Collybistin Zoom/Superpos

GlyRal-wt
FUVAL

P366L
FUVAL

uninfiziert

Abbildung 33. Immunzytochemische Detektion von Collybistin in infizierten Hippocampusneuronen

Farbung infizierter primérer Hippocampusneuronen der Maus (E18). Der lber den FUVal-Virus transportierte
GlyR wurde mittels mab2b detektiert. Infizierte Zellen wurden anhand der GFP-Fluoreszenz detektiert. Bei der
dargestellten Collybistin-Farbung handelt es sich um endogen angefarbtes Collybistin. Weille Balken in der
Ubersichts-Spalte entsprechen 50 pum, in der Zoom/Superpos-Spalte 10 um.

Um Artefakte der Uberexpression ausschlieRen zu kénnen, wurden im nachsten Experiment
primare Hippocampusneuronen mit dem low-copy-Vektor FUVal IRES2_GFP (transportiert
wt GlyRal oder P366L) infiziert und das endogene Collybistin untersucht. Ein Vorteil von
der Verwendung dieser Neuronen ist, dass sie keinen synaptisch lokalisierten GlyRal
exprimieren. Die primaren Hippocampusneuronenkulturen wurden am Tag der Praparation
mit wt- oder P366L-FUVal IRES2_GFP infiziert und 14 Tage spéater analysiert. Dabei wurde
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zundachst eine LIVE-Farbung des GlyRal mit mab2b durchgefihrt, anschlieRend die Zellen
permeabilisiert und mit dem Collybistin-Antikorper inkubiert.

Anhand der in Abbildung 33 dargestellten Féarbung erkennt man, dass der Transfer der
rekombinanten GlyR-DNA Uber den FUVal-Virus in Hippocampusneuronen stattgefunden
hat. Wahrend in uninfizierten Zellen kein mab2b-Signal detektiert werden konnte, sieht man
in den (wt oder P366L-) infizierten Zellen ein spezifisches GlyR-Signal an der Oberflache der
Neuriten und des Somas. Dabei wurde in den P366L-FUVal-infizierten Zellen ein deutlich
schwacheres Signal detektiert als in wt GlyRal-infizierten Zellen. Dieser Effekt kdnnte
jedoch durch einen schwécheren Virustiter des P366L-FUVal-Virus bedingt sein. Die
Intensitdat des GFP-Signals des viralen Konstruktes war in den mab2b-positiven Zellen (die
mit P366L-FUVal infiziert wurden) ebenfalls schwacher (nicht dargestellt). Bei der
Betrachtung des endogenen Collybistin-Signals fallt auf, dass die Intensitdt beim wt
wesentlich hoher ist als bei P366L. Beim wt wurden Collybistin-Signale in den Neuriten und
dem Soma festgestellt, wéhrend diese Signale bei P366L vorrangig somatisch detektiert
wurden. Zur Uberpriifung dieser Beobachtung wurde die Collybistin-Signalintensitat in
FUVal-positiven Zellen quantifiziert (Abb. 34).

Abbildung 34. Quantifizierung

_ 1200 y der Intensitat des Collybistin-
é ; 1000 - I al?pn[;ac:iampu;rr]]euronéTlZlerten
34 I
E\ =800 - Die Signalintensitdt wurde in
ISl = whole signal infiziert_en (G_FP-positiven)
j 3 400 - Zellen insgesamt, im Soma und
5 .S W neurites in den Neuriten mit der software
2 O soma Openview (Noam Ziv.)
E .9 400 - gemessen. Dabei wurde der

: mab2b-Kanal als Maske

200 - verwendet und innerhalb dieser
Cluster die Intensitdt des
0 _

— Collybistin-Signals ermittelt. *,
wt P366L p<0,05; ** p<0,01; ANOVA.

Die Quantifizierung der Signalintensitaten zeigt, dass das Collybistin-Signal in P366L-
FUVal-infizierten Zellen insgesamt und in den Somata signifikant reduziert war (insgesamt:
p=0,01; Soma: p=0,004; ANOVA). Das bedeutet, dass in diesen Zellen weniger Protein

gebildet und durch den Antikdrper gebunden werden konnte.
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Nachdem die dargestellten proteinbiochemischen Methoden gezeigt haben, dass Collybistin
zusammen mit GlyRal prézipitiert wird, wurde die Funktionalitdt des GlyRs in Abhédngigkeit
von der Anwesenheit von CB(SH3+) in HEK293-Zellen elektrophysiologisch untersucht. Da,
wie bereits erlautert, die Interaktion zwischen GlyR und Collybistin im Rezeptorkomplex an
der Synapse unbekannt ist, wurden wt oder P366L in Kombination mit CB3(SH3+) oder mit
GIlyRB bzw. mit Gephyrin in HEK293-Zellen kotransfiziert und die Maximalstrome als

Reaktion auf die Applikation von 1 mM Glycin gemessen.
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Abbildung 35. Elektrophysiologische Charakterisierung des Effektes von Collybistin auf die GlyR-
Funktion in HEK293-Zellen

A: lx-Werte der verschiedenen Kombinationen kotransfizierter GlyR-Komplex-Elemente als Reaktion auf die
Applikation von 1 mM Glycin fir 2 s. B: Funktionelle Charakterisierung der in (A) gemessenen Maximalstréme.
Dargestellt ist der Anteil desensitisierender Strome der verschiedenen Konstruktkombinationen. *, p<0,05; n.s.,
nicht signifikant (p>0,05); ANOVA.

Die Kotransfektion von CB3(SH3+) hatte eine Reduzierung der Maximalstrome auf
63,4% + 9,9% tiber den GlyRal wt und 45,9% + 7% uber P366L zufolge (Abb. 35A). In
beiden Fallen war dieser Effekt statistisch signifikant (wt: p=0,04; P366L: p=0,003; ANOVA).
Durch die zusitzliche Kotransfektion der B-Untereinheit wurden in beiden Fallen die
Maximalstrome der jeweiligen Einzeltransfektion zuriickgewonnen. Durch die weitere
Kotransfektion von Gephyrin wurde nur im Vergleich zum wt eine erneute Reduzierung der
Imax-Werte auf 58% + 10,6% erreicht (p=0,01; ANOVA). Im Vergleich zur Einzeltransfektion
von P366L war ein ahnlicher, aber nicht signifikanter Effekt zu beobachten (p=0,07;
ANOVA). Bei der Analyse der desensitisierenden Stromanteile (Abb. 35B) wurde flr den
Rezeptorkomplex aus wt, CB3(SH3+) und GlyRp und dem Komplex aus wt, CB3(SH3+),
GlyRp und Gephyrin eine beschleunigte Kanalkinetik mit 140,7% + 9,4% (wt + CB3(SH3+)
+ GlyRp; p=0,02; ANOVA) bzw. 142,6% + 11,9% (wt + CB3(SH3+) + GlyRp + Gephyrin;
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p=0,04; ANOVA) desensitisierender Strome gemessen. Das Desensitisierungsverhalten von

P366L wurde durch keine der kotransfizierten Elemente verandert.

Die elektrophysiologischen Messdaten belegen, dass P366L im Rezeptorkomplex mit
Collybistin, GIyRB und Gephyrin einen messbaren Einfluss auf die Kanalkinetik hat, nicht
aber auf die maximalen Chlorideinwértsstrome. Im Vergleich zur Einzeltransfektion von wt
und P366L (Abb. 28) war der Anteil desensitisierender Strome reduziert.

Fasst man die Ergebnisse zur Interaktion zwischen Collybistin und GlyRal zusammen, l4sst
sich das Fazit ziehen, dass Collybistin mit der a1-Untereinheit prézipitiert, diese Interaktion
jedoch nicht wesentlich durch P366L beeinflusst wird. Die Farbung infizierter
Hippocampusneuronen weist auf eine durch P366L induzierte Verédnderung der
Collybistinexpression und -lokalisation hin. Weitere Untersuchungen sind hier notwendig um
unspezifische Effekte der Virusinfektion auszuschlieRen. Der Einfluss der PPII-Helix auf die

Interaktion mit weiteren intrazellularen Proteinen bleibt bislang unbeantwortet.
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4. Diskussion

4.1. Funktionelle in vitro Komplementation des murinen GlyRal

Die seltene erbliche Krankheit Hyperekplexie wird durch diverse Mutationen des GIlyRs
verursacht, welcher zu den wichtigsten Mediatoren schneller synaptischer Inhibition im
zentralen Nervensystem von Sdugetieren z&hlt (Bode and Lynch, 2014). Unter den humanen
Mutationen sind 3 Null-Mutationen bekannt, die zum vélligen Funktionsverlust des GIlyR
fuhren (Rees et al., 2001, Tsai et al., 2004, Bode et al., 2013a). Die oscillator-Maus spd®’®
exprimiert ebenfalls eine nicht-funktionelle, trunkierte GlyR-Variante und zeigt einen
Hyperekplexie-ahnlichen Phénotyp. Auf Proteinebene bewirkt die Leserrasterverschiebung
den Verlust des multifunktionellen basischen Motivs **RRKRR*! am Beginn des TM3-4
Loops, des Grofiteils des TM3-4 Loops selbst sowie der TM4 inklusive C-Terminus. Um die
Effekte des Verlustes des basischen Motivs von denen der Rezeptortrunkierung unterscheiden
zu konnen, wurde in der vorliegenden Arbeit und den 2009 und 2012 veroffentlichten
Komplementationsstudien (Villmann et al., 2009a, Unterer et al., 2012) mit dem verkirzten

GIlyR al-trc gearbeitet, welcher das basische Motiv tragt.

