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Abstract

y-aminobutyric acid type A receptors (GABARs) are the main inhibitory ligand-gated ion
channels in the central nervous system of vertebrates. To ensure efficient signal
transduction, their localization and clustering at postsynaptic sites is essential. In contrast to
the glycine receptor (GlyR), which is stabilized at synapses via the scaffolding protein
gephyrin, much less is known about the mechanisms underlying the clustering of the
complex family of GABAARs which assemble into pentamers out of 19 different subunits.
Immunohistochemical studies of different brain regions of wild type and knock-out mice
suggested a gephyrin-dependent clustering mechanism for a subset of GABAARs. Recent
studies, which have shown a direct interaction between gephyrin and the al-3 subunits of the
GABAR, support this hypothesis.

In this work, further interactions between gephyrin and GABAAR subunits 2, B3 and y2
have been identified by cosedimentation. These experiments revealed a common binding
site for the GlyR B and GABAAR a subunits located within the gephyrin E-domain. The lack of
binding of the GABAAR B2 and B3 loops to gephyrin variant P713E as well as sequence
analysis identified a conserved isoleucin or valin in gephyrin-interacting receptor subunits
leading to the hypothesis that there is a shared binding mechanism which is based on similar
hydrophobic interactions between the receptor loops and gephyrin.

Binding between gephyrin and the GABAAR B2 subunit depends on a C-terminal motif
within the intracellular loop and surface plasmon resonance measurements showed that it is
one order of magnitude lower (Kp = 9,7 uM) than it was shown for the GlyR B loop. Analytical
gelfiltration underlined these findings and suggested a rapidly dissociating complex between
the GABAAR B2 loop and gephyrin. This is comparable with data reported for the interaction
of GABAAR al and a3 subunits with gephyrin as well for receptor interactions with their
scaffolding proteins at excitatory synapses. The binding sequence within the GABAAR 32
loop overlaps with an atypical interaction motif for the AP2-complex which is necessary for
receptor endocytosis. Based on a specific phosphorylation site in that motif (serine 410),
which blocks internalization a reciprocal mechanism for the regulation of internalization and
clustering of B2 subunit containing GABAARs is proposed, given that in this study an
increased binding of gephyrin to a phosphorylated 2 loop-variant was found.

The y2 subunit showed a phosphorylation-dependent binding to gephyrin as well.
Binding to the unmodified variant was only possible for the longer splice variant (y2L) which
identifies the additionally spliced eight amino acids in this isoform as minimal gephyrin
binding motif. Phosphorylation of serin 327 increases the binding affinity and enables the
short splice variant (y2S) to bind Gephyrin as well. Together with already published data it
can be assumed that y2 phosphorylation regulates the equilibrium between clustering and
lateral diffusion of receptors based on a NMDA-receptor induced phosphatase activity.
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Zusammenfassung

Die y-Aminobuttersdure-Rezeptoren Typ A (GABAARS) sind die wesentlichen inhibitorischen
Liganden-gesteuerten lonenkanédle im zentralen Nervensystem von Vertebraten. Fir eine
effiziente Signalweiterleitung ist ihre Lokalisation und Verankerung in der postsynaptischen
Membran unverzichtbar. Im Gegensatz zum weniger komplexen Glycin-Rezeptor (GlyR), der
Uber das zentrale Gerlstprotein Gephyrin an der Synapse stabilisiert wird, ist die Clusterung
von GABAA-Rs weitaus komplexer und weniger gut verstanden.

Immunhistochemische Farbungen verschiedener Hirnregionen aus Wildtyp- und knock-out-
Méausen lassen ebenfalls eine Gephyrin-abhangige GABA,R-Clusterung vermuten. Der
Nachweis einer direkten Interaktion von Gephyrin mit den GABAR-Untereinheiten al-3
stltzt diese Hypothese.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine weitere direkte Bindung von Gephyrin an die

GABA,R-Untereinheiten B2, B3 und y2 mittels Kosedimentationsanalysen gefunden werden,
wobei die B-Untereinheiten — genau wie die a-Untereinheiten sowie der GlyR-B-Loop — an
das gleiche Motiv innerhalb der Gephyrin-E-Domane binden. Der Verlust der Bindung der
Gephyrin-Variante P713E an GABAAR-B2- und B3-Loops sowie Sequenzanalysen, die ein
konserviertes Isoleucin bzw. Valin in allen Gephyrin-interagierenden GABAAR-Untereinheiten
aufzeigen, lassen eine vergleichbare hydrophobe Wechselwirkung fiir alle Rezeptor-
Bindungspartner vermuten.
Die Bindung des Gephyrins an den 2-Loop erfolgt Uber dessen C-Terminus, wobei diese
Interaktion in Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Messungen eine 10-fach schwachere Affinitat
zu Gephyrin aufwies (Kp = 9,7 puM) als der GlyR-B-Loop. Auch die analytische Gelfiltration
lieR auf einen im Vergleich zum GlyR-B-Loop wesentlich instabileren Komplex zwischen
Gephyrin und dem GABAAR-B2-Loop schlie3en. Dies ist vergleichbar mit der Gephyrin-
GABA,R-a1/3- sowie Rezeptor-Gerustprotein-Interaktion an exzitatorischen Synapsen. Die
Bindestelle im GABAAR-B2-Loop Uberlappt mit einem atypischen Bindungsmotiv fir den an
der Endocytose beteiligten AP2-Komplex. Basierend auf einer Phosphorylierung in diesem
Motiv (Serin 410), was zu einer reduzierten Internalisierung fuhrt, wurde ein wechselseitiger
Mechanismus zur Regulation der Clusterung und Internalisierung der Rezeptoren auf
Grundlage der p2-Untereinheit postuliert und durch eine verstéarkte Bindung von Gephyrin an
die phosphorylierte B2-Untereinheit unterstitzt.

Fur die y2-Untereinheit konnte ebenfalls eine phosphorylierungs-abhangige Bindung an
Gephyrin gezeigt werden. Im unmodifizierten Zustand ist nur eine Bindung an die lange
SpleiR-Variante (y2L) nachweisbar, was die zusatzlichen alternativ gespleissten acht
Aminosauren als minimale Gephyrin-Bindungssequenz identifiziert. Die Phosphorylierung
des Serins 327 verstarkt die Interaktion mit Gephyrin deutlich und beféhigt auch die kurze
Splei-Variante (y2S) Gephyrin zu binden. Im Einklang mit veréffentlichten Daten erlauben
die Daten dieser Arbeit einen Mechanismus zur Regulation des Equilibriums zwischen
Clusterung und lateraler Diffusion aufgrund von einer NMDA-Rezeptor-induzierten
Phosphatase-Aktivitat zu postulieren.
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1  Einleitung

1.1 Funktion von Synapsen im zentralen Nervensystem

1.1.1 Reizweiterleitung vermittelt durch Neurone un  d Gliazellen

Das menschliche Gehirn setzt sich aus Billionen von Nervenzellen (Neuronen), Gliazellen
sowie weiteren Zelltypen zusammen, die in ihrer Gesamtheit zusammen mit dem
Ruckenmark ein komplexes informationsverarbeitendes Netzwerk, das zentrale Nerven-
system (ZNS), bilden. Dieses ermdglicht komplexe Funktionen wie Speicherung und
Integration von Informationen und bedarf hierfiir einer effizienten Signalweiterleitung. Dabei
leiten Neurone die Signale weiter und stellen somit die funktionelle Grundeinheit des
Nervensystems dar. Neurone bestehen aus einem Zellkérper, dem Soma, das den Zellkern
und weitere Zellorganellen enthélt sowie langen Fortsatzen fir Signalempfang und
-weiterleitung (Abb. 1.1). Leiten diese Signale zum Soma, handelt es sich um Dendriten,
wohingegen das vom Soma meist einzeln abgehende Axon Signale zu anderen Neuronen
Ubermittelt. Um ihre Effizienz und somit die Schnelligkeit der Signalweiterleitung zu erhéhen,
sind die Axone mit speziellen Gliazellen umschlossen. Diese so genannten Schwann’schen-

Zellen  bilden  zusammen  eine Bandiit_—d 2

L . . . . i Endgnipichen
isolierende Hiille, die Myelinscheide, . I o -
die durch die Ranvier'schen .. P i

\.\-- : N o L
Schniirringe unter-brochen wird. Durch ] | A S

Zelikarper . -
die Myelinscheide werden P
Signalverluste und die bendétigte el | L i e
: L . el £ et

Energie minimiert und eine schnelle ey Rarwierseher Schndrmng
Signalweiterleitung wird erméglicht. An L LU (SR

ihrem Ende verzweigen sich die AXone Abb.1.1: Schematisch e Darstellung einer Nervenzelle
in bis zu tausende synaptische (Neurowissenschaftliche-Gesellschaft, 2012).

Endigungen, an denen die Ubertragung ankommender Signale auf das folgende Neuron — je
nach Synapsen-Typ — meist Uber chemische Botenstoffe wie y-Aminobuttersaure (GABA),
Glycin, Acetylcholin und Glutamat oder elektrische Signale vermittelt wird (Campbell, 2000).
Ein ankommendes Aktionspotential, das eine Veranderung des Membranpotentials induziert,
bewirkt eine Neurotransmitter-Ausschittung in den durch Pra- und Postsynapse gebildeten
synaptischen Spalt. Die Neurotransmitter binden an spezifische Liganden-gesteuerte

Rezeptoren und bewirken je nach Rezeptortyp eine Depolarisation oder Hyperpolarisation
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der postsynaptischen Membran. Wird ein Schwellenwert im Zellkbrper Uberschritten, so
kommt es zur erneuten Ausbildung eines Aktionspotentials am Axonhiigel, das sich Uber die
Dendriten und Axone des nachgeschalteten Neurons bis zur ndchsten Synapse ausbreiten
kann (Campbell, 2000).

Gliazellen sind dagegen nicht direkt an der Weiterleitung von Nervenimpulsen beteiligt,
aber fur die strukturelle Integritdt und Funktionsfahigkeit von Neuronen unverzichtbar.
Oligodendrocyten, eine von vielen Gliazellsubtypen, bilden beispielsweise das isolierende
Myelin der Myelinscheide (Campbell, 2000). Astrocyten — welche die Mehrheit der Gliazellen
im ZNS darstellen — versorgen dagegen die Nervenzellen mit Energie sowie Metaboliten,
regulieren die Homoostase an der Synapse und kénnen sogar einen direkten Einfluss auf die

neuronale Signallbertragung haben (Eroglu und Barres, 2010; Fellin, 2009).

1.1.2 Die inhibitorische Synapse

Im Zentralnervensystem von Vertebraten sind zwei chemische Synapsen-Typen vertreten,
deren Zusammenspiel die Grundlage fir die Informationsweiterleitung bildet. Beide
unterscheiden sich unter anderem in der biochemischen Zusammensetzung ihrer
postsynaptischen Dichte (PSD) (Gray, 1969), die sich vor allem durch Gerist-Proteine
auszeichnet, die mit Neurotransmitter-Rezeptoren und Signalmolekilen assoziiert vorliegen.

Die exzitatorischen, asymmetrischen Synapsen zeichnen sich durch eine sehr komplexe
postsynaptische Dichte aus, die zahlreiche PDZ (PSD Protein, Discs Large, Zonula
Occludens-1)-Domanen enthaltende Gerustproteine wie z.B. PSD-95 und andere Mitglieder
der Familie der Membran-assoziierten Guanylat-Kinasen (MAGUKSs) enthalt (Collins et al.,
2006). Die PDZ-Interaktionsmotive sind charakteristisch fir viele Gerist-Proteine, da sie die
Ausbildung modularer Proteinkomplexe erméglichen (Sheng und Sala, 2001). An diesem
Synapsen-Typ sind vor allem Glutamat- (N-Methyl-D-Aspartat-(NMDA-)/ a-Amino-3-Hydroxy-
5-Methyl-4-Isoxazol-Propionsédure-Rezeptor (AMPAR)), aber auch Aspartat-Rezeptoren
vertreten.

Im Vergleich dazu enthalt die PSD von inhibitorischen, symmetrischen Synapsen eine
weitaus geringere Anzahl an Proteinen. Ein Hauptbestandteil ist das Gerist-bildende Protein
Gephyrin (vgl. 1.4), ein Multidomanen-Protein ohne PDZ-Domanen, aber mit der Fahigkeit,
Cluster zu bilden, denen ein postulierter Mechanismus der Autooligomerisierung vorliegt.
Dadurch kann es ein Gerist fir postsynaptische Proteine wie GABAs-Rezeptoren, Glycin-
Rezeptoren, Neuroligin und Collybistin liefern und diese am Cytoskelett verankern (Fritschy
et al., 2008; Kneussel und Betz, 2000). Eine weitere Stabilisierung postsynaptischer Proteine
erfolgt Uber transsynaptische Protein-Protein-Interaktionen wie Neurexine/Neuroligine,

Integrine, Ephrine und Cadherine (Fritschy et al., 2012) sowie den Dystrophin-Glykoprotein-
2
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Komplex (DGC) (Knuesel et al., 1999; Haenggi und Fritschy, 2006) und Neuroplastin-65
(Sarto-Jackson et al., 2012). Bei diesen Kontakten handelt es sich jedoch nicht um starre
Gebilde. An der Synapse liegt ein Equilibrium vor, in dem Rezeptoren innerhalb von
Sekunden bis Minuten von verankernden Proteinen gebunden, aber auch abgegeben
werden koénnen, was zu einem schnellen Austausch zwischen synaptischen und
extrasynaptischen Bereichen fihrt. Diese dynamischen Prozesse werden zusatzlich von der
inhibitorischen und exzitatorischen Aktivitdt in Neuronen beeinflusst. Die gegenseitige
Regulation von hemmender und erregender Aktivitat wurde durch Beobachtungen bestatigt,
die zeigen dass der Ca?'-Einstrom durch NMDARs die GABAerge Transmission reduziert
(Chen and Wong 1995, Wang and Stelzer 1996) sowie dass eine verstarkte Gephyrin-
Clusterung eine reduzierte Anzahl an PSD-95 Clustern bewirkt (Lardi-Studler et al., 2007).

Die Rezeptoren werden am rauhen endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert,
assembliert und Uber den Golgi-Apparat und vesikularen Transportweg zur Membran
rekrutiert. Molekulare Motoren vermitteln diesen intrazellularen Transport (Hirokawa und
Takemura, 2005). Dabei erfolgt der Langstrecken-Transport tber Mikrotubuli, wohingegen
Myosine entlang von Aktinflamenten meist den finalen Schritt an der extrasynaptischen
Plasmamembran — Ubergabe oder Internalisierung — vermitteln (Bridgman, 2004). Da diese
Prozesse aufgrund der starken dezentralen Lokalisation der Synapsen im Vergleich zum
sehr kleinen Soma (ca. 1 % des neuronalen Zellvolumens) erstaunlich schnell ablaufen,
konnte in jungerer Zeit der lokalen Proteinsynthese in raumlicher N&he von Synapsen eine
besondere Bedeutung zugeschrieben werden (Cajigas et al., 2010). Endocytose schliefdt
Clathrin- und Dynamin-abhangige Prozesse ein, woraufhin der Transport internalisierter
Rezeptoren zum Endosom stattfindet. Von dort aus findet entweder ein Weitertransport zum
Lysosom statt, was in der Degradation der Rezeptormolekile resultiert, oder die Rezeptoren
gelangen Uber das trans-Golgi-Netzwerk zur Plasmamembran, wo sie erneut inseriert
werden (Michels und Moss, 2007).

GABA st ein Glutamat-Derivat und wird ausschlieBlich von  zwei Glutamat-
Decarboxylasen (GAD67 und GAD65) im prasynaptischen Terminal synthetisiert
(Soghomonian und Martin, 1998). Die Glycin-Synthese wird dagegen durch die Serin-
Hydroxymethyltransferase in Mitochondrien vermittelt. Nach erfolgter Synthese werden beide
Neurotransmitter durch den vesikularen inhibitorischen Aminosaure-Transporter (VIAAT)
innerhalb des synaptischen Endknopfchens in Vesikel verpackt (Dumoulin et al., 1999).
Durch ein ankommendes Aktionspotential und die daraus resultierende Depolarisation der
prasynaptischen Membran werden spannungsabhdngige Ca®*-lonenkanéle geoffnet. Der
Anstieg der cytosolischen Ca®*-Konzentration bewirkt die Fusion der synaptischen Vesikel
mit der prasynaptischen Membran und es kommt zur Freisetzung der Neurotransmitter in

3
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den synaptischen Spalt, wo sie an spezifische Liganden-gesteuerte lonenkanéle (GABAARS
und GlyRs) in der postsynaptischen Membran binden (Abb.1.5).

GABA,Rs und GlyRs konnen dabei auch gemeinsam an einer Synapse auftreten
(Dumoulin et al., 2000). Die Chlorid-sensitiven Kanale 6ffnen sich und es kommt in adulten
Neuronen zur Hyperpolarisation und somit zur Herabsetzung der Erregbarkeit des
postsynaptischen Neurons. Die im synaptischen Spalt befindlichen Neurotransmitter werden
mittels Endocytose erneut in die Prasynapse oder benachbarte Gliazellen aufgenommen.
Dieser Prozess beendet die synaptische Aktivitait und limitiert die Offnung der

Rezeptorkanale bzw. die resultierende Inhibition (Jensen et al., 2003).

1.2 Aufbau und Funktion von Cys-Loop-Liganden-geste uerten

lonenkanalen

Die Cys-Loop-Rezeptoren sind eine wichtige Superfamilie der Liganden-gesteuerten
lonenkanéle (LGICs) und umfassen Acetylcholin-, 5-HTs- (5-Hydroxytryptamin Typ 3-),
Glycin- und GABA (Typ A und C)-Rezeptoren (Connolly und Wafford, 2004). Diese
unterscheiden sich vor allem beziglich der Effektorstelle, der lonenselektivitdt und daraus
resultierend in der Antwort der nachfolgenden Nervenzelle. Es handelt sich um sehr
effiziente Signalwege, die das Membranpotential innerhalb von Millisekunden &ndern

kénnen, was sie wesentlich von second messengern, welche Uber G-Protein-gekoppelte

Mechanismen agieren, unter-
55
scheidet (Strange, 1988). N
Nach Ligandenbindung e GABALR m

. GlyR
kommt es zur Offnung und zum nAChR *
lonenfluss zwischen externem 5HT.R CH:I.G a,

und internem Milieu. Dieser
basiert auf einem Konzen-
trationsgefalle und dem Selek-

tivitatsfilter, der ausschlieBlich Abb.1.2: Struktur der Cys -Loop -Liganden -gesteuerten lonen -

den Transport definierter lonen  yanale. Die Superfamilie umfasst GABAac-, Glycin-, nAcetylcholin-
erlaubt. Hierbei bewirken und 5-HTs-Rezeptoren. Sie setzen sich aus einer groRen, N-
Kationen (Na*- und Ca2+-lonen) terminalen extrazellularen Doméne mit dem Cys-Loop-Motiv (*), vier

Transmembrandoménen sowie intra- (Dreieck) und extrazellularen

einen depolarisierenden, exzita- _ ) _
(Pfeil) Loops zwischen den einzelnen Doméanen zusammen. Der

torischen Effekt, wahrend grofRe intrazellulare Loop zwischen den Transmembrandoménen drei
Anionen (Cl-lonen) zu einer  und vier dient dabei der Interaktion mit cytoplasmatischen Proteinen

Hyperpolarisation und  somit (modifiziert nach Bennarroch 2007, Connolly und Wafford, 2004).
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Inhibition fuhren. Kommt es zu Anomalitaten und Fehlfunktionen der LGICs oder assoziierter
Proteine, so resultiert dies in Krankheiten die von Epilepsie Uber Angstzustéande,
Schizophrenie, Bewegungs- und Wahrnehmungsstorungen bis hin zu neuronalem Zelltod
(Excitotoxizitét) reichen (Connolly und Wafford, 2004).

Informationen bezlglich des Aufbaus und der Struktur von LGICs konnten aus
elektronenmikroskopischen Aufnahmen und Rdéntgenkristallanalysen des Acetylcholin-
Bindeproteins (Brejc et al., 2001), des Acetylcholin-Rezeptors (Unwin, 2003, 2005) sowie
eines prokaryotischen Liganden-gesteuerten lonenkanals (Hilf und Dutzler, 2008) gewonnen
werden. Aufgrund dieser Ergebnisse wird fir alle Mitglieder der Cys-Loop Superfamilie eine
vergleichbare Zusammensetzung vermutet (Brejc et al., 2001). Jede der Untereinheiten setzt
sich aus vier Transmembrandoméanen (TM) zusammen, die durch intra- sowie extrazellulare
Loops miteinander verbunden sind (Abb. 1.2). Jeweils die zweite TM einer jeden Untereinheit
bildet dabei die intrinsische lonenpore im pentameren Rezeptor (Corringer et al., 2000).

Beide Termini des Rezeptors sind extrazellular lokalisiert, wobei die grof3e N-terminale
Domaéne (extracellular domain, ECD) etwa 50 % des gesamten Rezeptors ausmacht und der
Ligandenbindung zwischen den Grenzflachen zweier benachbarter Untereinheiten dient
(Corringer et al., 2000). Diese Doméane enthalt auch das charakteristische, namensgebende
und hoch konservierte Cys-Cys-Loop-Motiv. Dessen Disulfidbriicke kann aufgrund der
extrazellularen, oxidierenden Bedingungen bestehen und tragt zur Stabilisierung der
Tertiarstruktur bei (Mishina et al., 1985). Durch die Bindung eines Agonisten kommt es zu
Konformations&nderungen innerhalb der ECD und zur Verlagerung des Cys-Cys-Loops.
Diese Anderungen werden zur kanalbildenden TM2 weiter gegeben und es kommt zur
Offnung der Pore, was die passive Diffusion spezifischer lonen ermdglicht (Miyazawa et al.,
2003).

Der verlangerte intrazelluldare Loop zwischen TM3 und TM4 dient der Interaktion mit
zahlreichen cytoplasmatischen Proteinen und liefert die Hauptverbindung des Rezeptors mit
der intrazellularen Umgebung. Dies ist vor allem ausschlaggebend fur die Regulierung der
synaptischen Lokalisation und den Transport der Rezeptoren (Connolly und Wafford, 2004).

Im weiteren Verlauf wird ausschlieBlich auf den Aufbau sowie die Funktion von GABAAx-
und Glycin-Rezeptoren eingegangen, da diese fir die vorliegende Arbeit von Bedeutung

sind.

1.2.1 Struktur und Funktion von Glycin-Rezeptoren
Glycin, die einfachste Aminosaure, ist der tberwiegende inhibitorische Neurotransmitter im
Ruckenmark (Connolly und Wafford, 2004) und aktiviert die Strychnin-sensitiven Glycin-

Rezeptoren. Des Weiteren sind GlyRs im Hirnstamm (Altschuler et al., 1986; Alvarez et al.,
5
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1997), im Nukleus des auditorischen Systems (Friauf et al., 1997), der Retina (Vitanova et
al., 2004), dem Vorderhirn sowie der Kleinhirnrinde (Leite und Cascio, 2001) vertreten.
Aufgrund dieser spezifischen Lokalisation fungiert die glycinerge Transmission vor allem in
der Verarbeitung von motorischen und sensorischen Informationen, die Bewegung,
Sehvermégen und auch Horen (Frequenzunterscheidung) beeinflussen (Lopez-Corcuera et
al., 2001).

GlyRs weisen eine  geringe
Diversitat auf und setzen sich aus a-
(48 kDa) und B-Untereinheiten (58 kDa)
zZusammen (Grudzinska et al.,
2005)(Abb.1.3). Dabei treten aus-

schlieBlich bei der a-Untereinheit

verschiedene Isoformen (al-4) auf, die

Abb.1.3: Schematische Darstellung eines Glycin

zusatzlich durch alternatives Spleil3en

. . Rezeptor  Pentamers mit den  entsprechenden
(al und a2) in der extrazellularen j . , ,
Bindestellen fir Glycin und Strychnin. Dargestellt ist

Domane sowie im cytoplasmatischen sowohl die Zusammensetzung eines Homopentamers (als)

Loop modifiziert werden kdnnen (Leite als auch eines Heteropentamers (al283). Glycin-Bindestellen

und Cascio, 2001) und untereinander sind gelb dargestellt, wahrend Strychnin-Bindestellen eine

eine Sequenzhomologie von >80 % rote Umrandung aufweisen. Uber eine mogliche Bindestelle

zwischen den beiden B-Untereinheiten im Heteropentamer ist

aufweisen (Betz und Laube, 2006). Ein bisher nichts bekannt (Betz und Laube 2006).

funktionelles GlyR-Pentamer setzt sich

aus zwei a- und drei B-Untereinheiten zusammen, wobei eine Kombination aus al- und -
Untereinheiten das am haufigsten vorkommende Heteropentamer widerspiegelt (Grudzinska
et al., 2005). Die a-Untereinheiten kdnnen auch funktionelle Homopentamere ausbilden
(Sontheimer et al., 1989), die sich aber von Heteropentameren in ihrer Chloridleitfahigkeit
unterscheiden (Bormann et al., 1993) und ausschlief3lich in Abwesenheit der B-Untereinheit
auftreten. Letztere Ubt Gber ein Sequenz-Motiv innerhalb der extrazellularen Domane einen
dominant-negativen Effekt auf die Ausbildung von Homopentameren aus (Kuhse et al.,
1993).

Neben dem physiologischen Agonisten Glycin sind auch Taurin und B-Alanin (Legendre,
2001) in der Lage, den Rezeptor zu aktivieren. Binden mehr als zwei Glycin-Molekiile
zwischen einer a- und einer B-Untereinheit kommt, es zur Kanal6ffnung. Eine Bindung des
Alkaloids Strychnin — eines kompetitiven Antagonisten — fihrt dagegen zu einer reduzierten

GlyR-vermittelten Inhibition, die in Krampfen resultiert (Laube et al., 2000).
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Nach der Assemblierung der GlyR-Pentamere im ER ist die N-Glykosylierung
Voraussetzung fur den Transport der funktionellen GlyRs zum Golgi-Apparat (Kuhse et al.,
1993). Der Transport der Rezeptoren zur Plasmamembran sowie die Clusterung in
postsynaptischen Bereichen wird Uber das Gerustprotein Gephyrin vermittelt und spéater

genauer betrachtet (vgl. 1.4.4).

1.2.2 GABA s-Rezeptoren

1.2.2.1 Struktur und Funktion von GABA  s-Rezeptoren
Schnelle GABA-vermittelte inhibitorische Neurotransmission erfolgt durch die Aktivierung
ionotroper GABAx-Rezeptoren im Gehirn (Rudolph und Mohler, 2004) sowie GABAc-

Rezeptoren in der Retina (Bormann und Feigenspan,

1995). Langsame neuronale GABA-induzierte Aktivitat B1-3 al-3
erfolgt dagegen uber metabotrope GABAgRS, die zur a vi-3oderd,
Superfamilie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren £, 8, 1 p1-3

zéhlen (Couve et al.,, 2000). Das Hauptaugenmerk
dieser Arbeit liegt allerdings auf den GABAa-
Rezeptoren, weshalb ausschlie3lich diese im Detall
beschrieben werden.

GABARs kontrollieren im adulten Gehirn wichtige : :
, Benzodiazepin

(pfe)
)

Migration und dendritische Reifung der Neurone GABA

Aspekte der Entwicklung wie Proliferation und

Differenzierung neuronaler Vorlaufer, neuronale

(Luscher et al., 2011). Eine korrekte Entwicklung und app, 14 Schematische Struktur eines
Aktivitdts-abhangige Regulation der GABAergen GABAR-Pentamers. Die Mehrheit der

Transmission ist somit fir nahezu alle Aspekte der Pentamere setztsich aus zwei al-, zwei p2-

. . . N . . und einer y2-Untereinheit zusammen, wobei
Funktion des ZNS essentiell. Dabei verandert sich die v

auch andere Kombinationen mdglich sind.

funktionelle  Starke ~ GABAerger ~ Synapsen in Die funf Untereinheiten bilden zusammen

Abhangigkeit von der Anzahl postsynaptischer gen intrinsischen lonenkanal, der nach
GABAsRs (Nusser et al., 1997; Otis et al., 1994). GABA-Bindung zwischen der a- und B-

Bereits eine geringe Reduktion (5-35 %) in GABA,R- Untereinheit durchldssig fur Chlorid wird,

.. .. .. C e was zu einem inhibitorischen, postsynap-
defizienten Mausen fihrt zu signifikanten Verhaltens-

tischen Potential fuhrt (modifiziert nach
anderungen (Crestani et al., 1999). Generelle Defizite gonarroch 2007: Moss und Smart 2001).
in der GABAergen Signalweiterleitung resultieren in

verschiedenen Krankheitshildern wie Epilepsie (Fritschy, 2008), Angstneurosen (Lydiard,
2003), affektive Storungen (Craddock et al., 2010) und Schizophrenie (Charych et al., 2009).

7



Dissertation Sarah Kowalczyk 1 Einleitung

Im Gegensatz zu GlyRs weisen GABAsRs eine sehr hohe Diversitat auf. Insgesamt 19
verschiedene fir GABA,R-Untereinheiten kodierende Gene sind bekannt, die basierend auf
ihrer Sequenzhomologie in acht Unterklassen eingruppiert wurden: al-6, 1-3, y1-3, o, €, 6,
m und pl-3. Dabei weisen Mitglieder der verschiedenen Unterklassen eine Sequenz-
homologie von 30-40 % auf, wahrend diese bei Vertretern einer Unterklasse 60-80 % betragt
(Barnard et al., 1998). Die hdchste Variabilitdt zwischen den Mitgliedern einer Unterklasse ist
im grof3en, intrazellularen Loop zwischen TM3 und 4 zu finden (Olsen und Sieghart, 2008).
Zudem erhoht alternatives Spleil3en die Rezeptor-Diversitat in zelltypspezifischer Weise. So
liegen die y2- (Whiting et al., 1990) und $2-Untereinheiten (McKinley et al., 1995) zusatzlich
als kurze und lange Splei3-Varianten vor. Die y2L-Variante dominiert allerdings im Laufe der
Entwicklung Uber der y2S-Isoform (Burt und Kamatchi, 1991). Aus diesen verschiedenen
Untereinheiten ergibt sich eine theoretisch sehr hohe Anzahl an unterschiedlichen
Untereinheiten-Kombinationen innerhalb eines Pentamers. Allerdings wurden elf strukturell
und funktionell verschiedene Rezeptor-Subtypen identifiziert, die in verschiedenen Bereichen
des Gehirns vermehrt auftreten (Luscher et al., 2011; Rudolph und Mohler, 2004). Diese
setzen sich aus Kombinationen von zwei a-, zwei B- und einer einzelnen y2- oder &-
Untereinheit zusammen. Weitere 15 Rezeptor-Subtypen mit einer geringeren Verteilung im
Gehirn konnten ebenfalls klassifiziert werden (Olsen und Sieghart, 2008). Synaptisch
lokalisierte GABAARS setzen sich aus zwei al-, a2- oder a3-Untereinheiten mit zwei 2- oder
B3- und einer einzelnen y2-Untereinheit zusammen. Eine B-Untereinheit ist dabei fir
funktionelle GABAARs unverzichtbar (Wan et al., 1997), wobei 32- und B3-Untereinheiten ein
nahezu komplementéares Verteilungsmuster aufweisen. Die B2-Untereinheit koexprimiert
Uberwiegend mit der al-, wohingegen die B3-Untereinheit hauptsachlich mit der a2- oder a3-
Untereinheit in Assoziation gefunden wurde (Fritschy und Mohler, 1995). Die mit 60 % am
haufigsten vertretene Untereinheitenkomposition der GABAxRs im Ratten-Gehirn ist a132y2
(Connolly et al., 1996; Fritschy und Mohler, 1995), wohingegen a2p3y2 mit 20-30 % eine
weitere wichtige Kombination darstellt (Fritschy und Mohler, 1995). Diese Rezeptor-
Subtypen weisen eine geringe Affinitat fir GABA auf und reagieren somit selektiv auf hohe
GABA-Konzentration (300 puM) im synaptischen Spalt (Perrais und Ropert, 1999), wobei es
zu einer kurzen Offnung des lonenkanals (< 1 ms) und einer phasischen Inhibition kommt.
Die Bindung des Neurotransmitters findet dabei zwischen den a- und B-Untereinheiten statt,
so dass insgesamt drei GABA-Molekile binden kénnen (Abb.1.4).

Der Antagonist Benzodiazepin bindet dagegen zwischen einer a- und einer vy-
Untereinheit (Abb.1.4) (Benarroch, 2007). Waéhrend bereits Pentamere aus aof-
Untereinheiten  funktionelle,  Oberflachen-exponierte = Rezeptoren darstellen  und
wabhrscheinlich fir tonische Inhibition verantwortlich sind (Brickley et al., 1999), ist die y2-

8
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Untereinheit fur eine synaptische Lokalisation sowie die Benzodiazepin-Sensitivitat der
Rezeptoren essentiell (Essrich et al., 1998).

Extrasynaptisch lokalisierte GABAsRs vermitteln tonische Inhibition und sind vor allem
durch a4Bod-Rezeptoren im  Vorderhirn, a6pd-Rezeptoren im Cerebellum und
al1B6-Rezeptoren in hippocampalen Interneuronen vertreten (Glykys und Mody, 2007). Diese
Rezeptoren zeichnen sich durch eine hohe Agonist-Affinitdt im Bereich submicromolarer
GABA-Konzentrationen auBerhalb der Synapse aus (Ke et al, 2000; Saxena und
Macdonald, 1996). Sie weisen langere Offnungszeiten des Rezeptors auf und vermitteln
somit dem Neuron eine konstant tonische Inhibition, was den Grenzwert fir ein
Aktionspotential erhéht (Farrant und Nusser, 2005).

Generell wird die synaptische bzw. extrasynaptische Lokalisation des Rezeptors nicht
durch eine einzelne Untereinheit, sondern die Untereinheiten-Zusammensetzung bestimmt
(Nawrotzki et al., 2012) und basiert auf dem Zusammenspiel der a- mit den y- und
O-Untereinheiten (Wu et al., 2012).

1.2.2.2 Posttranslationale Modifikation von GABA  x-Rezeptoren

Neben der komplexen und mosaischen Untereinheiten-Kombination und alternativem
SpleiRen kann die Funktion der GABAas-Rezeptoren auch durch posttranslationale
Modifikationen wie Phosphorylierung, Glykosylierung, Palmitoylierung und Ubiquitinierung
moduliert werden. Die Reversibilitat einiger dieser Modifikationen ermdglichen eine schnelle
und effiziente Regulation synaptischer Prozesse und ihrer Dynamik. Dadurch modulieren sie
die generelle Funktion eines Proteins sowie dessen Interaktion mit anderen Proteinen und
sind in Prozessen wie der synaptischen Stabilitdt und dem Transport involviert (Moss und
Smart, 2001).

Mehrere Phosphorylierungs-Stellen konnten innerhalb des cytosolischen GABAsR-y2-
Loops (S327, S343 — ausschlieB3lich in y2L —, S355, T357, Y365, Y367) und den GABAAR-B-
Untereinheiten (B1l: S409; B2: S410; B3: S383, S408, S409) identifiziert werden
(zusammengefasst in Luscher et al., 2011). Dabei kénnen die Reste S408/409 der B1- und
B3-Untereinheit sowohl von der Protein Kinase A (PKA) (McDonald et al., 1998) als auch der
Protein-Kinase-C (PKC) (Brandon et al., 2000) phosphoryliert werden. S410 der
B2-Untereinheit wird dagegen durch die PKC (Brandon et al., 2003; McDonald et al., 1998),
CaMKIll (McDonald und Moss, 1994) oder Akt-Kinase (Proteinkinase B) (Wang et al., 2003)
phosphoryliert, letztere kann einen Insulin-induzierten Anstieg der Rezeptoranzahl an der
Synapse vermitteln (Wang et al., 2003). Y365 und Y367 der y2-Untereinheit werden durch
Fyn- und andere Src-Kinasen phosphoryliert (Jurd et al., 2010; Lu et al., 1999; Moss et al.,
1995) und spielen neben den Serinen der B-Untereinheiten eine wichtige Rolle in der
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Clathrin-vermittelten Endocytose (Kittler et al., 2005, 2008, vgl. 1.3.1). Die phosphorylierten
Serine innerhalb der y2-Untereinheit beeinflussen dagegen die synaptische Akkumulation
der Rezeptoren (Meier und Grantyn, 2004; Muir et al., 2010).

Palmitoylierung der y2-Untereinheit erfolgt an flinf cytoplasmatischen Cystein-Resten
durch das Golgi-spezifische DHHC-Zink-Finger-Protein (GODZ) — eine Palmitoyltransferase
— was eine Rezeptor-Akkumulation an der synaptischen Membran zur Folge hat (Keller et al.,
2004). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass verschiedene Lysine der GABAAR-a-, -33-
und -y2-Untereinheiten ubiquitiniert werden. Dieser Prozess wird in Abhangigkeit von der
neuronalen Aktivitdt reguliert und fuhrt zum irreversiblen Abbau der Untereinheiten
(Arancibia-Carcamo et al., 2009; Saliba et al., 2007).