In diesen Studien wurde gezeigt, dass die Funktionalitat der verklrzten GlyR-Varianten al-trc
und sp®-trc in vitro durch Koexpression des Komplementationskonstruktes (myc-) iD-TM4
(tail) wiederhergestellt werden kann. Um den zugrunde liegenden Mechanismus der
Interaktion  zwischen al-trc und dem tail zu erforschen, wurde das
Komplementationskonstrukt anschlieBend sukzessiv. am N-Terminus verklrzt und
herausgefunden, dass eine Deletion von mehr als 49 Aminosauren zum Verlust der
Komplementationsfahigkeit fuhrt (Unterer et al., 2012). Es wurde geschlussfolgert, dass fur
die Interaktion ~ zwei  Grundvoraussetzungen  erfillt  sein  mussen: Das
Komplementationskonstrukt muss (i) eine nicht definierte Mindestlange vorweisen und (ii) N-
terminal keine positiv geladenen Aminosaurereste tragen. Es wurde eine ionische Interaktion
zwischen dem positiv geladenen C-Terminus des al-trc und dem N-Terminus des tails

postuliert.

4.1.1. Geladene Aminosaurereste als Vermittler der Interaktion

In der vorliegenden Arbeit wurde das Hauptaugenmerk auf die Untersuchung einer ionischen
Interaktion zwischen al-trc und tail untersucht. Daflir wurden dem funktionellen Konstrukt
myc-A22-iD-TM4 positiv geladenen Aminosduren (myc-RRKRRA22-iD-TM4) und den
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funktionslosen Konstrukten myc-A55-iD-TM4 und myc-A62-iD-TM4 negativ geladene
Aminosduren angeheftet (myc-MEES5-iD-TM4, myc-EAEEA62-iD-TM). Bei einer ionischen
Interaktion wurde erwartet, dass die Komplementationsféhigkeit von myc-RRKRRA22-iD-
TM4 verloren geht, da nun die Interaktionsstelle an beiden Enden sich repulsierende positive
Aminoséurereste enthielt. Ausgangspunkt dieser Uberlegung war, dass bei den Experimenten
zum in vitro rescue von al-trc (tragt RRKRR am C-Terminus) das Einbringen von positiven
Ladungsmotiven an den N-Terminus des tails (RRKRR-iD-TM4) einen (nahezu)
vollstandigen Verlust der Glycin-induzierten Maximalstrome nach Koexpression des tails zur
Folge hatte (Villmann et al., 2009a).

Innerhalb der in der hier vorliegenden Arbeit durchgefiihrten elektrophysiologischen
Experimente wurde ein signifikanter Unterschied zwischen der Komplementation von al-trc
mit myc-A22-iD-TM4 (71% von wt Inax) und myc-RRKRRA22-iD-TM4 (42%) gemessen.
Dieses Ergebnis spricht fiir eine Repulsion zwischen Aminosdureresten gleicher Ladung.
Dagegen spricht, dass im Vergleich der beiden Volllangen-Rettungskonstrukte iD-TM4 und
RRKRR-iD-TM4 das letztere mit 41% der wiederhergestellten Maximalstréme den
trunkierten Rezeptor effektiver komplementierte als das Konstrukt ohne positiv geladenen N-
Terminus (iD-TM4) mit 15%. Gegen eine rein ionische Interaktion spricht auRerdem die
Funktionslosigkeit der Konstrukte myc-MEES5-iD-TM4, myc-EAEEA62-iD-TM. Die
Anwesenheit  negativer Ladungsmotive hatte hier keinen Einfluss auf die
Komplementationseffizienz. Wie in Unterer et al., 2012 konnten nach der Koexpression
dieser Konstrukte keine Strome gemessen werden. Maéglicherweise reichte hier das Anheften
von 2-4 negativ geladenen Aminosduren nicht aus, um eine generelle Komplementation zu
ermoglichen. Das Anbringen von hydrophoben Aminoséaureresten in myc-MAAL5-iD-TM4,
myc-AAAAAG2-iD-TM4 hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die Funktionalitat dieser
Konstrukte.

Wenn man von einer ionischen Interaktion zwischen zwei separat exprimierten Konstrukten
ausgeht, muss ebenfalls der Einfluss des myc-Epitops am N-Terminus der untersuchten tails
beachtet werden. Die myc-Sequenz EQKLISEEDL beinhaltet drei stark negativ geladene
Glutaminsédurereste und einen positiv geladenes Lysin. Es wurde demonstriert, dass die
Anwesenheit des myc-Epitops einen Einfluss auf die Struktur und Funktion des fusionierten
Proteins in vitro (Jiang et al., 2012) und in vivo (Shevtsova et al., 2006) haben kann. Fir die
Komplementation des a1-trc wurde ebenfalls ein negativer Einfluss der myc-Sequenz auf die

Komplementationsfahigkeit des tails gezeigt (Villmann et al., 2009a).
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Nach der Entfernung der myc-Sequenz vom funktionslosen Rettungskonstrukt myc-
EAEEA62-iD-TM4 (EAEEA62-iD-TM4) konnten 11% der wt Ina-Werte zurtickgewonnen
werden. Nach Entfernung der myc-Sequenz des in Unterer et al., 2012 funktionslosen
Konstruktes myc-A62-iD-TM4 (A62-iD-TM4) wurden 71% der wt Maximalstrome gemessen.
Diese Ergebnisse argumentieren fiir einen starkeren Einfluss des myc-Epitops auf die
Komplementationspotenz als das Anheften von positiv oder negativ geladenen Aminosauren.
Es kann jedoch auch nicht ausgeschlossen werden, dass beide Modifikationen unabhéngig
voneinander die Struktur der Interaktionsstelle verandern. Die Ergebnisse aus der
Oberflachenbiotinylierung und der immunzytochemischen Farbung zeigen, dass die
veranderten Rettungskonstrukte an der Plasmamembran von HEK293-Zellen detektiert
werden konnen. Folglich ist ein Einfluss der genannten Modifikationen auf den Transport und

die Assemblierung des GlyR unwahrscheinlich.

4.1.2. Spezielle Subdomanen als Vermittler der Interaktion

Eine weitere denkbare Art der Interaktion ist die zwischen ladungsunabh&ngigen Motiven
innerhalb des TM3-4 Loops (des tails) mit dem C-Terminus des al-trc. Diese Interaktion
konnte ebenso indirekt Uber intrazellular exprimierte Proteine stattfinden, welche bis dato

nicht identifiziert wurden.

So fehlen den funktionslosen Rettungskonstrukten myc-A55-iD-TM4 und myc-A62-iD-TM4
in Unterer et al., 2012 die beiden in der VV2-Region lokalisierten Motive ***NNNN**" und
$9TNPPPAPSKS'™. Die Bedeutung von **NNNN**’ fiir die Kanalfunktion des GlyR ist
bislang unerforscht. In Hefezellen konnte jedoch gezeigt werden, dass Poly-Asparagin-
Abschnitte an der Ausbildung von Proteinaggregaten beteiligt sind, die den Aggregationen
des Huntingtinproteins sehr ahnlich sind (Perutz et al., 2002, Peters and Huang, 2007). Die
Deletion von *NNNN**" in den Volllangenkonstrukten AN394-397+ASS und AN394-397-
ASS flihrte zu einer signifikanten Reduzierung der Maximaleinwértsstrome im Vergleich zum
wt. Diese Daten zeigen, dass das Poly-N-Motiv einen deutlichen Einfluss auf die
Kanalfunktion des GlyR hat. Dieser Einfluss ist dabei unabh&ngig von der Anwesenheit der
alternativen SpleiRkassette (ASS) ***SPMLNLFQ*" im TM3-4 Loop. Elektrophysiologische
Untersuchungen beider Spleivarianten des GlyRal in Oozyten konnten ebenfalls keinen
Unterschied in der Kanalfunktion und Pharmakologie feststellen (Malosio et al., 1991a). So
ist auch vom GlyRa3 bekannt, dass die Spleilkassette im TM3-4 Loop keinen Einfluss auf
die Glycin-induzierten Maximalstrome hat, allerdings auf die Kanalkinetik (Nikolic et al.,
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1998). Der Einfluss der Spleillkassette auf die Kinetik wurde in dieser Arbeit jedoch nicht

untersucht.