Auch die ECDs unterliegen posttranslationalen Modifikationen. So ist eine
Glykosylierung der B2-Untereinheit eines assemblierten GABAxRs Voraussetzung fir deren
Eintritt in die Exocytose (Lo et al., 2010). Zudem weisen GABA,Rs mit einer N-glykosylierten

al-Untereinheit eine erh6hte Halbwertszeit an der Synapse auf (Buller et al., 1994).

1.3 Plastizitat GABAerger Synapsen

1.3.1 Exo- und Endocytose von inhibitorischen GABA  A-Rezeptoren

Die funktionelle Lokalisation der GABA,Rs an der Zelloberflache wird auf der Ebene der
Rezeptor-Assemblierung in heteropentamere Komplexe kontrolliert. Dies gewahrleistet (fur
den GABAAR-Subtyp a12y2) eine — aus dem synaptischen Spalt betrachtete — Anordnung
gegen den Uhrzeigersinn in Form von y-B-a-B-a (Baumann et al., 2001, 2002; Baur et al.,
2006), wobei in extrasynaptischen Rezeptoren die Position der - vom Typ der vertretenen
a-Untereinheit abh&ngt (Sigel et al., 2009).

Die Assemblierung von Komplexen, die zur Zelloberflache transportiert werden, benétigt
zuerst die Bildung von af-Heterodimeren. Spezifische Bereiche der N-terminalen Sequenz
kontrollieren die Rezeptor-Oligomerisierung und vermitteln somit die Assemblierung
definierter Untereinheiten, wobei diese um ihren préaferierten Interaktionspartner konkurrieren
(Ehya et al., 2003; Hales et al., 2005; Kittler et al., 2002; Sarto-Jackson et al., 2006; Taylor et
al., 1999). Wahrend die Bildung von a-Pentameren in Oberflachen-exponierten Rezeptoren
resultiert (Brickley et al., 1999), werden Kombinationen aus ay- oder By-Untereinheiten im
ER zurtickbehalten (Connolly et al., 1996).

10



Dissertation Sarah Kowalczyk 1 Einleitung

GABAerge Synapse

0

. oCa®

o=t

-
=g

AP2_Clathrin-Komplex Endocytose
Myosin VI

BIG2

sekretorisches

Vesikel Clathrin-Vesikel

endosomales System
@
Proteasom ER Degradation

Lysosom
Abb.1.5: Synthese und Transport von GABA a-Rezeptoren. Die Rezeptoren werden im endoplasmatischen
Retikulum (ER) synthetisiert und reifen auf ihrem Weg durch den Golgi-Apparat, bevor sie lber sekretorische
Vesikel in extrasynaptischen Bereichen in die Plasmamembran inseriert werden. Mittels lateraler Diffusion
gelangen die Rezeptoren zur Synapse, wo sie nach GABA-Bindung phasische Inhibition vermitteln.
Extrasynaptische Rezeptoren reagieren dagegen auf geringere GABA-Konzentrationen, was in tonischer
Inhibition resultiert. Phosphorylierung kann die Rezeptor-Funktion &ndern, aber auch die Clathrin-vermittelte
Endocytose Uber den AP2-Komplex regulieren. Nach erfolgter Internalisierung der Rezeptoren werden diese
entweder recycelt und wieder in die Plasmamembran inseriert oder iber das Lysosom bzw. nach Ubiquitinierung

Uber das Proteasom degradiert (modifiziert nach Tretter und Moss 2008; Heisler et al., 2012).

Nach erfolgreicher Assemblierung im ER werden die Rezeptoren zum Golgi-Apparat
Ubermittelt, in Vesikel verpackt und mittels Sekretion zur Plasmamembran transportiert und
in diese inseriert (Abb.1.5). Initial wird dies durch die Interaktion der a- und p-Untereinheiten
Uber deren intrazellularen Loop mit PLIC-1 (protein that links integrin-associated protein with
the cytosceleton-1) vermittelt (Bedford et al., 2001). PLIC-1 inhibiert die ER-assoziierte
Degradation (ERAD) (Gallagher et al., 2007) sowie Ubiquitinierung der a- und
B-Untereinheiten, was zu einer vermehrten Oberflachenexpression fuhrt (Bedford et al.,
2001). Weiterhin wird die Translokation y2-enthaltender GABAARs durch die GODZ-
vermittelte Palmitoylierung reguliert (Keller et al., 2004).

11
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Der Brefdeldin A-inhibierte GDP/ GTP Austauschfaktor 2 (BIG2) interagiert mit einem
Sequenzmotiv innerhalb der GABAsR-B-Untereinheit (Charych et al., 2004). Die GEF-
(guanine exchange factor-) Aktivitat dieses G-Proteins wird fur die Bildung und Abschniirung
von Vesikeln vom trans-Golgi-Netzwerk (TGN) bendtigt, die nachfolgend mit der
Plasmamembran fusionieren (Shin et al., 2004) (Abb.1.5).

GABARAP (GABAsR-assoziiertes Protein) gehort zur Familie der Ubiquitin-dhnlichen
Proteine und interagiert mit allen GABAAR-y2-Untereinheiten sowie Mikrotubulis (Wang et al.,
1999). Das Protein liegt angereichert im Golgi-Apparat, in Vesikeln und anderen
somatodendritischen Membrankompartimenten vor, ist aber an Synapsen nicht vertreten
(Kittler et al., 2001; Kneussel et al., 2000). GABARAP scheint die Translokation von
GABA,Rs zur Zelloberflache zu vermitteln (Leil et al., 2004), wobei ein unspezifischer
Mechanismus vermutet wird (Knight et al., 2002) (Abb.1.5).

Die Phospholipase-C-verwandten katalytisch inaktiven Proteine 1 und 2 (PRIP1/2) —
Adapter-Proteine fir GABAR-assoziierte Phosphatasen und Kinasen (Kanematsu und
Hirata, 2002) — sowie NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor) — ATPase und Chaperon des
SNARE-Komplexes — scheinen ebenfalls am Transport von Neurotransmitter-Rezeptoren
beteiligt zu sein (Morgan und Burgoyne, 2004; Zhao et al., 2007). Beide interagieren mit
GABA4Rs indirekt Uber GABARAP oder uUber ihre B-Untereinheiten (Goto et al., 2005;
Kanematsu und Hirata, 2002) und regulieren die Anzahl der GABA,Rs an der Oberflache
(Abb.1.5).

Nach dem Transport zur Zelloberfliche werden die Rezeptoren in die Zellmembran
inseriert (Abb.1.5). Sowohl die Exo- als auch Endocytose von Rezeptoren findet in
extrasynaptischen Bereichen der Plasmamembran statt (Bogdanov et al.,, 2006). Die
Endocytose der GABAa-Rezeptoren unterliegt hauptsachlich Clathrin- und Dynamin-
abhangigen Mechanismen, die durch Interaktionen der GABAAR-B- und -y2-Untereinheiten
mit dem Clathrin-Adapter-Protein 2 (AP2) vermittelt werden (Kittler et al., 2000; 2005; 2008).
Die Rezeptoren werden anschlieBend entweder ,recycelt® und gelangen Uber den
vesikularen Transportweg wieder zur Zelloberflache oder werden zu den spaten Endosomen
transportiert und fir lysosomale Degradation markiert (Kittler et al.,, 2004). Als AP2-
Bindemotiv wurde ein Dileucin-Motiv (L343, L344) innerhalb des 32-Loops postuliert (Herring
et al, 2003). Kittler und Kollegen zeigten zusatzlich ein atypisches basisches 10
Aminosauren umfassendes Motiv in den GABA,R-Untereinheiten (1-3 sowie ein 12
Aminosauren langes Motiv, das dem der B-Untereinheiten entspricht und ein C-terminales
YGYECL-Motiv in der y2-Untereinheit. Alle interagieren mit der p2-Untereinheit des AP2-
Komplexes, wobei die y2-Motive kooperativ mit separaten Domdanen interagieren. Die
Interaktion wird verstarkt, wenn die in der Sequenz enthaltenden Serine bzw. Tyrosine (vgl.
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1.2.2.2) unphosphoryliert vorliegen, wohingegen die Phosphorylierung zu einer verminderten
Internalisierung der Rezeptoren fuhrt (Kittler et al., 2005; Kittler et al., 2008).

Die Phosphorylierungs-abhangige Endocytose der p-Untereinheit ist weiterhin durch die
Interaktion mit PRIP1/2 und dessen Funktion als Adapter flr die Serin/Threonin-spezifischen
Phosphatasen PPla und PP2A (Protein Phosphatase 1a/ 2A) reguliert (Kanematsu et al.,
2006; Terunuma et al., 2004). Durch die Phosphorylierung von PRIP wird PP1a aktiviert und
es kommt zur Dephosphorylierung der B3-Untereinheit im Bereich der AP2-Bindestelle
(Terunuma et al., 2004), wodurch eine Bindung des AP2-Komplexes mdglich wird (Abb.1.5).

An der Rezeptor-Internalisierung ist auch das Transport-Protein Muskelin beteiligt.
Dieses bindet spezifisch an die GABA,R-al-Untereinheit und rekrutiert die entsprechenden
Rezeptoren in extrasynaptische Bereiche. Nach erfolgter Internalisierung kommt es zum
Muskelin-abhangigen Transport Uber das Endosom zum Lysosom (Heisler et al., 2011).

Die generelle Entscheidung, wann ein internalisierter Rezeptor ,recycelt” oder degradiert
wird, erfolgt Uber die Interaktion des Huntingtin-assoziierten Proteins 1 (HAP1) mit den
GABAR-Untereinheiten B1-3 (Kittler et al., 2004) (Abb.1.5). HAP1 interagiert mit Huntingtin
(Huntington disease protein) (Li et al., 1995) und ist in den Motor-Protein-abhéngigen

Transport neuronaler Proteine involviert (Engelender et al., 1997; Gauthier et al., 2004).

1.3.2 Homdostatische Plastizitat GABAerger Synapsen

Sowohl exzitatorische als auch inhibitorische Synapsen unterliegen einer hohen Dynamik,
die auf komplexe Art und Weise reguliert wird, wobei alle an der Pra- und Postsynapse
enthaltenen Proteine sowie die Balance zwischen neuronaler Anregung und Inhibition
(homoostatische Plastizitéat) dazu beitragen. Laterale Diffusion in der Plasmamembran
ermdglicht dabei einen standigen Austausch von synaptischen und extrasynaptischen
Rezeptoren und somit eine dynamische Kontrolle der GABAergen Transmission (Jacob et
al., 2008). Ist diese nicht gegeben, kommt es zu Dysfunktionen, die in neuropsychiatrischen
Krankheiten resultieren. Auf die Interaktion mit dem Gerust-bildenden Protein Gephyrin, das
die Rezeptoren an der Postsynapse stabilisiert und dadurch die laterale Diffusion und/oder
Internalisierung verhindert, wird im Folgenden genauer eingegangen (vgl. 1.4).

Die homdostatische Plastizitdét von GABAs-Rezeptoren kann unter anderem durch die
Aktivitat exzitatorischer Glutamat-Rezeptoren (GIuR) moduliert werden. Der verstérkte Ca*-
Einstrom durch NMDA-Rezeptoren aktiviert die Phosphatase Calcineurin, die wiederum an
GABARs rekrutiert wird und die Dephosphorylierung von S327 der GABAAR-y2-Untereinheit
vermittelt, was in verstarkter GABA,R-Mobilitdt resultiert. Dieser Prozess ist Dynamin-
unabhangig und unterliegt somit keiner Endocytose der Rezeptoren, stellt aber einen

Mechanismus zur Regulation der lateralen Mobilitdt sowie Verweildauer von GABAARS in
13
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synaptischen bzw. extrasynaptischen Bereichen dar (Muir et al., 2010). Eine Beteiligung von
cytoplasmatischen  Strukturproteinen wie beispielsweise Gephyrin, die durch die
Stabilisierung der Rezeptoren an der Synapse vermutlich zu diesem regulativen

Mechanismus beitragen, konnte bisher nicht gezeigt werden.

1.4 Das postsynaptische Strukturprotein Gephyrin

1.4.1 Funktion und Struktur von Gephyrin

Gephyrin wurde als saugerspezifisches, cytoplasmatisches 83 kDa Polypeptid identifiziert,
das mit dem Glycin-Rezeptor aus dem Riuckenmark von Ratten kogereinigt wurde (Pfeiffer et
al.,, 1982). Gephyrin ist ein multifunktionales Protein mit enormer Bedeutung fur die
Clusterung von inhibitorischen Rezeptoren in postsynaptischen Bereichen sowie flr die
Molybdéan-Cofaktor-(Moco-)Synthese in nicht-neuronalen Geweben (Feng et al., 1998; Kirsch
et al., 1993; Prior et al., 1992; Sola et al., 2004), wobei gezeigt wurde, dass im Gehirn — in
Astrozyten — ebenfalls Moco synthetisiert wird (Smolinsky et al., 2008). Basierend auf den
unterschiedlichen Funktionen konnte fir neuronales Gephyrin eine Lokalisation an der
Plasmamembran nachgewiesen werden (Triller et al., 1985), wohingegen nicht-neuronales
Gephyrin eine cytosolische Verteilung aufweist (Nawrotzki et al., 2012).

Gephyrin besteht aus drei Doméanen, der 20 kDa umfassenden N-terminalen G-Doméane
und der C-terminalen E-Doméne (43 kDa), die durch die zentrale C-Doméane (18-21 kDa)
miteinander verbunden werden. Die Bezeichnung der einzelnen Doméanen lasst sich von den
homologen bakteriellen Proteinen MogA (G-Doméne) und MoeA (E-Domane) herleiten
(Abb.1.6) (Schwarz et al., 2001; Sola et al., 2004). Aufgrund der essentiellen Funktion des
Proteins in der Molybdan-Cofaktor-Synthese, wo es den letzten Schritt der Molybdéan-
Insertion in den Apo-Cofaktor vermittelt (Schwarz, 2005), ist es in allen Organismenreichen
vertreten. In Pflanzen wurde es als Cnx1 erstmals beschrieben, das verglichen mit Gephyrin
eine umgekehrte Anordnung der beiden Domdanen aufweist. Des Weiteren fehlt die
C-Domane, die nur in Gephyrin vertreten ist und daher auf eine Bedeutung in der neuronalen
Funktion hinweist. Die Konservierung der anderen beiden Domanen lasst vermuten, dass
sowohl Gephyrin als auch Cnxl in zwei unabhangigen Fusionen von Vorlauferproteinen
entstanden sind, die in einer unterschiedlichen Anordnung der Doméanen resultiert
(Stallmeyer et al., 1995), wahrend in Bakterien ihre Aktivitaten weiterhin getrennt exprimiert

werden.
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Abb.1.6: Aufbau der homologen Proteine Gephyrin, Cnx 1, MogA und MoeA sowie die Kristallstruktur der

Gephyrin E- und G-Doméne. (A) G- und E-Domaéane der Proteine Gephyrin und Cnx1 sind homolog zu den
bakteriellen Proteinen MogA bzw. MoeA. Wahrend es sich bei letzteren um einzelne Proteine handelt, sind diese
in Gephyrin und Cnx1 in inverser Anordnung fusioniert, wobei Gephyrin zusétzlich eine verbindende C-Doméane
aufweist. Die Prozentangaben geben Auskunft iber die Homologie zum Gephyrin (modifiziert nach Stallmeyer et
al., 1995). (B) Die isolierte G-Domane bildet in Lésung trimere (Schwarz et al., 2001), wahrend (C) die E-Doméane
ein dimeres Verhalten aufweist (Kim et al., 2006). Die verschiedenen Subdoméanen sind in unterschiedlichen

Farben dargestellt.

Die isolierte Gephyrin E-Doméane bildet Dimere (Kim et al., 2006), wéahrend die
G-Domane ein trimeres Verhalten aufweist (Schwarz et al., 2001) (Abb.1.6). Dies lasst die
Ausbildung eines strukturierten Netzwerkes fir die Aggregation/ Clusterung des Holo-
Proteins vermuten, wobei fraglich ist, wie diese reguliert wird und ob diese auf synaptische
Bereiche beschrankt bleibt. Moglicherweise tragen posttranslationale Modifikationen sowie
die Interaktion mit anderen Proteinen zur Bildung des Netzwerkes und seiner Regulation bei
(Fritschy et al.,, 2008). Die dreidimensionale Struktur der C-Doméne ist bisher nicht
aufgeklart, jedoch lassen eine Vielzahl von Interaktionspartnern sowie eine erhohte

Sensitivitdt gegentber proteolytischer Degradation (Herweg und Schwarz, 2012) eine
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intrinsische, ungefaltete und im Gesamtprotein flexible Domane erwarten (Fritschy et al.,
2008).

Fur das Gephyrin-Gesamtprotein wird daher entweder die Bildung eines hexameren
Gephyrin-Netzwerkes mit sechs Gephyrin-Molekilen, die drei GlyRs binden (Sola et al.,
2004) oder eine Aggregierung/interaktion von Gephyrin-Trimeren mit jeweils einem
assoziierten GlyR (Fritschy et al., 2008) vermutet. Letzteres Modell besagt weiterhin, dass
eine Gephyrin-Einheit (Trimer) vom Netzwerk entfernt sowie diesem zugefiigt werden kann,
wodurch es als ein stabiles, aber gleichzeitig mobiles Gertist in Dendriten fungieren kénnte
(Calamai et al., 2009; Dobie und Craig, 2011). Dabei lage ein G-Doménen-Trimer im Kern
und ware von drei E-Doméanen umgeben. Die GlyR-Bindestelle sowie die
Dimerisierungsoberflache waren weiterhin zuganglich (Fritschy et al., 2008). Diese Theorie
wird durch neuere Studien, in denen neben Gephyrin-Trimeren und -Hexameren auch Nona-

und Dodecamere gezeigt werden, unterstitzt (Herweg und Schwarz, 2012).

G1 G2 C3 C4 cluster E1 E2
h h h hl |n h
R r r r r
m m m m m m m
16 13 33-36 19 24 15 21 40 6 Kassettengrole (Anzahl der Reste)
_— e
. K243\‘ K288 ,/ 0453'\‘1 / pP474%  Position der Insertion (*Beginn/ # Ende)
E |
ow
s}
399-438 Kassettenreste

Abb.1.7: Schematische Ubersicht der verschiedenen Ge  phyrin-Splei-Varianten innerhalb der einzelnen
Domanen. Dargestellt sind KassettengrofRe sowie Position der identifizierten Varianten aus den Organismen
H. sapiens (h), R. norvegicus (r) und M. musculus (m), wobei sich die angegebenen Aminosauren auf Gephyrin
ohne zusétzliche Spleil3-Kassette beziehen. Die Insertionen C2 und C6 basieren auf konstitutiv gesplei3ten
Exons und sind daher nicht in der Nomenklatur enthalten (Meier et al., 2000; Prior et al., 1992) (modifiziert nach
Fritschy et al., 2008).

Das Gephyrin-codierende Gen (GPHN) weist eine komplexe Intron-Exon Struktur auf
und eine Vielzahl an Splei3-Varianten wurden identifiziert (Abb.1.7), die mdglicherweise die
funktionelle Diversitat von Gephyrin erklaren (Fritschy et al., 2008; Meier et al., 2000; Prior et
al., 1992). Die verschiedenen Varianten weisen vor allem eine Gewebe-spezifische
Expression auf (Ramming et al., 2000), was vermuten lasst, dass die einzelnen Isoformen
verschiedene Funktionen in Neuronen oder im Metabolismus Ubernehmen bzw. auf diese
beschrénkt sind. Wéahrend verschiedene Insertionen (SpleiR-Kassetten) innerhalb der
C-Doméane die neuronale Gephyrin-Funktion modulieren, interferieren Einschibe in der G-
bzw. E-Doméane mit der metabolischen Funktion (Smolinsky et al., 2008). Die hdchste
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Variabilitat ergibt sich dabei innerhalb der C-Doméane des Proteins, der Domane, die
wabhrscheinlich fur die neuronale Funktion von Gephyrin von besonderer Bedeutung ist,
wodurch eine vielfaltige Modulation moglich sein kdnnte. Beispielsweise konnte gezeigt
werden, dass die C3-Kassette Uberwiegend in der Leber exprimiert wird und dort den
Hauptanteil der Moco-Biosynthese Ubernimmt (Paarmann et al., 2006). Diese Spleil3-
Variante ist zwar auch im Gehirn vertreten, aber hauptsachlich in Gliazellen, in denen sie
ebenfalls fur die lokale Moco-Synthese zustéandig ist (Smolinsky et al., 2008). Im Gegensatz
dazu handelt es sich bei den C4-Kassetten, insbesondere der C4c-Variante, um eine
verstarkt neuronal exprimierte Form, die gehauft mit dem Glycin-Rezeptor nachgewiesen
werden konnte, was eine Funktion in der Clusterung inhibitorischer Rezeptoren vermuten
lasst. Ein Nachweis in der Leber war fur diese Variante jedoch ebenfalls mdglich (Paarmann
et al., 2006). Herweg und Schwarz (2012) konnten im direkten Vergleich der C3- und C4c-
Splei3-Variante eine deutlich hohere Bindungsaffinitdt des GlyRs zu letzterer nachweisen,
was die zuvor beschriebenen Beobachtungen bestétigt. Ein direkter Einfluss auf die
Rezeptor-Clusterung konnte noch nicht gezeigt werden. Eine weitere Charakterisierung vor
allem der Splei3-Varianten in der C-Doméne ist notwendig, um die Regulation der
enzymatischen Aktivitdt von Gephyrin sowie dessen Clusterung in unterschiedlichen

Synapsen-Typen zu verstehen (Fritschy et al., 2012).

1.4.2 Posttranslationale Modifikationen von Gephyri n

Bereits frihe Studien zeigten, dass es sich bei Gephyrin um ein Phosphoprotein handelt
(Langosch et al., 1992), wobei zu diesem Zeitpunkt spezifische Phosphorylierungsstellen
sowie die beteiligten Kinasen noch weitgehend unbekannt waren. Erst innerhalb der letzten
funf Jahre konnten einige detailliertere Informationen diesbeziiglich gesammelt werden. So
ist die Interaktion zwischen Gephyrin und Pinl (Peptidyl-Prolyl Isomerase NIMA
interagierendes Protein 1) Phosphorylierungs-abhangig, erfolgt tGber eine Prolin-reiche
Region mit drei essentiellen phosphorylierten Serinen (S188, S194, S200) innerhalb der
C-Domaéne und resultiert in einer Konformationsanderung des Gephyrins (Zita et al., 2007).

Dagegen fuhrt die Inhibition der Phosphatasen PP1a und PP2A zu einer signifikanten
Reduktion synaptischer Gephyrin-Cluster (Bausen et al., 2010), was eine direkte oder
indirekte Regulation der Clusterung durch Serin-/Threonin-Kinasen vermuten lasst.

Am Serin 270 wird Gephyrin durch die Glycogen-Synthase-Kinase 3B (GSK3p)
phosphoryliert. Diese Phosphorylierungsstelle scheint vor allem einen Einfluss auf die
Oligomerisierung von Gephyrin zu haben, wobei eine Phosphorylierung die Anzahl der
Gephyrin-Cluster an der Synapse reduziert (Tyagarajan et al., 2011). Eine weitere
Beteiligung an der Phosphorylierung des S270 wurde der CDK5 (Cyclin-abhéngige Kinase 5)
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sowie verwandten CDKs zugesprochen (Kuhse et al., 2012), die in Abhangigkeit von
Collybistin, einem weiteren Gephyrin-Liganden, die Gephyrin-Clusterung an der Synapse
beeinflussen. In einer weiteren Studie von Herweg (2012) konnten mittels
massenspektrometrischer Analysen das S270 sowie 18 weitere Phosphorylierungsstellen
innerhalb des Gephyrins (S188, S194, S200, T198, T199, T205, S222, S226, T227, T266,
S268, T276, S277, S280, T281, S283, S295 sowie T324) identifiziert werden, wobei alle bis
auf eine in der C-Domane lokalisiert vorlagen. Vier davon waren ausschlieB3lich in der
C4-SpleiRvariante vertreten. Vor allem der Casein-Kinase Il sowie der Mitogen-aktivierten
Proteinkinase Erk werden dabei regulative Funktionen in der Gephyrin-Clusterung
zugewiesen (Herweg und Schwarz, 2012). Insbesondere fur das T324 in der Gephyrin
E-Doméne konnte bereits ein Einfluss auf die Oligomerisierung und Clusterung gezeigt
werden (Herweg, 2012). Des Weiteren zeigten Kuhse und Kollegen (2012) ebenfalls mittels
Massenspektrometrie die Phosphorylierung von T266, S268, T276, S277, S280, S283, S295
sowie zusatzlich des T286 innerhalb der Gephyrin C-Domane. Neure Studien weisen
aul3erdem auf eine Palmitoylierung des Gephyrins an verschiedenen Cystein-Resten hin

(Dejanovic et al., unveréffentlichte Daten).

1.4.3 Gephyrin-Interaktionspartner

Fur die geristbildenden Eigenschaften des Gephyrins sind zahlreiche Protein-Protein-
Interaktionen notwendig, die zur Regulation des Transports sowie der Clusterung des
Proteins beitragen, wobei die C-Domane die meisten regulatorischen Bereiche und
Bindestellen aufweist. In Bezug auf den Gephyrin-Transport konnte sowohl eine
Aktinfilament- als auch eine Mikrotubuli-abhéngige Bewegung nachgewiesen werden. Uber
die E-Domane interagiert Gephyrin mit Mitgliedern der mammalian enabled/vasodilator-
stimulated phosphoprotein Familie (Mena/VASP) (Giesemann et al., 2003), wodurch
Gephyrin mit dem Aktin-Cytoskelett verknlpft wird. Dies erfolgt durch die Rekrutierung von
G-Aktin und Profilin, das ebenfalls mit Gephyrin Uber dessen E-Domane interagiert
(Mammoto et al., 1998). Dabei vermitteln Profilin 1 und 2 die G-Aktin-Aufnahme in
filamentoses Aktin durch Stimulierung der ADP-ATP-Austauschreaktion des Aktinmonomers
(Finkel et al., 1994) und interagieren Uber Phosphatidylinositiol-3,4,5-Triphosphat
(PtdIns(3,4,5)P3) mit der Membran (Schluter et al., 1997). Die Interaktion von Gephyrin mit
polymerisiertem Tubulin erfolgt wahrscheinlich Gber dessen C-Domaéne; ein potentielles tau-
Motiv kdnnte hierfir verantwortlich sein. Aufgrund seiner Bindung an Mikrotubuli wurde
angenommen, dass Gephyrin ein Mikrotubuli- sowie Mikrofilament-assoziiertes Protein-
Netzwerk ausbildet und somit die Lokalisation von Rezeptoren und anderen Proteinen an der

postsynaptischen Membran regulieren und mit dem Cytoskelett verkniipfen kann (Kirsch et
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al., 1991; Ramming et al., 2000). AuRerdem interagiert Gephyrin Uber seine C-Domé&ne mit
den leichten Ketten des Dyneins (dynein light chains, DLC) 1 und 2 (Fuhrmann et al., 2002).

Die Interaktion mit RAFT1 (rapamycin and FKB12 target (FRAP/mMTOR)) uber die
Gephyrin E-Doméne beeinflusst dagegen die Proteintranslation durch Phosphorylierung der
S6 Kinase (pp70S6k), die wiederum einen Repressor der Proteintranslationsinitiation
phosphoryliert (Sabatini et al., 1999). Dies lasst eine Involvierung von Gephyrin in die
Signaltransduktion der Translationskontrolle in der Synapse vermuten (Kneussel und Betz,
2000; Sabatini et al., 1999), ein Prozess, dem eine steigende Bedeutung in der Kontrolle der
Proteinhomdostase an der Membran zugeschrieben wird.

Weiterhin bindet Gephyrin Gber seine C-Domane auch an GABARAP, das gleichzeitig
eine Bindestelle fur Mikrotubuli (Maas et al., 2006) und die GABAAR-y2-Untereinheit aufweist
(Wang et al., 1999). Eine Interaktion von Collybistin (CB), einem RhoGEF
(Nukleotidaustauschfaktor) spezifisch fiir Cdc42, tber die Gephyrin C-Doméane sowie dem N-
Terminus der E-Doméne konnte ebenfalls nachgewiesen werden (Kins et al., 2000).
Collybistin ist ein Mitglied der Dbl-Familie von Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren
(RhoGEFs), das selektiv die kleine GTPase Cdc42 aktivieren kann und mit Gephyrin Uber
dessen C-Domaéne interagiert (Kins et al., 2000; Reid et al., 1999). Die Gephyrin- und Cdc42-
Bindestelle auf Collybistin Gberlappen, was eine exklusive Bindung eines Proteins vermuten
lasst (Xiang et al., 2006) und zu der Annahme fihrt, dass Cdc42 fur eine Gephyrin-
Aggregation verzichtbar ist (Reddy-Alla et al., 2010). In der Ratte existieren drei
verschiedene Collybistin SpleiR-Varianten, die sich hauptsédchlich durch Anderungen am
C-Terminus unterscheiden (Fritschy et al., 2012). Die CB-2 und -3 Splei3-Varianten kénnen
mit und ohne Src-homology-3-(SH3)-Doméne vorkommen, wobei die Anwesenheit der SH3-
Doméne CB in einer inaktiven Konformation halt. NL2 und GABAAR-a2 (und auch -a3)
kénnen CB-lsoformen mit SH3-Domane durch Bindung dieser an ihr C-terminales
Polyprolinmotif aktivieren (Poulopoulos et al., 2009; Saiepour et al., 2010). Dies bewirkt eine
Konformationsénderung, die die Autoinhibition der GEF-Doméne des Collybistins aufhebt
und damit die Oberflachen-Translokation von Gephyrin und GABAARs ermdglicht
(Poulopoulos et al., 2009). Auch eine Interaktion von Gephyrin mit Neuroligin 2 (NL 2), das
ausschlie3lich an GABAergen Synapsen vertreten ist, konnte gezeigt werden. Neuroligin 2
bindet ebenfalls Collybistin, was zur Ausbildung eines ternaren Komplexes fiuhrt, der die
Bildung von Gephyrin-Clustern in GABAergen Bereichen maRRgeblich unterstiitzt und auch

an der Regulation der Cluster beteiligt ist (Poulopoulos et al., 2009).
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1.4.4 Gephyrin-Interaktion mit dem Glycin-Rezeptor

Rezeptoren unterliegen innerhalb der Plasmamembran der freien Diffusion auf Grundlage
der Brown’schen Molekularbewegung, die durch eine hochaffine Bindung an Geristproteine
extrem verlangsamt wird. Fir den Glycin-Rezeptor wird dies durch das cytosolische Protein
Gephyrin vermittelt (Calamai et al., 2009; Kirsch et al., 1993). Nachdem bereits 1982 die
Interaktion der beiden Proteine durch eine Koreinigung gezeigt werden konnte (Pfeiffer et al.,
1982), beschaftigten sich viele weitere Studien mit der Charakterisierung dieser Bindung. So
wurde eine amphipatische Sequenz des intrazellularen Loops der GlyR-B-Untereinheit
identifiziert, die an die Dimerisierungs-Flache zwischen zwei Gephyrin E-Doméanen bindet
(Kim et al., 2006; Sola et al., 2004). Mittels Isothermaler-Titrationskalorimetrie konnte ein
biphasisches Bindungsverhalten mit einer hochaffinen (Bindungsaffinitat im nanomolaren
Bereich) und einer niedrigaffinen (mikromolare Bindungsaffinitdt) Bindungsstelle ermittelt
werden (Schrader et al., 2004). Die Kristallstruktur einer dimerisierten E-Doméane mit
gebundenem GlyR-B-Loop gibt allerdings nur Auskunft fir eine dieser Bindungsstellen
(Abb.1.8) (Kim et al., 2006), woraus erkennbar ist, dass die 13 fir die Bindung nétigen Reste
des GlyR-B-Loops eine C-formige Struktur bilden und genau in eine Vertiefung, die sich aus
den Subdomanen IIl und IV des einen und der Subdoméne IV (vgl. Abb.1.6) des zweiten
E-Domé&nen Monomers ergibt, passen (Abb.1.8). Der Komplex zwischen Aminoséuren des
Gephyrins und des Rezeptor-Loops wird durch hydrophobe Interaktionen sowie einigen
Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert. Von besonderer Bedeutung fiir die Interaktion sind
dabei die hydrophoben Reste Phenylalanin 330 und Prolin 713 innerhalb des Gephyrins.
Werden diese verdndert, so kommt es zu einem vollstdndigen Verlust der Gephyrin-
Rezeptor-Interaktion (Kim et al., 2006).

Bei der Bindung zwischen dem Rezeptor und Gephyrin handelt es sich um einen
dynamischen Prozess, so dass durch Anderungen dieser Interaktion das Equilibrium
zwischen synaptisch und extrasynaptisch lokalisierten GlyRs verschoben und somit die
Starke der inhibitorischen Neurotransmission moduliert werden kann. Eine Mdglichkeit, dies
zu regulieren, bietet die Phosphorylierung der beteiligten Proteine. Die bereits beschriebene
durch die phosphorylierungs-abhangige Bindung von Pinl bewirkte Konformations&nderung
von Gephyrin verstarkt die Bindung der GlyR-B-Untereinheit (Zita et al., 2007), was die
Bedeutung von Proteinkinasen in der Regulation der Gephyrin- und/ oder GlyR-Clusterung
aufzeigt (Fritschy et al., 2008). Specht und Kollegen (2011) konnten nachweisen, dass eine
PKC-Phosphorylierungsstelle im intrazellularen GlyR-B-Loop einen negativen Effekt auf die
Gephyrin-Bindung zur Folge hat. Die Phosphorylierung des Serins 403 reduziert die Affinitat
des Rezeptors zu Gephyrin, erhéht somit die Rate der Membran-Diffusion und reduziert die

Anzahl synaptischer Glycin-Rezeptoren. Dies erfolgt vermutlich extrasynaptisch, da der
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unphosphorylierte GlyR-B-Loop an der Synapse fest an Gephyrin gebunden vorliegt, eine
geringe Dissoziationsrate aufweist (Schrader et al., 2004; Griinewald et al., unveroéffentlichte

Daten) und fur die PKC wahrscheinlich unzuganglich ist (Specht et al., 2011).

B

Rezeptor- Kp-Wert
Untereinheit Bindungsmotiv [uM]
GlyR-B **NDFSIVGSLPRDFE® 0,011

1,62
GABAAR-al *NTYAPTATSYTPNL®™ 17
GABAR-02 *NAYAVAVANYAPNL*®

GABAAR-03 **TTENIVGTTYPINL® 5,3

\ !\g E‘f}l;:sa
F330 \

Abb.1.8: Kristallstruktur der Gephyrin E-Domane mit gebundenem GIlyR- B-Loop sowie Gephyrin-

Bindungsstellen auf dem GlyR- B- und den GABA aR-al-3-Loops. (A) Die Kokristallisation der Gephyrin
E-Domé&ne mit dem GIlyR-B-Loop identifizierte die an der Bindung beteiligten Aminoséauren. Die C-férmige
Struktur des Loops passt genau in die aus zwei E-Doméanen gebildete Tasche, wobei der Komplex zwischen
beiden Proteinen durch hydrophobe Interaktionen sowie Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert wird (Kim et
al., 2006). (B) Aminosauresequenz der Gephyrin-Bindungsstellen auf den verschiedenen GlyR-B und GABAa-
Rezeptor Loops sowie durch ITC-Messungen ermittelte Kp-Werte. Fir den GlyR-B-Loop ergab sich ein
biphasisches Bindungsverhalten an Holo-Gephyrin (Specht et al., 2011), wahrend die GABAaR-al-3-Loops eine

monophasische Bindung an die Gephyrin E-Doméne aufweisen (modifiziert nach Maric et al., 2011).