Fiir die Komplementation von al-trc scheinen weder die Aminosauren ***NNNN®*' noch
$9TNPPPAPSKS™® von wesentlicher Bedeutung zu sein. Durch Koexpression des
Rettungskonstrukts A62-iD-TM4 wurde der trunkierte Rezeptor ol-trc am effektivsten
komplementiert. Dieses Konstrukt beinhaltete nur die letzten 10 Aminosauren
(“*RAKKIDKISR*®) des TM3-4 Loops, die TM4 und den sich anschlieBenden kurzen C-
Terminus. Dieses Ergebnis lasst die Schlussfolgerung zu, dass die Aminosduren L357-Q418
fur die Komplementation nicht essentiell sind. Dass sich trotz der starken Trunkierung des
tails ein funktioneller lonenkanal aus unabhdngigen Doménen an der Plasmamembran von
HEK?293-Zellen ausbilden kann, lasst sich auf unterschiedliche Art und Weise erklaren. Zum
einen wurde bereits gezeigt, dass der verkiirzte (humane) GlyRal E326X durch Koexpression
eines Rettungskonstruktes analog zu myc-A55-iD-TM4 komplementiert werden kann (Haeger
et al., 2010). In dieser Studie wurde das tail-Konstrukt C-terminal mit einer Hexahistidin-
Sequenz markiert. FlUr die pentamere Assemblierung wurde ein Netzwerk aromatischer
Aminosauren innerhalb der Transmembransegmente 1, 3 und 4 postuliert, welches durch die
Trunkierung nicht beeintrachtigt wurde. Aufgrund der Sequenzhomologie zwischen humanem
und murinem GlyRal ist davon auszugehen, dass das in der vorliegenden Arbeit verwendete
Konstrukt myc-A55-iD-TM4 nach Deletion der myc-Sequenz den al-trc ahnlich effizient
komplementiert wie A62-iD-TM4, da die aromatischen Aminosauren in den helikalen
Rezeptorbereichen nicht veréndert sind. Nach der in Haeger et al., 2010 formulierten These
findet die Interaktion von trunkierten Rezeptor und tail nicht zwischen Domanen des TM3-4
Loops statt, sondern  zwischen  bestimmten  Aminosdureresten  benachbarter

Transmembrandomanen einer Proteinuntereinheit.

Zum anderen lasst sich die effektive Komplementation mit A62-iD-TM4 durch die
Anwesenheit der basischen Motive am C-Terminus von al-trc und am N-Terminus des tails
erklaren. Diese Bereiche sind die einzigen Abschnitte des TM3-4 Loops, von denen eine
geordnete helikale Struktur vorausgesagt wurde (Burgos et al., 2015). Der Grofdteil an
Informationen Gber die Funktion distinkter Doménen innerhalb des TM3-4 Loops stammt von
den Motiven **LLRFRRKRR?**? und **KKIDK®*®. Es wurde demonstriert, dass diese
Bereiche wichtig fur die Membranintegration, die Interaktion mit G-Proteinuntereinheiten
sowie den Karyopherinen a3 und o4, die Phosphorylierung und fir die Auspragung
intrazelluldarer Portale sind, die wichtige Determinanten der Einzelkanalleitfahigkeit sind
(Sadtler et al., 2003, Yevenes et al., 2006, Huang et al., 2007, Carland et al., 2009, Melzer et
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al., 2010, Yevenes et al., 2010, Yevenes and Zeilhofer, 2011b). Wenn diese beiden Motive
intakt vorliegen sind somit die Grundvoraussetzungen fir eine funktionelle Komplementation
gegeben. Die genaue Form der Interaktion konnte in dieser vorliegenden Arbeit nicht

entschlisselt werden.

4.2. In vivo Komplementation des oscillator Phanotyps

Die Ergebnisse der in vitro Komplementation des GlyR zeigen, dass es moglich ist, trunkierte
GlyRal-Varianten durch Koexpression der C-terminalen Doméne iD-TM4 (L357-K457) zu
funktionellen Rezeptoren zu vervollstandigen (Villmann et al., 2009a, Unterer et al., 2012). In
wieweit sich diese Erkenntnisse auf eine in vivo Situation Ubertragen lassen, ist bislang nicht
bekannt. Fir das Hyperekplexie-Mausmodell spastic, welches eine Mutation in Glrb tragt, die
zu einer stark reduzierten Expression der GlyRp-Untereinheit fuhrt (Keramidas et al., 2004,
Becker et al., 2012), konnte bereits eine Abmilderung des Phanotyps durch Einbringen des

(transgenen) funktionellen Volllangen-GlyR demonstriert werden (Hartenstein et al., 1996).

Ziel dieser Arbeit war es, den letalen oscillator-Phénotyp durch Riickkreuzung mit einer
transgenen Mauslinie tg Glral-Ex9 zu retten. In friiheren Studien innerhalb der Arbeitsgruppe
wurde dafur ein Transgen bestehend aus dem Rettungskonstrukt myc-iD-TM4 und dem Thy1-
Promotor generiert und tber Pronukleusinjektion in die wildtypische Mauslinie C57BL/6J
eingebracht (Unterer, 2012). Diese Tiere wurden mit heterozygoten oscillator-Mausen
verpaart, um die Komplementationsfahigkeit des transgenen Proteins in homozygoten Tieren
(spd®" in vivo untersuchen zu kénnen. Das transgene Protein konnte jedoch in keinem der
untersuchten Gewebe detektiert werden. Ebenso wurde bei transgenen spd®”*-Mausen keine
Abmilderung des Hyperekplexie-Phanotyps oder eine verlangerte Lebensdauer beobachtet. Es
wurde argumentiert, dass die Aktivitat des Thyl-Promotors ab dem postnatalen Tag 10
(Caroni, 1997) zu spit fir die Komplementation des mutierten GlyRal sein konnte, da die
Hyperekplexie-Symptome der oscillator-Linie bereits ab P13-P14 sichtbar sind.

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit in Kooperation mit C. Gross (EMBL,
Monterontondo, Italien) ein ahnliches Konstrukt generiert, in welchem die Expression von
CFP-iD-TM4 durch den Glycinrezeptor-Promotor reguliert wird. ES wurde davon
ausgegangen, dass somit die Expression von iD-TM4 parallel zur Expression des GlyRal
angeschaltet wird. Im Vorfeld wurden verschiedene Rettungskonstrukte in HEK293-Zellen

auf eine erhohte Komplementationseffizienz elektrophysiologisch untersucht. Es konnte
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gezeigt werden, dass das Konstrukt CFP-iD-TM4-pECFP-C1 al-trc in HEK293-Zellen ca.
dreimal effektiver komplementiert als das bisher verwendete Konstrukt myc-iD-TM4.
Weiterhin wurde demonstriert, dass dieses Konstrukt nach der Kotransfektion beide
SpleiRvarianten des oscillator-GlyR spd®-trc und spd®-elg funktionell komplementieren kann.
Im Vergleich zu den Resultaten zum in vitro rescue des oscillator-GlyR 2009 bedeutet das
eine 8-fache Steigerung der Komplementationseffizienz (Villmann et al., 2009a). Wie sind
diese Unterschied zu erklaren?

Zum einen wurden zwei verschiedene Expressionsvektoren verwendet. Die fir die
Generierung des Transgens verwendeten Rettungskonstrukte lagen im Vektor pECFP-C1
(Clontech) vor, wahrend zuvor der Expressionsvektor pRK7 verwendet wurde. Beide
Vektoren exprimieren den CMV-Promotor, der eine stetige Uberexpression des Plasmids in
transfizierten S&ugetierzellen gewahrleistet. Trotzdem ist denkbar, dass weitere Elemente
innerhalb der Plasmidsequenz fiir eine unterschiedlich starke Expression verantwortlich sein
konnen. In Villmann et al., 2009 wurde das Konstrukt myc-iD-TM4 im Verhéltnis 1:9 (al-
trc/spd®-trc: rescue tail) transfiziert. CFP-iD-TM4-pECFP-C1 wurde hingegen im Verhaltnis
1:2 transfiziert. Aus diesem Grund ist es unwahrscheinlich, dass die gemessenen
Maximalstrome allein aus einer unterschiedlich starken Expression der tails resultierten.
Stattdessen liegt nahe, dass die Unterschiede in der Sequenz auferhalb iD-TM4 fur die

unterschiedliche Komplementationseffizienz verantwortlich waren.