Gephyrin spielt nicht nur eine Rolle bei der synaptischen Lokalisation des Glycin-
Rezeptors, sondern bindet den Rezeptor auch auf3erhalb der Synapse (Ehrensperger et al.,
2007). Dies konnte mit der Beobachtung zusammenhangen, dass Gephyrin auch am antero-
und retrograden Transport des GlyRs Uber Mikrotubuli beteiligt ist, was eine Bindung von
nicht aggregiertem Gephyrin an den Rezeptor vermuten lasst (Hanus et al., 2004). Der
retrograde Transport erfolgt dabei Uber die Bindung von Gephyrin an DLC1 bzw. 2
(Fuhrmann et al., 2002), wohingegen der anterograde Transport Uber die Interaktion zu KIF5

(Motorproteine der Kinesin-Superfamilie 5) vermittelt wird (Maas et al., 2009).
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1.4.5 Gephyrin-Interaktion mit dem GABA a-Rezeptor

Durch verschiedene Studien konnten neben einer Gephyrin-abhangigen auch eine Gephyrin-
unabhangige Clusterung von GABAARs an postsynaptischen Bereichen gezeigt werden
(Kneussel et al., 2001). Erste Hinweise auf eine Interaktion zwischen Gephyrin und
GABA,Rs — sei es direkt oder indirekt — lieferten Immunféarbungen von Neuronen. Im Gehirn
sind GlyRs in der Minderheit, doch trotzdem war eine Vielzahl an Gephyrin-Clustern zu
verzeichnen, was eine Kolokalisation von Gephyrin mit anderen Rezeptoren, wie dem
GABAAR, vermuten lie. Es konnte eine Kolokalisation mit a2/3-, (2/3- oder
y2-Untereinheiten-enthaltenden GABA,Rs gezeigt werden (Sassoe-Pognetto et al., 1995;
Sassoe-Pognetto et al., 2000). Aul3erdem wiesen Gephyrin-knock-out-M&ause einen Verlust
von postsynaptischen a2, a3, $2, B3, nicht aber al und a5 GABAR-Clustern auf. Das
Expressions-Niveau der einzelnen Untereinheiten blieb dabei unbeeinflusst (Kneussel et al.,
2001; Kneussel et al.,, 1999). Zusatzlich konnte in HEK293-Zellen eine Kolokalisation
zwischen Gephyrin und der GABAAR-B3-Untereinheit nachgewiesen werden (Kirsch et al.,
1995). Aulerdem wird der GABAAR-y2-Untereinheit eine enorme Bedeutung fur die
synaptische Lokalisation der Rezeptoren zugesprochen (Essrich et al., 1998), was durch das
Fehlen von synaptischen GABAAR- und Gephyrin-Clustern in y2-knock-out-Mausen
unterstrichen wird (Gunther et al., 1995) und eine Interaktion mit Gephyrin vermuten lasst.

Eine direkte Interaktion konnte zuerst zwischen Gephyrin und der GABA.R a2-
Untereinheit gezeigt werden. Eine minimale hydrophobe Sequenz, die die Aminosauren 330-
347 umfasst, ist fir eine Gephyrin-abhangige Clusterung der Rezeptor-Untereinheit an der
Synapse essentiell (Tretter et al.,, 2008). Darauf folgend konnten ebenfalls Gephyrin-
Bindemotive in homologen Regionen der GABAsR-al- und -a3-Untereinheiten identifiziert
werden (Abb.1.8) (Mukherjee et al., 2011; Saiepour et al., 2010; Tretter et al., 2011). Diese
Regionen weisen in den verschiedenen a-Untereinheiten nur geringe Konservierung auf, was
entweder eine unterschiedliche Bindestelle im Gephyrin oder einen wichtigen Einfluss der
Faltung der Loops, die innerhalb der bindenden Untereinheiten konserviert sein kénnten,
vermuten lasst (Tretter et al., 2012).

Die Interaktion zwischen dem GlyR-B-Loop und Gephyrin erfolgt Gber Aminosauren der
E-Doméne (Abb.1.8) (Kim et al.,, 2006; Schrader et al., 2004). Eine Mutagenese der
putativen Bindetasche zeigte, dass die Bindestelle fir inhibitorische Rezeptoren evolutionar
konserviert ist und alle Untereinheiten um diese Bindestelle konkurrieren (Maric et al., 2011;
Saiepour et al., 2010; Tretter et al., 2011). Sowohl bei der Interaktion von Gephyrin mit dem
GlyR, als auch mit den verschiedenen GABAAR-Untereinheiten sind dieselben hydrophoben
Aminosauren (Phe330 und Pro713) essentiell fur die Interaktion und unterstitzen die

Annahme einer konservierten Bindetasche innerhalb der E-Doméne (Kim et al., 2006; Maric
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et al.,, 2011). Fur den Glycin-Rezeptor konnte eine Kernsequenz identifiziert werden, die
auch in der GABA,R-a3-Untereinheit konserviert ist und auf ,FSIV* (Aminosduren 398-401)
bzw. ,FNIV* (Aminosauren 370-373) reduziert wurde. Aul3erdem ist in allen drei untersuchten
GABA,R-a-Untereinheiten ein Tyrosin konserviert, wobei die Phosphorylierung des Y375 der
GABA,R-al-Untereinheit die Gephyrin-Bindung signifikant reduziert (Maric et al., 2011).

ITC-Messungen mit der Gephyrin E-Domane ergaben ein monophasisches
Bindeverhalten fir den GABAsR-al- und -a3-Loop mit Affinitdten im mikromolaren Bereich
(al: Kp = 17 uM; a3: Kp = 5,3 uM), wahrend fir das hydrophobe a2-Peptid nur eine sehr
schwache Bindung festgestellt wurde (Maric et al., 2011). Somit sind die Affinitdten der
GABA,R-al- und -a3-Untereinheit zu Gephyrin ein bis zwei Zehnerpotenzen schwacher als
im Vergleich zur GlyR-B Interaktion (Schrader et al., 2004; Sola et al., 2004). Da die
GABA,R-a2-Untereinheit neben Gephyrin auch Collybistin bindet, kommt es zur
Translokation von trimeren Collybistin-Gephyrin-GABAAR-a2 Komplexen zur Zellmembran,
wodurch die ansonsten schwache Interaktion zwischen Gephyrin und der a2-Untereinheit
gestarkt wird. Die Gephyrin-GABAsR-a3 Interaktion bendtigt dagegen diese Komplexbildung
nicht (Saiepour et al., 2010).

Zusatzlich konnte in ersten Versuchen die direkte Interaktion der GABAAR-B2-, -B3-
sowie -0-Untereinheit mit der Gephyrin E-Doméne in Kosedimentationsanalysen gezeigt
werden. Diese Bindung wurde jedoch nicht weiter eingegrenzt und charakterisiert
(Smolinsky, 2009).

Neben der Gephyrin-abhangigen Clusterung werden insbesondere die mobileren
extrasynaptisch lokalisierten Rezeptoren unabhéangig von Gephyrin geclustert. Dies erfolgt
Uber das mit der a5-Untereinheit interagierende Protein Radixin — ein Mitglied der Ezrin/
Radixin/Moesin-Familie, die Transmembranproteine mit dem Aktin-Cytoskelett verbindet
(Christie und de Blas, 2002; Loebrich et al., 2006). Dies lasst vermuten, dass die
y2-Untereinheit nicht direkt am synaptischen targeting, maoglicherweise aber Uber
Palmitoylierung an der synaptischen Verankerung von GABAARS beteiligt ist (Tretter et al.,
2012).
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GABAerge Synapse

inhibitorische extrasynaptische
DGC Synapse Rezeptoren

Neuroligin-2 - laterale Diffusion
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Gephyrin

Radixin
Cytoskelett

Abb.1.9: Schematische Darstellung einer GABAergen Sy napse mit allen pra-/ post- und

extrasynaptischen Proteinen.  Die Zelladhasions-Proteine Neuroligin-2 und Neurexin interagieren Uber den
synaptischen Spalt wodurch sie die Synapse stabilisieren. Gephyrin interagiert mit den al-3-Untereinheiten des
GABAxRs und clustert diese in postsynaptischen Bereichen. An dieser Verankerung sind ebenso Collybistin und
Neuroligin beteiligt. Beide binden Gephyrin, das durch Collybistin zur postsynaptischen Membran rekrutiert und
dort tber PI3P verankert wird. Collybistin interagiert gleichzeitig mit der GABAAR-a2-Untereinheit, die dadurch
zusatzlich stabilisiert wird. Der Dystrophin-Glykoprotein-Komplex bindet unabhéngig von Gephyrin an die
GABAsR-al- und -a2-Untereinheit, wahrend extrasynaptische Rezeptoren Uber Radixin in der Membran

geclustert werden (modifiziert nach (Papadopoulos und Soykan, 2011).

1.5 Ziele der Arbeit

Gephyrin ist das wichtigste Protein der postsynaptischen Dichte inhibitorischer Synapsen. Es
bildet ein cytoplasmatisches Netzwerk, durch das die Rezeptoren der postsynaptischen
Membran an der Synapse stabilisiert werden. Die Interaktion zwischen Gephyrin und dem
Glycin-Rezeptor wurde bereits im Detail studiert und charakterisiert (Kim et al., 2006;
Schrader et al., 2004). Dagegen ist recht wenig Uber die Interaktion des Gerust-bildenden
Proteins mit GABAs-Rezeptoren bekannt. Zu Beginn dieser Arbeit wurde lediglich eine
direkte Interaktion mit der a2-Untereinheit beschrieben und eingegrenzt (Tretter et al., 2008).
Des Weiteren waren Hinweise auf eine direkte Bindung der GABA,R-Untereinheiten 32, 3
und & an die Gephyrin E-Domane vorhanden (Smolinsky, 2009).

Aufbauend auf diesen Ergebnissen und da eine B-Untereinheit fir einen funktionellen
GABA-Rezeptor unverzichtbar ist (Wan et al., 1997), sollte in dieser Arbeit eine detailliertere
Charakterisierung der Bindung dieser Untereinheiten an Gephyrin vorgenommen werden.
Dabei wurde zunéchst nur die B2-Untereinheit genauer betrachtet, da diese in dem mit 60 %

am stéarksten vertretenen GABAAR-Subtyp (a1B2y2) vorzufinden ist (Connolly et al., 1996).
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Mittels Kosedimentations-Analysen mit trunkierten Varianten des Loops sollte das
Gephyrin-Bindungsmotiv innerhalb des B2-Loops eingegrenzt und in Hinblick auf eine
maogliche Phosphorylierungs-abhangige Regulation untersucht werden. Ein Vergleich der
ermittelten Bindesequenz mit homologen Bereichen der B3-Untereinheit sollte Aufschluss
uber eine mdgliche Uberlappung der Binderegionen geben. Des Weiteren sollte ebenfalls
durch Kosedimentationen die Bindestelle der GABA,R-Loops innerhalb des Gephyrins mit
der des GlyR-B-Loops verglichen werden, um Aussagen Uber das Bindungsverhalten an
gemischten glycinergen/ GABAergen Synapsen zu ermoglichen. Die Reinigung des bakteriell
exprimierten B2-Loops sollte die Charakterisierung der Bindung mittels weiterer biochem-
ischer Methoden wie Isothermaler-Titrationskalorimetrie, Oberflachen-Plasmon-Resonanz-
Spektroskopie, dynamischer Lichtstreuung und analytischer Gelfiltration ermdglichen.

Aufgrund verschiedener immunzyto- und histochemischer Daten wird eine Interaktion
zwischen Gephyrin und dem GABAR-y2-Loop vermutet. Um dies néaher zu uberprifen,
sollten auch Kosedimentationsanalysen mit den Loops der beiden Spleil3-Varianten — y2S
und y2L — durchgefihrt und diese im Hinblick auf einen mdglichen Einfluss der Rezeptor-
Phosphorylierung auf die Bindung analysiert werden. AbschlieRend sollte in HEK293-Zellen
mittels konfokaler Mikroskopie eine zellulare Charakterisierung der wechselseitigen

GABA.R-q, -B und -y Interaktion analysiert werden.
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2  Ergebnisse

Die Interaktion zwischen Gephyrin und dem Glycin-Rezeptor-B-Loop ist bereits lange
bekannt (Kneussel et al., 1999; Pfeiffer et al., 1982) und wurde im Detail studiert (Kim et al.,
2006; Schrader et al., 2004; Specht et al., 2011). Zwar zeigten zahlreiche in vivo Studien,
dass Gephyrin ebenfalls mit GABAA-Rezeptoren kolokalisiert, jedoch ist vergleichbar wenig
Uber die direkte Interaktion beider Proteine bekannt. Des Weiteren lasst die im Vergleich
zum Glycin-Rezeptor hohe Diversitat der GABAs-Rezeptoren eine weitaus komplexere und
mehrere Rezeptor-Untereinheiten umfassende Interaktion erwarten. Kirzlich veréffentlichte
Studien zeigen eine direkte Interaktion zwischen Gephyrin und den GABAAR-Untereinheiten
al (Mukherjee et al.,, 2011), a2 (Tretter et al., 2008) und a3 (Saiepour et al., 2010).
Detaillierte Analysen ergaben, dass es sich — verglichen mit dem GlyR-B-Loop — um eine
weitaus schwdachere Bindung handelt, die aber Uber dieselbe Bindungstasche in der
Gephyrin-E-Domaéane vermittelt wird (Maric et al., 2011). AuRerdem konnte schon friiher eine
schwache Interaktion zwischen der GABAAR-B3-Untereinheit und Gephyrin in HEK293-
Zellen gezeigt werden (Kirsch et al., 1995). Kosedimentationsanalysen einer weiteren Studie
(Smolinksy, 2009) zeigten, dass auch die GABAAR-B2- und -B3-Untereinheiten eine direkte
Interaktion zu Gephyrin aufweisen. Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde im Folgenden

die Gephyrin-GABA,-Rezeptor Interaktion im Detail untersucht.

2.1 Expression und Reinigung verschiedener Gephyrin -Varianten

Fir Interaktionsstudien zwischen verschiedenen GABA,R-Loops und Gephyrin wurden die in
E. coli rekombinant exprimierten sowie gereinigten Gephyrin-Varianten rC4c und rC4c-
P713E (Abb.2.1) verwendet. Es handelt sich hierbei um die Gephyrin Spleif3-Variante rC4c,
die sowohl im Gehirn als auch in der Leber exprimiert wird (Paarmann et al., 2006) und sich
durch einen zusétzlichen Einschub der Spleil3kassette C4c in der C-Doméane auszeichnet
(Abb.2.1). Fir die Gephyrin-Bindung sowohl an den GlyR-B-Loop (Kim et al., 2006) als auch
an die GABAsR-Loops al, a2 und a3 (Maric et al., 2011) wurde gezeigt, dass es durch den
Aminosaure-Austausch in Gephyrin an Position 713 von Prolin zu Glutamat zu einem
vollstandigen Verlust der Rezeptor-Gephyrin Interaktion kommt. Um den Effekt dieser
Aminosaure auf die Interaktion zwischen Gephyrin und den GABAAR-Untereinheiten 2 und

B3 genauer zu untersuchen, wurde diese Variante hier ebenfalls exprimiert und gereinigt.
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Abb. 2.1: Aufreinigung von rekombinant in E. coli exprimierten Gephyrin rC4c-Varianten. (A) Die
Elutionsfraktionen einer Ni-NTA-Reinigung wurden zur weiteren Aufreinigung mittels Anionenaustauschchromato-
graphie eingesetzt, Gephyrin rC4c (Pfeil) eluiert bei 30 % Puffer B (1 M NaCl). (B) GréRenausschluss-
chromatographie zur weiteren Aufreinigung von Gephyrin rC4c. Das Elutionsvolumen von Gephyrin entspricht
einem Molekulargewicht von 323 kDa (trimeres Gephyrin, Pfeil) bzw. 637 kDa (hexameres Gephyrin, Pfeilkopf).
(C) Coomassie-gefarbtes 12 %-iges SDS-PA Gel zur Kontrolle des Reinheitsgrades der verschiedenen

aufgereinigten Gephyrin-Varianten. (D) Schematische Darstellung der verwendeten Gephyrin-Variante.

Alle verwendeten Gephyrin-Varianten wurden in E. coli BL21-Zellen mit N-terminalem
Hise-tag exprimiert. Die Reinigung ist exemplarisch fir Gephyrin rC4c in Abbildung 2.1
dargestellt, entsprach aber fir alle Varianten demselben Protokoll. Nach Ernte und
Zellaufschluss wurde der losliche Uberstand mittels Ni-NTA-Matrix aufgereinigt und die
daraus resultierende Elution einer Anionenaustauschchromatographie unterzogen. Die
sequentielle Elution der gebundenen Proteine erfolgte Uber einen Salzgradienten und somit
Uber die Erhéhung der lonenstéarke, wobei Gephyrin typischerweise bei 30 % Puffer B (1 M
NaCl) eluierte, was einer Salzkonzentration von 300 mM NacCl entsprach (Abb.2.1 A). Da die
Gephyrin-Varianten nach diesem Schritt bereits eine hohe Reinheit aufwiesen (Abb.2.1 C),
konnten sie fur die meisten Experimente eingesetzt werden. Lediglich fir analytische
Gelfiltrationslaufe wurde eine weitere Reinigung Uber eine praparative Gelfiltrationssaule
(Superdex 16/60 200, 320 ml SV) durchgefiihrt.

Da die gereinigte Gephyrin E-Doméane in Losung dimerisiert (Kim et al., 2006), wéhrend
die G-Domane trimerisiert (Schwarz et al., 2001), wird vermutet, dass holo-Gephyrin als
funktionelles Trimer vorliegt. Die GrolRenausschlusschromatographie diente dazu, trimeres

Gephyrin von hdher oligomerisiertem Gephyrin sowie weiteren Verunreinigungen zu trennen
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(Abb.2.1 B). Die Saule wurde zuvor mit Standardproteinen kalibriert, woraus sich ein
Molekulargewicht von 323 kDa fir einen trimeren Gephyrin-Komplex, der nach 151 ml
eluierte, ergab. Hexameres Gephyrin (637 kDa) eluierte bei 130 ml, wahrend der nach
185 ml eluierende Peak Verunreinigungen entspricht, die nach der Anionenaustausch-
chromatographie noch in den Gephyrin-Proben vorhanden waren und somit hier separiert

werden konnten.

2.2 Charakterisierung der direkten Interaktion zwis  chen Gephyrin
und der GABA AR-B2-Untereinheit

2.2.1 Erzeugung und Expression GST-fusionierter GAB  AaR-Loops

Wie von Smolinsky (2009) beschrieben, wurden die verschiedenen GABA,R-Loops al, a2,
B2, B3, y2S und y2L in den pGEX-6P-1-Vektor kloniert, um eine spezifische Aufreinigung
bzw. Kosedimentationsanalysen mittels Glutathion-Sepharose-Matrix zu erméglichen. Dabei
wurde cDNA aus Rickenmark sowie Kleinhirn von Mus musculus verwendet (Smolinsky,
2009). Im verwendeten Vektor ist zwischen der N-terminal fusionierten Glutathion-S-
Transferase (GST) und der zu exprimierenden GABAAR-Untereinheit eine PreScission-
Protease-Schnittstelle kloniert. Dies ermoéglicht sowohl die Aufreinigung eines GST-
fusionierten als auch eines isolierten Proteins.

Die Auswahl der Untereinheiten erfolgte auf Basis verschiedener veréffentlichter Daten.
Zum einen besteht der groRte Teil der an der neuronalen Oberflache exponierten und
synaptisch lokalisierten GABAARS aus zwei a-, zwei - und einer y-Untereinheit (Jacob et al.,
2008; Rudolph und Mohler, 2004), wobei der Subtyp bestehend aus zwei al-, zwei 2- und
einer y2-Untereinheit am haufigsten vertreten ist (Pirker et al.,, 2000). Des Weiteren ist
bekannt, dass die y2-Untereinheit flr eine synaptische Lokalisation des pentameren
Rezeptors notwendig ist (Essrich et al., 1998) und eine verstarkte Interaktion mit Gephyrin
aufweist (Essrich et al., 1998; Kneussel et al., 1999). AuRerdem wurde eine Kolokalisation
der GABAAR-B3-Untereinheit mit aggregiertem Gephyrin in HEK293-Zellen gezeigt (Kirsch
und Betz, 1995). Die a2-Untereinheit wurde neben dem GlyR-B-Loop als Positivkontrolle
eingesetzt, da dies zu Beginn der Studien die einzige GABAAR-Untereinheit war, fir die eine
direkte Interaktion mit Gephyrin nachgewiesen war (Tretter et al., 2008).

Zur Ermittlung der genauen cytoplasmatischen Sequenz zwischen den Transmembran-
domanen drei und vier der einzelnen Rezeptor-Untereinheiten wurde der TMHHM-2.0 Server

(transmembrane hidden markov model; http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) genutzt
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(vgl. auch Smolinsky 2009). Dieser ermittelt anhand der Aminosauresequenz des
Gesamtproteins dessen Topologie und lasst somit Rickschliisse beziiglich hydrophober,
transmembransténdiger sowie hydrophiler und somit cytoplasmatischer bzw. extrazellularer
Bereiche zu. Die Nummerierung der Aminosauren erfolgte unter Ausschluss des
N-terminalen Signalpeptids (ermittelt durch SignalP 4.0 Server), welches fur die Translation
am rauen ER essentiell ist und wahrend des Reifungsprozesses abgespalten wird. Die
cytoplasmatischen Loops umfassten 83-125 Aminosauren und entsprachen somit ca. 22,5 %
des Gesamtproteins. Die verwendeten Sequenzen sind Tabelle 2.1 zu entnehmen, wobei die
gesamte Sequenz der verschiedenen Untereinheiten im Anhang aufgelistet ist (vgl.5.3.1).

Die Expression der GST-fusionierten Rezeptor-Loops erfolgte in kompetenten Zellen des
E. coli Bakterienstammes ER2566, da in diesem die Gene fur ion und OmpT, welche fur
Proteasen kodieren, deletiert sind (Tabelle 4.1), was dem Abbau von rekombinant

exprimierten Proteinen entgegenwirken soll.

Tabelle 2.1: Aminosauresequenz der cytoplasmatischen GABAaR-Loops aus M. musculus im pGEX-6P-1-Vektor.

_ Anteil am
Loop Reste Aminosauresequenz .
Gesamtprotein
GABAxR-al | 310- TKRGYAWDGKSVVPEKPKKVKDPLIKKNNTYAPTATSYTPNLAR 19,4 %
392 GDPGLATIAKSATIEPKEVKPETKPPEPKKTFNSVSKID
GABAsR-02 | 310- TKRGWAWDGKSVVNDKKKEKGSVMIQNNAYAVAVANYAPNLS 20,1 %
394 KDPVLSTISKSATTPEPNKKPENKPAEAKKTFNSVSKIDRMSR
GABAAR-B2 | 306- FFGRGPQRQKKAAEKAANANNEKMRLDVNKMDPHENILLSTLEI 27,8 %

430 KNEMATSEAVMGLGDPRSTMLAYDASSIQYRKAGLPRHSFGRN
ALERHVAQKKSRLRRRASQLKITIPDLTDVNAIDRWSR
GABAAR-B3 | 306- FFGRGPQRQKKLAEKTAKAKNDRSKSEINRVDAHGNILLAPMDV 275%
428 HNEMNEVAGSVGDTRNSAISFDNSGIQYRKQSMPKEGHGRYM
GDRSIPHKKTHLRRRSSQLKIKIPDLTDVNAIDRWSR

GABAAR- 321- VSNRKPSKDKDKKKKNPAPTIDIRPRSATIQMNNATHLQERDEE 19,4 %
y2S 403 YGYECLDGKDCASFFCCFEDCRTGAWRHGRIHIRIAKMD

GABAAR- 321- VSNRKPSKDKDKKKKNPLLRMFSFKAPTIDIRPRSATIQMNNATH 20,7 %
y2L 411 LQERDEEYGYECLDGKDCASFFCCFEDCRTGW

RHGRIHIRIAKMD

2.2.2 Kosedimentation von Gephyrin mit GST-fusionie  rten GABA asR-Loop-
Konstrukten

Fur Kosedimentationsanalysen mussten zunachst Rezeptor-Loop-beads hergestellt werden,

indem die exprimierten Proteine an Glutathion-Sepharose immobilisiert wurden (vgl.4.3.7.1).

29



Dissertation Sarah Kowalczyk 2 Ergebnisse

Je nach Saturierung der beads mit den verschiedenen Rezeptor-Loops wurden diese in
unterschiedlichen Mengen (10-25 ul effektive beads) mit Hirn-Rohextrakt bzw. rekombi-
nantem Gephyrin rC4c-P713E fur 30 min bei RT unter leichtem Rutteln koinkubiert.
Hirnextrakt wurde verwendet, um eine Interaktion mit nativem Gephyrin zu Gberprifen, wobei
rekombinantes Gephyrin Aufschluss Uber eine direkte Interaktion geben sollte. Eine
Inkubation Gber 30 min hinaus war — vor allem bei Inkubation mit Hirnextrakt — nachteilig, da
es durch die im Hirnextrakt enthaltenen Proteasen verstarkt zur Degradation der Rezeptor-
Loops kam. Da diese besonders bei hoheren Temperaturen aktiv sind, wurden testweise
auch Kosedimentationen bei 4 °C durchgefihrt. Um eine geringere Bindungsintensitéat
aufgrund der geringen Temperaturen zu umgehen, wurde dabei die Inkubationszeit
verlangert. Dies fuhrte zwar auch zu reproduzierbaren Ergebnissen (Daten nicht gezeigt),
allerdings wurde die Inkubation bei RT bevorzugt, da dies physiologische Bedingungen von
37 °C eher widerspiegelt. Die Degradation der Rezeptor-Loop-beads war ein generelles
Problem, konnte jedoch trotz Zugabe von Protease-Inhibitor sowie schnellen Arbeitens bei
4 °C nicht verhindert werden. Alle Kosedimentationsanalysen wurden mehrfach durchgefihrt
und fahrten zu vergleichbaren Ergebnissen.

Zunachst konnte gezeigt werden, dass GABA,R-a2 als Positivkontrolle sowie der -f2
und -B3-Loop deutlich in der Lage waren, natives Gephyrin aus dem Hirnextrakt zu
sedimentieren (Abb.2.2 A). Da die GABAsR-B2-Loop beads eine schlechtere Qualitat
aufwiesen, schien die Bindung schwacher zu sein als fir den $3-Loop. Fir eine quantitative
Aussage beziglich der Bindungsaffinitdten sind allerdings weitere biophysikalische Analysen
notwendig. Eine deutlich schwéchere Bindung von Gephyrin an den GABA,R-al-Loop
konnte ebenfalls gezeigt werden. Eine Interaktion von Gephyrin mit der Negativkontrolle GST
war nicht zu verzeichnen.

Insbesondere flr die beobachtete Bindung der GABAAR-B2- und -B3-Loops wurde eine
mogliche Uberlappung der Bindestelle innerhalb des Gephyrins mit der des GlyR-B-Loops
Uberprift. Kosedimentationsanalysen mit der gereinigten Gephyrin rC4c-P713E-Variante
(Verlust der GlyR-B-Loop Interaktion; vgl. 2.1) zeigten keine Anreicherung des Gephyrins
durch die verwendeten Rezeptor-Loops (GABAAR-al, -a2, -2, -B3 sowie GlyR-B), was auf
fehlende Interaktion zurlickzufihren ist. Wie in Abbildung 2.2 B zu sehen, ist die Saturierung
der beads fiur alle Rezeptor-Loops in etwa vergleichbar, wobei unterschiedlich viel
Degradation zu verzeichnen ist. Des Weiteren zeigt die Uberstand-Kontrolle, dass in allen

Anséatzen gleiche Mengen der Gephyrin-Variante eingesetzt wurden.
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Abb. 2.2: Kosedimentation von Gephyrin mit GST-fusio nierten GABA aR-Loops. (A, B) Kosedimentation von
(A) Gephyrin aus Hirn-Rohextrakt (200 pg) und (B) gereinigter Gephyrin rC4c-P713E-Variante (450 pmol) mit
GST-fusionierten GABAaR-a1-, -a2-, -B2- und -B3-Loops. Gebundene (Pellet) und ungebundene (Uberstand)
Proteinfraktionen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und fir Coomassie-Farbung (B) oder Western Blot-
Analysen unter Verwendung eines monoklonalen Gephyrin-Antikérpers (Smolinsky et al., 2008) (A) genutzt. (C)
Kristallstruktur der Gephyrin-E Doméane im Komplex mit gebundenem GlyR-3-Loop (Reste 378-426). Die fur die
Interaktion wichtigen Aminosduren sind dargestellt. Hervorzuheben ist Prolin713 (roter Kreis), durch dessen
Austausch zu Glutamat die Bindung zwischen Gephyrin und dem Glycin-Rezeptor-Loop zerstdrt wird (Kim et al.,
2006).

2.2.3 Kosedimentation von Gephyrin-Spleil3-Varianten mit GST-fusioniertem
GABA pAR-B2-Loop

Wahrend der Kosedimentationsanalysen mit den verschiedenen GABAR-Untereinheiten
und Hirnextrakt war auffallig, dass in der Western-Blot-Analyse teilweise mehrere eng
beieinander liegende Gephyrin-Banden spezifisch durch den Gephyrin-Antikorper detektiert
wurden. Dies lasst vermuten, dass es sich dabei um verschiedene Splei3-Varianten des
Gephyrins handelte. Zur weiteren Charakterisierung der Bindung zwischen der GABAAR-[32-
Untereinheit und Gephyrin wurde daher eine mdogliche Spleil3-spezifische Bindung
untersucht. Dazu wurden die Splei3-Varianten Geph, Geph-C3 sowie Geph-C4c (Abb.2.3 B)
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als GFP-Fusionsproteine in HEK293-Zellen exprimiert und der Zell-Rohextrakt fir
Kosedimentationsanalysen verwendet. Diese ergaben, dass sowohl der GlyR-$ als auch der
GABAAR-B2-Loop in der Lage waren, alle untersuchten Gephyrin-Splei3-Varianten zu
sedimentieren (Abb.2.3 A).
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Abb.2.3: Kosedimentation verschiedener Gephyrin-Sple iR-Varianten mit GST-fusionierten GABA aR-B2-
Loops. (A) Kosedimentation verschiedener GFP-fusionierter Gephyrin-Splei3-Varianten aus HEK293-Zellen

(500 pg) mit GST-fusioniertem GABAAR-B2306-430- und GlyR-B-Loop. (B) Schematische Darstellung von Gephyrin.
Geph entspricht dem Protein ohne zusatzliche Splei3-Kassette in der C-Domane. Die Position sowie Sequenz der

C3- und C4c-Variante ist dargestellt.

Auch eine Bindung an endogenes Gephyrin war nachweisbar, womit zuvor gezeigte
Ergebnisse bestétigt werden konnten (Abb.2.2). Da es sich bei den Spleil3-Varianten
ausschlief3lich um Insertionen in der C-Doméne handelt, beeinflussen Unterschiede in dieser
Domaéne die Interaktion mit den Rezeptor-Loops nicht signifikant. Allerdings kénnen mittels
Kosedimentation — aufgrund von Schwankungen in der Saturierung der eingesetzten beads
sowie Degradation — keine exakten Aussagen uber unterschiedliche Bindungsaffinitaten der
verschiedenen Spleil3-Varianten zum Rezeptor-Loop gemacht werden. Um dies zu

ermoglichen, mussten weitere biochemische Analysen durchgefiihrt werden.

2.2.4 Eingrenzung der Gephyrin-Bindestelle auf dem GABA pAR-B2-Loop
Nachdem die direkte Interaktion zwischen Gephyrin und dem GABA.R-B2-Loop gezeigt

werden konnte, wurde im nachsten Schritt das Gephyrin-Bindungsmotiv auf dem Loop weiter
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eingegrenzt. Die B2-Untereinheit ist Teil des am haufigsten im Gehirn vorkommenden
GABAAR-Subtyps (a1B2y2) (Pirker et al., 2000). Daher wurde hier das Augenmerk auf diese
Untereinheit gelegt und die Gephyrin-Interaktion mit dem GABAsR-B3-Loop, welche

ebenfalls hier gezeigt werden konnte, in spateren Versuchen eingehender betrachtet.

Tabelle 2.2: Aminoséauresequenzen der trunkierten GABAaR-B2-Loops zur Eingrenzung des Gephyrin-

Bindemotivs.
GABA AR-2- L MW [kDa] der
Loop Aminosauresequenz S ——

GABAAR-B2306.430 | FFGRGPQRQKKAAEKAANANNEKMRLDVNKMDPHENILLSTLEIKNE 445

(kompletter Loop) | MATSEAVMGLGDPRSTMLAYDASSIQYRKAGLPRHSFGRNALERHV
AQKKSRLRRRASQLKITIPDLTDVNAIDRWSR

GABAAR-B2306.400 | FFGRGPQRQKKAAEKAANANNEKMRLDVNKMDPHENILLSTLEIKNE 37,8
MATSEAVMGLGDPRSTMLAYDASSIQYRKAGLPRHSFGRNALERHV
AQ

GABAAR-B2320.430 | KAANANNEKMRLDVNKMDPHENILLSTLEIKNEMATSEAVMGLGDPR 40,9
STMLAYDASSIQYRKAGLPRHSFGRNALERHVAQKKSRLRRRASQLK
ITIPDLTDVNAIDRWSR

GABAAR-B2337.3s8 | DPHENILLSTLEIKNEMATSEAVMGLGDPRSTMLAYDASSIQYRKAGL 32,5
PRHS

GABAAR-B2337.420 | DPHENILLSTLEIKNEMATSEAVMGLGDPRSTMLAYDASSIQYRKAGL 36,3
PRHSFGRNALERHVAQKKSRLRRRASQLKITIPDLT

GABAAR-B2337.430 | DPHENILLSTLEIKNEMATSEAVMGLGDPRSTMLAYDASSIQYRKAGL 37,5
PRHSFGRNALERHVAQKKSRLRRRASQLKITIPDLTDVNAIDRWSR

GABAAR-B2361-400 | GLGDPRSTMLAYDASSIQYRKAGLPRHSFGRNALERHVAQ 31,6

GABAAR-B2390.430 | GRNALERHVAQKKSRLRRRASQLKITIPDLTDVNAIDRWSR 31,7

GABAAR-B2390-208 | GRNALERHVAQKKSRLRRR 29,0

GABAAR-B2396.420 | ERHVAQKKSRLRRRASQLKITIPDLT 29,9

GABAAR-B2390.420 | GRNALERHVAQKKSRLRRRASQLKITIPDLT 30,4

LMW = Molekulargewicht

Es wurden verschieden trunkierte Varianten des GABAAR-B2-Loops (Tabelle 2.2) in den
pGEX-6P-1-Vektor kloniert. Die Klonierungsstrategie wurde so gewahlt, dass eine moglichst
geringe Anzahl zusatzlicher Aminosduren in das resultierende Peptid eingebaut werden.
den sehr

Insbesondere bei kurzen Loop-Fragmenten konnte dies ansonsten zur

Beeinflussung der Interaktion kommen und somit das Ergebnis verfalschen. Eine
schematische Ubersicht zur Einordnung der trunkierten Varianten innerhalb des Gesamt-

Loops ist Abbildung 2.4 A zu entnehmen.
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Die erstellten GABAAR-B2-Loop-Varianten wurden analog zu Kapitel 2.2.1 als GST-
Fusionsproteine exprimiert und zur Erstellung von Glutathion-Sepharose-beads eingesetzt.
Diese wurden fir Kosedimentationsanalysen mit Hirn-Rohextrakt (Abb.2.4 B) oder
rekombinantem Gephyrin rC4c (Abb.2.4 C) verwendet. Der spezifische Nachweis von
gebundenem Gephyrin wurde mittels Western Blot-Analyse durchgefuhrt. Des Weiteren
wurden alle Elutionsproben zuséatzlich im Coomassie-gefarbten SDS-PA-Gel analysiert, um
die Qualitdt sowie Saturierung der eingesetzten GST-Rezeptor-Loop beads zu uberprifen.
Wie in Abbildung 2.4 B und C zu sehen, waren alle beads stark beladen und entsprachen
dem erwarteten Molekulargewicht (Tabelle 2.2), wiesen aber Unterschiede im Grad der
Degradation auf. Als Positivkontrolle wurden mit dem GST-GlyR-B-Loop sowie als
Negativkontrolle GST-beladene beads eingesetzt. In beiden Ansatzen — mit Hirnextrakt und
rekombinantem Gephyrin — sedimentierten die verkirzten GABAAR-B2-Loop-Fragmente, die
den C-terminalen Teil des Loops umfassten, Gephyrin in hohem MalRe. Dies war
vergleichbar mit der Gephyrin-Bindung an den kompletten Loop (GABAAR-B2306.430) Oder den
GlyR-B-Loop, wobei die Bindung an den GlyR-B-Loop am starksten war (Abb.2.4 B). Die
Ubrigen verklrzten Loop-Sequenzen waren dagegen nicht in der Lage, Gephyrin zu binden.
Alle schwachen Signale waren mit der GST-Kontrolle vergleichbar und wurden somit als
unspezifisch eingestuft. Die starkste Gephyrin-Interaktion wurde jedoch fir ein Fragment
beobachtet, das die Aminosduren 390-430 umfasst. Daher wurden drei kleinere Fragmente
dieser Peptid-Region erstellt und ebenfalls Kosedimentationsanalysen unterzogen (Abb.2.4
C). Diese zeigten, dass alle trunkierten Varianten des Bereichs 390-430 noch in der Lage
waren, Gephyrin zu binden. Eine Betrachtung der Uberlappenden Bereiche ermdglicht somit
die Eingrenzung des minimalen Gephyrin-Bindebereichs auf die Aminosauren 396-408.
Allerdings wies die GABAAR-B2390.420-Variante mit Abstand die starkste Gephyrin-Bindung
auf. Dies lasst vermuten, dass dieses Peptid alle nétigen Aminoséauren fir eine starke und
effiziente Bindung des Rezeptor-Loops an Gephyrin enthalt. Innerhalb des identifizierten
B2-Peptids (Reste 390-420) liegt ein Clathrin-Adapterprotein-2- (AP2-) Bindungsmotiv (Kittler
et al., 2005) sowie eine Phosphorylierungsstelle am Serin 410 (zusammengefasst in Luscher

et al., 2011), was auf eine regulatorische Funktion hindeutet.
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Abb. 2.4: Identifizierung der Gephyrin-Bindestelle auf dem GABA AR-B2-Loop. (A) Schematische Ubersicht
aller verwendeten GABAaR-B2-Loop Konstrukte zur Eingrenzung der Gephyrin-Bindestelle. (B, C)
Kosedimentation von Gephyrin mit GST-fusionierten GABAaR-B2-Loop-Fragmenten aus Hirn-Rohextrakt (B,
400 pg) und gereinigtem Gephyrin rC4c (C, 500 pmol). Als Positivkontrolle wurde GST-fusionierter GlyR--Loop
und als Negativkontrolle GST-gekoppelte beads verwendet. (D) Der Vergleich verschiedener GABAAR-B2-Loop-
Fragmente in der potentiellen Binderegion zeigt eine Bindung aller getesteten Fragmente an Gephyrin. Die Starke
der Bindung des jeweiligen Loop-Fragmentes an Gephyrin ist durch ,+* symbolisiert. ,-“ steht fir keine Bindung
des Loop-Fragmentes an Gephyrin.
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2.2.5 Uberpriifung der phosphorylierungs-abhangigen Bindung von Gephyrin
an den GABA AR-B2-Loop

Die Phosphorylierung der Serine 408 und 409 reduziert die Bindung der GABAAR-B3-
Untereinheit an die p2-Untereinheit des AP2-Komplexes, was in einer verminderten
Internalisierung von GABAA-Rezeptoren resultiert (Kittler et al., 2005). Eine Bindung der
AP2-u2-Untereinheit an die GABAAR-B2-Untereinheit konnte ebenfalls gezeigt werden
(Kittler et al., 2005) ebenso wie die Phosphorylierung des korrespondierenden Serin 410-
Restes innerhalb der AP2-Bindestelle (Abb.2.5 A; zusammengefasst in Luscher et al., 2011).
Vermutlich wird die Internalisierung der 2-Untereinheit auf dieselbe Art und Weise reguliert,
wie es bereits fiur die B3-Untereinheit gezeigt wurde. Da Gephyrin GABAA-Rezeptoren an der
Synapse clustert und somit der Endozytose der Rezeptoren entgegenwirkt, stellt sich die
Frage, ob die spezifische Phosphorylierung des GABA,R-Loops mdglicherweise die Bindung

beider Proteine reguliert.