Einer dieser Unterschiede ist das Fehlen der myc-Sequenz am N-Terminus von iD-TM4 in
CFP-iD-TM4-pECFP-C1. Wie bereits am Beispiel von A62-iD-TM4 erldutert, hat die myc-
Sequenz einen starken Einfluss auf die Funktionalitit der Rettungskonstrukte.
Mdoglicherweise hat die CFP-Sequenz in CFP-iD-TM4-pECFP-C1 einen geringeren Einfluss
auf die Interaktion zwischen trunkiertem Rezeptor und tail als die myc-Sequenz. Dafiir spricht
ebenso, dass die lange oscillator-SpleiRvariante spd®-elg durch das pECFP-C1, nicht aber
durch myc-iD-TM4 komplementiert werden konnte. Der andere Unterschied ist die
Abwesenheit der Signalpeptidsequenz (SP) in dem effektiveren pECFP-C1-Konstrukt. Diese
kurze Sequenz (28 Aminosduren) dient in eukaryotischen Zellen als Signal fur die
Translokation vom ER zur Zellmembran (Rapoport, 2007). Es ist jedoch unklar, ob das SP
wéhrend des Transports oder nach Einbau des Proteins in die Plasmamembran enzymatisch
abgebaut wird. Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass die Integration von
Transmembranproteinen durch Signale innerhalb der Aminosduresequenz selbst gesteuert
wird. So konnte fir 1 Transmembranproteine gezeigt werden, dass die korrekte Integration in

die Plasmamembran von positiv geladenen Aminosauren in flankierenden, zytoplasmatischen
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und extrazellularen Bereichen abhangig ist (Andersson et al., 1992, Gafvelin et al., 1997).
Dabei wurde demonstriert, dass zytoplasmatische Bereiche mehr positiv geladene
Aminosduren beinhalten als extrazelluldre und dass durch Stérungen dieses Verhaltnisses die
Orientierung der TM-Domane in der Plasmamembran verdndert werden kann.
Maoglicherweise ist deshalb die Anwesenheit der SP-Sequenz in CFP-iD-TM4-pECFP-C1 fur

die Integration eines funktionellen Rettungskonstrukts in HEK293-Zellen nicht notwendig.

4.2.1. Detektion der Proteinexpression

Die Prasenz der transgenen DNA wurde im Gewebe der 5 Founder mittels PCR erfolgreich
nachgewiesen. Die Nachkommen dieser Tiere wurden in den oscillator-Stamm
zuriickgekreuzt. Zur Untersuchung des Effekts des transgenen Rettungskonstruktes wurden
diese Tiere nach mehreren Generationen untereinander verpaart, um transgene homozygote
oscillator-Mause zu erhalten. Auch in diesen Tieren konnte die transgene DNA nachgewiesen
werden. Beim Vergleich transgener und nicht-transgener spd®*-Mause wurde kein
Unterschied in der Lebensspanne oder dem Phénotyp festgestellt. Wie in der Studie zuvor
konnte in der Membranpraparation aus dem Riickenmark transgener Méause kein GlyR Protein
detektiert werden (Unterer, 2012). Diese Experimente sprechen dafiir, dass entweder keine
oder nur sehr geringe Konzentrationen des transgenen Proteins vorliegen und dass deshalb
keine Rezeptorkomplementation stattfinden konnte. Hierfur sind verschiedene Grinde
denkbar.

Auf Transkriptionsebene kann die Menge der gebildeten RNA reduziert sein. Diese ist
abhéngig von Ort der Integration des Transgens sowie von dessen Kopienzahl. Die zufallige
Integration multipler Kopien des transgenen Konstrukts an einer unbekannten Stelle des
Genoms kann zur Inaktivierung der transgenen DNA fiihren (Ohtsuka et al., 2012). Ein
zielfuhrendes Experiment zur Untersuchung des Transgens auf Transkriptionsebene wére eine
quantitative (Echtzeit-) PCR, bei der die Menge des transgenen Transkripts in Relation zu

einem Kontrolltranskript gemessen wird.

Auch Uber die Beeintrachtigung der Translationsebene kann nur spekuliert werden. Es ist
moglich, dass die RNA produziert, aber nicht in eine Aminosduresequenz umgeschrieben
wurde. So ist Beispielsweise vorstellbar, dass durch die Injektion der cDNA (ohne Introns,
5.,3"-UTRs) am Ort der Integration essentielle regulatorische Elemente fehlen und die

Translation nicht stattfinden kann. Zur weiteren Charakterisierung des transgenen Proteins
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waére die immunzytochemische Farbung von Gewebeschnitten essentiell. Aufgrund der CFP-
Sequenz im transgenen Konstrukt, ware entweder eine direkte Anregung mit
monochromatischen Licht (405 nm) oder eine indirekte Visualisierung Uber die Reaktion mit

CFP-Antikdrpern zur Detektion des Proteins méglich.

Die letzte Ebene auf der die Genexpression des Transgens betroffen sein kann ist der
Proteinabbau. Zum Beispiel ist denkbar, dass die parallele Expression des funktionslosen
Rettungskonstruktes in den wildtypischen Foundern eine verstdrkte Degradation des
transgenen Proteins verursacht. Des Weiteren kann es sein, dass die Expression
entwicklungsabhangig stattfindet. Die Genotypisierungen wurden, mit Ausnahme der
Founder, stets mit dem Gewebe sehr junger Tiere (P7-P20) durchgefihrt. Eine
altersabhéngige Genotypisierung (E18-adult) in Kombination mit proteinbiochemischen
Methoden konnte hier Aufschluss dariiber geben, ob und wann das transgene Protein gebildet
wird. Weiterhin ist denkbar, dass durch die fehlende SP-Sequenz des transgenen
Komplementationskonstrukts dessen Translokation zur Plasmamembran von Neuronen

gestort wird und das reife Protein proteolytisch degradiert wird.

Aufgrund der fehlenden Expression des transgenen Proteins war die in vivo Komplementation
des oscillator-GlyRal nicht moéglich. Zur weiteren Untersuchung empfiehlt sich die
Generierung einer gezielt-transgenen Mauslinie, zum Beispiel unter Verwendung der Cre-

Lox-Rekombination oder der Zinkfinger-Nuklease-Technologie.

4.3. Einfluss der Lange des TM3-4 Loops auf die Rezeptorfunktion
Waéhrend frihere Studien die Architektur der Untereinheiten der Cys-Loop-Rezeptorfamilie
als Komposition aus 2 Elementen, der extrazelluldaren und der transmembranen Doméne,
beschrieben haben (Eisele et al., 1993), geht man heutzutage davon aus, dass der TM3-4 Loop
dieser Rezeptoren als eigenstandige, dritte Doméane zu betrachten ist (Goyal et al., 2011,
Unterer et al., 2012). Die Entdeckung homologer prokaryotischer lonenkanéle, welche im
Gegensatz zu ihren eukaryotischen Verwandten keine (grof3e) intrazellulare Doménen
besitzen (Tasneem et al., 2005), wirft die Frage nach der Funktion dieses Rezeptorbereiches
auf. Die Kiristallstrukturen dieser bakteriellen lonenkanéle, GLIC (Gloeobacter violaceus
ligand-gated ion channel) und ELIC (Erwinia chrysanthemi LGIC), demonstrieren die
verschiedenen Konformationen LGICs im offenen (GLIC) und geschlossenen Kanalzustand
(Hilf and Dutzler, 2008, Bocquet et al., 2009, Hilf and Dutzler, 2009b). Ob es sich bei der
GLIC-Struktur um einen offenen oder desensitisierten Kanalzustand handelt, ist derzeitig
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Gegenstand wissenschaftlicher Kontroversen (Bocquet et al., 2007, Gonzalez-Gutierrez and
Grosman, 2010, Parikh et al., 2011). Der Austausch des TM3-4 Loops verschiedener CLRs
gegen die ICD von GLIC (SQPARAA) hat in vitro keinen Einfluss auf die allgemeine
Funktion dieser chiméren Rezeptoren (Jansen et al., 2008, Papke and Grosman, 2014). In der
vorliegenden Arbeit wurden chimére GlyRs generiert, bei denen unterschiedliche Bereiche
des TM3-4 Loops durch die Sequenz SQPARAA ersetzt wurden. Auf diese Weise konnte der
Einfluss der Loop-Lénge in Abhangigkeit von der Anwesenheit der multifunktionellen
basischen Motive **RRKRR und 3®*KKIDK auf die Biogenese, Expression und

Kanalfunktion des GlyR untersucht werden.