2.2.5.1Kosedimentation von Gephyrin mit einer phos  phomimetischen GABA AR-B2-
Loop-Variante
Zunachst wurde eine phosphomimetische (S410D) sowie eine phosphodefiziente (S410A)
Variante des GABAAR-B2306.430-LO0OPS generiert. Hierbei simuliert die negative Ladung des
Aspartats eine Phosphorylierung an Position 410, wohingegen das Einfligen eines Alanins
durch seine Kkleine, ungeladene Struktur unphosphoryliertes Protein widerspiegelt.
Kosedimentationsanalysen mit Hirn-Gephyrin und gereinigtem Gephyrin rC4c zeigten, dass
Wildtyp- sowie S410A-Loop-Variante hahezu gleichermal3en in der Lage waren, Gephyrin zu
binden, wohingegen die GABAAR-B2-S410D-Loop-Variante eine signifikant erhdhte
Interaktion mit Gephyrin aufwies. Es ist jedoch zu beachten, dass leichte Schwankungen in
der Saturierung der eingesetzten beads vorlagen. Mit Hirnextrakt koinkubierte beads
(Abb.2.5 B) zeigten die starkste Saturierung fur die S410A Variante, wohingegen kein
Unterschied in der Saturierung zwischen Wildtyp und S410D-Variante erkennbar war. Dies
unterstreicht zusatzlich die oben geschilderte Beobachtung, da die S410A-Variante trotz
erhohter Menge eingesetzter beads die schwachste Bindung an Gephyrin aufwies. Fir die
Kosedimentations-analyse mit gereinigtem Gephyrin rC4c (Abb.2.5 C) war dagegen eine
ausgeglichene Saturierung der beiden Varianten (S410A und D) zu verzeichnen, wodurch
ein direkter Vergleich der Ergebnisse mdglich war. Dagegen ist in diesem Ansatz die
Saturierung der WT-beads relativ schwach, was sich in der Starke der sedimentierten

Gephyrin-Bande widerspiegelt.
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Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die phosphomimetische GABA,R-32 S410D-
Variante in der Lage war, sowohl rekombinantes als auch natives Gephyrin am starksten zu
sedimentieren. Dieses Ergebnis weist auf einen mdglichen phosphorylierungs-abhangigen
Mechanismus hin, der eine inverse Regulation der Internalisierung sowie postsynaptischen

Clusterung von GABAARs ermdglichen kénnte.
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Abb. 2.5: Untersuchung eines méglichen Einflusses vo n phosphoryliertem Serin 410 auf die Gephyrin-

GABA AR-B2-Loop Interaktion. (A) Aminoséuresequenz der Gephyrin-Binderegion der GABAAR-B2-Untereinheit
sowie die dazu homologe Sequenz der $3-Untereinheit. Das AP2-Bindemotiv (Kittler et al., 2005) ist durch eine
Box hervorgehoben; die Serin-Phosphorylierungsstellen (zusammengefasst in Luscher et al., 2011) sind fett
dargestellt. (B, C) Kosedimentation von Gephyrin mit GABAAR-B2306-430-LO0p-Varianten aus Hirn-Rohextrakt (B)

und mit rekombinantem Gephyrin rC4c aus E. coli (C).

2.2.5.21n vitro Phosphorylierungsanalyse

Die Kosedimentationsanalysen mit dem phosphomimetischen GABAAR-B2-Loop lieferten
einen ersten Hinweis auf einen moglichen Einfluss des Serins 410 auf die GABAAR-B2-
Gephyrin Interaktion. Fir eine zuséatzliche Analyse wurden in vitro Phosphorylierungen
durchgefuhrt, um weitere Erkenntnisse tber einen moglichen phosphorylierungs-abhangigen
Effekt auf die GABAAR-B2-Gephyrin Interaktion zu erhalten. Dazu wurden erneut beads der
drei GABAAR-B2-Loop-Varianten — WT, S410A und S410D - erstellt und fur Kosedi-
mentationsanalysen mit Hirnextrakt eingesetzt (Abb.2.6). Um eine Phosphorylierung der
Loops zu ermdglichen, wurde zusétzlich zum Hirnextrakt ATP im Uberschuss sowie
Magnesium-lonen als Cosubstrat hinzugefugt. Dies sollte die Aktivitat der im Hirnextrakt
enthaltenen nativen Kinasen steigern und somit zur Phosphorylierung der entsprechenden

Motive an den gekoppelten Rezeptor-Loops fiihren. Um im direkten Vergleich den Effekt des
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ATPs zu verdeutlichen, wurde das Experiment in zwei Ansatzen — mit und ohne Zugabe von
zuséatzlichem ATP — durchgefihrt.

Zu erwarten war eine erhOhte Bindung des Gephyrins an den unmodifizierten
GABAAR-B2306.430-L0O0p. Dieser sollte durch das zusatzliche ATP und die im Hirnextrakt
enthaltenen Kinasen im Ansatz an Position 410 phosphoryliert werden und somit Gephyrin
starker binden. Die Bindungsintensitat sollte vergleichbar mit der S410D-Variante oder fester
sein, da diese die entsprechende Phosphorylierung simuliert. Fur die S410A-Variante ware
dagegen weiterhin in beiden Anséatzen eine vergleichbar schwéachere Bindung als die
S410D-Variante zu erwarten. Als Positivkontrolle wurden beads des GlyR-B-Loops
eingesetzt. Fir diesen ist bekannt, dass die Phosphorylierung des Serins 403 die
Bindungsaffinitat zu Gephyrin reduziert (Specht et al., 2011), was eine Uberpriifung des

Versuchsansatzes ermoglicht.
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Abb. 2.6: In vitro Phosphorylierung von GABA aR-B2-Loop-Varianten mit ATP und Hirn-Rohextrakt.
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Kosedimentation von Gephyrin aus Hirn-Rohextrakt mit den GST-fusionierten GABAAR-B2306.430-LO0Op-Varianten
WT, S410A und S410D. Um eine mogliche Phosphorylierungs-abhéangige Bindung identifizieren zu konnen,
wurden doppelte Ansatze vorbereitet, wobei einer zusatzliches ATP (+ ATP) enthielt.

Wie erwartet war mit ATP eine abgeschwéchte Gephyrin-Bindung an den potentiell
phosphorylierten GlyR-B-Loop zu verzeichnen (Abb. 2.6). Die Ergebnisse fur den GABAsR-
B2-Loop sind dagegen nicht eindeutig. Die drei eingesetzten Varianten sedimentieren
Gephyrin aus dem Hirn-Rohextrakt mit zusatzlichem ATP gleichermal3en. Dagegen ist im
Ansatz ohne ATP eine zu den ATP-Ansatzen vergleichbar starke Bindung an die S410D-
Variante erkennbar. Der unmodifizierte Loop sedimentiert Gephyrin nur sehr schwach,
wohingegen keine Bindung an die S410A-Variante ersichtlich ist. GST zeigt in beiden
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Ansatzen keinerlei Bindung an Gephyrin und hat somit keine negativen Auswirkungen auf
die gezeigten Ergebnisse. Das Coomassie-gefarbte SDS-PA-Gel zeigt, dass die Beladung
der eingesetzten Rezeptor-Loop-beads nahezu identisch ist und somit ein direkter Vergleich
der Intensitat der Gephyrin-Banden untereinander moglich ist.

Basierend auf den in Abbildung 2.6 gezeigten Daten lasst sich ein phosphorylierungs-
abhangiger Effekt auf die Bindung zwischen Gephyrin und dem GABAAR-B2-Loop vermuten,
da eine verstarkte Gephyrin-Prazipitation im Ansatz mit zugefigtem ATP messbar war.
Allerdings ist aufgrund dessen, dass die S410A-Variante ebenfalls eine starkere Gephyrin-
Bindung aufwies, fraglich, ob die Interaktion durch das Serin 410 oder eine andere
Phosphorylierungsstelle im Loop beeinflusst wird.

Es ist bekannt, dass das Serin 410 unter anderem durch die Protein Kinase C (PKC)
phosphoryliert wird (zusammengefasst in Luscher et al., 2011). Daher sollten gereinigte
PKC-B1, -6 und —y Isoformen fur in vitro Phosphorylierungs-Analysen verwendet werden.
Hierzu wurde den Herstellerangaben entsprechend ein Phosphorylierungspuffer jeweils mit
und ohne Kinase angesetzt und mit den Rezeptor-Loop-beads 30 min bei RT vorinkubiert,
um eine Phosphorylierung des Loops zu erméglichen. Anschlieliend wurden die beads mit
Pulldown-Puffer gewaschen und fiir Kosedimentationsanalysen mit rekombinantem sowie
nativem Gephyrin eingesetzt. Trotz mehrfacher Durchfihrung konnte hierbei kein
eindeutiges Ergebnis erzielt werden (Daten nicht gezeigt). Somit sind keine weiteren
Aussagen anhand der durchgefiihrten Kosedimentationsanalysen beziiglich des Einflusses

von Serin 410 auf die Gephyrin-Bindung méglich.

2.2.6 Vergleich der Gephyrin-Interaktion zwischen d em GABA AR-B2- und - B3-

Loop
Wie in Smolinsky (2009) und Abbildung 2.2 gezeigt, binden sowohl der GABAAR-B2 als auch
-B3 intrazellulare Loop an Gephyrin. Fir den GABAsR-B2-Loop konnte das minimale
Bindemotiv fir Gephyrin auf die Aminosduren 396-408 eingegrenzt werden (Abb.2.4).
Aufgrund der hohen Sequenzhomologie beider Rezeptor-Untereinheiten in dieser Region
(Abb.2.5 A) lag die Vermutung nahe, dass Gephyrin an die B3-Untereinheit ebenfalls in
dieser Region bindet. Dazu wurde analog zu GST-GABAAR-B2390.408 das entsprechende
Konstrukt fir die B3-Untereinheit (GST-GABAAR-B33s9.407) erstellt. Mit den entsprechenden
GST-fusionierten Proteinen beladene beads wurden fir Kosedimentationsanalysen genutzt
(Abb.2.7). Diese zeigten, dass beide Loop-Fragmente in der Lage waren, Gephyrin
spezifisch zu binden und zu sedimentieren. Trotz gleichméaRiger Beladung der Rezeptor-

Loop-beads schien die Interaktion von Gephyrin mit der B2-Untereinheit wesentlich starker
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zu sein. Quantitative Aussagen daruber konnen jedoch nur anhand weiterer biochemischer
Analysen gemacht werden, da Kosedimentationsanalysen aufgrund ihrer Variabilitat nur
Hinweise geben kdnnen. Somit bindet Gephyrin sowohl an die GABAsR-B2- als auch die
-B3-Untereinheit an einen homologen Bereich am C-Terminus des intrazellularen Loops

zwischen Transmembrandomanen drei und vier.
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Abb. 2.7: Vergleich der Gephyrin-Interaktion mit dem GABA pAR-B2390-408- Und -B33g9.407-LO0OP. (A, B)
Kosedimentation von Gephyrin aus Hirn-Rohextrakt mit GST-fusioniertem GABAAR-B2390-408- Und -B33g9-407-LO0OP.
Mittels Western Blot-Analyse wurde Gephyrin spezifisch nachgewiesen. Die verschiedenen detektierten
Gephyrin-Banden (Pfeile) weisen darauf hin, dass unterschiedliche Spleil3-Varianten sedimentiert wurden (A). Die

Kontrolle der eingesetzten GST-Rezeptor-Loop beladenen beads erfolgte mittels Coomassie-Farbung eines SDS-

PA-Gels (B).

2.2.7 Reinigung des GABA AR-B2-Loops

2.2.7.1Reinigung GST-fusionierter GABA AR-B2-Loops

Die Reinigung der GST-fusionierten GABAAR-B2-Untereinheiten erfolgte affinitdtschromato-
graphisch dber Glutathion-Sepharose-Matrix. Hierzu wurde nach Zellernte und Zellauf-
schluss das geklarte Lysat auf die entsprechende Matrix gegeben (vgl. 4.3.2.2). Nach
Aufkonzentrierung des Eluats erfolgte ein weiterer Reinigungsschritt mittels Gelfiltration, um
eventuell noch vorhandene unspezifische Proteine oder bereits degradiertes Protein der
Grol3e nach vom gewlnschten Protein zu trennen. Exemplarisch ist die Reinigung des GST-
fusionierten GABAAR-B2390.420-LO0OPS in Abbildung 2.8 dargestellt. Aufgrund der angefligten
GST-Fusion war eine Dimerisierung des GST-Anteils mit einem daraus resultierenden
theoretischen Molekulargewicht von 60,8 kDa zu erwarten. Der Loop eluierte hach einem
Elutionsvolumen von 54,7 ml, was einem Molekulargewicht von 571 kDa entspricht. Der
gereinigte GABAAR-B2390.420-L0O0OpP lag somit als Komplex bestehend aus hochmolekularen
Aggregaten vor. Ein vergleichbares Elutionsverhalten wahrend der GroéRenausschluss-

chromatographie war ebenfalls fir den GABAAR-B2306.430-L0O0P, nicht aber fir den GlyR-B-
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Loop zu verzeichnen. Die in Abbildung 2.8 A zu erkennenden weiteren Elutionsmaxima sind
den verschiedenen Degradationsprodukten (vgl. Abb.2.8 C) des Proteins zuzuordnen. Der
komplette GST-fusionierte GABAAR-B2390.420-LO0Op ist ausschliellich im ersten Elutions-
maximum enthalten (Abb.2.8 B). Somit konnten nur diese Fraktionen fir weitere Versuche
verwendet werden. Die darauffolgenden Fraktionen enthalten einen C-terminal degradierten
GABAAR-B2390.420-L0O0OP, der bis zum GST hin abgebaut wurde (Abb.2.8 D). Durch den
weiterhin vorhandenen GST-Anteil konnten auch diese Degradationsprodukte Uber die
Glutathion-Sepharose-Matrix aufgetrennt werden. Diese Befunde sind konsistent mit den
zuvor beschriebenen Kosedimentationsanalysen (Abb.2.2-2.5), die eine verstarkte
Degradation des Fusions-Proteins aus GST und Rezeptor-Loop zeigten und daher schnelles

Arbeiten bei 4 °C erforderten.
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Abb. 2.8: Aufreinigung von in  E. coli rekombinant exprimiertem GST-GABA  aR-B2390.420-L0O0p. (A) Grol3en-
ausschlusschromatographie zur weiteren Aufreinigung des GST-fusionierten GABAaR-B2390-420-LO0OpS nach
affinitditschromatographischer Reinigung Uber Glutathion-Sepharose-Matrix. (B, C, D) Coomassie-gefarbtes
12 %-iges SDS-PA-Gel der verschiedenen eluierten Peaks. Die Elutionsmaxima der GrélRenausschlusschromato-
graphie kénnen dem GST-fusionierten GABAAR-B2390-420-LO0p (B) sowie zahlreichen Abbaustufen (C) bis hin zum
GST (D) zugeordnet werden. (E) Ubersicht der verschiedenen gereinigten GST-fusionierten Rezeptor-Loops
sowie GST.

2.2.7.2 Reinigung isolierter GABA AR-B2-Loops
Wie in 2.2.1 beschrieben, kodiert der pGEX-6P-1-Vektor fur eine spezifische Protease-
Schnittstelle zwischen der GST-Fusion und dem fusionierten Protein. Um die GST-Fusion

vom Zielprotein zu entfernen, musste dieses zunachst wie zuvor beschrieben (2.2.7.1) tGber
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Glutathion-Sepharose-Matrix aufgereinigt werden. AnschlieRend wurde das Eluat in
Spaltpuffer umgepuffert und mit PreScission-Protease fir 4 h bei 4 °C inkubiert. Eine erneute
Aufreinigung Uber Glutathion-Sepharose-Matrix ermoglichte die Separatierung von
gespaltenem Loop und GST sowie die Entfernung der ebenfalls GST-fusionierten Protease.
Der nicht gebundene Uberstand sollte den abgespaltenen Loop enthalten und wurde fur eine
weitere Aufreinigung mittels GroRenausschlusschromatographie (Superdex 16/60 75, 120 ml

SV) verwendet.
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Abb. 2.9: Aufreinigung des isolierten GABA  aAR-B2390-420-L0O0ps. (A) GroRenausschlusschromatographie nach
affinitditschromatographischer Aufreinigung Uber Glutathion-Sepharose-Matrix und Abspaltung der GST-Fusion
mittels PreScission-Protease. Detektiert wurde die Absorption bei 280 nm. Der Peak nach einem Elutionsvolumen
von 82 ml (Pfeil) entspricht dem dimerisierten Loop (8,4 kDa). (B) SDS-PA-Gel sowie erwartetes Molekular-

gewicht des isolierten GABAAR-B2306.430- UNd -B2390-220-LO0OPS.

Abbildung 2.9 zeigt exemplarisch das Elutionsprofii der GréRenausschluss-
chromatographie fir den isolierten GABAAR-B2390.420-LO0Op. Das Elutionsprofil zeigte viele
verschiedene Peaks, die groRtenteils Verunreinigungen, die noch in der Probe vorhanden
waren oder GST entsprachen. Trotzdem war es sowohl fiir die verklrzte Variante als auch
fur den kompletten GABAAR-B2-Loop mdglich, das entsprechende Protein ohne GST-Fusion
aufzureinigen (Abb.2.9 B). Der isolierte GABAAR-B2390.420-LO0Op eluierte nach 82 ml
(Abb.2.9 A), was einem Molekulargewicht von 8,4 kDa entspricht. Bei einem erwarteten
Molekulargewicht von 3,6 kDa stimmt dies in etwa mit einem Dimer Uberein. Allerdings sei zu
beachten, dass das kleinste zur Kalibrierung verwendete Standardprotein ein

Molekulargewicht von 15 kDa aufwies. Daher ist die Kalibriergerade fir kleinere Proteine
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moglicherweise ungenau. Der isolierte GABAAR-B2306.430-LO0OpP (14,2 kDa) eluierte dagegen

als Monomer bei 73 ml mit einem ermittelten Molekulargewicht von 15,8 kDa.

2.2.8 Analyse der Bindungsstochiometrie zwischen Ge  phyrin  und
verschiedenen GABA AR-B2-Loop-Varianten

Eine weitere Methode, um eine Interaktion zweier Proteine miteinander zu detektieren, ist die
analytische Gelfiltration der entstandenen Proteinkomplexe. Hierbei wurden definierte
Mengen der interagierenden Proteine erst separat und nach 20-minitiger Koinkubation Gber
eine praparative Gelfiltrations-Saule (Superdex 200 10/300 GL, 25 ml SV) unter Verwendung
einer Akta Basic 10 aufgetrennt. Kommt es zur Komplexbildung zwischen beiden Proteinen,
so ist ein zusatzlicher Peak bei gleichzeitiger Reduktion der Peaks der Einzelkomponenten
zu verzeichnen. Durch diese Veranderung kann anhand der eingesetzten Proteinmengen
eine Aussage uber die Stochiometrie der Bindung getroffen werden.

Zur Untersuchung der Gephyrin-GABAAR-B2 Interaktion wurde hier die analytische
Gelfiltration mit verschiedenen gereinigten Proteinen durchgefiihrt. Verwendet wurde der
komplette Loop als GST-Fusion sowie abgespaltenes Peptid. Des Weiteren wurde der
verklrzte Loop B2s00420 als GST-Fusion und als biotinyliertes Peptid (vgl. 2.2.11.2)
analysiert. Fur Letzteres musste die Konzentration geschatzt werden, da aufgrund fehlender
aromatischer Aminosauren kein Extinktionskoeffizient ermittelt werden konnte. Eingesetzt
wurden jeweils 4000 pmol Gephyrin sowie 8000 pmol des Rezeptor-Loops.

Der Laufpuffer enthielt eine physiologische Salzkonzentration von 150 mM NaCl und
entsprach dem in den Kosedimentationen eingesetzten Puffer.

Es wurde trimeres Gephyrin eingesetzt, welches zusatzlich Uber Gréfienausschluss-
chromatographie aufgereinigt wurde (Abb.2.1 B). Dieses eluierte nach 10,2 ml, was einem
Molekulargewicht von 382 kDa und somit — wie erwartet — einem Trimer entsprach
(Abb.2.10).

Gereinigtes GST diente als Negativkontrolle, um eine unspezifische Interaktion zwischen
Gephyrin und der GST-Fusion der eingesetzten Proteine ausschlieen zu kdnnen. Wie in
Abbildung 2.10 A zu sehen, kommt es zu keiner Verschiebung der Peaks. Sowohl als
Einzelproteine sowie nach Koinkubation eluierte Gephyrin nach 10,2 ml als Trimer, wahrend
GST nach 13,9 ml mit einem Molekulargewicht von 55 kDa in etwa als Dimer aus der Saule
trat. Die Dimerisierung von GST in LAsung ist bekannt (Parker et al., 1990) und war somit zu
erwarten. Eine kleinere Fraktion des GST eluierte dagegen schon friher bei 12,1 ml als
Hexamer. Somit war kein negativer Effekt des GSTs auf die zu untersuchende Interaktion zu

erwarten.
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GABA sR-B2-Loops. Es wurden jeweils 4000 pmol Gephyrin und 8000 pmol der gereinigten Loops separat und
nach 20-minltiger Koinkubation Uber eine analytische Gelfiltrationsséaule (Superdex 200 10/300 GL, 25 ml SV)

aufgetrennt. Fiir das GABAAR-B2390-420-Peptid wurde die Konzentration geschatzt, da kein Extinktionskoeffizient

ermittelt werden konnte. Trimeres Gephyrin eluierte nach 10,2 ml. Eine Verschiebung des Gephyrin-Peaks deutet

auf Interaktion der koinkubierten Proteine hin. Dies war jedoch nur fur die Positivkontrolle, den GlyR-B-Loop, zu

beobachten.
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Als Positivkontrolle wurde erneut die bereits bekannte Interaktion zwischen Gephyrin und
dem GlyR-B-Loop (42,8 kDa) analysiert (Abb.2.10 B). Dieser trat hauptséchlich als Dimer
(72,8 kDa) und zu einem geringen Anteil auch als Tetramer (182 kDa) auf. Kleinere, spater
eluierende Peaks lieRen einen leichten Abbau des GIlyR-B-Loops vermuten. Nach
Koinkubation mit Gephyrin verschob sich der Gephyrin-Peak zu einer friheren
Retentionszeit und entsprach einem Molekulargewicht von 432 kDa, wahrend der Peak fir
den dimeren GST-GlyR-B-Loop nahezu gleich blieb. Auffallig war jedoch, dass nach
Koinkubation kein tetramerer Loop mehr zu verzeichnen war. Die Verschiebung des
Gephyrin-Peaks zu einer friheren Retentionszeit lasst auf eine Interaktion beider Proteine
schlieBen. Da es allerdings zu keiner signifikanten Abnahme des GlyR-B-Loop-Peaks kam,
schien der Loop im Uberschuss vorzuliegen, wodurch keine Angaben zur Stéchiometrie der
Bindung moglich sind.

Fiur die eingesetzten GABAsR-B2-Loops sind anhand der Ergebnisse dagegen keine
Aussagen bezuglich einer Gephyrin-Interaktion maglich. Sowohl fiir den kompletten, als auch
fur den verkirzten Loop ergab sich nach Koinkubation ein vergleichbares Elutionsprofil zu
den Laufen mit den Einzelproteinen. Somit kam es zu keiner messbaren Komplexbildung
zwischen den Proteinen. Auffallig ist, dass der komplette Loop sowohl vor, als auch nach
Koinkubation zum einen als gréReres Aggregat (1477 kDa) und anschlielend Uber ein
langeres Elutionsvolumen und nicht in einem eindeutigen Peak eluierte (Abb.2.10 C). Dieser
Peak erstreckt sich Uber 6 ml und entspricht mehreren Oligomerisierungs- bzw.
Degradationsstufen  (Tetramer, Dimer, Monomer, Abbau). Der verkirzte Loop
(GABAAR-B2390.420) Wies dagegen definiertere Peaks auf, die jedoch ebenfalls verschiedenen
Zustanden des Proteins zuzuordnen sind. Somit trat das Protein als hdéheres Aggregat
(1571 kDa), Tetramer (109 kDa), Dimer (56 kDa) und in zahlreichen Abbauprodukten von der
Séaule (Abb.2.10 D). Im Vergleich dazu konnten Messungen mit dem isolierten GABAAR-
B2306.430-LOOP Vvernachlassigt werden, da aufgrund zahlreicher Peaks im Elutionsprofil
keinerlei genaue Aussage moglich war. Trotz einer definierten Einzelbande nach der
Aufreinigung (Abb.2.9 B) schien es sich bei dem isolierten Loop um keine saubere
Proteinfraktion zu handeln bzw. das Protein lag in sehr vielen aggregierten Formen vor
(Abb.2.10 E). Bei einem erwarteten Molekulargewicht von 14,2 kDa ergaben sich durch die
verschiedenen Peaks ermittelte Molekulargewichte von 1477 kDa, 144 kDa (Dekamer),
43 kDa (Trimer), 8,8 kDa (~Monomer), 2,2 und 0,8 kDa (Abbau). Trotz der vielen Peaks und
somit Oligomerisations- und Abbauzustdnden in den Anséatzen war eindeutig zu erkennen,
dass es zu keiner charakteristischen Veranderung der Gephyrin- oder Loop-Elutionen nach
Koinkubation kam, wobei leichte Schwankungen in den Peak-HOhen als insignifikant
betrachtet wurden. Somit konnte fiur diese Proteine mittels dieser Methode keine
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Komplexbildung nachgewiesen und damit keine weiteren Aussagen hinsichtlich der
Interaktion mit Gephyrin gemacht werden.

Zuséatzlich wurde ein biotinyliertes Peptid, das der Gephyrin-Bindestelle auf dem
GABA,R-B2-Loop (Aminosauren 390-420) entsprach (vgl. 2.2.11.2), analysiert und mit
Gephyrin koinkubiert (Abb.2.10 F). Dieses Peptid (3,6 kDa) eluierte in einem sauberen Peak
nach 19 ml und entsprach somit einem Monomer von 3,9 kDa. Der Peak wies nur eine sehr
geringe Absorption auf, was durch die fehlenden aromatischen Aminosauren in der Sequenz
zu erklaren ist. Eine Messung bei 205 nm spiegelt die Absorption der Peptidbindung wieder
und fuhrte, abgesehen von einer erhthten Absorption, zum selben Ergebnis. Allerdings
ergab die Messung des Gephyrins bei 205 nm einen sehr stark absorbierenden und somit
nicht eindeutig definierten Peak, weshalb hier nur die Messungen bei 280 nm dargestellt
sind. Nach Koinkubation des Peptids mit Gephyrin ergab sich keine eindeutige Anderung des
Gephyrin-Peaks. Allerdings war eine deutliche Abnahme des Peptid-Peaks (Absorptionzgs nm
von 303,66 mMAU in der Einzelmessung gegen 154,32 mAU nach Koinkubation) zu
verzeichnen (messbar sowohl bei 280, als auch 205 nm). Dies ldsst vermuten, dass es
maoglicherweise zu einer Interaktion kam. Es wére denkbar, dass zwar eine Bindung an das
Gephyrin  stattgefunden hat, diese aber nicht messbar ist, da aufgrund der
GroRRenunterschiede zwischen Gephyrin und dem Loop die daraus resultierenden minimalen
Veranderungen im Molekulargewicht nicht detektierbar sind. Mdglicherweise kommt es nach
der Komplexbildung zur langsamen Abdissoziation des Peptids, so dass keine weitere
Anderung im Gephyrin-Peak induziert wird.

Zur weiteren Analyse wurden auch analytische Gelfiltrationen unter Verwendung einer
Hochleistungsflissigkeitschromatographie durchgefuhrt (Acquity BEH200 Saule, 2,4 ml SV,
1,7 um PartikelgréRe). Durch ein weitaus geringeres Injektionsvolumen (hier: 0,5-3 ul) und
eine deutlich geringere Laufzeit pro Trennung (8 min) bietet dieses System den Vorteil, dass
wesentlich mehr verschiedene experimentelle Bedingungen ausgetestet werden kénnen.
Aufgrund dessen wurden die koinkubierten Proteine nach 0, 10, 20, 30 und 40 min
Koinkubation analysiert, um mdgliche Unterschiede darstellen zu kénnen. Die eingesetzten
Proteine sowie die resultierenden Gelfiltrations-Laufe entsprachen denen aus Abbildung
2.10. Auch mittels dieses Systems waren keine eindeutigen Verschiebungen bzw.
Abnahmen der Peaks zu verzeichnen, weshalb die entsprechenden Ergebnisse hier nicht
dargestellt sind. Die Verwendung unterschiedlicher Puffer (100 mM Kaliumphosphatpuffer
pH 6,8 bzw. 7,5) sowie Proteinmengen &nderte dies nicht. Es konnte bestatigt werden, dass
die verschiedenen gereinigten Loops keine definierten Elutionszeiten aufwiesen und somit in

unterschiedlichen Aggregationsformen bzw. degradiert vorlagen.
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Somit ergab sich aus beiden hier durchgefuhrten Gelfiltrations-Analysen keine weitere
Aussage beziglich der Gephyrin-GABAAR-B2 Interaktion und dessen Stdchiometrie.
Moglicherweise ist die Interaktion zu schwach und mittels Gelfiltration nicht nachweisbar, da

die Komplexe wahrend der Auftrennung wieder dissoziieren.

2.2.9 Dynamische Lichtstreuung (DLS)
Mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung kénnen Aussagen Uber die Gré3e von Proteinen in
Proteinlosungen und somit auch {ber deren Oligomerisierungsstatus sowie deren
Homogenitat gemacht werden. Das eingestrahlte Laserlicht wird durch die in der Ldsung
befindlichen Teilchen gestreut, wobei es durch die sich bewegenden Partikel zu einer
Fluktuation der Streuungsintensitat kommt. Basierend auf Brown’scher Molekularbewegung
sind kleine Molekile beweglicher als gro3e und es kommt zu einer starkeren Fluktuation.
Aufgrund der zuriickgelegten Distanz innerhalb einer bestimmten Zeit kann der
Diffusionskoeffizient und daraus der hydrodynamische Radius der Partikel ermittelt werden.
Dieser ermdglicht wiederum Aussagen Uber das Molekulargewicht der zu untersuchenden
Proteine. Des Weiteren liefert das DLS Informationen Uber die massenmaRlige Verteilung der
Molekiile (Polydispersitat) sowie die Partikelgrof3enverteilung (monomodal oder multimodal).
Wahrend der analytischen Gelfiltration bzw. der Reinigung zeigte sich, dass die
eingesetzten Proteine inhomogen waren bzw. in aggregierter Form vorlagen. Um zusatzliche
Informationen Uber die Proteine und deren Oligomerisierungsstatus zu erlangen, wurden sie

der dynamischen Lichtstreuung unterzogen.

2.2.9.1 DLS-Messungen mit gereinigten Rezeptor-Loop s

Die Analyse der verschiedenen Proteine wies auf unterschiedliche Oligomer-isationsformen
hin. GST (Abb.2.11 A) war wie erwartet ein Dimer. Generell deutet eine Polydispersitat von
unter 15 % darauf hin, dass es sich um eine homogene Lésung handelt. Des Weiteren
spricht ein Masseanteil von >99 % fir eine monomodale Lésung, in der gréRere Aggregate
insignifikant und zu vernachlassigen sind. Die Polydispersitat von GST betrug 13 % mit
einem Masseanteil von 100 %. Somit lag das Protein in einer homogenen, monomodalen
Ldsung vor.

Im Gegensatz dazu war fir den GlyR-B-Loop eine polydisperse Losung messbar (34 %
Polydispersitat). Diese schien zwar unter Berlcksichtigung der Prozentigkeit der Masse
(100 %) ebenfalls monomodal zu sein, allerdings wurde nicht nur ein einzelner Peak
gemessen. Die verschiedenen Peaks erstreckten sich Uber einen grof3en Bereich des
ermittelten Radius und entsprachen somit verschiedenen Molekulargewichten. Im Mittel gab

das Programm ein Molekulargewicht von 195 kDa vor, was einem Pentamer und nicht wie
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erwartet (verglichen mit der Gellfiltration) einem Dimer entsprechen wirde. Aufgrund der
Vielzahl verschiedener Peaks ist allerdings in Hinblick auf den Aggregationszustand des
GlyR-B-Loops keine genaue Aussage mdglich. Des Weiteren wurden unterschiedliche
Proben des GlyR-B-Loops gemessen, die sich im Grad der Aufkonzentrierung unterschieden.
Moglicherweise nimmt mit steigender Konzentration in der Proteinldsung das
Aggregationsverhalten zu und fuhrt zu einer polydispersen Verteilung des Proteins. Dies war
jedoch nicht der Fall, sondern es waren keinerlei Unterschiede messbar (Daten nicht
gezeigt).

Sowohl die Messungen fur GST-fusionierten als auch nicht-fusionierten GABAAR-B2-
Loop (Abb.2.11 B) ergaben ahnliche Ergebnisse wie fur den GlyR-B-Loop. Es handelte sich
somit auch hier um eine polydisperse Losung, bei der Aggregate mit unterschiedlichen
Radien und somit Proteinkomplexe mit variierenden Molekulargewichten detektiert werden
konnten. Dies war vor allem fir den isolierten Loop sehr auffallig und entspricht den
Beobachtungen wéhrend der analytischen Gelfiltration. Es schien nicht mdglich zu sein, eine
homogene Fraktion des abgespaltenen Loops zu isolieren (vgl. 2.2.8). Interessanterweise
war fir den GST-fusionierten GABAsR-B2-Loop ein kleiner Peak, der einer homogenen
Losung und einem dimeren Molekulargewicht entspricht, zu verzeichnen. Trotz der geringen
Intensitat des Peaks (3,7 %) ist davon auszugehen, dass der Grofteil aller Loops dieser
Konfiguration entspricht, da dessen Anteil am gestreuten Licht aufgrund der sehr geringen
Masse sehr klein ist. Wie schon zuvor beobachtet, scheint das starke Degradationsverhalten
des Loops zur hohen Inhomogenitat der GST-fusionierten Loops beizutragen.
Mdglicherweise aggregieren die Abbauprodukte oder der komplette Loop und fihren zu dem
hier gezeigten Ergebnis (Abb. 2.11).

Der verklrzte GST-GABAAR-B2390.420-LO0Op zeigte dagegen ein ahnliches Verhalten wie
schon fur das gereinigte GST beobachtet werden konnte. Zwar ist die Polydispersitat im
Gegensatz zum GST etwas erhoht (16 gegen 13 %), aber es handelt sich ebenfalls um eine
monomodale Ldsung, in der die groReren Aggregate vernachlassigt werden kdnnen.
AulRerdem erstreckt sich der Bereich der gemessen Radien Uber einen weitaus kleineren
Bereich verglichen mit dem GABAAR-B2- und dem GlyR-B-Loop. Das daraus ermittelte

Molekulargewicht entspricht wie erwartet einem Dimer (Abb.2.11 B).
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Radius [nm] Radius [nm] Radius [nm]
R monomeres Oligo -
Protein [nm] % Pd MW [kDa] %lntensitat tMasse MW [kDa] merisierung
GST-GABAAR-B2306.430 4,1 13,6 92 3,7 81,3 44,46 Dimer
Peakl
GST-GABAAR-B2306.430 40,3 59,2 19219 96,3 18,7 44,46 Multimer
Peak2
GABAAR-B2306.430 Peak 1 2,3 40,1 23 64,5 100,0 14,2 Dimer
GABAAR-B2306.430 Peak 2 151,2 40,2 423531 30,1 0,0 14,2 Multimer
GABAAR-B2306.430 Peak 3 4662,4 | 12,0 1291160000 54 0,0 14,2 Multimer
GST-GABAAR-B2390-420 3,6 16,0 66 82,7 100,0 30,44 Dimer
Abb.2.11: Untersuchung der Homogenitdt und des Olig  omerisierungsstatus verschiedener

Proteinlésungen mittels dynamischer Lichtstreuung. (A) Die Negativkontrolle GST liegt als Dimer in einer

homogenen Lodsung vor, wahrend der GlyR-B-Loop eine sehr polydisperse, inhomogene Lésung aus vielen
Aggregaten bildet. (B) Sowohl der GST-fusionierte als auch der nicht-fusionierte GABAAR-2306.430-LO0Op zeigen
eine sehr polydisperse, inhomogene Lésung, wobei sich der nicht-fusionierte Loop in seinem Spektrum Uber
mehrere Multimerisierungsformen erstreckt. Die héheren Aggregationsformen wurden aufgrund einer besseren
Ubersicht in den Diagrammen vernachlassigt und nur in den Tabellen dargestellt. Ahnlich wie GST liegt der GST-
fusionierte GABAaR-B2390.420-LO0Op dagegen relativ homogen als Dimer vor — grofRere Aggregate kdnnen
vernachlassigt werden. Es wurden 1-5 mg/ ml der jeweiligen Proteine eingesetzt und 20 Scans pro Messung

durchgefihrt. R: Radius, Pd: Polydispersitat, MW: Molekulargewicht; Peak1-3: Details zu den verschiedenen
Oligomerisierungsformen.
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2.2.9.2 DLS-Messungen mit gereinigtem Gephyrin

Das Aggregationsverhalten von Gephyrin in Abh&ngigkeit des Reinheitsgrades sollte
ebenfalls untersucht werden. Dazu wurden Proben nach Reinigung Uber einen Anionen-
austauscher sowie Proben von den zwei mittels Gelfiltration erhaltenen Peaks (Abb.2.1)
analysiert. Wie erwartet zeigte die Probe nach der Anionenaustauscherchromatographie eine
polydisperse (54,3 % Polydispersitat), multimodale Lésung mit héheren Aggregraten. Dies
war nicht verwunderlich, da es sich hierbei um das Proteingemisch handelt, das erst im
nachsten Schritt mittels GréRenausschlusschromatographie weiter aufgetrennt wurde

(Abb.2.1 B) und somit Proteinkomplexe verschiedener Gré3e enthielt.

Geph I'in(nach SourceQ) Geph I'in(nach Gelfiltration — Peak1) Geph ringnach Gelfiltration — Peak?)
40 40 40
'0\3' 30 4 g 30 A g 30 A
= T b
% 20 - ‘i’ 20 + :% 20
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9] b g
. oL L] o LIl ] ,
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Radius [nm] Radius [nm] Radius [nm]
monomeres Oligo -
Protein R [nm] % Pd MW [kDa] %Intensitat PoMasse MW [kDa] merisierung
Gephyrin (nach 12,6 54,3 1254 100,0 100,0 85,4 Oligomer
SourceQ)
Gephyrin (nach 15,3 46,2 1979 100,0 100,0 85,4 Oligomer
Gelfiltration — Peak1)
Gephyrin (nach 9,5 36,6 646 100,0 100,0 85,4 Hexamer
Gelfiltration — Peak?2)
Abb. 2.12: Untersuchung der Homogenitdét und des OIli  gomerisierungsstatus von Gephyrin in

Abhangigkeit vom Reinigungsgerad mittels dynamische r Lichtstreuung. Nach Reinigung Uber einen
Anionenaustauscher war Gephyrin in einem Gemisch aus héheren Oligomeren nachweisbar. Mittels Gelfiltration
konnten diese getrennt werden und Gephyrin lag zum einen als Hexamer und zum anderen als Gemisch aus
Multimeren vor. R: Radius, Pd: Polydispersitat, MW: Molekulargewicht.

Abbildung 2.12 zeigt, dass — wie erwartet — der erste Peak nach der Gelfiltration héher
oligomerisiertes Gephyrin enthielt als der zweite Peak. Allerdings ergab sich nach der
GrolRenausschlusschromatographie ein ermitteltes Molekulargewicht von 637 kDa fur diesen
ersten Peak, wohingegen die hier gezeigten Messungen auf ein weitaus hoheres Aggregat
(1979 kDa) schlieRen lassen. Dies lasst vermuten, dass nach der Trennung mittels
Gelfiltration eine weitere Aggregation des Gephyrins in Lésung stattgefunden hat. Dagegen

entspricht der zweite Reinigungs-Peak einem Gephyrin-Hexamer (646 kDa). Dies ist
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verwunderlich, da fir diese Proteinfraktion ein trimeres Verhalten wéhrend der Gelfiltration
gezeigt werden konnte. Somit wurden zwar deutlich die Unterschiede zwischen den
einzelnen Reinigungsschritten beziglich des Oligomerisierungsverhaltens von Gephyrin
aufgezeigt, allerdings entsprachen diese nicht vorherigen Ergebnissen (vgl. Abb.2.1). Es sei
jedoch zu beachten, dass auch bei den in Abbildung 2.12 gezeigten Messungen kein
einzelner, sauberer Peak zu verzeichnen war. Dies lasst wie schon bei den Rezeptor-Loops
auf ein Proteingemisch aus verschiedenen Aggregationszustanden schlieRen. Durch die
hohe Polydispersitat (54,3, 46,2 bzw. 36,6 %), was fur eine inhomogene Lésung spricht, wird
dies zuséatzlich unterstrichen. Somit ist das angegebene Molekulargewicht aus den

verschiedenen Peaks gemittelt und ein ungefahrer Richtwert.

2.2.10Isothermale-Titrations-Kalorimetrie (ITC)

Zur weiteren Charakterisierung und zur Bestimmung der Bindungsaffinitdten zwischen
Gephyrin und dem GABAsR-B2-Loop wurden ITC-Messungen durchgefiihrt. Diese
ermdglichen eine genaue Aussage zum Bindungsverhalten hinsichtlich  Affinitat,
Stochiometrie und Anzahl der Bindungsstellen. Hierzu wurde Gephyrin als Analyt (20-40 puM)
und die verschiedenen, gereinigten Rezeptor-Loops als Liganden (200-800 puM) verwendet.
Aufgrund von Instabilitdit und erhohter Degradation mussten die Rezeptor-Loops jeweils
frisch gereinigt und direkt im Anschluss fir die Messung eingesetzt werden. Es wurden
Messungen sowohl mit dem kompletten GABAAR-B2306.430, als auch mit dem verkirzten Loop
(B2390.420) als GST-Fusionsprotein und als isoliertes Protein/ Peptid durchgefuhrt. Da
wahrend der Reinigung der GABAAR-B2-Loops vermehrt Degradation zu beobachten war,
wurden beide Varianten — mit und ohne GST-Fusion eingesetzt.

Als Negativkontrolle wurden Messungen mit gereinigtem GST durchgefihrt, die
allerdings keine spezifische Bindung an Gephyrin zeigten (Abb.2.13 A), so dass die
Verwendung GST-fusionierter Rezeptor-Loops hinsichtlich falsch positiver Ausschlage
unbedenklich war. Um einen weiteren Einfluss der GST-Fusion auszuschlieRen bzw.
beurteilen zu koénnen, wurden Kontrollmessungen mit gereinigtem GST-GlyR-B-Loop
durchgefihrt, da es durch die Dimerisierung des GSTs zu Veranderungen in der Faltung des
Loops kommen koénnte. Da fiur den isolierten GlyR-B-Loop bereits ITC-Daten vorliegen,
kénnen diese mit den erhaltenen Ergebnissen des fusionierten Loops verglichen werden und
somit Aussagen uber einen méglichen Einfluss der GST-Fusion auf das Bindungsverhalten
zu Gephyrin getroffen werden. Messungen mit gereinigtem Gephyrin ergaben eine
exotherme Bindung des GST-GlyR-B-Loops mit einem monophasischen Bindungsverhalten
und einem Kp-Wert von 0,9 £ 0,1 uM (Abb.2.13 B). Eine Auswertung im biphasischen Modus
war nicht maglich.
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Im Vergleich zum GlyR-B-Loop (Abb. 2.13 B) zeigten alle Messungen mit gereinigten
GABAsR-B2-Loops (komplett und verkirzt als GST-Fusion bzw. isoliertem Loop) eine
endotherme Reaktion. Da jedoch die resultierende freie Enthalphie AG negativ war, kann
trotzdem von einer spontan stattfindenden Reaktion ohne nétige Warmezufuhr ausgegangen
werden. Die Bindungskurve ergab fir alle gemessenen Proteine eine vergleichbare,
monophasische Bindung an Gephyrin.

Anhand der Messungen mit dem kompletten Loop (Abb. 13 C) konnte eine
Bindungsaffinitat des Loops zu Gephyrin von 25,38 uM ermittelt werden und ist somit um ca.
das 30-fache hoher als die Affinitat von Gephyrin zum GIlyR-B-Loop. Es ist nur eine leichte
Abnahme der Peak-Intensititen sowie eine hohe Hintergrundwarme wahrend der
Messungen zu verzeichnen. Des Weiteren wurde die Sattigung nicht erreicht. Die verkirzte
Variante (Reste 390-420; Abb. 13 D) wies ebenfalls eine endotherme Reaktion auf, die
nahezu gesattigt war. FUr den GABAAR-B2390.420-L0O0Op ergibt sich somit ein Kp-Wert von 9,0 £
1,1 pM. Dies wies — verglichen mit dem GlyR-B-Loop — auf eine mindestens 10-fach
schwéchere Bindung des GABAAR-B2-Loops an Gephyrin hin.

Als weitere Negativkontrolle wurde anstelle von Gephyrin Puffer als Analyt eingesetzt.
Hierzu wurde der Loop gereinigt und die entsprechende Menge fir zwei Messungen
vorbereitet. Es wurde mit diesem Protein zundchst eine Messung durchgefiihrt, in der Puffer
als Analyt vorlag. AnschlieRend wurde das restliche Protein flr eine Messung mit Gephyrin
eingesetzt. Somit waren beide Laufe in Bezug auf den verwendeten Loop identisch und
konnten miteinander verglichen werden. Daraus ergab sich eine exakt mit den vorigen
Messungen vergleichbare Bindungskurve (Abb.2.13 D, E). Daher ist davon auszugehen,
dass es sich bei allen gemessenen Bindungskurven mit dem GABAAR-B2-Loop um
unspezifische Reaktionen handelte, die durch die Titration des Rezeptor-Loops in die Zelle
entstanden sind. Somit liegt die Vermutung nahe, dass der Rezeptor-Loop mdglicherweise
mit sich selbst interagiert (wie bereits durch Gelfiltration und DLS gezeigt). Durch Injektion
des Liganden in die Zelle — zum Analyten — wird das Protein verdinnt, was die
Neueinstellung des Bindungsgleichgewichtes zwischen den verschiedenen Multimeren zur
Folge hat und mit einer Warmeanderung einhergeht

Die Verwendung der Proteine in verschiedenen Konzentrationen sowie die Anderung der
Pufferzusammensetzung oder die Nutzung von Gephyrin als Ligand und des Rezeptor-
Loops als Analyt fihrten ebenfalls zu keinen auswertbaren Ergebnissen. Daher konnten die
ITC-Messungen nicht zur weiteren Charakterisierung der Bindung zwischen Gephyrin und

dem GABA,R-B2-Loop genutzt werden.
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Abb. 2.13: Isothermale-Titrations-Kalorimetrie. Die Liganden GST (A), GST-GlyR-B-Loop (B), GST-GABAAR-
B2306-430-Lo0p (C) und GST-GABAAR-B2390-420-LO0p (D, E) wurden in den Analyten Gephyrin (A, B, C, D) bzw.
Puffer (E) titriert. Es wurden 200-800 pM des Liganden mit einem Injektionsvolumen von 8-12 ul sowie 20-40 uM
des Analyten fur die Messungen eingesetzt. (F) Ermittelte Bindungsaffinititen sowie weitere Parameter fir die

Interaktionen zwischen Gephyrin und dem GIlyR-B- bzw. GABAAR-B2390-420-L00p. Kp = Dissoziationskonstante;
N = Stéchiometrie; H = Enthalpie; S = Entropie.
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2.2.11 Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie (  SPR)

2.2.11.1 SPR-Messungen mit kovalent gekoppeltem Gep  hyrin
Aufgrund der oben geschilderten Probleme wahrend der ITC-Messungen erfolgte eine
weitere Spezifizierung der Bindungsaffinitat zwischen Gephyrin und dem GABAAR-B2-Loop
mittels Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie (SPR). Dazu wurde zunachst
Gephyrin — als Ligand — kovalent tber freie Amine an einen Carboxylmethyldextran-Hydrogel
Sensorchip gekoppelt. Da die abgespaltenen GABAAR-B2-Loops - insbesondere die
verklrzte Variante — aufgrund ihres Molekulargewichts zu geringe Verdnderungen in der
Resonanz liefern wirden, waren diese als Analyten nicht geeignet. Aus diesem Grund
wurden die GST-fusionierten GABAAR-B2-Loops (komplett und verkirzt) als Analyten
eingesetzt. Dabei diente gereinigtes GST als Negativ- und der GST-fusionierte GlyR-3-Loop
als Positivkontrolle. Die Positivkontrolle war noétig, da bisher veroffentlichte Daten zu
Bindungsstudien zwischen Gephyrin und dem Glycin- sowie GABAA-Rezeptor hauptsachlich
auf ITC-Messungen basierten. Ausschlie3lich Sola und Kollegen (2004) fihrten SPR-
Messungen mit Gephyrin und dem GlyR-B-Loop durch, was in einem Kp-Wert von 0,4-
1,1 uM resultierte. Um einen negativen Einfluss der verwendeten Methode in die Auswertung
mit einzubeziehen, wurden Messungen mit der Positivkontrolle hier ebenfalls durchgefihrt.
Zusatzlich war der Vergleich mit dem GST-fusionierten GlyR-B-Loop noétig, um eine
eventuelle Beeinflussung durch den GST-tag ausschliel3en bzw. mit einbeziehen zu kénnen.
Die Messungen mit den verschiedenen Rezeptor-Loops konnten aufgrund verschiedener
Loslichkeiten der Loops nicht im selben Puffer durchgefihrt werden. Es wurden alle
Messungen mit dem GlyR-B-Loop in Tris-Puffer mit einer relativ hohen Salzkonzentration
(10 mM Tris/ HCI pH 8,0, 250 mM NacCl) durchgefiihrt, wohingegen fir die Messungen mit
den GABAAR-Loops eine niedrigere Salz- und eine leicht erhdhte Tris-Konzentration (20 mM
Tris/ HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) notwendig war. Somit scheint die Art der
Interaktion sowie die Stabilitét und Faltung der Loops aufgrund ihrer unterschiedlichen
Aminosauresequenz durch die Salzkonzentration im Puffer beeinflusst zu werden. Daher
entspricht nur der fir die GABAA-Rezeptoren verwendete Puffer einer physiologischen Salz-
konzentrationen. DarlUber hinaus binden beide Proteine — wie oben gezeigt — tber dieselbe
Bindungstasche an Gephyrin, so dass die beobachteten Unterschiede auf weitere

bindungsrelevante Bereiche in Gephyrin schlieRen lassen.
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Abb. 2.14: Charakterisierung der Interaktion zwischen de n Loops der GIlyR-B- bzw. GABAR-B2-
Untereinheit und Gephyrin mittels Oberflachen-Plasmo n-Resonanz-Spektroskopie. (A, B) Oberflachen-
Plasmon-Resonanz-Analysen wurden mit einem Carboxylmethyldextran-Hydrogel Sensorchip durchgefiihrt, an
dessen Flusszelle Gephyrin kovalent ber freie Amine gekoppelt wurde. Als Analyten wurden der GST-
fusionierte GlyR-B-Loop als Positivkontrolle (A) sowie der GST-fusionierte GABAAR-B2306-430- Und der verkdrzte,
ebenfalls GST-fusionierte 2390-420-LO0Op eingesetzt (B). Als Negativkontrolle diente gereinigtes GST (B). Die Kp-
Werte geben Auskunft liber die Starke der Bindung, wobei der GlyR-B-Loop eine 20-fach héhere Affinitat zu
Gephyrin aufweist als der GABAAR-B2-Loop. n: Anzahl der Messungen.

Fur eine einzelne Messung wurden verschiedene Konzentrationen des jeweiligen
Analyten (GABAR-B2-Varianten, GST: 0-800 pM; GlyR-B: 0-25 uM) eingesetzt. Die
resultierenden Resonanzeinheiten wurden in dreifacher Bestimmung pro Konzentration
gemessen und fir spatere Analysen gemittelt, wodurch auch die Berechnung der
Standardabweichung ausgehend von der Grundgesamtheit (Stabwn), méglich war. Die aus
den verschiedenen Messungen ermittelten Bindungsaffinitaten (Kp-Werte) wurden ebenfalls
gemittelt und sind in Abbildung 2.14 dargestellt. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied
in der Bindungskurve zwischen den Rezeptor-Loops und der GST-Kontrolle, woraus zu
schliel3en ist, dass keine unspezifische Bindung des GSTs an Gephyrin erfolgt und somit die
Ergebnisse fir die Rezeptor-Loops nicht verfalscht sind. Die ermittelten Kp-Werte fur die
beiden verwendeten GABAAR-B2-Loops liegen in einem vergleichbaren Bereich, wobei der

Kpo-Wert fir den verkirzten Loop mit 45,27 + 14,35 pM etwas niedriger ist als fir den
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kompletten Loop mit einem Kp-Wert von 54,48 + 14,54 uM. Die entstandenen Differenzen
kénnen maoglicherweise durch Unterschiede in der Reinheit der Proteine erklart werden, sind
aber als nicht signifikant zu betrachten. Wie in Abbildung 2.8 zu sehen, ist es nicht
ausgeschlossen, dass sich neben dem gewiinschten Fusionsprotein auch bis hin zum GST
degradiertes Protein im Reinigungsansatz befindet. AuRerdem konnte bei den Reinigungen
beobachtet werden, dass die Stabilitdt des kompletten Loops vergleichsweise geringer war
als die des verkirzten Loops. Dies macht eine genaue Bestimmung der Konzentration des
intakten Fusionsproteins unmdglich und kann somit die Ermittlung des Kp-Wertes durchaus
verfalschen und zu Unterschieden fuhren.

Im Vergleich zur GABAAR-B2-Untereinheit konnte fir den GlyR-B-Loop ein deutlich
niedriger Kp-Wert (2,37 + 1,73 uM) und somit eine wesentlich héhere Affinitat zu Gephyrin
ermittelt werden. Daraus gibt sich im direkten Vergleich eine rund 20-fach geringere Affinitat
der GABAAR-B2-Untereinheit zu Gephyrin als es fur die GlyR-B-Untereinheit der Fall ist. Eine
verminderte Affinitdt wurde durchaus erwartet, da schon in den Kosedimentationsanalysen
eine deutlich schwéachere Bindung der GABAAR-B2-Untereinheit im Vergleich zur GlyR-3-

Untereinheit zu verzeichnen war (vgl. Abb.2.4).

2.2.11.2 SPR-Messungen mit biotinyliertem GABA  AR-B2390.420-Peptid

Fur weitere Analysen der Bindungsstarke wurden SPR-Messungen mit einem
synthetisierten Peptid verwendet, welches die Gephyrin-Bindestelle auf dem GABAJR-B2-
Loop trug (Aminosauren 390-420) und am N-Terminus biotinyliert war (die Synthese erfolgte
durch die Arbeitsgruppe Prof. Neundorf, Institut fir Biochemie, Universitdt zu Koln). Das
angefligte Biotin ermdglicht die spezifische Kopplung des Peptids an einen Streptavidin-
gekoppelten Sensorchip. Durch die hohe Affinitdt zwischen Biotin und Streptavidin
(10°-10° nM) ist diese Kopplung einer kovalenten Bindung gleichzusetzen und nicht
reversibel. Ein weiterer Vorteil zu den vorigen Messungen war, dass kein GST-gekoppeltes
Fusionsprotein vorlag.

Gereinigtes Gephyrin rC4 wurde in verschiedenen Konzentrationen (0-68 uM) als Analyt
eingesetzt. Erste Messungen ergaben eine gesattigte Bindungskurve, anhand derer ein
Kp-Wert von 9.7 uM ermittelt werden konnte (Abb. 2.15). Dieser ist im Vergleich zu den
Messungen mit kovalent gekoppeltem Gephyrin und GST-fusionierten Rezeptor-Loops (vgl.
2.2.11.1) ca. um ein Funftel niedriger. Parallel sollten auch Messungen mit einem Phospho-
Peptid durchgefiihrt werden, um den in den Kosedimentationen beobachteten Effekt des
Serins 410 (vgl. Abb.2.5) zu verifizieren. Das Peptid trug ebenfalls die Aminosauren 390-420

des GABAAR-B2-Loops, wies aber an der Position des Serins 410 ein phosphoryliertes Serin
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auf. Aufgrund von technischen Problemen wahrend der Synthese lieferte dies jedoch keine

signifikanten Ergebnisse und muss in spéateren Versuchen wiederholt werden.
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Abb. 2.15: Charakterisierung der Interaktion zwisch ~ en einem biotinylierten GABA aR-B2390-420-Peptid und
Gephyrin mittels Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektro skopie. Die SPR-Analysen wurden mit einem
biotinylierten Peptid, das die Gephyrin-Bindestelle auf dem GABAaR-B2-Loop trug (Aminosauren 390-420) und an
einen Streptavidin-Chip immobilisiert wurde, durchgefihrt. Gephyrin wurde in einem Konzentrationsbereich von
0-68 UM als Analyt eingesetzt. Der aus der Messung ermittelte Kp-Wert betragt 9,7 uM. n = Anzahl der
Messungen.

2.3 Charakterisierung der Interaktion zwischen der GABA AR-y2-
Untereinheit und Gephyrin

Die GABA,R-y2-Untereinheit ist von wesentlicher Bedeutung fir die Funktionalitdt von
GABAs-Rezeptoren. Sie reguliert die pharmakologischen Eigenschaften des Rezeptors
sowie den Membrantransport, die Benzodiazepin-Sensitivitdt und die Lokalisation der
Rezeptoren an inhibitorischen Synapsen (Crestani et al., 1999; Essrich et al., 1998). Auch
Immunfarbungen von Neuronen aus Gephyrin- (Kneussel et al., 1999) sowie GABA,R-y2-
knock-out-Mausen (Essrich et al., 1998) lassen eine Interaktion der beiden Proteine

vermuten.
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Es wurden zwei Splei3-Varianten der y2-Untereinheit beschrieben — eine lange (y2L)
und eine kurze (y2S) Variante (Whiting et al., 1990). Beide Isoformen unterscheiden sich
lediglich durch einen acht Aminosauren (LLRMFSFK) umfassenden Einschub im
intrazellularen Loop zwischen TM3 und TM4 in der y2L-Variante (Abb.2.16 A). Das dadurch
zusatzlich  eingefugt Serin  an Position 343 liefert eine zusatzliche PKC-
Phosphorylierungsstelle, die méglicherweise funktionelle Bedeutung hat (Meier und Grantyn,
2004; Whiting et al., 1990).

2.3.1 Kosedimentation von Gephyrin mit GST-fusionie  rten GABA aAR-y2-Loops

Der Effekt beider Isoformen sowie ihrer Phosphorylierung auf die synaptische Lokalisation
Uber eine mdgliche Bindung an das Gephyrin wurden im Folgenden untersucht. Dazu
wurden zunachst beide GST-fusionierten y2-Isoformen fir Kosedimentationsanalysen mit
Hirn-Rohextrakt eingesetzt (Abb.2.16 B). Diese zeigten, dass zwar die y2L-, nicht aber die
y2S-Isoform in der Lage war, Gephyrin zu sedimentieren, was den acht Aminosduren langen

Einschub in der langeren Spleil3-Variante als minimales Gephyrin-Bindemotiv identifiziert.
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Abb. 2.16: Kosedimentation von Gephyrin mit GST-fusi  oniertem GABA aR-y2L- und -y2S-Loop. (A)
Vergleich der Aminosduresequenz des GABAAR-y2S- und -y2L-Loops. Der einzige Unterschied zwischen beiden
Varianten ist ein acht Aminoséure langer Einschub im y2L-Loop, der neben S327 und S355 (Nummerierung
basierend auf der y2L-Isoform) eine weitere Phosphorylierungsstelle liefert (S343). (B) Kosedimentation von
Gephyrin aus Maus-Hirnextrakt ist ausschlieBlich mit dem GST-fusionierten y2L-Loop, aber nicht mit dem

y2S-Loop mdglich.
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2.3.2 Kosedimentation von Gephyrin mit phosphomimet ischen GABA AR-y2-
Loops
Um den Effekt der verschiedenen Phosphorylierungsstellen (Abb.16 A) auf die Gephyrin-
Bindung an die y2-Untereinheit zu ermitteln, wurden verschiedene phosphomimetische
Varianten beider Splei3-Formen erstellt und ebenfalls als GST-Fusionsproteine flr
Kosedimentationsanalysen eingesetzt (Abb.2.17). Dies wurde teilweise von Smolinsky
(2009) bereits durchgefuhrt, allerdings wurden dort phosphomimetische Mehrfach-Mutanten
verwendet, die keinen Effekt auf die Gephyrin-Bindung zeigten. In dieser Studie wurden
dagegen die verschiedenen Phosphorylierungsstellen in mehreren phosphomimetischen

Varianten einzeln betrachtet.
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Abb. 2.17: Phosphorylierungs-abhéngige Interaktion v on GABA AR-y2-Untereinheiten mit Gephyrin.  Um
einen moglichen Einfluss der verschiedenen bekannten Phosphorylierungsstellen im GABAaR-y2-Loop zu
untersuchen, wurden phosphomimetische Varianten des Serin 327 (y2S und L) sowie des Serin 343 (y2L) fur
Kosedimentationsanalysen verwendet, um Gephyrin aus Hirn-Rohextrakt zu sedimentieren. Besonders der
Einfluss von Serin 327 auf die Gephyrinbindung konnte dadurch fir beide y2-Splei3-Varianten gezeigt werden.

Die Kosedimentationen lieferten einen Hinweis darauf, dass eine phosphorylierungs-
abhangige Interaktion zwischen dem GABAAR-y2-Loop und Gephyrin vorliegen kénnte. Wie
schon in Abbildung 2.16 gezeigt, konnte nur eine Interaktion von Gephyrin mit der
unmodifizierten y2L-, nicht aber der y2S-Untereinheit — deren beads eine wesentlich hdhere
Sattigung aufwiesen — gezeigt werden. Allerdings fuhrten vor allem die phosphomimetischen
Varianten beider Isoformen zur verstarkten Kosedimentation von Gephyrin, wobei kein
eindeutiger Effekt des Serins 343 zu verzeichnen war. Es lag zwar eine Bindung an Gephyrin
vor, diese war jedoch vergleichbar mit dem nicht-modifizierten y2L-Loop. Die
phosphomimetische Variante des Serins 355 zeigte in Vorversuchen keinerlei Effekt und

wurde deshalb hier vernachlassigt. Im Vergleich dazu kann ein sehr starker Effekt der
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S327D-Variante beider Isoformen auf die Fahigkeit, Gephyrin zu sedimentieren, vermutet
werden. Sowohl die phosphomimetische Variante des y2S-, als auch des y2L-Loops waren
in der Lage, natives Gephyrin in hohem Maflie zu sedimentieren, was auf einen méglichen
regulatorischen Effekt durch die Phosphorylierung dieses Serins hinweist.

Es ist anzumerken, dass diese Kosedimentationsanalysen ausschliellich mit Hirn-
Rohextrakt durchgefiihrt wurden, daher sind keine genauen Aussagen Uber eine direkte
Interaktion mit Gephyrin mdglich. Allerdings scheint es sich aufgrund des Signals, das
teilweise starker ist als fur die Positivkontrolle — den GlyR-B3-Loop — um eine verhaltnismaRig
starke Interaktion zu handeln. Zwar ist es auch mdglich, indirekte Interaktionen mittels
Kosedimentation nachzuweisen, wobei diese im Allgemeinen zu schwacheren Signalen
fuhren als direkte Interaktionen.

Weiterhin ist eine Spleil3-spezifische Bindung des GABAAR-y2-Loops an Gephyrin zu
vermuten (Abb. 2.16). Die Western Blot-Analyse nach der Kosedimentation zeigt zwei
Gephyrin-Banden mit unterschiedlichem Molekulargewicht, die durch den GlyR-B-Loop
sedimentiert wurden. Im Gegensatz dazu ist in den Ansatzen mit GABA,R-y2-Loops nur eine
Bande zu detektieren. Mdglicherweise weist dies auf einen Unterschied in der Gephyrin-
Bindung an die verschiedenen Rezeptor-Loops hin. Sowohl fir den GABAAR-B2-, als auch
den GlyR-B-Loop konnte keine Splei3-spezifische Bindung an Gephyrin beobachtet werden
(Abb.2.3). Es ist jedoch durchaus denkbar, dass die GABAsR-y2-Untereinheit ein
unterschiedliches Bindungsverhalten fir verschiedene Gephyrin-Varianten aufweist. Genaue
Aussagen diesbeziiglich konnten durch die Verwendung gereinigter Gephyrin Spleil3-

Varianten oder Splei3-spezifischer Gephyrin-Antikdrper gemacht werden.

2.4 Lokalisationsstudien mit verschiedenen fluoresz enz-

markierten GABA ,R-Loops

Die wahrend der ITC-Messungen mit Gephyrin und dem GABAsR-B2-Loop (Abb.2.13)
beobachteten negativen Effekte der Injektion des Loops in Puffer, lieien vermuten, dass es
eventuell zu einer Interaktion innerhalb des Rezeptor-Loops mit sich selbst kommt. Dies wirft
wiederum die Frage auf, inwiefern die cytoplasmatischen Loops innerhalb eines
assemblierten Pentamers strukturiert bzw. organisiert vorliegen: agiert jeder Loop fir sich
selbst und interagiert mit definierten Proteinen oder bilden die finf Loops als Gesamtheit
eine gefaltete Struktur, die wiederum die Interaktion mit anderen cytoplasmatischen

Proteinen ermdglicht? Ein erster Schritt, um dieser Frage auf den Grund zu gehen, war die
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Erstellung unterschiedlicher GABAaR-Loop Konstrukte. Hierzu wurden die grofRen
intrazellularen Loops der GABAsR-Untereinheiten al, a2, a5, B2, y2S und y2L mit
verschiedenen fluoreszierenden Proteinen gekoppelt (a: mCherry, B: pEGFP, y: pCFP) und
mittels Einzel-, Ko- bzw. Dreifachtransfektionen in HEK293-Zellen exprimiert. Aufgrund ihres
geringen Molekulargewichts und relativ starken positiven Ladungen lagen die einzeln
transfizierten Loops im Kern lokalisiert vor (Abb.2.18 A-C). Die Lokalisierung des
GABA,R-y2-Loops konnte nicht dargestellt werden, da die Fluoreszenz des CFPs zu
schwach war, um die Aufnahme hochwertiger Bilder zu ermdglichen. Da jedoch bei
Mehrfachtransfektionen die Wahrscheinlichkeit, dass alle Konstrukte zusammen
aufgenommen werden recht hoch ist, ist davon auszugehen, dass bei den
Dreifachtransfektionen auch die drei gewinschten Proteine zusammen in einer Zelle
exprimiert wurden.

Weiterhin sollte Uberprift werden, ob durch eine mogliche Interaktion der Loops
miteinander das Molekulargewicht des Komplexes steigt und eine Kernlokalisation
unterdruckt wird, was jedoch nicht der Fall war (Abb.2.18 D, E). Sowohl nach Doppel-, als
auch Dreifachtransfektion war weiterhin eine Anreicherung aller Loops im Zellkern zu
beobachten. Die hier gewahlten Loop-Kombinationen entsprechen den im Gehirn in groRem
MalRe vertretenen physiologische Kombinationen. Problematisch erwies sich jedoch, dass
einige der intrazellularen Loops ein Kernlokalisierungssignal (NLS, nuclear localization
signal) — in Form von geclusterten positiv geladenen Aminoséauren Arginin und Lysin —
aufwiesen, was zusatzlich die beobachtete Kernlokalisation erklart.

In einer zweiten Versuchsreihe wurden HEK293-Zellen verwendet, die stabil Gephyrin
exprimierten, um zu Uberprifen, ob mdglicherweise die Interaktion der Loops bzw. eines
Loops in einem Loop-Komplex mit Gephyrin starker als das Kernlokalisierungssignal ist es
Zu einer cytoplasmatischen Anreicherung in den charakteristischen Gephyrin-blobs kommt.
In Abbildung 2.18 F und G sind exemplarisch die Dreifachtransfektionen dargestellt. Da es
sich bei den verwendeten Zellen um eine stabile Gephyrin-Zellline handelte, wurde Gephyrin
hier nicht zusatzlich angefarbt, sondern nur die Fluoreszenz der verschiedenen Loops
detektiert. Exemplarisch sind in Abbildung 2.18 F und G die Ergebnisse fir zwei Loop-
Kombinationen gezeigt. Die Daten entsprachen den Beobachtungen fur die anderen
getesteten Variationen und zeigen, dass auch die zusatzliche Expression von Gephyrin die

Lokalisation der Rezeptor-Loops nicht andert.
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Abb. 2.18: Subzellulare Lokalisation verschiedener G~ ABAaR-Loops. Fluoreszenzmarkierte Rezeptor-Loops
von charakteristischen GABAaR-Untereinheiten wurden in HEK293- (A-E) bzw. stabil Gephyrin exprimierenden
HEK?293-Zellen (F, G) exprimiert. Alle Loops — unabhangig von Einzel-, Doppel- oder Dreifach-Transfektion — sind
im Zellkern lokalisiert. Zuséatzliche Expression von Gephyrin &nderte nichts an dieser Lokalisation. Mal3stab:
10 pm.

Die Befunde konnten darauf hin deuten, dass zum einen die Interaktion der Loops mit
Gephyrin schwéacher ist als das Kernlokalisierungssignal und letzteres somit die treibende
Kraft fur die Lokalisation der isolierten Rezeptor-Loops ist. Zum anderen liegt moglicherweise
keine Interaktion der einzelnen Loops miteinander vor. Sie sind daher weiterhin klein genug,
um passiv durch den Kernporenkomplex in den Kern zu diffundieren (Ausschlussgrof3e 40 —

60 kDa). Daher ist dieses Experiment nicht geeignet, um weitere Einblicke in die
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Wechselwirkung von Gephyrin mit GABA,R-Loops zu erhalten. Es waére allerdings
interessant, in Zukunft zu klaren, inwiefern eine mdgliche Struktur der funf intrazellularen
Rezeptor Loops zwischen TM3 und 4 in einem funktionellen Pentamer die Funktion des
Rezeptors sowie die Interaktion mit cytoplasmatischen Proteinen beeinflusst. Ist somit die
Gephyrin-Interaktion mit einem Pentamer nur vom Vorhandensein bestimmter
interagierender Untereinheiten oder auch von der Untereinheiten-Zusammensetzung des
Rezeptors abhangig? Um dieser Frage nachzugehen sind jedoch weitaus komplexere

Experimente, auch im neuronalen Kontext nétig.
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3 Diskussion

Die Synaptische Plastizitit bezeichnet die Anderung der Konnektivitat zwischen zwei
Neuronen sowie die Anzahl und Aktivitat spezifischer Rezeptorproteine an individuellen
Synapsen (Specht und Triller, 2008). Um letzteres zu regulieren, werden cytoplasmatische
Proteine bendtigt, die eine Verankerung der Rezeptoren in postsynaptischen Bereichen
ermoglichen. An exzitatorischen Synapsen werden NMDARs Uber das PDZ-Domanen
enthaltende Protein PSD-95 (Sheng und Sala, 2001) und AMPARs uber SAP97 (synapse
associated protein 97), das in der Lage ist, PSD95 zu binden, stabilisiert (Cai et al., 2006).
An inhibitorischen Synapsen wurde die Interaktion zwischen Gephyrin und dem Glycin-
Rezeptor bereits im Detail studiert (Kim et al., 2006; Schrader et al., 2004; Sola et al., 2004).
Dagegen sind fiur die in groRer Zahl und Vielfalt vorkommenden inhibitorischen GABA,-
Rezeptoren nur wenige Informationen vorhanden. Zwar konnte eine direkte Interaktion
dieses Rezeptors Uber die al-3-Untereinheiten mit Gephyrin nachgewiesen werden (Maric et
al., 2011; Mukherjee et al., 2011; Saiepour et al., 2010; Tretter et al., 2008; Tretter et al.,
2011), jedoch sind die zu Grunde liegenden Mechanismen nicht vollstandig verstanden. Des
Weiteren wurde die Frage, ob dies die einzigen interagierenden Untereinheiten sind, bisher

nicht geklart.