Es wurde bestatigt, dass die Anwesenheit dieser basischen Motive fiir Integration des GlyRal
in die Plasmamembran notwendig ist. Obwohl die zytosolische Expression des Konstrukts
GlyRal-GLIC (welchem diese basischen Motive fehlen) und die Assoziation mit der &uf3eren
Zellmembran demonstriert werden konnte, schlug die Detektion dieser Chimare in der LIVE-
Féarbung transfizierter HEK293-Zellen fehl. Diese Art der Visualisierung Antikorper-
gebundener Epitope gibt jedoch keine Auskunft Uber die Orientierung des Proteins in der
Plasmamembran. Deshalb ist es mdoglich, dass die Mutation eine globale
Konformationsédnderung des Rezeptors verursacht, die dazu fuhrt, dass das Konstrukt zwar in
die Zellmembran eingebaut, das Zielepitop jedoch nicht mehr dem extrazellularen Lumen
ausgesetzt ist und vom spezifischen Antikdrper gebunden werden konnte. Die Verwendung
eines weiteren, GlyRal-spezifischen Antikorpers fuhrte zum selben Ergebnis. Diese Daten
sprechen dafur, dass durch die Abwesenheit der basischen Motive die Integration des GIyR in
die Plasmamembran gestort wird. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass beide
Antikdrper dasselbe Epitop binden.

Eine verénderte globale Rezeptorkonformation von GlyRal-GLIC wurde durch die
Nichtfunktionalitat dieser GlyRal-GLIC-Kanéle in den elektrophysiologischen Ableitungen
bestatigt. Auch fiir das Kontrollkonstrukt “PP"AAAAA, bei welchem beide basischen Motive
durch Alanine ersetzt wurden (jedoch keine Loop-Trunkierung vorgenommen wurde),
konnten keine Glycin-induzierten Chloridstrome gemessen werden. Eine mogliche Erklarung
warum beide Konstrukte nicht in der Lage waren funktionelle lonenkanéle auszubilden, bietet
die sogenannte positive inside rule (Regel des positiven Inneren). Diese besagt, dass bei
bakteriellen Transmembranproteinen zytoplasmatische Doménen mehr positiv geladene
Aminosaurereste tragen als extrazelluldre und dass auf diese Weise die Orientierung der
Transmembrandomanen gewahrleistet wird (von Heijne, 1992, Monne et al., 1998). Diese

Regel kann auch auf eukaryotische Proteine Ubertragen werden, mit dem Unterschied, dass
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extrazellulare Doménen mehr positive Ladungstrager beinhalten kénnen als prokaryotische
(Gafvelin et al., 1997). Da der Verlust der basischen Motive in GlyRal-GLIC und
doppel AAAAA mit dem Verlust positiv geladener Aminosaurereste einhergeht, ist denkbar,
dass die Transmembrandomdnen dieser Konstrukte fehlerhaft in die Plasmamembran
integrieren und dies die Nichtfunktionalitdt des Rezeptors bedingt. Der Verlust des N-
terminalen basischen Motivs *'®RFRRKRR kann ebenso zu einer fehlerhaften Faltung des
reifen Proteins fuhren, welche eine erhohte proteolytische Degradation verursacht (Sadtler et
al., 2003). Da die Insertion des Heptapeptids SQPARAA zwischen TM3 und TM4 des
GABApIR hingegen keinen Einfluss auf funktionelle Eigenschaften des Rezeptors hat
(Jansen et al., 2008), ist anzunehmen, dass die basischen Motive im TM3-4 Loop des GlyRs
rezeptorspezifische Eigenschaften determinieren.

Die Konstrukte GlyRal-GLIC(+)bm und GlyRal-ATM3-4(+)bm enthielten die basischen
Motive und bildeten funktionelle lonenkanéale aus. Obwonhl fiir beide Konstrukte eine stark
reduzierte Expression im Zytosol und an der Plasmamembran festgestellt werden konnte,
waren die Maximaleinwartsstrome und die Kanalkinetik fur GlyRal-GLIC(+)bm im
Vergleich zum wt GlyRal nicht signifikant verandert. Fir GlyRal-ATM3-4(+)bm wurden
hingegen signifikant reduzierte Maximalstrome und eine vollstandige
Rezeptordesensitisierung gemessen. Der einzige Unterschied zwischen beiden Konstrukten ist
die Anwesenheit der sieben Aminosduren SQPARAA zwischen den basischen Motiven. Diese
Resultate sprechen dafiir, dass die Lange des Bereichs zwischen diesen Domanen eine
wichtige Determinante fur funktionelle Kanaleigenschaften des GlyR darstellt. Werden beide
Doménen direkt miteinander verbunden, werden auf beiden Seiten des TM3-4 Loops a-
helikale, zytoplasmatische Erweiterungen verkniipft (Burgos et al., 2015, Du et al., 2015).
Diese veranderte Konformation lasst keine Ausbildung funktioneller lonenkanale zu. Fir die
d-Untereinheit des nAChR wurde gezeigt, dass die Existenz ungefalteter Doménen im TM3-4
Loop eine wichtige VVoraussetzung fur den Aufbau groRer Multiproteinkomplexe darstellen
(Kukhtina et al., 2006). Fiir die a7-Untereinheit des nAChR wurde ebenfalls demonstriert,
dass die Deletion des kompletten TM3-4 Loops zwischen den helikalen Elementen am N- und

C-Terminus zum vollstandigen Funktionsverlust des Rezeptors fuhrt (Valor et al., 2002).

Die funktionellen Konstrukte GlyRal-GLIC(+)bm und GlyRal-ATM3-4(+)bm unterschieden
sich wesentlich in ihrem Desensitisierungsverhalten. Die Applikation einer sattigenden
Glycinkonzentration bewirkte in GlyRal-ATM3-4(+)bm den Ubergang aller Rezeptoren in
einen geschlossenen, desensitisierten Kanalzustand. Die Insertion von SQPARAA zwischen

die beiden basischen Motive (GlyRal-GLIC(+)bm) fuhrte hingegen zu GlyRs mit einem
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niedrigen Anteil desensitisierender Stréme, welche sich nicht signifikant vom wt GlyRal
unterschieden. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Desensitisierung des GlyRal von der
Sequenz zwischen den basischen Motiven mitbestimmt wird. Ebenso wurde gezeigt, dass die
15 Aminosauren umfassende SpleiRkassette im TM3-4 Loop von a3L fiir das unterschiedliche
Desensitisierungsverhalten im Vergleich zur kurzen Splei3variante a3K verantwortlich ist
(Nikolic et al., 1998, Meiselbach et al., 2014). Weiterhin wurde demonstriert, dass die
Insertion von SQPARAA an einer anderen Stelle innerhalb des TM3-4 Loops (zwischen
Q310 und K385) ebenfalls einen Einfluss auf die Desensitisierung des GlyR hat (Papke and
Grosman, 2014). Die Hyperekplexiemutation P250T, die zwar ebenfalls im zytoplasmatischen
Bereich des GIlyR, aber nicht im TM3-4 Loop lokalisiert ist, fuhrt zur Ausbildung von
funktionellen Anionenkanélen, die ebenfalls einen sehr hohen Anteil desensitisierender
Stréme aufweisen (Saul et al., 1999, Breitinger et al., 2001).

Die Ergebnisse der Charakterisierung der GlyRal-GLIC-Chiméren erlauben die
Schlussfolgerung, dass die Lange des TM3-4 Loops des GlyRal die Desensitisierung des
Rezeptors beeinflusst und die Separierung beider basischer Motive eine kritische

Determinante fur die Kanalfunktion darstellt.