3.1 Charakterisierung der direkten Interaktion zwis chen der
GABA AR-B2-Untereinheit und Gephyrin

Eine direkte Interaktion von Gephyrin mit den GABAAR-Untereinheiten 2, 33 und & wurde
bereits von Smolinsky (2009) nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass die Bindung
Uber die E-Domane des Gephyrins erfolgt und postuliert, dass diese einem anderen
Mechanismus, als die Interaktion mit dem GlyR-B-Loop unterliegt. Des Weiteren wurde die
Bindungsstelle des Gephyrins innerhalb der GABAsR-B2-Untereinheit auf einen N-
(Aminosauren 306-329) sowie C-terminalen (Aminoséduren 401-430) Bereich des
intrazellularen Loops eingegrenzt und aufgrund einer Haufung geladener/ polarer
Aminosauren eine ionische Interaktion vermutet (Smolinsky, 2009). Da eine weitere

Eingrenzung sowie Charakterisierung dieser Bindung offen blieb, sollte im Rahmen dieser
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Arbeit die Interaktion zwischen Gephyrin und Untereinheiten des GABAARs mechanisch

detailliert untersucht werden.

3.1.1 Direkte Gephyrin-Bindung von GABA AR-B2 und -B3 lber die GlyR- B-
Bindetasche

Eine Interaktion von Gephyrin mit den GABAsR-Untereinheiten B2 und B3 konnte mittels
Kosedimentationsanalysen mit GST-fusionierten Rezeptor-Loop-Konstrukten bestatigt
werden (Abb.2.2). Auch eine Bindung an die bereits veroffentliche GABAsR-a2-Untereinheit
(Tretter et al., 2008) als Positivkontrolle sowie eine deutlich schwachere Bindung an die
al-Untereinheit war zu verzeichnen. Neuronale Studien (durchgefuhrt von Prof. Jochen
Meier, Max-Delbriick-Zentrum fur Molekulare Medizin, Berlin-Buch) mit Chiméaren aus der
GlyR-al-Untereinheit und dem intrazellularen Loop der verschiedenen GABAAR-
Untereinheiten konnten diese Wechselwirkungen bestéatigen. Es war eine starke Interaktion
von Gephyrin mit den Untereinheiten a2, a3, 2 und 33 sowie eine geringere Kolokalisation
mit der GABA,R-al-Untereinheit nachweisbar. Des Weiteren zeigten Kosedimentations-
analysen unter Verwendung der Gephyrin-P713E-Variante, die nachweislich nicht in der
Lage ist, den GlyR-B-Loop (Kim et al., 2006) sowie die GABAAsR-Untereinheiten-al und -a3
(Maric et al., 2011) zu binden, ebenfalls einen Verlust der Interaktion mit den GABAAR-B2-
und -B3-Untereinheiten. Dies konnte ebenfalls im neuronalen Kontext bestéatigt werden
(Kowalczyk et al., unverdffentlichte Daten). Somit ist zu vermuten, dass die Bindung des
GlyR-B-Loops sowie der verschiedenen GABAR-Loops an Gephyrin Uber dieselbe
Bindungstasche erfolgt und einem vergleichbaren Mechanismus unterliegt.

Letzteres steht jedoch im direkten Kontrast zu den von Smolinsky (2009) gezeigten
Daten, die eine Interaktion mit der P713E-Gephyrin-Variante zeigen. Aufgrund der von Maric
und Kollegen (2011) erbrachten Beobachtungen fur die GABAAR-al- und -a3-Untereinheiten
sowie der in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse kann jedoch ein allgemeingultiger Bindungs-
mechanismus fir die Untereinheiten der beiden inhibitorischen Rezeptoren angenommen
werden.

Die Studien zum GlyR-B-Loop =zeigten, dass die linke Wand der Rezeptor-
Bindungstasche auf Gephyrin (Aminoséauren 713-719) im homologen, bakteriellen Protein
MoeA nicht konserviert ist (Kim et al., 2006; Xiang et al., 2001). MoeA weist anstelle des
Prolins 713 ein Glutamat an dieser Position auf. Aufgrund dessen wurde dies als Substitution
der in Gephyrin enthaltenden Aminoséure gewahlt, um die Notwendigkeit dieser Aminoséure
fur die Rezeptorbindung zu unterstreichen. Die Strukturdaten fir MoeA zeigen, dass dieses

Glutamat genau in die Bindungstasche fur den GlyR-B-Loop ragt (Kim et al., 2006). Somit

65



Dissertation Sarah Kowalczyk 3 Diskussion

war ein Verlust der Rezeptor-Bindung zu erwarten. Auch ein kompletter Austausch der
Aminosauren 713-721 durch den homologen Bereich aus MoeA fiihrt zu einem Verlust der
Gephyrin-GlyR-B-Bindung (Sola et al., 2004). Aufgrund der konsistenten Daten fir die
Gephyrin-P713E-Variante ware ein entsprechender Effekt fir die Gephyrin-GABAAR-
Interaktion ebenfalls zu erwarten, wenn diese derselben Bindungstasche bedarf. Des
Weiteren spricht flr eine gemeinsame Bindungsstelle, dass die fir die Rezeptor-Interaktion
essentiellen Reste nur in Vertebraten hochkonserviert vorliegen und nicht in homologen
Proteinen, die keine derartige Wechselwirkung mit Neurotransmitter-Rezeptoren eingehen
mussen. Der Austausch der Aminosaure an diesen Positionen hat jedoch keine Auswirkung
auf die Faltung/ Aggregation oder das aktive Zentrum der jeweiligen Proteine (Xiang et al.,
2001), was diesem Bereich der E-Domane eine ausschlie3liche Funktion in der Rezeptor-
Bindung und damit seiner neuronalen Funktion zukommen lasst. Diese Beobachtung
unterstitzt die Hypothese einer gemeinsamen Rezeptor-Bindestelle innerhalb des
Gephyrins, die sowohl fiir die GlyR-B-, als auch die verschiedenen GABAAR-Untereinheiten
gultig ist. Auch eine Stabilisierung der Konformation der gebundenen Rezeptor-Loops durch
die Interaktion mit der aromatischen Aminosaure an Position 713 wére denkbar.

GABA,- und Glycin-Rezeptoren treten auch an gemischten Synapsen auf, wo sie beide
Uber Gephyrin geclustert werden. Daher ist es &ulerst wahrscheinlich, dass sich die
Bindungstaschen nicht unterscheiden, damit eine leichte und effiziente Bindung moglich ist.
AulRerdem ist es vorstellbar, dass die Gephyrin-Faltung sowie -Ausrichtung innerhalb des
cytoplasmatischen Netzwerkes keine Bindung Uber andere Reste auf3erhalb dieser
Bindungstasche erlaubt. Bisher ist zwar nicht endgultig geklart, wie das Gephyrin-Netzwerk
unterhalb der postsynaptischen Membran organisiert ist, aber es wird eine Aggregation auf
der Basis von Gephyrin-Trimeren als kleinste Einheit dieses Netzwerkes vermutet (Fritschy
et al., 2008). Es ist anzunehmen, dass diese fir eine effiziente Rezeptor-Bindung in einem
definierten Abstand zur Plasmamembran ausgerichtet sein missen, was vermutlich Uber
weitere Interaktionspartner wie beispielsweise Neuroligin 2 und Collybistin reguliert wird.

Im direkten Vergleich der Aminosdure-Anzahl der verschiedenen Rezeptor-Loops @hneln
sich die B-Loops der beiden Rezeptor-Typen sehr stark. So ist der GlyR-B-Loop mit 127
Aminosauren nur unwesentlich langer als der GABAAR-B2- (125 Aminosduren) bzw. -B3-
Loop (123 Aminosauren). Die GABAsR-a-Untereinheiten, die ebenfalls Gephyirn binden, sind
dagegen wesentlich kirzer und setzen sich nur aus 83 (al), 85 (a2) bzw. 93 (a3)
Aminosauren zusammen. Somit ist ein Unterschied im Bindungsverhalten an Gephyrin

aufgrund der Lange des intrazellularen Loops nicht zu erwarten, zumal die nicht mit Gephyrin
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interagierenden GlyR-a-Loops ebenfalls eine geringere Anzahl an Aminosauren aufweisen,

was lediglich auf Gemeinsamkeiten der verschiedenen Unterklassen hindeutet.
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exemplarisch fir die drei Untereinheiten dargestellt. Die jeweiligen Gephyrinbindungsstellen sind markiert

(schwarzer Rahmen).

Mdglicherweise kommt es aber zu einer unterschiedlichen Faltung der Loops innerhalb

des Pentamers, so dass eine Bindung Uber dieselbe Bindungsstelle ermdglicht wird.

Strukturvorhersagen (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/ffpred/) fur die

intrazellularen Loops der

einzelnen Untereinheiten (Abb.3.1) ergaben eine relativ ungeordnete Struktur fur die

a-Untereinheiten. Sie enthalten wenige bzw. sehr kurze Sequenzen, in denen Helices oder

Faltblatter vermutet werden kdnnen. Dabei ist auffallig, dass bei der al- und a3-Untereinheit
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innerhalb der Gephyrin-Bindestelle ein Faltblatt vorhergesagt wird, wohingegen dieses
topologisch verwandte Faltblatt in der a2-Untereinheit in der direkten Umgebung der
Bindestelle lokalisiert ist.

Die wesentlich langeren GABAAR-B2- und -B3-Loops sowie der GlyR-B-Loop weisen
weitere Parallelen auf. Sie setzen sich aus verschiedenen Helices und Faltblattern
zusammen, die jedoch nicht verwandt zu sein scheinen, weshalb die Gephyrin-Bindestelle in
den drei Untereinheiten nicht vergleichbar ist. So weist die GlyR-B-Untereinheit laut
Vorhersage in der Gephyrin-Bindestelle ein Faltblatt auf, wahrend fur die GABAAR-B2- eine
Helix und fir die -p3-Untereinheit eine unstrukturierte Region vorhergesagt wird. Aus
Kokristallisationsstudien mit dem GlyR-B-Loop und Gephyrin geht jedoch hervor, dass im
Bereich der Gephyrinbindestelle (Aminosduren 406-410 des GIlyR-B-Loops) eine
Sekundarstruktur in Form einer kurzen 3;o-Helix gebildet wird (Kim et al., 2006). Allerdings
wurde bei Kim und Kollegen nur der Bereich 378-426 fur die Kristallisationsstudien
eingesetzt, wahrend fur die Strukturvorhersage der gesamte Loop verwendet wurde.

Die Strukturvorhersagen konnen als Anhaltspunkte fir einen Vergleich der Loop-
Strukturen untereinander dienen. Dabei ist zu beachten, dass die intrazellularen Loops im
holo-Rezeptor mit den Transmembrandomé&nen verbunden sind und zusétzlichen sterischen
Hindernissen ausgesetzt sind, die eine veranderte Struktur im funktionellen Pentamer
bewirken kénnen. Somit scheint weder die Anzahl der Aminosauren, noch die Struktur des
Loops innerhalb der Gephyrin-Bindungsstelle allein ausschlaggebend fir die Interaktion zu
sein. Moglicherweise liegen die Loops im Pentamer als gefaltete Strukturen vor, so dass die
Faltung dartber entscheidet, welche Motive eine Bindung mit cytoplasmatischen Proteinen
wie Gephyrin eingehen koénnen. Die Bindestellen befinden sich zwar jeweils in
unterschiedlichen Regionen des Loops, allerdings kénnte es moglich sein, dass die Ubrigen
Aminosauren des Loops die Interaktion mit Gephyrin behindern, wenn sie nicht in einer
bestimmten Faltung vorliegen bzw. einen bestimmten Abstand zum Gephyrin-Netzwerk
aufweisen. Interessant dabei ist, dass die Bindestellen innerhalb der a-Loops N-terminal
lokalisiert sind, wahrend sie in den [(-Untereinheiten in C-terminalen Bereichen
nachgewiesen wurden. Im GlyR-B-Loop liegt das Bindungsmotiv dagegen in der Mitte der
Loop-Sequenz. Auch in dieser Hinsicht sind somit keine Parallelen zu ziehen.
Moglicherweise ist eine fehlende Faltung bzw. Gemeinsamkeiten in der Loop-Struktur ein
Hinweis darauf, dass die Loops in alle Richtungen zeigen und dadurch die Interaktion
zwischen der Plasmamembran, Gephyrin und den GABA4RSs flexibel moduliert wird. Durch
die Flexibilitat in der Loop-Struktur, ware allerdings ein starrer in die Zelle hineinragender

Loop ausgeschlossen. Da jedoch die meisten Proteine einer strukturierten Faltung
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unterliegen ist ein starrer Loop unterhalb der Plasmamembran, in dem nur bestimmte Motive
Interaktionen mit den Bindungspartnern eingehen kénnen zu favorisieren.

Im direkten Vergleich der Aminosauresequenz der verschiedenen Gephyrin-
interagierenden  Rezeptor-Untereinheiten, innerhalb des Bindungsmotivs, besteht
ausschlie3lich zwischen den jeweiligen a- und B-Subvarianten eine hohe Sequenz-
homologie. Dabei sind die Bindestellen der GABA,R-al-3-Untereinheiten und des GlyR-[3-
Loops hydrophob und bilden wahrscheinlich vergleichbar hydrophobe Wechselwirkungen mit
den Aminoséauren des Gephyrins aus. Im Gegensatz dazu lassen die zahlreichen geladenen/
polaren Aminosauren der 32/3-Untereinheiten eine ionische Interaktion vermuten. Allerdings
kann durch die funktionelle Bedeutung des Prolins 713 in der Gephyrin E-Doméane davon
ausgegangen werden, dass zumindest eine hydrophobe Wechselwirkung zwischen den
GABA,R-B-Loops und Gephyrin eingegangen wird. Welche Aminosaure daflr auf der Seite

des Rezeptor-Loops ausschlaggebend ist, wurde bisher noch nicht analysiert.

GlyR-beta HDFSIVGSLARDFE
GABAAR-alphal HTYAPTATSYTPHL
GABAAR-alpha? HAYAVAYANYAPHL
GABAAR-alpha3 TTFNIVGTTYPIHL

GABAAR-beta?  ERHVAOKKSRLRRR
GABAAR-beta3  DRSIPHKKTHLRRR

Abb.3.2: Alignment der Gephyrinbindestellen innerha Ib der GIyR-B-, GABAaR-al-3- und -B2/3-
Untereinheit. Dargestellt sind die minimalen Bindemotive der jeweiligen Untereinheiten, die in dieser Arbeit
(GABAAR-B2/3) oder friiheren Studien (Schrader et al., 2004; Maric et al., 2011) genauer charakterisiert wurden.
Es ist keine Homologie der Sequenzen untereinander erkennbar. Ausschlie3lich das Isoleucin 400 der GlyR-3-
Untereinheit weist eine geringe Konservierung in den Ubrigen Untereinheiten auf. Die Reste Serin 403, Leucin
404 und Prolin 405 des GlyR-B-Loops (roter Kasten) stehen in engem Kontakt mit dem Prolin 713 des Gephyrins
(Kim et al., 2006). Rot: gering konserviert; grau: neutral.

Ein Vergleich der GlyR-B- und GABAsR-a3-Untereinheit im Bereich der Gephyrin-
Bindestelle zeigte eine konservierte Kernsequenz (,FSIV* bzw. ,FNIVY). Ein direkter
Vergleich der minimalen Bindestellen aller Gephyrin-bindenden Untereinheiten deutet
dagegen auf keine Homologie hin (Abb.3.2). Ausschlie3lich das Isoleucin 400 der GlyR-(3-
Untereinheit weist eine geringe Konservierung auf. Abgesehen von der GABAsR-al-
Untereinheit ist an dieser Position entweder ein unpolares Isoleucin oder Valin, das sich
ausschlief3lich durch ein weiteres C-Atom in der Kohlenstoffkette vom Isoleucin
unterscheidet, vertreten. Das Isoleucin 400 weist eine entscheidende Rolle in der Interaktion
des GlyR-B-Loops mit Gephyrin auf und ist ausschlaggebend fir die hydrophobe Interaktion
mit dem Phenylalanin 330 des Gephyrins (Abb.1.8). Da die Mutation dieses Phenylalanins
die Bindung zum GlyR-B-Loop (Kim et al., 2006) sowie zu den GABA R-Untereinheiten al
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und a3 (Maric et al., 2011) nahezu zerstort, unterstitzt dieser Befund gemeinsam mit den
Versuchen der P713E-Variante des Gephyrins einen identischen Bindemechanismus
zwischen den verschiedenen Rezeptor-Loops und Gephyrin. Vermutlich trifft dies ebenfalls
auf die GABAsR-Untereinheiten B2 und B3 zu, was fur eine weitere hydrophobe
Wechselwirkung dieser Untereinheiten mit Gephyrin sprechen wirde. Eine Kristallstruktur
wirde Aufschluss dartber geben, welche interagierenden Reste an der Interaktion beteiligt
sind, um welche Art von Bindung es sich handelt und ob die GABA,R-Loops ebenfalls eine
C-férmige Struktur bilden, die eine Gephyrin-Bindung nach dem Schlussel-Schloss-Prinzip —
wie es fur den GlyR-B-Loop gezeigt wurde (Kim et al., 2006) — ermdglicht.

Um einen moglichen Einfluss verschiedener Gephyrin Splei3-Varianten auf die
GABA,R-B2-Interaktion mit Gephyrin zu analysieren, wurden Kosedimentationsanalysen mit
den Isoformen Geph, Geph-C3 und Geph-C4c durchgefuhrt (Abb.2.3). Sowohl der GlyR-f3-,
als auch der GABAAR-B2-Loop banden an alle getesteten Varianten. Dies war zu erwarten,
da es sich bei den verwendeten Isoformen ausschlieBlich um Veranderungen in der
C-Doméne handelt. Da fir die Bindung die Gephyrin E-Domane ausreichend ist, sollten
zuséatzliche Splei3-Kassetten in der C-Domane keinen direkten Einfluss auf die Interaktion
haben. Fiur den GlyR-B-Loop wurde allerdings nachgewiesen, dass die Geph-C3-Variante
verglichen mit Geph und Geph-C4c eine wesentlich geringere Affinitdt zum intrazellularen
GlyR-B-Loop sowie ein verandertes Bindungsverhalten aufweist (Herweg und Schwarz,
2012). Dies konnte aufgrund derselben Bindungstasche auch fur die GABAAR-B2-Gephyrin-
Interaktion zutreffen. Die hier durchgefihrten Kosedimentationsanalysen zeigten jedoch
diesbezlglich keinen signifikanten Effekt. Kosedimentationen stellen aufgrund hoher
Schwankungen in der Saturierung der beads und einer im Vergleich zu ITC-Messungen
geringen Sensitivitat keine geeignete Methode zur Bestimmung von Bindungsaffinitaten dar.
Es konnte somit mittels Kosedimentation sowohl fir den GlyR-B- als auch den GABAAR-B2-
Loop lediglich eine potentielle Bindung an alle getesteten SpleiR-Varianten nachgewiesen
werden. FUr genauere Aussagen ist jedoch eine weiterfihrende biophysikalische
Charakterisierung notwendig. Trotz der Lokalisation der Bindungstasche in der Gephyrin E-
Doméne kann somit zu diesem Zeitpunkt ein Einfluss der C-Doméane auf die Bindung des
GABA,Rs weder ein- noch ausgeschlossen werden. Ein regulatorischer sowie
konformationeller Einfluss dieser Gephyrin-Doméne auf die Interaktion wére durchaus
denkbar. Beispielsweise fiihrt die phosphorylierungs-abhéngige Bindung von Pinl an die
Gephyrin C-Doméane zu einer Konformationsénderung des Gephyrins, die die Bindung an
den GlyR-B-Loop verstarkt (Zita et al., 2007). Somit kommt es zu einer indirekten

Beeinflussung der Interaktion durch die C-Domaéne.
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Da die C3-Variante hauptséchlich in der Leber oder im Gehirn in Gliazellen vorzufinden
ist, wurde ihr eine Bedeutung in der Moco-Biosynthese zugeschrieben (Smolinsky et al.,
2008), wahrend die C4-Isoform eine erhOhte neuronale Anreicherung aufweist und
vorherrschend mit dem GIlyR-B-Loop koprazipitiert wurde (Paarmann et al., 2006). Von
Herweg und Schwarz (2012) wurde nachgewiesen, dass die C-Domane einen Effekt auf die
Oligomerisierung ausibt. Dies wurde fur die C3-Variante bestétigt. Moglicherweise wird
durch die geénderte Faltung des Proteins die Rezeptor-Bindetasche maskiert, um die fur die
Moco-Biosynthese notwendigen Bereiche zuganglich zu machen. Somit kann vermutet
werden, dass der Oligomerisierungsstatus des Gephyrins sowie die daraus resultierende
Konformation einzelner Aminosauren ausschlaggebend fir eine Bindung inhibitorischer
Rezeptoren sind. Dies wurde durch Studien mit Sf9-Gephyrin unterstrichen, die bei
gesteigerter Oligomerisierung eine erhthte Rezeptorbindung aufwiesen (Herweg und
Schwarz, 2012).

Neben der Konformation bzw. des Oligomerisierungszustandes eines Proteins kénnen
auch posttranslationale Modifikationen die Wechselwirkung mit anderen Proteinen
beeinflussen. Da vor allem in der C4-Variante spezifische Phosphorylierungsstellen
nachgewiesen wurden, wird eine Spleil3-spezifische Regulation von Gephyrin vermutet
(Herweg und Schwarz, 2012). In weiterfihrenden biophysikalischen sowie neuronalen
Experimenten konnte ein direkter oder indirekter Einfluss dieser Phoshphorylierungsstellen
auf die Rezeptorbindung analysiert werden. Fir weitere Einblicke sollten die von Herweg
(2012) durchgefuhrten Messungen mit den verschiedenen Gephyrin Splei3-Varianten und
dem GIlyR-B-Loop auch mit den GABAsR-al-3- sowie -B2/3-Loops durchgefuhrt und
untereinander verglichen werden. Nur diese Experimente kdnnen detailliertere Aussagen

Uber den Einfluss der C-Domanen-Insertionen auf die Rezeptor-Gephyrin-Interaktion liefern.

3.1.2 Identifizierung der Gephyrin-Bindestelle auf dem GABA AR-B2-Loop

Mittels trunkierter Loop-Varianten konnte die Gephyrin-Bindestelle auf den C-Terminus des
GABA,R-B2-Loops eingeschréankt werden (Abb.2.4). Dabei ergab sich ein minimales
Bindungsmotiv fur die Aminosauren 396-408, wohingegen die starkste Gephyrin-Bindung fur
den Bereich der Aminosauren 390-420 zu beobachten war. Das Alignment der GABAsR-B2-
Untereinheiten aus verschiedenen Organismen zeigt eine sehr hohe Homologie (Abb.3.3).
Lediglich innerhalb der extrazellularen Doméne sowie des intrazellularen Loops zwischen
den Transmembrandoméanen drei und vier ergeben sich geringfligige Unterschiede vor allem
fur B. taurus und M. mulatta. Die Gephyrinbindestelle ist dagegen in allen betrachteten

Organismen hoch konserviert.
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Abb.3.3: Alignment von GABA aR-B2-Untereinheiten aus verschiedenen Organismen. Die GABAAR-(2-
Untereinheiten aus Mensch (Homo sapiens), Maus (Mus musculus), Ratte (Rattus norvegicus), Rind (Bos taurus)
und Rhesusaffe (Macaca mulatta) zeigen sehr hohe Homologien untereinander. Lediglich in der extrazellularen
Doméne (gruner Kasten) und im groen intrazellularen Loop (roter Kasten) zwischen den
Transmembrandoméanen (Pfeil) drei und vier weisen geringfiigige Unterschiede auf. Der Bereich der
Gephyrinbindestelle ist in allen Organismen hoch konserviert. Schwarz: hoch konserviert; rot: gering konserviert;

grau: neutral.

Die hier gezeigten Ergebnisse beziglich der Gephyrin-Bindestelle innerhalb des
GABA,R-B2-Loops entsprechen nur teilweise schon im Vorfeld durchgefiihrten Studien.
Smolinsky zeigte bereits 2009 eine Gephyrin-Bindung fur die Bereiche 306-329 sowie 401-
430 des GABA,R-B2-Loops. Es wurde dabei eine verstarkte Bindung an den C-terminalen
Teil des Rezeptor-Loops beobachtet (Smolinksy, 2009), was den hier gezeigten Ergebnissen
entspricht und durch eine systematische Untersuchung von trunkierten Rezeptor-Loop-
Fragmenten verifiziert und n&her eingegrenzt werden konnte. Die Bindung an den
N-terminalen Teil des Rezeptor-Loops war dagegen wesentlich schwacher (Smolinksy,
2009), was moglicherweise auf ein Artefakt hindeutet und daher vernachlassigt wurde.
Gleichzeitig konnten durch Studien von Prof. Jochen Meier (MDC Berlin-Buch) die
Ergebnisse der Kosedimentations-Analyse durch Versuche in neuronalem Kontext bestatigt
werden. Es wurden Chiméaren aus Fragmenten des GABAsR-B2-Loops und der GlyR-
al-Untereinheit, die nicht fahig ist, mit Gephyrin zu interagieren, verwendet und mit GFP-
fusioniertem Gephyrin koexprimiert und Kolokalisationsstudien unterzogen (Kowalczyk et al.,
unverdffentlichte Daten). Aufgrund eines Arginin-Clusters im Bereich der Aminosauren 390-
420 konnte dieses Fragment fur neuronale Studien nicht verwendet werden, da es in einer

von der Gephyrin-Expression unabhangigen intrazellularen Lokalisation in proximal
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somatodendritischer Region resultierte. Da aber in Kosedimentationsanalysen auch die
verklrzten Varianten dieser Sequenz Gephyrinbindung aufwiesen, wurden diese eingesetzt
und es konnte eine Lokalisation der Chiméaren in distalen Plasmamembran Kompartimenten
der Dendriten mit erhéhter Kolokalisation mit Gephyrin gezeigt werden, was die
biochemischen Daten bestatigt (Kowalczyk et al., unverétffentlichte Daten).

Aufgrund der verstarkten Bindung bei einer Verlangerung des Motivs auf die
Aminosauren 390-420 ist eine regulative Funktion vor allem der Aminosauren 409-420, die
auRRerhalb der minimalen Bindesequenz liegen, zu vermuten. Interessanterweise befindet
sich im Bereich der Aminosauren 402-413 ein in allen B-Untereinheiten konserviertes
atypisches AP2-Bindemotiv (Kittler et al., 2005) sowie eine Phosphorylierungsstelle am Serin
410 (zusammengefasst in Luscher et al., 2011). Liegt das Serin unphosphoryliert vor, so
kommt es zur Bindung des AP2-Komplexes Uber dessen p2-Untereinheit und zur
Internalisierung des Rezeptors. Dies wurde fir die B3-Untereinheit bestatigt und wird
aufgrund der hohen Sequenzhomologie innerhalb der B-Untereinheiten (Abb.3.5) in diesem
Bereich auch fur die B2-Untereinheit vermutet. Da der AP2-Komplex eine gegensatzliche
Funktion zur Gephyrin-vermittelten Rezeptor-Clusterung an der Synapse darstellt, liegt die
Vermutung nahe, dass es sich mdglicherweise um eine wechselseitige, phosphorylierungs-
abhangige Regulation beider Mechanismen handelt.

Kosedimentationsanalysen mit einer phosphomimetischen Variante des GABAAR-B2-
Loops an Position 410 sollten erste Hinweise auf eine phosphorylierungs-abhangige
Gephyrin-Bindung liefern. Im Vergleich zum unmodifizierten Loop war eine wesentlich
starkere Gephyrin-Interaktion mit der phosphomimetischen sowie eine deutlich schwachere
Bindung von Gephyrin an die Alanin-Variante, die einen nicht-phosphorylierten Loop
widerspiegelt, zu verzeichnen. SPR-Messungen mit einem Phospho- sowie nicht-Phospho-
Peptid (Aminosauren 390-420) konnten jedoch keinen weiteren Aufschluss Uber einen
maoglichen Effekt der Phosphorylierung an Position 410 liefern, was aber im wesentlichen auf
technische Probleme bei der Peptid-Synthese zurlick zu flihren war und in spateren
Analysen weiter verfolgt werden sollte.

Basierend auf den Kosedimentationsdaten der phosphomimetischen Varianten kann
vermutet werden, dass Gephyrin an den phosphorylierten GABAAR-B2-Loop mit hoher
Affinitdt bindet und den Rezeptor an der Synapse stabilisiert. Kommt es zur
Dephosphorylierung des Loops durch PRIP und PPla bzw. PP2A (Terunuma et al., 2004),
sinkt die Affinitdt von Gephyrin zur p2-Untereinheit. Dies fuhrt zur Auflésung der durch
Gephyrin vermittelten Rezeptor-Cluster und zur lateralen Diffusion des [2-enthaltenden

GABA,-Rezeptors in extrasynaptische Bereiche. Zusatzlich erhdht die Dephosphorylierung
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die Affinitdit der p2-Untereinheit zur p2-Untereinheit des AP2-Komplexes, der in
extrasynaptischen Bereichen an den Rezeptor-Loop bindet und die Clathrin-vermittelte
Endocytose des Rezeptors induziert (Abb.3.4). So kann die Phosphorylierung des Serins
410 als molekularer Schalter zur Regulation des Equilibriums zwischen Rezeptor-Clusterung
und -Internalisierung dienen und koénnte somit auch die Anzahl der Rezeptoren in
synaptischen Bereichen der Plasmamembran regulieren. Der Transport aus synaptischen in
extrasynaptische Bereiche erfolgt dabei wahrscheinlich Gber das Transportprotein Muskelin,
das mit der GABA R-al-Untereinheit interagiert (Heisler et al., 2011). Die Bindestelle im
intrazellularen Loop (Reste 399-420) liegt dabei auRRerhalb des flir diese Untereinheit
postulierten Gephyrin-Bindemotivs (Reste 360-375; Maric et al., 2011). Es ist jedoch bisher
nicht geklart, welche regulatorischen Mechanismen diesem Transport zu Grunde liegen.
Muskelin vermittelt nach Internalisierung den Weitertransport zum Lysosom. Recycling Uber
HAP1 fuhrt dagegen zum Wiedereinbau der Rezeptoren in die Plasmamembran (Kittler et
al.,, 2004), wodurch die regulierte Endocytose einen Mechanismus zur Kontrolle des
Equilibriums zwischen GABAAR-Recycling und -Neusynthese liefert (Barnes, 1996).

Mehrere Studien zeigten bisher, dass verschiedene Kinasen an der Phosphorylierung
des Serins 410 beteiligt sind. Es konnte die Phosphorylierung durch die PKC (Brandon et al.,
2003; McDonald et al., 1998), die CaMKIl (McDonald und Moss, 1994) und die Akt-Kinase
(Wang et al., 2003) nachgewiesen werden. Die initialen Versuche zum Nachweis einer
phosphorylierungs-abhéngigen Internalisierung der GABAAR-B2 Untereinheiten wurden mit
der PKC bzw. PKA (im Falle der B1- und B3-Untereinheit) durchgefiihrt, was eine Beteiligung
dieser Kinasen an dem zu Grunde liegenden Mechanismus vermuten lasst (Kittler et al.,
2005). Da es sich hierbei allerdings um in vitro Studien handelt, ist eine genaue Aussage
diesbezlglich nicht méglich. Im Falle der Akt-Kinase kann eine Beteiligung an dem hier
beschriebenen Mechanismus der Clathrin-abhangigen Internalisierung ausgeschlossen
werden (Fuji et al.,, 2010). Diese Serin/Threonin-Kinase ist primares Ziel des Insulin-
Signalweges downstream der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) (Wang et al., 2003). Die
Insulin-induzierte Akt-vermittelte Phosphorylierung fihrt zu einer Translokation von
GABAsRs zur Zelloberflaiche und zu einem schnellen Anstieg der postsynaptischen
GABA,Rs. Eine Beteiligung von Gephyrin an diesem Mechanismus konnte bisher nicht
gezeigt werden, es ist aber zu vermuten, dass die verstarkte postsynaptische Akkumulation
durch Gephyrin-vermittelte Clusterung der Rezeptoren induziert wird. Somit fuhrt die
Phosphorylierung des Serins 410 abhangig von der beteiligten Kinase zu unterschiedlichen

Effekten, was die Komplexitat der zellularen Regulationsmechanismen unterstreicht.
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Maoglicherweise hat auch das zellulare Kompartiment einen entscheidenden Einfluss auf die
Auswirkungen der Phosphorylierung (Luscher et al., 2011).

GABAerge Synapse

extrasynaptische
Rezeptoren

inhibitorische
Synapse

/ Gephyrin Dephospho-

: AP2-Clathrin-Komplex
Akt/ PKC/ PKA rylierung p

Endocytose

(q'e) Clathrin-Vesikel
endosomales System

Abb.3.4: Hypothese zur Phosphorylierungs-abhéngigen Regulation der Clusterung und Internalisierung
von GABA aR-B2-Untereinheiten. Das Serin 410 der GABAAR-B2-Untereinheit kann durch die Kinasen Akt, PKC
oder PKA phosphoryliert werden (zusammengefasst in Luscher et al., 2011), wodurch vermutlich ihre Affinitat zu
Gephyrin erhoht wird (diese Arbeit). Durch die Dephosphorylierung kommt es zur Auflésung der synaptischen
GABAxR-Cluster, was in verminderter Gephyrin-Bindung resultiert — und die Affinitat der B2-Untereinheit
gegeniber der p2-Untereinheit des AP2-Komplexes erhdht, wodurch die Internalisierung des Rezeptors erfolgt
(Kittler et al., 2005).

Zur weiteren Charakterisierung der Phosphorylierungs-abhangigen Gephyrin-GABAAR-
Interaktion wurden in vitro Phosphorylierungsstudien durchgefuhrt (Abb.2.5). Die potentiell
phosphorylierten Rezeptor-Loops (B2-S410, [(2-S410A, [(2-S410D) zeigten keinen
sichtbaren Effekt im Vergleich der Bindungsstarken an Gephyrin, was auf verschiedene
Ursachen zurtckzufihren sein kdnnte. Zum einen kodnnte kein Phosphorylierungs-
abhangiger Effekt auf die Bindung vorliegen, wogegen allerdings die zuvor durchgefiihrten
Kosedimentationen sprechen. Des Weiteren konnen die Reaktionsbedingungen fur die
Kinasen nicht ideal gewesen sein, so dass sie nicht in der Lage waren, das Substrat zu
phosphorylieren. Speziell PKCs bendtigen eine komplexe Pufferzusammensetzung, in der
zuséatzlich die genaue Konzentration der Lipide, welche fir die Aktivierung notwendig sind,

vorhanden sein muss. AufRlerdem wurden in dieser Arbeit nur drei der 12 bekannten
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Isoformen der verschiedenen PKC-Klassen (Rosse et al., 2010) verwendet. Daher kénnte
eine Erklarung fir den ausbleibenden Effekt sein, dass eine andere Isoform spezifisch fir die
Phosphorylierung des Serins 410 ist und die einzelnen Isoformen sich nicht in ihrer Funktion
komplementieren kénnen.

Zusatzlich wurden in vitro Phosphorylierungs-Studien unter Einsatz von Hirn-Rohextrakt
mit ATP im Uberschuss sowie Magnesium-lonen als Cosubstrat durchgefiihrt (Abb.2.6). Der
verwendete Hirnextrakt enthalt alle im Gehirn vertretenen Kinasen, wodurch eine
physiologische Phosphorylierung des Serin-Restes prinzipiell ermdglicht werden sollte. Als
Ergebnis war ein Phosphorylierungs-abhangiger Effekt zu beobachten, der allerdings nicht
wie erwartet eine verstarkte Kosedimentation von Gephyrin mit der unmodifizierten
GABA,R-B2-Loop Variante zeigte. Die Alanin-Variante wies nach Behandlung eine erhdhte
Bindung an Gephyrin auf. Diese Variante entspricht einem am Serin 410 nicht
phosphorylierten Loop und sollte als Kontrolle dienen und in beiden Ansatzen vergleichbare
Mengen Gephyrin sedimentieren. Somit war eine gleichbleibend starke Bindung fiur die
S410D- und eine gleichbleibend schwachere Bindung an die S410A-Variante zu erwarten,
wahrend der unmodifizierte Loop im Ansatz mit zusétzlichem ATP eine verstarkte Bindung
an Gephyrin aufgrund der Phosphorylierung des Loops am Serin 410 aufweisen sollte. Die
hier gezeigten Ergebnisse (Abb. 2.6) deuten darauf hin, dass zwar ein Phoshphorylierungs-
abhangiger Effekt vorliegt, dieser allerdings nicht aufgrund der Phosphorylierung des Serins
410 erfolgt bzw. nicht nur durch diesen Serin-Rest zu erklaren ist. Weitere
Phosphorylierungsstellen innerhalb des Rezeptor-Loops, die die Bindung ebenfalls
beeinflussen, sind denkbar. Eine massenspektrometrische Analyse der eingesetzten
Rezeptor-Loops kdnnte Aufschluss Uber eine potentielle Phosphorylierung geben und einen
weiteren Hinweis diesbeziglich liefern. Ein Einfluss der GST-Fusion ist dagegen
auszuschlieRen, da GST als Negativkontrolle eingesetzt wurde und keinerlei unspezifische
Bindung an Gephyrin aufwies. Der GIlyR-B-Loop wurde dagegen als Positivkontrolle
mitgefuhrt. Durch dessen Phosphorylierung am Serin 403 verringert sich die Affinitat zu
Gephyrin (Specht et al., 2011). Ein solcher Effekt konnte hier ebenfalls beobachtet werden.
Zwar kann dieser nicht eindeutig der Phosphorylierung des Serins 403 zugewiesen werden,
eine signifikant schwachere Sedimentation von Gephyrin durch den GlyR-B-Loop im
potentiell phosphorylierten Ansatz deutet jedoch darauf hin.

Auch die Phosphorylierung des Gephyrins kénnte einen Einfluss auf die Bindungsaffinitat
zum Rezeptor ausiben. Da die Kinasen des Hirnextrakts potentiell alle im Ansatz
enthaltenen Proteine phosphorylieren, kann die verstarkte Gephyrin-Bindung im Ansatz mit

ATP hier nicht eindeutig zugeordnet werden. Es ware aber auch ein indirekter Einfluss wie
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die phosphorylierungs-abhangige Bindung eines Gephyrin-Interaktionspartners, wie
beispielsweise Pinl, denkbar. Zwar wurde von Bausen und Kollegen (2010) vermutet, dass
die Pinl-lsomerisierung des Gephyrins fur die GlyR-B-Loop-Bindung, nicht aber fur die
Interaktion mit der GABAAR-a2- und -y2-Untereinheit ausschlaggebend ist, trotzdem sind
weitere Studien nétig, um dies fur die genannten sowie alle weiteren mit Gephyrin-
interagierenden GABAAR-Untereinheiten beurteilen zu kdnnen. Somit lassen die hier
gezeigten in vitro Phosphorylierungen keine genauen Aussagen Uber einen mdglichen
Einfluss der S410-Phosphorylierung auf die Gephyrin-GABAAR-B2-Interaktion zu. Der
vermutete Effekt (Abb.3.4) kann somit nicht ausgeschlossen, aber auch nicht bestatigt
werden. Es wurden Hinweise auf einen Einfluss weiterer Phosphorylierungsstellen auf die
Bindung geliefert, denen in zusatzlichen Versuchen, beispielsweise mit phosphomimetischen

Varianten potentieller Phosphorylierungsstellen, nachgegangen werden sollte.

betal FFGKGPO--KKGASKODOSANEKHELEANEYOYDAHGHILLSTLEIRHETSGSEYLTGYSDPE
beta2 FFGRGPOROKKAREKAANANNEKHRELDYNKH--DPHENILLSTLEIKHEHATSEARYHGLGDPR
beta3d FFGRGPUROKKLAEKTAKAKNDRSKSEINRY--DAHGNILLAPHDYHNEH--HEYAGSYGOTR

betal HTH‘l"5‘|’I]SHSIll‘l"RHF‘LSSREEFEREL-DEHE‘.’FEHEEIERR SOLKYKIPDLTDYHSIDKHSR

beta2 STHLAYDASSIOYRKAGLPRHSFAGRMALERHYAROKKS ASOLKITIPDLTDYNAIDRHSR
beta3 HSATISFDHSGIOYRKOSHPKEGHGRYHGDRSIPH THLERIKIF‘I]L DYHAIDRHSR

Abb.3.5: Alignment der GABA aR-B1-3 cytoplasmatischen Loops zwischen den Transmembr andomanen

drei und vier. Hervorgehoben sind die bereits identifizierten Phosphorylierungsstellen (blauer Kasten;
zusammengefasst in Luscher et al., 2011), das AP2- (roter Kasten; Kittler et al., 2005) und NSF-Bindungsmotiv
(Pfeil; Goto et al., 2005) sowie die in dieser Arbeit identifizierte Gephyrinbindestelle in der f2- und B3-Untereinheit
(griner Kasten). Schwarz: hoch konserviert; rot: gering konserviert; grau: neutral.

Interessanterweise enthalt die Gephyrin-Bindestelle neben dem AP2-Motiv auch eine
Uberlappung mit einer NSF-Erkennungssequenz (Abb.3.5). Diese hexamere ATPase ist
hauptséchlich an Membran-Fusionen (Zhao et al., 2007) und an der Translokation
assemblierter GABAARs vom Golgi-Apparat zur Plasmamembran beteiligt, wobei ihre
Uberexpression zu einer reduzierten Anzahl an GABA4Rs in der Plasmamembran fiihrt (Goto
et al., 2005). Somit weist dieser Teil des Rezeptors Bindestellen fiir drei Proteine auf, die an
der Insertion, Clusterung und Internalisierung von B-Untereinheiten enthaltenden
Pentameren beteiligt sind. Dadurch bekommt diese Sequenz eine wichtige, regulative
Bedeutung fur die Anzahl an Oberflachen-exponierten sowie synaptischen und
extrasynaptischen GABAARS. Eine zu GABAARS vergleichbare Art der Regulation ist auch fur
exzitatorische AMPA-Rezeptoren bekannt. So konnte fur die GIluR2-Untereinheit eine
Uberlappende Bindestelle fur den AP2-Komplex und NSF nachgewiesen werden, die eine

Rolle im Transport von AMPA-Rezeptoren spielt (Lee et al., 2002). Somit ist eine Regulation
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mehrerer, entgegengesetzt wirkender Mechanismen (ber dieselbe Bindestelle im
cytoplasmatischen Loop ein oft zu findendes Prinzip und erhéht moglicherweise die Effizienz
dieser Prozesse.

Das in AMPA-Rezeptoren identifizierte AP2-Bindemotiv ist vergleichbar zur GABAAR-32-
Untereinheit und anderer Membranproteine atypisch und auch in der Aminoséaure-
Zusammensetzung ahnlich (Diviani et al., 2003; Haucke et al., 2000). Des Weiteren konnte
ein Arginin-Cluster innerhalb dieser Sequenz identifiziert werden, das sowohl fir die Bindung
von AMPARs (Kastning et al., 2007; Lee et al., 2002), als auch GABAAR-B-Untereinheiten
(Smith et al., 2012) an die p2-Untereinheit des AP2-Komplexes ausschlaggebend ist. Auch
die Bindestelle innerhalb der p2-Untereinheit ist fir beide Rezeptoren Uberlappend, was auf
einen vergleichbaren Internalisierungsmechanismus der postsynaptischen Neurotransmitter-
Rezeptoren schlie3en lasst (Kastning et al., 2007; Smith et al., 2012). Somit scheint es sich
um einen konservierten Mechanismus fir die AP2-Bindung an neuronale Membranproteine
und Neurotransmitter-Rezeptoren zu handein.

Weiterhin konnte flr exzitatorische Rezeptoren eine phosphorylierungs-abhéngige
Regulation der synaptischen Lokalisation nachgewiesen werden. Gegensatzlich zu den
GABAR-B-Untereinheiten verstarkt jedoch eine erhdhte PKC-Aktivitat in Purkinje-Zellen die
AMPA-Rezeptor-Internalisierung. Im Cerebellum inhibiert dagegen die PKC-abhangige
AMPAR-Phosphorylierung des Serins 880 innerhalb der GluR2-Untereinheit die Interaktion
mit dem PDZ-Doménen-Protein GRIP1 (glutamate receptor interacting protein 1) (Matsuda et
al.,, 1999), das AMPARs an der Synapse stabilisiert. Gleichzeitig wird die Bindung an das
ebenfalls PDZ-Domanen enthaltende Protein PICK1 (protein that interacts with C kinase 1),
was die Endocytose vermittelt, verstarkt (Chung et al., 2000). Die Deletion der mit PDZ-
Doménen-Proteinen interagierenden Bereiche innerhalb des Rezeptors filhrte ebenfalls zu
einer verstarkten AMPAR-Internalisierung (Matsuda et al., 1999; Xia et al., 2000), was auch
hier eine Beteiligung von Rezeptor-clusternden Proteinen an der Regulation des Equilibriums
zwischen synaptischer Lokalisation und Internalisierung widerspiegelt. Somit scheint es
einen allgemeingultigen Mechanismus fur die Internalisierung von unterschiedlichen
Rezeptoren zu geben, wobei die zu Grunde liegende Regulation, beispielsweise durch
Phosphorylierung, signifikante Unterschiede aufweist. Dies ist besonders interessant, da die
entgegengesetzten Antworten auf die Rezeptor-Phosphorylierung einen potentiellen
Mechanismus zur Regulation des Gleichgewichtes zwischen exzitatorischer und

inhibitorischer Aktivitat liefern kdnnten.
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In der vorliegenden Arbeit sowie durch Smolinsky (2009) konnte auch eine Bindung an
die GABA,R-B3-Untereinheit gezeigt werden. Daher wurde diese ebenfalls genauer
betrachtet. Aufgrund der hohen Homologie innerhalb der GABAAR-B2- und -B3-
Untereinheiten insbesondere im Bereich der fur die B2-Untereinheit identifizierten
Gephyrinbindestelle wurde das dazu homologe Konstrukt der 3-Untereinheit erstellt und fur
Kosedimentationsanalysen eingesetzt. Diese zeigten, dass beide Loop-Fragmente in der
Lage sind, Gephyrin spezifisch zu binden und zu sedimentieren, wobei im Vergleich die
Interaktion mit der B2-Untereinheit wesentlich starker zu sein schien. Dies stimmt auch mit
Beobachtungen in Neuronen (Prof. Jochen Meier, MDC, Berlin-Buch) Uberein, wo unter
Verwendung von Chimaren des GlyR-al-Rezeptors und den entsprechenden Bindemotiven
aus der GABAAR-B2- bzw. -B3-Untereinheit eine schwachere Bindung an letztere zu
verzeichnen war (Kowalczyk et al., unveréffentlichte Daten). Dies ist vergleichbar zu den
GABAsR-a1-3-Untereinheiten, die ebenfalls Uber vergleichbare Sequenzmotive fir die
Gephyrinbindung innerhalb des intrazellularen Loops verfigen (Mukherjee et al., 2011,
Saiepour et al., 2010; Tretter et al., 2008; Tretter et al., 2011). Somit scheinen Gephyrin-
interagierende  GABAR-Untereinheiten innerhalb einer Subklasse homologe Bindungs-
sequenzen fir dieses Protein aufzuweisen.

Immunhistochemische Studien zeigten, dass die [(2- uberwiegend mit der
al-Untereinheit koexprimiert, wohingegen die B3- hauptséchlich mit der a2- oder
a3-Untereinheit nachgewiesen wurde (Fritschy und Mohler, 1995). Werden die zuvor
gesammelten Daten sowie Veroffentlichungen zu den GABAsR-a-Untereinheiten in Betracht
gezogen, so lasst sich die abgeschwachte Bindung der B3-Untereinheit mdglicherweise
durch die bevorzugte Untereinheitenkombination erklaren. Wahrend die al-Untereinheit eine
relativ schwache Bindung an Gephyrin aufweist, zeigt vor allem die a3-Untereinheit eine
starke Bindungsaffinitdt. FUr die a2-Untereinheit konnte aufgrund technischer Probleme
keine spezifische Affinitat zu Gephyrin ermittelt werden (Maric et al., 2011), allerdings zeigte
auch diese in Kosedimentationsanalysen eine sehr starke Bindung an Gephyrin. Somit
gleicht moglicherweise die relativ starke Bindung der B2-Untereinheit die schwache Affinitat
der al-Untereinheit zu Gephyrin aus, wahrend die schwéachere Bindung der B3-Untereinheit
durch die starke Bindung der a2/3-Untereinheiten ausgeglichen werden kann. Somit wird
eine effiziente Rezeptor-Clusterung der verschiedenen Rezeptor-Untereinheiten-Kombi-
nationen moglich. Zusatzliche Untersuchungen, wie beispielsweise kompetitive ITC-
Messungen sowie neuronale Studien, sind jedoch unverzichtbar, um weitere Erkenntnisse
beziglich der Gephyrin-Bindung an GABA,Rs in Abhangigkeit von der Untereinheiten-

Kombination im Pentamer zu erlangen. Auch die Bestimmung der Affinitdten des gesamten
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pentameren Rezeptors wirde helfen, die Frage der Kooperativitdt der Untereinheiten zu
beantworten. Mdoglicherweise liegen auch mehrere verschiedene Stufen der Affinitat
zwischen Rezeptor und Gephyrin vor, die fir eine effektive Regulation der synaptischen
Starke auf der Basis von posttranslationalen Modifikationen oder Interaktionen mit weiteren

Proteinen eine Moglichkeit liefern, in mehreren Schritten komplexe Signale zu kodieren.

3.1.3 Charakterisierung der Interaktion zwischen de  r GABA AR-B2-Untereinheit
und Gephyrin

Zur weiteren Charakterisierung der Bindung zwischen Gephyrin und der GABAJR-B2-
Untereinheit wurden ITC- sowie SPR-Messungen, dynamische Lichtstreuung und
analytische Gelfiltration durchgefuhrt. Fir alle Versuche wurde der Rezeptor-Loop in
gesamter Lange oder als verkurzte Variante (Aminoséauren 390-420), als GST-Fusion oder
isolierter Loop eingesetzt. Dabei war aufféllig, dass die GST-Fusion den Loop stabilisierte
und dass der gesamte Loop eine gesteigerte Instabilitdt aufwies. Eine erh6hte Degradation
der verschiedenen Loops war in den Reinigungen, analytischen Gelfiltrationen sowie der
dynamischen Lichtstreuung zu verzeichnen. Dies fuhrte zu sehr inhomogenen
Proteinlésungen, in denen der genaue Anteil an nicht-degradiertem Protein nicht exakt
bestimmt werden konnte, was einen negativen Einfluss auf die Messungen sowie die
Konzentrationsbestimmung hatte und in die Interpretation der vorliegenden Ergebnisse
einbezogen werden musste. Des Weiteren konnte jedoch in allen Versuchsansatzen ein
negativer Effekt der GST-Fusion auf die Bindung ausgeschlossen werden.

Zur Quantifizierung der Bindungsaffinitdten wurden ITC-Messungen mit verschiedenen
Rezeptor-Loops und gereinigtem Gephyrin-rC4 durchgefihrt (Abb.2.13). Zunachst konnte fiir
die Positivkontrolle, den GST-GlyR-B-Loop, ausschliefZlich eine exotherme, monophasische
Bindungskurve mit einem Kp-Wert von 0,9 £ 0,1 pM gezeigt werden. Dies steht in Konflikt mit
bereits verdffentlichten Daten, die eine exotherme, biphasische Bindung an Gephyrin
postulieren (Schrader et al., 2004). Es ergibt sich daraus eine hoch affine Bindestelle mit
einem Kp-Wert von 0,021 pM und eine niedrig affine Bindestelle mit einem Kp-Wert von
2,94 uM (Specht et al., 2011). Die hier entstandene Diskrepanz resultiert moglicherweise in
der Verwendung des GST-fusionierten GlyR-B-Loops. Da GST Dimere bildet, ist
anzunehmen, dass auch die Fusion aus Rezeptor-Loop und GST als Dimer vorliegt. In den
analytischen Gelfiltrationen konnte bereits eine Di-, aber auch Trimerisierung der
verschiedenen GST-fusionierten Rezeptor-Loops nachgewiesen werden. Dies konnte die
Struktur des Loops verandern und das im Vergleich zum Loop groRe GST (GST-Monomer:

26 kDa; GlyR-B-Loop:16,8 kDa) kénnte die Bindung zu einem weiteren Protein beeinflussen
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oder verhindern, indem es die entsprechenden Bindungsstellen maskiert. Der hier ermittelte
Kp-Wert liegt im Bereich der niedrig affinen Bindestelle, wobei es durchaus mdglich ist, dass
es sich um eine Bindung des Gephyrins an die hoch affine Bindestelle handelt, diese aber
durch das vorhandene GST abgeschwéacht wird.

Die SPR-Messungen zur Analyse der Interaktion zwischen Gephyrin und dem GST-
GlyR-B-Loop ergaben dagegen einen Kp-Wert von 2,37 + 1,73 uM, womit eine im Vergleich
zu den ITC-Messungen reduzierte Affinitat (0,9 zu 2,37 uM) ermittelt wurde (Abb.2.14). Zwar
sollte die Bindungsaffinitat der beiden Proteine zueinander gleich bleiben, ein Mitfihren der
Kontrolle ist jedoch zwingend notwendig, um Diskrepanzen aufgrund der verwendeten
Methode ausschlieBen zu kdnnen. Zuvor von Sola und Kollegen (2004) durchgefiihrte SPR-
Untersuchungen mit dem isolierten GlyR-B-Loop ergaben eine Affinitat zu Gephyrin von 0,4 —
1,1 uM. Dies zeigt ebenfalls wie die ITC-Messungen, dass es zu einem geringen, negativen
Einfluss der GST-Fusion auf die Bindungsaffinitat des Loops zu Gephyrin kommt. Jedoch
liegen beide Messungen in der gleichen Gr6Renordnung, was die hohe Qualitat und
Reproduzierbarkeit beider Methoden anzeigt.

Die verschiedenen GABAAR-B2-Loop-Varianten wiesen in den ITC-Messungen eine
endotherme, monophasische Bindungskurve auf. Da die resultierende freie Energie negativ
war, handelte es sich auch hier um eine spontan ablaufende, Entropie getriebene Reaktion,
fur die keine Warmezufuhr notwendig war. In der Kontrollmessung, in der der Loop anstatt in
Gephyrin in Puffer injiziert wurde, zeigte sich allerdings eine vergleichbare Titrationskurve.
Somit ist davon auszugehen, dass es sich bei allen Messungen um unspezifische
Reaktionen handelt. Ein Einfluss des GST-tags als Erklarung kann ausgeschlossen werden,
da sowohl GST-fusionierte, als auch nicht-fusionierte Rezeptor-Loops ein vergleichbares
Bindungsverhalten zeigten. Auf3erdem wiesen Messungen mit der GST-Kontrolle und mit
dem GST-GlyR-B-Loop deutlich verschiedene Reaktionsverlaufe auf.

Als eine mdogliche Erklarung der ITC-Signale fir die GABAAR-B2-Loop-Varianten wére
eine Interaktion des GABAAR-B2-Loops mit sich selbst denkbar. Dadurch wirden
oligomerisierte GST-Rezeptor-Loop-Molekiile vorliegen, die Uber das GST dimerisieren und
so in rdumliche Nahe gelangen, was weitere Loop-Loop-Interaktionen beglnstigen wirde.
Durch Injektion des konzentrierten GABAAR-B2-Loop-Liganden in die Zelle — zum Analyten —
wird der Loop verdinnt, was zu einer Veranderung des Bindungsgleichgewichtes zwischen
den verschiedenen Multimeren fiihrt und in einer Warmeanderung resultiert. Die analytischen
Gelfiltration sowie die dynamische Lichtstreuung (DLS) zeigten, dass es gerade bei dem
gesamten GABAAR-B2-Loop, aber auch bei der verkiirzten Variante zur Ausbildung héherer

Proteinoligomere bis hin zu Aggregaten kam (Abb.2.11). Dies wirde dafir sprechen, dass
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der Loop mit sich selbst interagiert und es deshalb zu unspezifischen Reaktionen kommt.
Allerdings wiesen die DLS-Messungen mit verdunnten Loop-Proben ebenfalls hohere
Aggregate auf. Mdglicherweise resultieren die ITC-Signale trotz der weiterhin vorhandenen
Aggregate entweder aus der Auflosung der einen Aggregationsform oder der Bildung einer
anderen Form, was in einer Warmeanderung resultiert. Es handelt sich hierbei um eine
interessante Beobachtung, deren Erklarung mdglicherweise zu einem genaueren
Verstandnis der strukturellen Zusammensetzung der verschiedenen cytoplasmatischen
Loops in einem Rezeptor-Pentamer beitragen kénnte.

SPR-Messungen fihrten im Gegensatz zu den ITC-Daten zu eindeutigen Ergebnissen
(Abb.2.14). Die kovalente Kopplung des Gephyrins Uber freie Amine an einen Sensorchip
ermdglichte die Bestimmung der Bindungsaffinitaten fur verschiedene Rezeptor-Loops. Es
wurden die gereinigten, GST-fusionierten Rezeptor-Loops verwendet, da die nicht-
fusionierten Loops — besonders die verkirzte GABAsR-B2-Loop-Variante — aufgrund des
geringen Molekulargewichtes in einem zu geringen Signal-zu-Rauscherhéltnis aufgrund
schwacher Resonanzsignale resultierten.

Die SPR-Messungen fiur den kompletten sowie verkirzten GST-GABAAR-B32-Loop sind
nahezu identisch. Der Kp-Wert fur den kompletten Loop ist mit 54,5 + 14,5 uM im Vergleich
zu 45,3 £ 14,4 uM der verkirzten Variante etwas erhoht, was auf eine vergleichsweise
schwachere Bindung an Gephyrin hindeutet. Weiterhin wére fur den verkirzten Loop eine
starkere Bindung zu erwarten gewesen, da es sich hierbei um die isolierte Bindungsstelle
handelte. Somit sollte, aufgrund der Konformation und der daraus resultierenden Lage der
Aminoséauren, die Bindungsstelle frei zugénglich sein und die starkste Bindung an Gephyrin
aufweisen. Des Weiteren war sowohl in den Reinigungen als auch den analytischen
Gelfiltrationen und der dynamischen Lichtstreuung zu beobachten, dass der verkiirzte Loop
vergleichsweise stabiler war und weniger Degradation aufwies. Somit sollte die ermittelte
Konzentration der tatsachlichen Konzentration des nicht-degradierten Loops entsprochen
haben, wodurch die resultierenden Affinitaten eindeutiger sind. AufRerdem kénnen die
Degradationsprodukte ebenfalls einen Einfluss auf die Bindung nehmen, insofern sie noch
die Bindungsstelle oder zumindest den fur die hydrophoben Interaktionen signifikanten Tell
enthalten. Da allerdings auch ein Abbau des GST-GlyR-B-Loops zu verzeichnen war, ist der
Vergleich dieser Messungen untereinander maglich. Somit ergab sich fir die Bindung der
GABAR-B2-Loops eine 20-fach geringere Affinitéat im Vergleich zum GlyR-3-Loop.

Eine weitere Analyse der Bindungsaffinitat erfolgte unter Verwendung eines N-terminal
biotinylierten Peptids (GABAAR-B2390.420). Die Messungen mit verschiedenen Konzen-

trationen bakteriell exprimierten Gephyrins ergaben einen Kp-Wert fir die Bindung von
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9,7 uM. Verglichen mit bekannten SPR-Daten fiir die GlyR-B-Loop—Gephyrin Interaktion von
0,4-1,1 uM (Sola et al., 2004) ergibt das Biotin-GABAsR-B2-Peptid in etwa eine 10-fach
schwachere Interaktion mit Gephyrin (Abb.2.15). Bei diesen Messungen sollte keine
unspezifische Beeinflussung der Bindung durch Degradation vorliegen, da das eingesetzte
Gephyrin nicht abgebaut war und das synthetisierte Peptid ebenfalls in hoher Reinheit
vorlag.

Im Vergleich ist die GABAAR-B2-Interaktion mit Gephyrin mit der Interaktion der al/3-
Untereinheiten vergleichbar. Somit ergibt sich im Kontrast zum GlyR-B3-Loop eine 10-fach
schwachere Bindung der Untereinheiten a3 und 2 an Gephyrin, wobei die al-Untereinheit
sich um eine weitere Zehnerpotenz von diesen unterscheidet (Maric et al., 2011) und es
fraglich ist, welchen Beitrag diese Untereinheit in vivo zur Gephyrin-GABAAR Interaktion
leistet.

Das biotinylierte Peptid wurde zusatzlich fur analytische Gelfiltrationen eingesetzt, um
weitere Aussagen uber die Stochiometrie der Bindung zu ermdglichen (Abb.2.10). Dies
resultierte in einer Abnahme des Peptid-Peaks um 50 % nach Koinkubation mit Gephyrin
und lieferte eine weitere Bestatigung der direkten Interaktion beider Proteine. Eine
Verschiebung und damit Massenzunahme des Gephyrin-Peaks war jedoch nicht zu
verzeichnen, da eine Bindung von 10,8 kDa (drei Peptid-Molekile) an einen trimeren
Gephyrin-Komplex von 382 kDa keine signifikante Grolienveranderung bewirkte, die mittels
dieser Methode messbar gewesen wéare. Im Gegensatz zu den Gelfiltrationen mit dem
GlyR-B-Loop, in denen nach Koinkubation mit Gephyrin eine Abnahme des Loop-Peaks
sowie eine Zunahme des Gephyrin-Peaks zu verzeichnen war, konnte dies fir die weiteren,
gereinigten GABAAR-B2-Loops nicht beobachtet werden. Somit kam es scheinbar —
abgesehen von dem biotinylierten Peptid - zu keiner derart stabilen Komplexbildung des
Gephyrins mit den gereinigten Rezeptor-Loops. Dadurch konnte der resultierende Komplex
mittels Gelfiltration nicht aufgetrennt und analysiert werde, was — wie schon in den SPR-
Messungen beobachtet — auf eine im Vergleich zum GlyR-B-Loop geringere Bindungsstarke
zwischen beiden Proteinen hinweist.

Basierend auf den Ergebnissen der Kosedimentations-Analyse wurde bereits zu Beginn
im Vergleich zur GlyR-B-Untereinheit eine schwéchere Bindung von Gephyrin an den
GABA,R-B2-Loop erwartet. Die bislang nicht erfolgte Ko-Aufreinigung von Gephyrin und
GABA,Rs Uuber Affinititschromatographie (Meyer et al., 1995), wie es fur den Glycin-
Rezeptor gezeigt wurde (Pfeiffer et al., 1982), ist ein weiteres Indiz fir die geringere Stabilitat
des GABA,R-Gephyrin-Komplexes und unterstreicht die bisherigen Schlussfolgerungen

hinsichtlich einer Dissoziation beider Proteine. AulRerdem ist eine reduzierte Affinitat
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konsistent mit der schwécheren synaptischen Mobilitat von GABA,Rs im Vergleich zu GlyRs,
was durch eine 10-fach héhere Diffusionsrate der GABAARSs reflektiert wird (Ehrensperger et
al., 2007; Levi et al., 2008; Meier et al., 2001).

Die moderaten Affinitéaten der verschiedenen isolierten GABAAR-Loops zu Gephyrin sind
vergleichbar mit PDZ-Doméanen-Liganden-Interaktionen. So wurden fir die Affinitdt des
C-terminalen Endes der NMDA- und AMPA-Rezeptoren und dem fir deren Clusterung
notigen Protein PSD95 Kp-Werte im Bereich von 1 bis 50 uM berichtet (Jemth und Gianni,
2007). Dies zeigt, dass scheinbar der GlyR-B-Loop mit seiner hohen Affinitat gegeniuber
Gephyrin eine Sonderstellung einnimmt. Dies kdnnte einen Hinweis darauf liefern, dass sich
durch die schwacheren Interaktionen mdglicherweise eine hdhere Variabilitdt und Dynamik
zur Regulation von Vorgangen wie Lernen oder Speicherung von Informationen ergibt.
Dagegen bendtigt moglicherweise die Weiterleitung von motorischen Signhalen durch den
Glycin-Rezeptor keine fein regulierten Mechanismen, was die vergleichsweise starre

Verankerung an der Synapse rechtfertigt.

3.2 Charakterisierung der direkten Interaktion zwis chen der
GABA sR-y2-Untereinheit und Gephyrin

Die Kosedimentationsanalysen mit GST-fusionierten GABAAR-y2-Rezeptor-Loops wiesen
auf die Fahigkeit der y2L-, aber nicht der y2S-Isoform Gephyrin zu sedimentieren hin. Das
minimale Gephyrin-Bindungsmotiv konnte somit auf den acht Aminosauren langen Einschub
in der langeren Spleil3-Variante eingegrenzt werden kann (Abb.2.16). Die y2L-lsoform
dominiert wahrend der Entwicklung Uber die y2S-Variante (Burt und Kamatchi, 1991).
AuBerdem werden wahrend der Synaptogenese bereits GABAsR-y2-Cluster ausgebildet,
bevor ein Gephyrin-Netzwerk an der Synapse detektierbar ist. Im Laufe der Entwicklung
nimmt jedoch die Kolokalisation der y2-Cluster mit Gephyrin zu (Danglot et al., 2003), was
fur eine entwicklungs-abhangige Interaktion spricht und die hier beobachtete Interaktion mit
Gephyrin unterstitzt.

Die y2L-Isoform weist eine zusatzliche Phosphorylierungsstelle an Position 343 auf.
Zusammen mit der Beobachtung, dass bei erhdhter PKC-Aktivitat das y2L-spezifische Serin
343 fur eine erhdhte Akkumulation in synaptischen Bereichen verantwortlich ist (Meier und
Grantyn, 2004), erlaubt dies die Annahme, dass die Phosphorylierung des Serins 343
maoglicherweise die Bindung an Gephyrin und die dadurch vermittelte Clusterung an

inhibitorischen Synapsen reguliert. Letzteres konnte jedoch in Kosedimentationsanalysen mit
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phosphomimetischen Varianten nicht bestétigt werden. Die S343D-Variante wies dabei eine
mit der nicht-modifizierten y2L-Isoform vergleichbare Bindung an Gephyrin auf. Dagegen war
eine signifikant hohere Bindungsstarke fur die S327D-Variante sowohl der y2S- als auch
y2L-Isoform zu verzeichnen. Die Phosphorylierung dieses Serin-Restes scheint somit einen
Effekt auf die Interaktion zu haben, wodurch auch die y2S-Variante, die zuvor keinerlei
Bindung aufwies, befahigt wird, Gephyrin vergleichbar zur unmodifizierten y2L-Variante zu
sedimentieren (Abb.2.17).

Da die Kosedimentationsanalysen mit Hirnrohextrakt durchgefihrt wurden, sind keine
Aussagen Uber eine direkte Interaktion mit Gephyrin mdglich. Allerdings scheint es sich
aufgrund des Signals, das teilweise starker war als fur die Positivkontrolle — den GlyR-§-
Loop — um eine verhaltnisméRig starke Interaktion zu handeln. Smolinsky (2009) konnte
zuvor weder eine direkte Interaktion zwischen der GABAAR-y2-Untereinheit mit gereinigtem,
bakteriell exprimiertem Gephyrin noch mit Hirnextrakt nachweisen. Mdglicherweise ist eine
abweichende Versuchsdurchfiihrung ausschlaggebend fir die unterschiedlichen Ergebnisse.
So wurde hier zur Erstellung des Hirnextraktes 0,05 % Triton-X-100 eingesetzt. Dieses
Protokoll unterscheidet sich sowohl zu dem von Smolinsky (2009) als auch zu dem von
Tretter und Kollegen (2008). Letztere konnten sogar nachweisen, dass die Interaktion der
GABAR-a2-Untereinheit durch Zugabe von Detergens inhibiert wird, was fur die in dieser
Arbeit mittels Kosedimentation analysierten Gephyrin-Rezeptor-Loop-Interaktionen nicht
bestétigt werden konnte. Moéglicherweise wird durch das zugefligte Detergens der Pool an
synaptischem — posttranslational modifiziertem — Gephyrin im léslichen Uberstand des
Hirnextraktes erhdht. Dadurch ergibt sich ein positiver Einfluss auf den Nachweis einer
physiologisch relevanten Bindung, was darauf hindeutet, dass nicht nur die Phosphorylierung
der vy2-spezifischen Serine, sondern auch die Modifikation des Gephyrins durch
Phosphorylierung oder eine andere posttranslationale Modifikation eine entscheidende Rolle
fur die Rezeptor-Gephyrin-Interaktion spielt. Dies zeigt erneut, dass es sich bei der
Clusterung inhibitorischer GABAARs um einen hoch komplexen und stark regulierten Prozess
handelt, der mehreren regulatorischen Mechanismen zugleich unterliegen kann. Bakteriell
exprimiertes Gephyrin liegt dagegen ohne Eukaryoten-spezifische posttranslationale
Modifikationen vor, was die isolierte Betrachtung von Modifikationen der Rezeptor-Loops
erlaubt.

Aufgrund der hier gezeigten Daten scheint die Phosphorylierung des y2-Rezeptor-Loops
einen Einfluss auf die Gephyrin-Bindung — direkt oder indirekt — zu haben, wobei
insbesondere dem Serin 327 eine regulative Funktion in Bezug auf die synaptische

Lokalisation von y2-enthaltenden GABA,-Rezeptoren zugesprochen werden kann. Letzteres
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ist konsistent mit bereits veroffentlichten Daten, die zeigen, dass im Zusammenspiel mit der
Aktivitat von NMDA-Rezeptoren GABAs-Rezeptoren mit phosphoryliertem Serin 327 in der
y2-Untereinheit synaptisch akkumulieren, wohingegen Rezeptoren mit der nicht
phosphorylierten Untereinheit extrasynaptisch lokalisiert sind (Muir et al., 2010). Dabei
bewirkt die Offnung der NMDA-Rezeptoren einen Ca®*-Einstrom in die Zelle. Dies aktiviert
die Ca**-abhangige Phosphatase Calcineurin, die eine Dephosphorylierung der GABA,R-y2-
Untereinheit an der Position des Serins 327 induziert (Wang et al., 2003). Als Folge dessen
ist eine erhdhte Akkumulation extrasynaptischer Rezeptoren zu verzeichnen (Abb.3.6). Da
gezeigt wurde, dass dieser Prozess Clathrin-unabhdngig ist, kommt es nicht zur
Internalisierung der Rezeptoren, sondern ausschliellich zu einer verstarkten lateralen
Diffusion (Muir et al., 2010). Eine mdgliche Beteiligung von Gephyrin an dieser Regulation
ware somit nicht ausgeschlossen.

Die hier gezeigten Daten sprechen dafir, dass Gephyrin eine erhthte Affinitdt zu
Rezeptoren aufweist, die innerhalb der y2-Untereinheit am Serin 327 phosphoryliert sind,
was in einer verstarkten Clusterung dieser Rezeptor-Pentamere im Bereich der GABAergen
Synapse und einer erhdhten synaptischen Stéarke resultiert. Kommt es zu einer
zunehmenden Aktivitat der exzitatorischen NMDA-Rezeptoren, wird die inhibitorische
Synapsen-Aktivitat reduziert. Calcineurin bewirkt eine Dephosphorylierung des Serins 327
und die Bindungsaffinitdt von Gephyrin zur y2-Untereinheit sinkt. Gephyrin ist zwar weiterhin
in der Lage, zumindest die y2L-Untereinheit zu binden, doch mit einer weitaus geringeren
Affinitat. Es kommt zur lateralen Diffusion einiger Rezeptor-Pentamere aus der
postsynaptischen Membran in extrasynaptische Bereiche, wahrend einige ebenfalls nicht-
phosphorylierte Rezeptoren weiterhin an Gephyrin gebunden vorliegen und in synaptischen
Bereichen geclustert werden (Abb.3.6). Die laterale Diffusion ermdglicht dabei einen
Austausch synaptischer und extrasynaptischer Rezeptoren innerhalb von Sekunden (Tardin
et al., 2003), wobei gleichzeitig ein extrasynaptischer Pool von Rezeptoren als Reserve
bestehen bleibt. Endo- und exozytotische Prozesse bendétigen dagegen jeweils mehr als
10 min und resultieren in einer vergleichsweise langsameren und weniger effizienten
Modulation der synaptischen Starke (Shepherd und Huganir, 2007). Um diese Hypothese
(Abb. 3.6) zu verifizieren, sind weitere Experimente wie beispielsweise in vitro
Phosphorylierung sowie Kolokalisationsstudien in neuronalem Kontext gepaart mit ITC- bzw.
SPR-Messungen notwendig, die eine Quantifizierung der Bindungsaffinitat der
unterschiedlichen Zustande erlaubt, ahnlich den jungsten Studien zur Regulation der
Gephyrin-GlyR-Interaktion (Specht et al., 2011).
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Bannai und Kollegen (2009) konnten nachweisen, dass eine gesteigerte exzitatorische
Aktivitat zur Abnahme sowohl synaptischer GABAR als auch Gephyrin-Cluster fuhrt, was
moglicherweise auf einen zuséatzlichen Effekt des Calcineurins auf Gephyrin zuriick zu
fuhren ist. Dies widerspricht jedoch neuesten Studien, die zeigen, dass die Calcineurin-
abhangige GABAAR-Mobilitat kein Gephyrin bendétigt. Es ist erst eine erhdhte Mobilitat und
dann die Auflésung der Gephyrin-Cluster zu verzeichnen, was fir voneinander entkoppelte
Prozesse spricht. Somit wird die Mobilitdt nicht durch die Auflésung des Gephyrin-
Netzwerkes bedingt (Niwa et al., 2012). An der Synapse ist Gephyrin hauptsachlich an
Rezeptoren gebunden. Allerdings sind insbesondere in den Endbereichen der Synapse
Gephyrin-Molekile zu detektieren, die ohne gebundenen Rezeptor vorliegen, jedoch bereit
sein sollten, Rezeptoren zu binden, wenn diese aus dem extrasynaptischen in den
synaptischen Bereich diffundieren. Dabei handelt es sich um ein Equilibrium, in dem das
Gephyrin-Gerust sowohl als Akzeptor als auch Donor fir die Rezeptoren fungiert (Dumoulin
et al, 2000) und somit einen standigen Austausch zwischen synaptischen und
extrasynaptischen Bereichen reguliert. Die von Bannai und Kollegen (2009) beobachteten
Ablaufe konnten dagegen fir eine langfristige Regulation der Grof3e des Gephyrin-
Netzwerkes sprechen. Fir kurzfristige Anderungen scheint es jedoch nicht notwendig zu

sein, das Gephyrin-Netzwerk aufzuldsen.

extrasynaptische
Rezeptoren

exzitatorische
Synapse

inhibitorische
Synapse

o
—

Auflésung der Dephosphorylierung Gephiyrin Ca?t Ca?