4.4. Charakterisierung der Patientenmutation P366L

Die haufigste genetische Ursache fur die Auspragung der neurologischen Bewegungsstorung
Hyperekplexie sind Mutationen in GLRAL (Bode and Lynch, 2014). Hyperekplexiepatienten
werden effektiv mit dem Benzodiazepin Clonazepam behandelt, welches den inhibitorischen
GABAAR positiv. moduliert (Bakker et al.,, 2006) und vermutlich den fehlenden
inhibitorischen Input des GIlyR kompensiert. Die Charakterisierung des Einflusses von
Mutationen auf die glycinerge Neurotransmission hilft dabei, den Zusammenhang zwischen
Struktur und Funktion bestimmter Subdoménen besser zu verstehen. Innerhalb des TM3-4
Loops des GlyRal wurden bis heute die 5 Mutationen R316X, G342S, D388A, E375X und
R392H identifiziert. E375X wird rezessiv vererbt, wahrend die anderen Mutationen gemischt
heterozygot, in Kombination mit einer anderen Mutation in GLRAL, vererbt werden (Bode et
al., 2013a). In vitro Studien konnten belegen, dass diese Mutationen eher einen Einfluss auf
den Transport und die Stabilitat des Rezeptors an der Plasmamembran zufolge haben als auf
physiologischen Kanaleigenschaften (Villmann et al., 2009b, Chung et al., 2010, Schaefer et
al.,, 2015). Die bisher unbekannte Patientenmutation P366L ist hingegen die erste

Hyperekplexie-assoziierte Mutation im TM3-4 Loop des GlyRal, die einen dominanten
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Erbgang aufweist.  Ziel dieser Arbeit war es mit proteinbiochemischen,
immunzytochemischen, molekularbiologischen und elektrophysiologischen Methoden die
molekularen Auswirkungen dieser Punktmutation auf die Biogenese, Expression und
Kanalfunktion des GIlyRal zu charakterisieren, um den zugrundeliegenden

Pathomechanismus der Hyperekplexie erkléren zu kénnen.

4.4.1. Einfluss auf die Biogenese des GlyR

Ein GroBteil der bisher bekannten Hyperekplexie-Mutationen des GlyRal bewirkt eine
Reduzierung der Glycin-induzierten Chloridstréme Uber die Rezeptordichte an der
Plasmamembran, nicht jedoch ber die Veranderung der funktionellen Kanaleigenschaften
(Villmann et al., 2009b). Um zu uberpriifen, ob P366L ebenfalls die Expression an der
Plasmamembran beeintrachtigt, wurde das Expressionsmuster in transfizierten HEK293-
Zellen analysiert. Dabei wurden weder in der Gesamtzellexpression noch in der
Membranexpression an der Zelloberflache Unterschiede in der Lokalisation der Signale
zwischen wt und P366L festgestellt. Weitere Aminoséuresubstitutionen an Position 366 hatten
ebenfalls keinen Einfluss auf die Biogenese der GlyRal-Untereinheit. Allein die Expression
von P366T war im Vergleich zum wt leicht reduziert. Die bisher untersuchten GlyRal-
Varianten R316X, E375X, D388A und R392H des TM3-4 Loops zeigten in friheren Studien
hingegen eine deutlich verminderte Expression an der Plasmamembran transfizierter HEK-
Zellen (Chung et al., 2010, Bode et al., 2013a, Schaefer et al., 2015). Die Ergebnisse zu
P366L demonstrieren, dass diese Position keinen Einfluss auf die Membranlokalisation des
GlyR hat. Durch Infektion hippocampaler Neuronenkulturen mit dem low-copy-Vektor
FUVal IRES2_GFP wurde ebenfalls kein Unterschied in der Lokalisation der GlyRal-
Signale festgestellt. Eine Beeintrachtigung der Membranlokalisation durch P366L gilt deshalb

als unwahrscheinlich.

4.4.2. Einfluss auf funktionelle Kanaleigenschaften

Die meisten der bekannten dominant vererbten Hyperekplexiemutationen treten in den
Transmembransegmenten 1-3 auf und veréndern die physiologischen Kanaleigenschaften des
GlyR (Harvey et al.,, 2008). P366L folgt ebenfalls einem dominanten Erbgang. Die
elektrophysiologischen Versuche an transfizierten HEK293-Zellen zeigen, dass die Glycin-
induzierten Chloridstréme durch die Mutation um ca. 25% signifikant reduziert wurden. Bis
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auf P366C hatten die anderen untersuchten Punktmutationen einen noch stérkeren Effekt auf
die gemessenen Strome. Im Gegensatz dazu fiihrten Punktmutationen R316X, E375X, D388A
und R392H zum volligen Funktionsverlust des GIlyR in  der homomeren
Rezeptorkonfiguration (Chung et al., 2010, Bode et al., 2013a, Schaefer et al., 2015). Erst
nach Koexpression der B-Untereinheit konnten hier funktionelle GlyRs beobachtet werden.
Verglichen mit diesen Ergebnissen sind die Effekte von P366L auf die Maximalstrome zwar
gering, aber dennoch signifikant. Im Oozytenexpressionssystem wurde ebenfalls ein Trend
hin zu reduzierten Maximaleinwartsstromen bei sattigenden Glycinkonzentrationen gemessen,
die durch P366L verursacht wurden. Hier war die Anzahl der abgeleiteten Zellen

maoglicherweise zu gering, um denselben Effekt wie in HEK293-Zellen messen zu kénnen.

Nach Kotransfektion der GlyRp-Untereinheit wurde fiir den wt GlyRal erhohte
Maximalstrome gemessen, die sich jedoch nicht signifikant vom homopentameren wt
Rezeptor unterschieden. Fur P366L wurde nach der Kotransfektion eine ca. 15%ige
Reduktion der Maximalstrome ermittelt, welche sich ebenfalls nicht vom homomeren P366L-
GlyR unterschieden. Der Vergleich beider heteromerer GlyRs untereinander ergab jedoch
einen deutlichen Unterschied der Imna-Werte zwischen al/p wt GlyR und al P366L/p GlyR.
Mit einer ca. 40%igen Reduzierung der Maximalstrome war der Effekt von P366L in der
heteromeren Rezeptorkonfiguration fast doppelt so hoch wie in GlyRa1-Homomeren. Dieses
Ergebnis bietet eine mdgliche Erklarung fir den Pathomechanismus der Patientenmutation
P366L. Im adulten Nervensystem treten postsynaptische GlyRs vorrangig als heteromere
Rezeptoren in einer Stochiometrie von 2a1:3p auf (Becker et al., 1988, Grudzinska et al.,
2005). Hyperekplexie wird durch Mutationen des GlyR verursacht, welche die Glycin-
induzierten Chloridstrome reduzieren. Dieser Effekt wird entweder Uber eine verminderte
Expression an der Plasmamembran oder eine reduzierte Leitfahigkeit des Rezeptors fur
Chloridionen vermittelt (Lynch, 2004). Hyperekplexiemutationen beeinflussen dadurch die
Effizienz der glycinergen Neurotransmission in den Reflexbdgen des Hirnstamms und des
Rickenmarks und erhohen dadurch die generelle Erregbarkeit von Motoneuronen. Da eine
Beeinflussung der Expression durch P366L experimentell ausgeschlossen werden konnte,
wird die Storung der glycinergen Transmission vermutlich (ber die verdnderte
lonenleitfahigkeit des GIyR vermittelt. Dieser Effekt ist in heteromeren GlyRs wesentlich

starker, als in homomeren GIlyRs.

Die Untersuchung der Glycin-Effektivitdit wurde uUber die Dosis-Wirkungsbeziehung
untersucht. Eine Veranderung der so gewonnenen ECso-Werte gibt Aufschluss dartiber, mit

welcher Effizienz die Ligandenbindung in der ECD in die Offnung der Kanalpore uibersetzt
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wird. Die Mutationen D388A, E375X und R392H innerhalb des TM3-4 Loops haben
beispielsweise einen signifikanten Effekt auf die halbmaximale effektive Glycinkonzentration
(Chung et al., 2010, Bode et al., 2013a). Fir diese Mutationen wird angenommen, dass sie die
Effizienz der Ubersetzung der Ligandenbindung in eine Konformationsinderung der TM2
storen. Der genaue Mechanismus, wie eine intrazelluldre Mutation die Glycinaffinitat der
extrazellularen Ligandenbindedoméne beeinflussen kann, ist bisher nicht vollstandig
entschlisselt. Studien an Ivermectin, welches zwischen den Transmembrandomaénen des GlyR
bindet (Hibbs and Gouaux, 2011), postulieren jedoch eine Konformationsédnderung, die sich
nach der Aktivierung des Rezeptors ber die TM2 zuriick zur ECD fortpflanzt (Wang and
Lynch, 2012). Die in dieser vorliegenden Arbeit gemessenen ECso-Werte des GlyRal wurden
weder in HEK293-Zellen, noch in Oozyten durch P366L beeinflusst. Dieses Ergebnis zeigt,
dass sich P366L in seinen Konsequenzen auf die Rezeptoreigenschaften klar von den bereits

publizierten Mutationen unterscheidet.

Eine Untersuchung der Einzelkanalleitfahigkeit von P366L kann hier weitere Erkenntnisse
iber den Einfluss auf die spontane Offnungswahrscheinlichkeit des Rezeptors geben. Fir
einige Hyperekplexie-Mutationen konnte bereits demonstriert werden, dass die verénderte
glycinerge Transmission durch reduzierte Einzelkanalleitfahigkeit des GlyRal verursacht
wird (Langosch et al., 1994, Saul et al., 1999).

4.4.3. Einfluss auf die Desensitisierung

Die Untersuchung des Desensitisierungsverhaltens ergab fur P366L einen signifikant erhdhten
Anteil desensitisierender Strome im Vergleich zum wt GlyRal. Ein ahnlicher Effekt wurde
fur P366C und P366A ermittelt. Fir die kombinierten Mutationen, in denen die Proline
innerhalb der Sequenz ***NPPPAPSKSP*? schrittweise in Alanine oder Leucine
umgewandelt oder deletiert wurden, konnte kein Einfluss auf die Kanalkinetik gemessen
werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass es sich bei P366 vermutlich um eine spezielle
Determinante der Desensitisierung handelt. Wenn P366 durch Leucin, Alanin oder Cystein
ersetzt wird, verandert sich die SchlieRkinetik des Rezeptors, aber wenn alle Proline innerhalb
der Sequenz ersetzt oder deletiert werden ist dieser Effekt nicht zu beobachten.
Maoglicherweise ist P366 an der Ausbildung einer Sekundérstruktur beteiligt (Cascio et al.,
2001, Breitinger et al., 2004), die durch eine Veranderung an Position 366 gestort wird, bei
der es sich jedoch nicht um eine PPII-Helix handelt, weshalb weitere Mutationen innerhalb

des Motivs keinen Einfluss auf die Desensitisierung des Rezeptors haben. So determiniert
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beispielsweise die Spleillkassette in GlyRa3 gleichzeitig das Desensitisierungsverhalten des
Rezeptor als auch die Modulation durch Ethanol (Nikolic et al., 1998, Sanchez et al., 2015).
Bis auf P250T im TM1-2 Loop ist bisher keine intrazellulér lokalisiert Mutation des GlyRal
bekannt, die einen Einfluss auf das Desensitisierungsverhalten des Rezeptors hat (Breitinger
etal., 2001).

Am Prozess der Desensitisierung sind mdglicherweise Interaktionen mit bisher nicht
identifizierten Proteinen beteiligt, die durch P366L gestort werden. Daflir sprechen die
Ergebnisse der Kotransfektion von Gephyrin und GlyRp. Hier wurden fir den wt nach der
Kotransfektion von GIlyRp allein oder in Kombination mit Gephyrin signifikant erhthte
Anteile desensitisierender Strome gemessen, welche im Experiment mit P366L nicht

beobachtet werden konnten.

Die erhohte Desensitisierung in Kombination mit reduzierten Maximalstromen bei P366L
bedeutet flir das glycinerge System in vitro, dass die Glycinrezeptoren an der Synapse
zwischen inhibitorischen Interneuron und Motoneuron schneller schliel3en, einhergehend mit
einem reduzierten Einstrom von Chloridionen und einer schwécheren Hyperpolarisation des
Membranpotentials als Folge. Dadurch wird die Erregbarkeit des Motoneurons erhéht und ein
gesteigerter Muskeltonus bedingt. Der Prozess der Desensitisierung spielt nicht nur im
Krankheitsbild der Hyperekplexie eine entscheidende Rolle. So wurde beispielsweise
demonstriert, dass Nikotin im Gehirn von Rauchern den prasynaptischen nAChR an
GABAergen Terminalen desensitisiert, was zu einem reduzierten inhibitorischen Input
dopaminerger Neurone im ventralen Tegmentum und zu einer gesteigerten Aktivitat des
dopaminergen Belohnungssystems fihrt (Mansvelder et al., 2002). Eine erhohte
Desensitisierungsrate des nAChR wird auRerdem als Ausloser fir eine spezielle Form der

Frontallappenepilepsie angesehen (Bertrand et al., 2002).

4.4.4. P366 als Bindemotiv fur intrazelluldre Proteine

Fiir den GlyRp wurde eine direkte Interaktion der Sequenz “**KPPPAKP*! mit der SH3-
Domane von Syndapin | demonstriert (Del Pino et al., 2014). Aus diesem Grund wurde die
Interaktion von GlyRal mit Proteinen untersucht, die ebenfalls eine SH3-Sequenz ausbilden.
Aufgrund folgender Ergebnisse wurde als Interaktionskandidat der GTP-Austauschfaktor
Collybistin ausgewéhlt: Collybistin (i) interagiert mit Gephyrin und fiihrt (in HEK-Zellen) zur
Ausbildung von Mikroaggregaten, die koexprimierte GlyRs akkumulieren (Kins et al., 2000),
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(ii) bindet die a2-Untereinheit des GABAaRs (Saiepour et al., 2010), (iii) verandert die
Lokalisation von Gephyrin in Abh&ngigkeit von der Anwesenheit der SH3-Domane (Harvey
et al., 2004a, Soykan et al., 2014) und (iv) fuhrt Uber die Punktmutation G55A zur
Ausbildung von Hyperekplexie (Harvey et al., 2004a).

Die Interaktion von Collybistin (CB3(SH3+)) mit GlyRal und P366L GlyRal wurde an
transfizierten Zellen gezeigt. Die Detektion der CB-Bande war dabei unabhéngig von der
Koexpression von Gephyrin oder GIlyRp. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass eine
Interaktion zwischen GlyRal und CB(SH3+) existiert, die durch P366L nicht beeinflusst
wird. Es ist nicht auszuschlieRen, dass diese Interaktion eine Folge der Uberexpression von
Collybistin und GlyRal in HEK293-Zellen ist und die Interaktion in Neuronen wesentlich
schwacher oder gar nicht ausgepragt ist. Ob die Interaktion lber die SH3-Domane vermittelt
wird l&sst sich in einem weiteren Experiment mit der Collybistin-Variante ohne SH3-Domane
(CB3(SH3-)) klaren. Maoglicherweise veréndert die Abwesenheit der SH3-Domane die
Konformation des Proteins in der Art und Weise, dass die Interaktion mit P366L gestort wird.

Die raumliche N&he von GlyRal mit beiden Collybistin-Isoformen wurde in transfizierten
Cos7-Zellen untersucht. In Anwesenheit von CB3(SH3+) wurde eine Kolokalisation zwischen
Gephyrin und GlyR bzw. Gephyrin und Collybistin beobachtet, die unabhangig von der
Patientenmutation P366L war. In Zellen, die mit CB(SH3-) transfiziert wurden ergab sich ein
punktartiges Gephyrin-Signal, welches auf eine Aggregation des Proteins hindeutet. Diese
Beobachtung wurde bereits in einer friiheren Studie zur Interaktion der Collybistin-lsoformen
mit Gephyrin gezeigt (Soykan et al., 2014). Die Kolokalisation von GlyR und Collybistin
wurde durch P366L nicht verdndert. Dieses Ergebnis zeigt in Kombination mit den Resultaten
der Koprézipitation, dass Collybistin in transfizierten Zellkulturen eine Interaktion mit dem
GlyRal eingeht, die durch die Mutation P366L nicht gestort wird.

Weiterhin ~ wurden  primare  Hippocampuskulturen  mit  dem  low-copy-Vektor
FUVal_IRES2_GFP infiziert, welcher fir wt GlyRal oder P366L kodiert. In diesen Kulturen
wurde anschlielend die Lokalisation des endogenen Collybistins analysiert. Hierbei wurde
eine deutliche Veranderung des CB-Signals in GlyRal-positiven Zellen beobachtet. Die
Quantifizierung ergab eine signifikante Reduzierung der CB-Signalintensitat insgesamt, sowie
im Zellsoma in Neuronen, die mit P366L infiziert wurden. Dieses Resultat zeigt, dass P366L
einen Einfluss auf die Lokalisation von CB in Neuronen hat. Der genaue Mechanismus ist
allerding unklar. Des Weiteren war in dieses Experimenten auffallig, dass die GlyRal-Signale

in mit P366L infizierten Zellen im Vergleich zu wt- GlyRal deutlich reduziert waren. Diese

118



Diskussion

Beobachtung kann allerdings durch einen schwdacheren Virustiter bedingt sein. Zur

Falsifizierung dieser These ist die Bestimmung des Titers beider Viren unerl&sslich.

Die in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse zur Untersuchung der Interaktion des Motivs
INPPPAPSKSP®® mit Collybistin 3 geben erstmalig Hinweise auf eine Interaktion des
TM3-4 Loops des GlyRal mit Proteinen des Zytoskeletts unabhéngig von der GlyRp-
Untereinheit. Moglicherweise ist die Affinitat zwischen beiden Interaktionspartnern dhnlich
gering wie zwischen Collybistin und der a2-Untereinheit des GABAAR (Saiepour et al.,
2010). Da jedoch die Rekrutierung von Gephyrin zur postsynaptischen Membran in vielen
Hirnregionen von Collybistin abhéngig ist (Papadopoulos and Soykan, 2011) und gleichzeitig
von der Interaktion zwischen Collybistin und PI3P, Neuroligin 2 und 4 sowie Cdc42 gesteuert
wird (Kneussel and Betz, 2000a, Kalscheuer et al., 2009, Poulopoulos et al., 2009, Hoon et
al., 2011), konnte die Interaktion von GlyRal mit Collybistin einen weiteren Mechanismus
erklaren, wie der adulte GlyRaf an die postsynaptische Membran inhibitorischer Synapsen

transportiert und aufrechterhalten wird.
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Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

UM Mikromolar

ms Millisekunde

MQ Megaohm

nA Nanoampere

nAChR nikotinischer Acetylcholinrezeptor
NB Neurobasalmedium

ng Nanogramm

nm Nanometer

PBS phosphate buffered saline
pF Picofarad

rER raues endoplasmatischen Retikulum
rpm rounds per minute

RNA Ribonukleinsdure

RT Raumtemperatur

S Sekunde

S Seite

tg transgen

uv ultraviolett

\ Volt

wit Wildtyp

5-HTR Serotoninrezeptor
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Anhang IV Primerliste
Primer
Bezeichnung Sequenz 523 Verwendung T schmelz
[°C]
mmal-Sin7 GCCTCCGTGCTTTCTCCCTG  Genotypisierung 60,2
C Oscillator
mmal-Ain8 CCCAGCCACGCCCCA AAG  Genotypisierung 57,2
Oscillator
CFP-Genotyping GCTCTCTGGCTTCGTAAGT  Genotypisierung 53,8
07 fw G Glral-EX9
CFP-Genotyping AGCACTGCACGCCCCAGGT Genotypisierung 60,0
09 rv C Glra-EX9
65,8
pEGMHE- CCCCGGGGATCCATGGCCA flankierender Primer
BamHI-fw GCTTCAA Oocytenexperimente 64,4
pEGMHE- CCAGATCAAGCTTGCTCTA  flankierender Primer 65,1
BamHI-rv GAGAATTCTCACTGGTT Oocytenexperimente
FUVAL_BamHI_ CGGGATCCATGTACAGCTT flankierender Primer 65,6
forward CAATACTCTTCGACTC FUVal-Klonierung
FUVAL_Notl re ATAGTTTAGCGGCCGCTCA flankierender Primer 72,1
verse CTGGTTGTGGACGTCCTCT  FUVal-Klonierung
CTACG
mmal_hsal- CCTTCTGGATCAACATGGA  Sequenzierung TM3- 49,7
TM1-seqg-fw T 4loop Konstrukte
OSCI-TAIL-AS  TCACTTGTTGTGGACATCC  Sequenzierung TM3- 55,3

TCTC 4loop Konstrukte




384 pRK-Cis3

reverse

385 forward
PRK5/pRK7

P366L for

P366L rev

P366A-F-Kasl

P366A-R-Kasl

P366C-Bsp12861-

F

P366C-Bsp12861-
R

P366W-Eael-F

P366W-Eael-R

P366T-BsaHI-F

P366T-BsaHI-R

P366R-Sacll-F

AACCATTATAAGCTGCAAT
AAAC

TAGGTGACACTATAGAATA
ACATC

CCACCAACCCCCTTCCTGC
ACCAT

GGT GCA GGA AGG GGG
TTGGT

CACCACCACCCGGCGCCTG
CACCA

GATGGTGCAGGCGCCGGGT
TGGTGGT

CCAACCCGTGCCCTGCA

TGCAGGGCACGGGTTGG

CCAACCCCTGGCCGGCA

TGCCGGCCAGGGGTTGG

CCAACCCGACGCCTGCA

TGCAGGCGTCGGGTTGG

CCAACCCGCGGCCTGCA

flankierender Primer
pRK5/7-Konstrukte

flankierender Primer

pRKS5/7-Konstrukte

P366L-Klonierung

P366L-Klonierung

P366A-Klonierung

P366A-Klonierung

P366C-Klonierung

P366C-Klonierung

P366W-Klonierung

P366W-Klonierung

P366T-Klonierung

P366T-Klonierung

P366R-Klonierung

48,1

50,6

62,5

57,9

67,5

67,4

54,3

54,3

56,7

56,7

54,3

54,3

56,7
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P366R-Sacll-R

P366A-F

P366A-R

K371A-F

K371-R

P365-P373L-fv

P365-P373L-rv

dP365-P369-fv

dP365-P369-rv

hsal GLIC_IL_b

as_motifs-fw

TGCAGGCCGCGGGTTGG

CACCACCAACCCCGCACCT
GCACCA

GGTGCAGGTGCGGGGTTGG
TGGT

GCGCCATCCGCATCCCCGG
AGGA

CCTCCGGGGATGCGGATGG
CGCA

CAGTAACACCACCAACCTC
CTACTAGCACTATCTAAGT
CCCTAGAGG

CGCATCTCCTCTAGGGACT
TAGATAGTGCTAGTAGGAG
GTTGGT

GGCGCCAACAACAGTAAC
ACCACCAACTCTAAGTCCC
CAGA

GTTTTCGCATCTCCTCTGGG
GACTTAGAGTTGGTGGTGT
TA

AGTCAACCAGCAAGAGCA
GCAAAGAAGATCGACAAA
ATATCCCGCATTGGC

P366R-Klonierung

P366A-Klonierung

P366A-Klonierung

K371A-Klonierung

K371A-Klonierung

P365-373L-

Klonierung

P365-373L-

Klonierung

AP365-369-

Klonierung

AP365-369-

Klonierung

GlyRal-GLIC(+)bm

56,7

65,9

64,2

66

66

70,7

70,1

70,5

68,5

71
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hsal GLIC-IL-

bas_motifs-rv

hsal GLIC IL_

wo_bas mot-fw

hsal-
GLIC _IL_wo_ba

S_mo-rw

hsal wo_TM3-4-
loop-b_mo-fw

hsal wo_TM3-4-

loop-b_mo-rv

mmal-delpolyN-
S-1174

mmal-delpolyN-

AS-1214

PNNNN fw

PNNNN rev

a27RRK-F-EcoRl

TGCTGCTCTTGCTGGTTGA
CTTCTCCGCTTCCTCCTGAA
TCGGAGCAGCT

AGTCAACCAGCAAGAGCA
GCAATTGGCTTCCCCATGG
CCTTCCTCATTTTCAA

TGCTGCTCTTGCTGGTTGA
CTAGACACAAAGTTAACGG
CAGCATATTCTAA

AAGAAGATCGACAAAATA
TCCCGCATT

TCTCCGCTTCCTCCTGAATC
GGAGCAGCT

GTCAAGGGTGCCACCACTA
ACCCGCCT

GCAGGAGGCGGGTTAGTG
GTGGCACCCTTGACAGA

GTCAAGGGTGCCGCAGCTG
CAGCTAACACTAA

GTTAGTGGTAGCTGCAGCT
GCGGCACCCTT

GCGAATTCAGGAGGAAGA
GGCGACCAGCCTGTCTGCA
G

GlyRal-GLIC(+)bm

GlyRal-GLIC

GlyRal-GLIC

GlyRal-ATM3-
4(+)om

GlyRal-ATM3-
4(+)bm

mm GlyRal1lAN366-
369

mm GlyRal1lAN366-
369

mm GlyRa1N366-
369A

mm GlyRa1N366-
369A

myc-ID-RRKRR-
A22-TM4

74,4

72,3

69,2

55,2

65,7

65,8

71,5

67

67,1

72
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aS5EE-F-EcoRl

d55-AA-F-EcoRl

AG2EAEE-F

d62AAAA-F-
EcoRlI

GCGAATTCATGGAGGAGCT
CTTCATCCA

GCGAATTCATGGCAGCACT
CTTCATCCA

CCACTCAGCGTGGCTGAAG
CCGAGGAGATCGACAA

GCGAATTCGCAGCAGCAGC
AATCGACAAA

myc-1D-MEE-A55-
T™4

myc-1D-MAA-AS55-
T™4

myc-1D-EAEE-A62-
TM4

myc-ID-AAAA-
A62-TM4

61,4

61,4

70,3

62,9

Tabelle 20. Auflistung der in dieser Studie verwendeten Primer mit dazugehériger Schmelztemperatur

TSchmeIz-
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