Rezeptor-Cluster von S327 \ /
i Calcineurin /

Diffusion in die extra-
synaptische Membran

NMDA-Rezeptor

GABA,.-Rezeptor

Abb.3.6: Hypothese zur Regulation der Clusterung un  d lateralen Mobilitdit von GABA aRs durch NMDA-
Rezeptoraktivierung. Eine erhdhte exzitatorische Aktivitdit von NMDA-Rezeptoren fiihrt zu einem Anstieg der
intrazellularen Ca®*-Konzentration. Dies aktiviert die Phosphatase Calcineurin, die die GABAAR-y2-Untereinheit
spezifisch am Serin 327 dephosphoryliert. Dadurch sinkt die Affinitdt zu Gephyrin und es kommt zur lateralen
Diffusion der Rezeptoren in extrasynaptische Bereiche.

Die geschilderten Prozesse stellen einen Mechanismus zur wechselseitigen Regulation
zwischen exzitatorischer und inhibitorischer Aktivitat dar. Dieser kann jedoch verschiedener

Art sein und unterschiedlichen regulatorischen Mechanismen unterliegen. Wahrend hier die
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Aktivitat exzitatorischer NMDARs zur Reduktion inhibitorischer Aktivitat fuhrt, ist im
Ruckenmark ein NMDAR-induzierter Anstieg synaptischer GlyRs zu verzeichnen. GABAARS
(an gemischten Synapsen) sowie Gephyrin bleiben davon unbeeinflusst (Levi et al., 2008).
Des Weiteren konnte fir AMPARs ebenfalls eine NMDAR-abhangige Regulation im
Hippocampus gezeigt werden, wobei diese in der Endocytose des AMPA-Rezeptors
resultiert. Durch die Offnung des NMDA-Rezeptors wird die intrazellulare Ca?*-Konzentration
erhdoht und Calcineurin aktiviert. Es kommt jedoch nicht zur Dephosphorylierung des
Rezeptors oder anderer stabilisierender Proteine, sondern endocytotischer Faktoren (Man et
al., 2000). Somit scheinen zwar ahnliche Mechanismen in die Regulation der Plastizitat der
verschiedenen Synapsen involviert zu sein, diese unterliegen jedoch verschiedenen
Signaltransduktionswegen und -prozessen.

Durch die Ergebnisse dieser Arbeit kann sowohl flr die GABAsR-B2-, als auch -y2-
Untereinheit eine verstarkte Gephyrin-Bindung nach Phosphorylierung des Rezeptor-Loops
vermutet werden. Im Gegensatz dazu wurde fur die GlyR-B- (Specht et al., 2011) und die
GABAsR-al-Untereinheit (Maric et al., 2011) eine verminderte Affinitat durch die
Phosphorylierung eines spezifischen Serin- bzw. Threonin-Restes nachgewiesen. Nach der
Modifikation dieser Reste werden jedoch keine weiteren Signalwege an- bzw. ausgeschaltet,
worin moéglicherweise der Unterschied liegt.

Interessanterweise tragt die y2-Untereinheit zwei AP2-Bindemotive. Ein y2-spezifisches
YGYECL-Motiv sowie eine basische Sequenz (Aminosauren 318-327), die vergleichbar mit
denen der GABAAR-B-Untereinheiten sowie AMPARs ist (Kittler et al., 2008; Smith et al.,
2008). Letzteres y2-Motiv umfasst auch das Serin 327. Zwar wurde bisher kein
Phosphorylierungs-abhangiger Mechanismus — vergleichbar zur $3-Untereinheit — fur die y2-
Untereinheit gezeigt, ein solcher ware aber durchaus denkbar. Letzteres wirde die Frage
aufwerfen, ob eine wechselseitige Regulation der Gephyrin-AP2-Bindung vorliegt, so wie sie
in dieser Arbeit fir das Serin 410 der B2-Untereinheit vorgeschlagen wurde. Ware dies der
Fall, wirden vermutlich verschiedene Kinasen bzw. vorgeschaltete regulatorische
Mechanismen greifen, da die durch Calcineurin induzierte laterale Diffusion der Rezeptoren
keine erhthte Endocytose-Rate der Rezeptoren bewirkt. Auffallig sind die hohen Affinitaten
der p2-Untereiheit des AP2-Komplexes zu den Rezeptor-Loops. Diese betragt fur die
y2-Untereinheit 42 nM (Kittler et al., 2008) und fur die 33-Untereinheit 300 nM (Kittler et al.,
2005) und unterscheidet sich somit um ein vielfaches von der Affinitat der GABAsR-Loops zu
Gephyrin. Ob jedoch eine wechselseitige Regulation der beiden Mechanismen — Clusterung
und Internalisierung — besteht, muss sowohl fir die GABAAR-B2- als auch die -y2-

Untereinheit durch weitere biophysikalische sowie zellulare Studien in Neuronen analysiert
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werden. Erkenntnisse dariber koénnten weitere Einblicke in die komplexen Regulations-

mechanismen an der inhibitorischen Synapse geben.

3.3 Loop-Loop-Interaktionen  innerhalb  eines  funktio nellen

Rezeptor-Pentamers

Neben der Analyse der Gephyrin-interagierenden GABA R-Untereinheiten ist es weiterhin
fraglich, ob die Struktur der intrazellularen Loops einen entscheidenden Einfluss auf diese
Interaktion austbt. Agieren die Loops der verschiedenen Untereinheiten fir sich allein oder
bilden sie eine gemeinsame Struktur tGber eine Loop-Loop-Interaktion aus, die die Bindung
an cytoplasmatische Proteine definiert? Um dieser Frage nachzugehen, wurden
Kolokalisationsstudien in HEK293-Zellen mit fluoreszenz-markierten GABAR-Loops
durchgefuhrt. Die einzelnen Loops waren ausschlie3lich im Zellkern nachweisbar. Da die
Loops ein intrinsisches Kernlokalisierungssignal in Form der positiv geladenen Aminosauren
Arginin und Lysin aufweisen, kann die untypische subzelluldre Lokalisation erklart werden.
Kleine Proteine wie beispielsweise GFP kdnnen aufgrund ihres geringen Molekulargewichtes
die Kernporen passieren und sind daher sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern
nachweisbar. Aufgrund ihres Molekulargewichtes ware auch eine Anreicherung der Loops
sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern zu erwarten gewesen. Da ihre Expression jedoch
ausschlie3lich im Nukleus detektiert werden konnte, scheint die Lokalisation vollstandig
durch das Kernlokalisierungssignal getrieben zu werden.

Auch eine Koexpression mit Gephyrin @nderte die Lokalisation nicht — weder flr die
einzelnen, noch die ko- bzw. dreifach-transfizierten Loops. Eine Rekrutierung der Loops in
die Gephyrin-blobs wurde erwartet, insofern es zu einer Interaktion mindestens eines Loops
mit Gephyrin kommt. Allerdings war es nicht nachweisbar, ob es Uberhaupt zu einer
Ausbildung einer spezifischen — mit der im Rezeptor-Pentamer vergleichbaren — Struktur
nach Koexpression der verschiedenen Loops gekommen ist. Zwar wurden hier
ausschlie3lich auch neuronal auftretende Untereinheiten-Kombinationen eingesetzt, jedoch
ist es fraglich, ob die isolierten Loops eine vergleichbare Konformation wie im Rezeptor
annehmen kénnen.

Des Weiteren wurde ausschlieBlich die Fluoreszenz der Loops dargestellt.
Moglicherweise ware eine zuséatzliche Darstellung der Gephyrin-Lokalisation interessant
gewesen. Kommt es tatséchlich zur Interaktion mit den Rezeptor-Loops wére eine

Rekrutierung des gebundenen Gephyrins zusammen mit den Loops Uber deren
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Kernlokalisierungssignal in den Kern denkbar. Allerdings wirde dies ausschliel3lich
Aufschluss Uber eine mogliche Loop-Gephyrin-Interaktion, aber nicht Gber eine Loop-Loop-
Interaktion geben.

Bereits in friiheren Studien wurde eine Wechselwirkung der Loops eines pentameren
Rezeptors untereinander vermutet (Brandon und Moss, 2000). Die Interaktion des GABAAR-
y2-Loops mit den y1-3- und B1-3-Loops konnte bereits nachgewiesen werden (Nymann-
Andersen et al., 2002). Das 23 Aminosauren (389-411) umfassende Selbst-Assemblierungs-
Motiv innerhalb des y2-Loops (Nymann-Andersen et al., 2002) Uberlappt dabei mit der
GABARAP- (Wang et al., 1999), nicht aber mit der in dieser Arbeit postulierten Gephyrin-
Bindestelle. Dies verstarkt die Vermutung, dass es im cytoplasmatischen Teil eines
GABA,R-Pentamers zur Interaktion der Loops miteinander und somit zu einer
maoglicherweise geordneten Struktur, die die Interaktion mit cytoplasmatischen Proteinen

moduliert, kommen kdnnte.

3.4 Potentielle Modulation von GABA ARs an inhibitorischen

Synapsen in Abhangigkeit von Gephyrin

Die hier gezeigten Ergebnisse sowie die bereits bekannten Studien zur Gephyrin-
GABA,R-Interaktion zeigen, dass es sich bei der Clusterung von GABAs-Rezeptoren um
einen weitaus komplexeren Mechanismus handelt, als fir den Glycin-Rezeptor beschrieben
wurde. Ein Grund fir diese Komplexitat liegt in der weitaus héheren Vielfalt an mdglichen
Rezeptor-Zusammensetzungen begriindet.

Fir den GABAAR wurde zuvor nur eine direkte Interaktion mit den Untereinheiten al-3
nachgewiesen. Diese sind ausschliellich mit zwei Untereinheiten in einem Pentamer
vertreten und weisen untereinander unterschiedliche Affinitaten in ihrer Bindung gegeniber
Gephyrin auf, die zudem weitaus schwacher sind als zwischen Gephyrin und dem GIlyR-§-
Loop. Dies ist auch fir die in dieser Arbeit gezeigte Bindung zwischen Gephyrin und den
GABAAR-B2/3-Untereinheiten  zutreffend. Somit scheint die Bindungsstarke nicht
vergleichbar zu sein und eine Bindung weiterer Untereinheiten durch Gephyrin zur effizienten
Clusterung der GABAa-Rezeptoren an der Synapse kann vermutet werden. Gleichzeitig
bleibt es unklar zu welchem Anteil kooperative Prozesse zwischen den Untereinheiten die
effektive Affinitat zwischen Gephyrin und dem Rezeptor modulieren.

Erkenntnisse aus immunhistochemischen Farbungen sowie Gephyrin und GABAAR

knock-out-Mausen zeigten eine Kolokalisation von Gephyrin mit al-3-, $2/3- oder y2-
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Untereinheiten enthaltenden GABAARS (Sassoe-Pognetto et al., 1995; Sassoe-Pognetto et
al., 2000). Weiterhin konnte in Gephyrin knock-out-Mausen ein Verlust von postsynaptischen
a2, a3, B2, B3, nicht aber al und a5 GABAAR-Clustern nachgewiesen werden (Kneussel et
al., 1999). Dies unterstreicht die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. Zum einen wurde eine
direkte Interaktion zwischen Gephyrin und der $2/3- sowie ein Gephyrin-abhangiger Effekt
auf die y2-Untereinheit gezeigt, was durch die Studien in knock-out Mausen zu vermuten
war. Zusatzlich konnte sowohl in dieser Arbeit, als auch schon durch Smolinsky (2009) und
neuronale Studien mit GlyR-al-GABA,R-Chimaren (durchgefihrt von Prof. Jochen Meier,
MDC Berlin-Buch; Kowalczyk et al., unverdffentlichte Daten) eine schwache Gephyrin-
Bindung an die GABAsR-al-Untereinheit nachgewiesen werden, wobei vor allem die
neuronalen Studien auch auf eine Gephyrin-unabhdngige Clusterung der al-Untereinheit
hinwiesen. Maric und Kollegen (2011) zeigten zwar, dass es zu einer direkten Bindung
zwischen Gephyrin und dieser Untereinheit kommt, doch die ermittelte Bindungsaffinitat
weist ebenfalls auf eine wesentlich schwéchere Bindung im Vergleich zu den Ubrigen
Untereinheiten hin. Aus diesem Grund ist zu vermuten, dass die GABA,R-Clusterung nicht
bzw. nicht hauptsachlich auf der al-Untereinheit basiert. AufRerdem kdnnen alfy2-
Pentamere unabh&ngig von Gephyrin an der Synapse akkumulieren (Kneussel et al., 2001),
wahrend a2By2- und a3By2-Rezeptoren auf eine Stabilisierung durch Gephyrin an der
Synapse angewiesen sind (Essrich et al.,, 1998; Kneussel et al., 1999). Auch die
Beobachtung, dass al-enthaltenden Rezeptoren in Gephyrin knock-out-Mausen an der
Postsynapse lokalisiert sind (Kneussel et al., 2001), lasst vermuten, dass die al-Untereinheit
eine untergeordnete bzw. keine Rolle in Bezug auf die Gephyrin-abhdngige Clusterung
spielt. Auch das Fehlen eines Isoleucins oder Valins zur homologen Position 400 des GlyR-
B-Loops, wie es fur die GABAsR-a2-, -a3-, -B2- und -B3-Untereinheiten gezeigt wurde (vgl.
3.1.1), weist auf einen abweichenden Bindungsmechanismus hin. Beispielsweise wurde fr
die GABA,R-al- und -a2-Untereinheit eine Interaktion mit dem Dystrophin-Glykoprotein-
Komplex nachgewiesen, der ebenfalls zur Stabilititt der Rezeptoren in synaptischen
Bereichen beitragen kann (Haenggi und Fritschy, 2006; Knuesel et al., 1999) und somit
eventuell eine schwache Bindung an Gephyrin kompensiert und zur Stabilisierung der al-
Untereinheit an der Synapse flihrt. Der DGC-Komplex hat zwar keinen Einfluss auf das
Gephyrin-Netzwerk, es ist allerdings fraglich, ob es sich um einen unabhéngigen oder
erganzenden Mechanismus der Clusterung handelt.

Da der mit 60 % am haufigsten nachgewiesene Subtyp des GABAARS aus zwei al-, zwei
B2- und einer y2-Untereinheit besteht, muss die effiziente Gephyrin-abhéangige Clusterung

somit unabhangig von al auch uber weitere Untereinheiten erfolgen. Dies starkt wiederum
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die hier gezeigten Ergebnisse, dass dies Uber die $2- und mdglicherweise auch tber die y2-
Untereinheit geschieht.

Die Analysen der Bindungsaffinitdt von GABAsR-B2/3- und -al/3-Untereinheiten zu
Gephyrin (diese Arbeit, Maric et al., 2011) haben eine vergleichbare Affinitat gezeigt, wie es
auch schon an exzitatorischen Synapsen beobachtet wurde (Jemth und Gianni, 2007).
Gephyrin verfiigt Gber eine deutlich héhere Affinitat zum GlyR-B-Loop bedingt durch zwei
Bindestellen, was im Gegensatz zum GABAAR auch den intrazellularen Transport des
Rezeptors Uber Gephyrin ermdglicht (Maas et al., 2006). An der Synapse findet dagegen ein
regulierter Austausch zwischen dem synaptischen und extrasynaptischen Rezeptor-Pool
statt, fur den moglicherweise nicht zwingend eine zum GIlyR vergleichbar starke Interaktion
notwendig ist und die geringeren Affinitadten der GABAsRSs erklaren kdnnte. Die Tatsache,
dass der GlyR auch Uber Gephyrin transportiert wird, spricht fir eine Bindung nicht
aggregierten Gephyrins an den Rezeptor-Loop (Hanus et al., 2004). Fir den GABAx-
Rezeptor wird ein Gephyrin-unabhéngiger Transport vermutet, da im Gegensatz zum GIlyR in
Gephyrin knock-out-Mausen zwar eine verminderte Anzahl von GABA,-Rezeptor-Clustern in
postsynaptischen Bereichen vorliegt, allerdings weiterhin eine Anreicherung der Rezeptoren
in der Plasmamembran nachgewiesen werden konnte. Dies ist fiir GlyRs nicht der Fall, was
fur unterschiedliche — Gephyrin-abhangige bzw. -unabhdngige — Transportmechanismen
spricht. Welchen Status der Oligomerisierung Gepyhrin wéhrend der Bindung an den
GABA,R aufweist, ist nicht bekannt, wobei vermutlich eine Bindung an ein Netzwerk aus
Gephyrin-Oligomeren unterhalb der Plasmamembran in postsynaptischen Bereichen
stattfindet.

Fur den Glycin-Rezeptor wurde die Hypothese formuliert, dass ein Rezeptor Giber dessen
drei B-Untereinheiten pro Gephyrin-Trimer gebunden wird, was durch die a/f-Asymmetrie
maoglich ist und zur Stabilisierung des Rezeptors innerhalb der postsynaptischen Membran
fuhrt (Fritschy et al., 2008). Prinzipiell sind zwei mdgliche Clusterungen denkbar, eine 1:1
Wechselwirkung von Gephyrin-Trimeren mit einem heteropentameren Rezeptor und
nachgeschalteter Interaktion zwischen Gephyrin-Trimeren/ Hexameren. Bezogen auf die
verschiedenen GlyR-Zusammensetzungen ergeben sich nur zwei Mdglichkeiten — Gephyrin-
abhangige Clusterung der Heteropentamere und Gephyrin-unabhéngige Clusterung der
Homopentamere.

Der GABA,R weist allerdings im Kontrast zum Glycin-Rezeptor hdchstens zwei
Untereinheiten derselben Unterklasse auf. Daher ist es durchaus denkbar, dass weitere
Untereinheiten eines Pentamers mit einem Gephyrin-Trimer interagieren, um eine

effizientere und starkere Clusterung zu gewahrleisten. Beispielsweise kdnnten zwei Loops
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der einen Untereinheit und ein Loop einer weiteren Untereinheit oder drei Loops von
verschiedenen Untereinheiten mit einem Gephyrin-Trimer interagieren. Diese Hypothese
sowie der Nachweis, dass sich beide Rezeptoren eine gemeinsame Bindungstasche teilen,
lassen vermuten, dass an gemischten GABAergen/glycinergen Synapsen weder in einem
Gephyrin-Monomer, noch im Trimer gleichzeitig eine Bindung von GlyRs und GABAsRS
stattfindet. Dieser kompetitive Bindungsmechanismus wurde durch ITC-Messungen bestatigt
(Maric et al.,, 2011). Somit ist zu vermuten, dass je ein Gephyrin-Trimer ein Rezeptor-
Pentamer — GIyR oder GABAAR — bindet und an der Synapse verankert. Kommt es
allerdings zu einer Uberbriickung von zwei Gephyrin-Trimeren durch ein Pentamer, waren
nicht alle Bindungstaschen innerhalb eines einzelnen Trimers von einem Rezeptor belegt.
Dadurch ware auch eine Bindung beider Rezeptor-Typen innerhalb eines Trimeres maoglich.
Aufgrund der gemeinsamen Bindungstasche ist jedoch die simultane Bindung durch GlyR
oder GABAARSs an ein Gephyrin-Molekil ausgeschlossen.

Trotz der in dieser Arbeit und in friheren Studien nachgewiesenen direkten Interaktion
von Gephyrin mit verschiedenen GABA,R-Untereinheiten lasst dies keine endgtltigen
Ruckschlisse auf den Mechanismus der GABA,R-Clusterung an inhibitorischen Synapsen
zu. Es bleibt weiterhin die Frage, ob die Stdchiometrie verschiedener Untereinheiten oder
nur das Vorhandensein einer Gephyrin-bindenden Untereinheit innerhalb des Pentamers fir
dessen Clusterung ausschlaggebend ist. Insbesondere Studien in Neuronen, in denen
verschiedene Zusammensetzungen eines assemblierten Rezeptors diesbeziiglich untersucht
werden, sind fir ein tieferes Verstandnis notwendig.

Weiterhin bleibt offen, ob fir die effiziente Clusterung der B2- und B3-Untereinheit
ausschlie3lich Gephyrin bendtigt wird. Studien zu Collybistin und Neuroligin zeigen eine
Beteiligung dieser Proteine an der Synapsen-Bildung und -Stabilitdt (Papadopoulos et al.,
2007; Saiepour et al., 2010). Fir die GABAAR-a2-Untereinheit konnte sogar eine effizientere
Clusterung durch die Bildung eines trimeren a2-Gephyrin-Collybistin-Komplexes
nachgewiesen werden (Saiepour et al.,, 2010). Dies kdnnte auch fir weitere GABAAR-
Untereinheiten zutreffen.

Die hier gezeigten Ergebnisse weisen auf eine sehr hohe Diversitat und Komplexitat der
Clusterung von GABAs-Rezeptoren an der Postsynapse hin. Diese unterscheidet sich
grundlegend von der Stabilisierung des Glycin-Rezeptors an der Synapse, ist aber
vergleichbar mit der Organisation an exzitatorischen Synapsen. Die Aktivitdt des Glycin-
Rezeptors ist hauptséchlich auf das Riuckenmark und den Hirnstamm beschrankt,
wohingegen komplexe Denkvorgange wie Lernen und Erinnerung von GABA-Rezeptoren

abhangig sind. Somit ist es denkbar, dass eine hohe Variabilitdit mit Spielraum fir
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verschiedene Affinitdten zu stabilisierenden Proteinen von enormer Bedeutung ist, um diese
komplexen Vorgénge regulieren zu konnen. Dies konnte die im Vergleich zum Glycin-
Rezeptor verminderte Affinitdt der verschiedenen GABA,R-Untereinheiten zu Gephyrin
sowie die — in Bezug auf zusatzliche stabilisierende Faktoren — wesentlich komplexere
Struktur GABAerger Synapsen erklaren. Es ergibt sich dadurch ein weniger starres Gebilde
mit verschiedenen Angriffspunkten zur flexiblen Modulation der synaptischen Plastizitét

innerhalb des zentralen Nervensystems.

3.5 Ausbhlick

Die Clusterung von inhibitorischen GABAs-Rezeptoren ist aufgrund der hohen Diversitat
dieses Rezeptortyps ein sehr komplexer Prozess. In dieser Arbeit konnten die
B-Untereinheiten als weitere Gephyrin-Liganden identifiziert werden. Darliber hinaus wurden
bereits existierende Hinweise auf eine mdgliche Wechselwirkung mit der y2-Untereinheit
experimentell gestarkt. Ungeachtet dieser neuen Erkentnisse sind weiterfuhrende
Experimente fiur ein besseres Verstandnis der regulatorischen Zusammenhange der
verschiedenen Arten von Rezeptor-Gephyrin-Interaktion notwendig. Ein nachster Schritt
ware die Fortsetzung der Analyse eines phosphorylierungs-abhangigen Bindungs-
mechanismus zwischen Gephyrin und der GABAAR-B2-Untereinheit. Dazu sollten die SPR-
Messungen mit dem biotinylierten Phospho-Peptid wiederholt werden, um Auskunft Gber die
Affinitat des phosphorylierten Loops zu Gephyrin zu gewinnen. Auch eine Analyse einer
kompetitiven Bindung zwischen Gephyrin und der p2-Untereinheit des AP2-Komplexes an
die GABAAR-B2-Untereinheit ware aufschlussreich. Eine Untersuchung der Gephyrin-
GABAR-B3-Interaktion in Hinblick auf diese Fragestellung wére ebenfalls sinnvoll.

Zur genauen Analyse der Gephyrin-GABAAR-B2-Bindung und der fir diese Interaktion
essentiellen Aminoséduren auf Seiten des Rezeptors koénnten Kosedimentationen mit
punktmutierten Rezeptor-Loops durchgefiihrt werden. Besonders das unpolare Valin an
Position 399 konnte aufgrund seiner homologen Position zum Isoleucin 400 des GlyR-B-
Loops von hoher Bedeutung sein. Langfristig wirde eine Kokristallisation von Gephyrin bzw.
dessen E-Domane mit Gephyrin-interagierenden Rezeptor-Loops weitere Informationen tber
den Bindungsmechanismus und einen direkten Vergleich mit dem GlyR-B-Loop ermdglichen.

Eine Interaktion der GABAAR-B2-Untereinheit mit den Gephyrin-Varianten Geph, Geph-
C3 und Geph-C4c konnte mittels Kosedimentation nachgewiesen werden. Eine

ausfuhrlichere Analyse mittels ITC- oder SPR-Messungen kdnnte — wie schon fir den
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GlyR-B-Loop geschehen (Herweg et al., 2012) — weitere Hinweise auf die potentielle
Regulation der Bindung durch die Gephyrin C-Doméane geben. Zusatzlich sollte auch der
Einfluss der durch die Pinl-Bindung induzierten Konformationsanderung auf die Interaktion
mit den verschiedenen GABA R-Untereinheiten analysiert werden.

Ebenso wie fir die GABAAR-B2-Untereinheit sollte auch die direkte Interaktion des
Gephyrins mit der y2-Untereinheit genauer betrachtet werden. Die in dieser Arbeit gezeigten
Daten weisen auf eine von posttranslationalen Modifikationen — sowohl des Loops als auch
des Gephyrins — beeinflusste Interaktion hin. Auch diese kdnnte in SPR-Messungen weiter
charakterisiert werden. Eine Analyse der AP2-Bindung an diese Untereinheit und ein
maoglicher Einfluss des Serins 327 sowie Gephyrins wirden ebenfalls weitere Einblicke in die
Kontrolle der synaptischen Plastizitit — vermittelt durch gegensatzliche Prozesse -
ermdglichen.

Fir alle bisher beschriebenen Interaktionen zwischen GABAsR-Untereinheiten und
Gephyrin sollten jedoch ausfiihrliche Studien in kultivierten Neuronen durchgefiihrt werden.
Dabei sollte das Augenmerk auf der Untereinheiten-Zusammensetzung im funktionellen
Pentamer und der daraus resultierenden Bindung von Gephyrin im neuronalen Kontext
gelegt werden. Auch eine Beteiligung weiterer stabilisierender Proteine an der inhibitorischen
Synapse — wie beispielsweise Neuroligin und Collybistin — sollte mit einbezogen werden. Nur
so koénnen tiefergehende Aussagen iber die zu Grunde liegenden Mechanismen der
Gephyrin-abhéngigen Clusterung von GABAARSs gewonnen werden. Detaillierte
Informationen Uber diesen Mechanismus sowie die Regulation der synaptischen Plastizitat
kénnten zum Verstandnis von Stérungen, die mit dem GABAergen System
zusammenhangen, wie z.B. Epilepsie, Neurosen und Schizophrenie beitragen und

Mdglichkeiten fur die Entwicklung neuer Medikamente liefern.
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4 Material und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Enzyme und Chemikalien

Fur die Modifikation und fur biochemische Analysen eingesetzte Enzyme wurden von den
Firmen Sigma, Roche, New England Biolabs, Ferments und AppliChem bezogen. Die
verwendeten Feinchemikalien stammen von den Firmen Merck, Fluka, Fermentas, Riedel de
Haen, Sigma, Serva, MP Biomedicals, Roth und Promega. Medien und deren Zusatze, die in
der tierischen Zellkultur verwendet wurden, wurden von der Firma PAA Laboratories

bezogen.

4.1.2 Organismen und Stamme

Die in dieser Arbeit verwendeten Organismen und Stamme sind in Tabelle 4.1 angegeben.

Tabelle.4.1: Ubersicht der verwendeten Organismen u  nd Stimme.
Stamm Referenz Genotyp Verwendung
E. coli
DH5a Hanahan et al., | F, SupE44, AlacU169, | Klonierung  und Plasmid-
1983 (A80OlaczAM15), hsdR17, recA, | amplifikation
endAl, gyrA96, thi-1, relA 1
XL10 Gold Stratagene endAl, ginV44, recAl, thi-1, gyrA96, | Klonierung  und Plasmid-
relAl, lac, Hte, _(mcrA)183, |amplifikation
_(mcrCB-hsdSMRmrr) 173, tetR,
F[proAB laclgZz_M15 Tnl1O(TetR
Amy CmR)]
BL21 DE3 F—, ompT, gal, [dcm], (Tanaka et |Expression der pQE-Vektoren
Rosetta star al.), hsdSB(rB—,mB-), (DE3),
rnel31, pRARE(CmR)
ER2566 New England | F- A- fhuA2 lon ompT lacZ:T7 gene | Expression der pGEX-
Biolabs 1 gal sulA11l _(mcrC-mrr) 114:1S10 | Vektoren
R(mcr-73:miniTn10-TetS)2  R(zgb-
210:Tnl10)(TetS)endAl [dcm]
Tierische Zelllinien
HEK293 Graham et al., | Embryonale Epithelzellen aus der |Expression der pcDNA3.1- und
1977 Niere, H. sapiens Fluoreszenz-Konstrukte
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4.1.3 Plasmide
Die fur diese Arbeit genutzten Plasmide sind in Tabelle Tabelle 4.2 aufgefihrt und bildeten
die Grundlage fur alle verwendeten und klonierten Konstrukte (siehe jeweilige Kapitel, sowie

Anhang).

Tabelle 4.2: Ubersicht der verwendeten Plasmide.

Plasmid Hersteller Besonderheit Verwendung
pcDNA3.1/mycHisA | Invitrogen C-terminaler myc- | Expression in tierischen Zellen
und His-tag
pEGFP-C2 bdbioscience | N-terminaler GFP-tag | Lokalisationsstudien in tierischen Zellen
pEGFP-N1 Clontech C-terminaler GFP-tag | Lokalisationsstudien in tierischen Zellen
pmCherry-C1 Clontech N-terminaler RFP-tag | Lokalisationsstudien in tierischen Zellen
pQE-80 Quiagen N-terminaler His-tag | Proteiniberexpression in E. coli
pQE-30 Quiagen N-terminaler His-tag | Proteiniberexpression in E. coli
pVL1393 Invitrogen N-terminaler His-tag | Proteintberexpression in Sf9 Zellen
pGEX-6P-1 GE N-terminaler GST-tag | Proteiniberexpression in E. coli
Healthcare
pGEX-2T GE N-terminaler GST-tag | Proteiniberexpression in E. coli
Healthcare

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Klonierungstechniken

Die in dieser Arbeit verwendeten molekularbiologischen Methoden dienten der
Modifikation, Mutation oder Vermehrung bereits vorhandener oder neu erstellter DNA-
Fragmente (Tabelle 5.2). Dies erfolgte mittels Polymerasekettenreaktion (4.2.2), wobei
daraus resultierende Amplifikate unter Verwendung spezifischer Restriktionsendo-nukleasen
verdaut und in einen spezifischen Vektor ligiert wurden. Die erstellten Plasmide wurden
nachfolgend dazu genutzt, spezifische Proteine in E. coli oder tierischen Zellen zu

exprimieren, um diese fur biochemische Analysen zu verwenden.

4.2.2 Polymerase-Ketten-Reaktion
Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde in Anlehnung an Sambrook et al., 1989
durchgefuihrt. Dazu wurden bereits bestehende Plasmide oder cDNA als template eingesetzt,

um daraus mit spezifischen Primern die gewlinschten DNA-Fragmente zu amplifizieren. Die
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verwendeten Primer enthielten spezifische Restriktionsschnittstellen, die es ermdglichen, das
amplifizierte DNA-Fragment in einen gewilnschten Zielvektor einzufigen. Fir einen 50 pl
PCR-Ansatz wurde 2x RedTaq ReadyMix (SigmaAldrich) verwendet, wobei zur Reduktion
der Fehlerrate weitere 2,5 Units der PWO-Polymerase (Peglab), die eine proofreading
Funktion besitzt, hinzugefigt wurden. AuRerdem wurden 25-50 ng der template DNA sowie
jeweils 25 pmol der spezifischen Primer eingesetzt. Das Standard-PCR-Programm setzte
sich aus einer einmaligen Denaturierung fur 5 min bei 95 °C, 25 Zyklen aus Denaturierung
fur 1 min bei 95 °C, Anlagerung der Primer flr 1 min bei einer Temperatur, die 4 °C unter der
Schmelztemperatur der spezifischen Primer liegt und Verlangerung des DNA-Fragmentes
bei 72 °C fur 1 min pro 1000 bp, gefolgt von einer Endsynthese von 10 min bei 72 °C
zusammen. Alle PCR-Reaktionen wurden mit dem T3 ThermoCycler (Biometra)
durchgefihrt.

Die Auftrennung der daraus resultierenden DNA-Fragmente erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese, wobei 1 %-ige Agarose in TAE-Puffer (40 mM Tris, 19 mM Essigséaure,
1 mM EDTA pH 8,0) mit Ethidiumbromid versetzt, verwendet wurde. Die DNA-Banden, die
der richtigen Basenpaar-Gr6f3e entsprachen, wurden aus dem Gel ausgeschnitten und

mittels des NucleoSpin Extract Kits (Macherey & Nagel) aus dem Gel extrahiert.

4.2.3 Mutagenese-PCR

Zum Einflgen spezifischer Punktmutationen in ein bereits bestehendes DNA-Konstrukt
wurde das QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) verwendet. Hierzu
waren spezielle Primer nétig, die sowohl die gewiinschte Punktmutation als auch einen Teil
der nicht-mutierten DNA-Sequenz vor und nach der Mutation enthielten. PCR-Ansatz und
-Programm wurden laut Herstellerangaben durchgefuihrt. Nach erfolgreicher Mutagenese des
gewilnschten PCR-Fragmentes wurde dieses mit spezifischen, flankierenden
Restriktionsendonukleasen aus dem Vektor heraus geschnitten und in einen neuen, mit
denselben Enzymen verdauten Vektor ligiert (4.2.4). Dies diente dazu, wahrend der

Mutagenese-PCR entstandene Mutationen in der Vektor-Sequenz zu eliminieren.

4.2.4 Restriktionsverdau und Ligation von PCR-Ampli fikaten

Um die PCR-Amplifikate in einen spezifischen Expressionsvektor zu integrieren, wurde ein
Restriktionsverdau mit entsprechenden Enzymen sowohl vom Amplifikat als auch vom
Zielvektor (Tabelle 4.2) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Hierzu wurden die Fast Digest
Restriktionsendonukleasen der Firma Fermentas verwendet. Die Art der Enzyme richtete
sich nach den zuvor mittels PCR eingeflgten oder im zu modifizierenden Konstrukt

vorhandenen Restriktionsschnittstellen. AnschlieRend erfolgte die Ligation beider DNA-
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Fragmente miteinander, wobei 1/10 Vektor-DNA und 7/10 Insert-DNA verwendet wurden.
Des Weiteren wurden dem Ansatz 10x Ligasepuffer sowie 5 Units T4 DNA-Ligase
(Fermentas) hinzugefugt. Nach 45-minitiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die
Transformation des gesamten Ansatzes in kompetente E. coli DH5a oder XL10 Gold Zellen
(Tabelle 4.1). Die Uberprufung der daraus resultierenden Bakterienklone erfolgte mittels
Kolonie-PCR. Hierzu wurden ein Vektor-spezifischer sowie ein Insert-spezifischer Primer
verwendet und in einem 8 ul Reaktionsansatz zusammen mit etwas Material der
Bakterienkolonie einer PCR-Amplifikation unterzogen. Positive Klone, die das gewinschte
Insert enthielten, wurden kultiviert und die DNA mittels des NucleoSpin Plasmid Kits
(Macherey & Nagel) aufgereinigt. Zur vollstandigen Uberpriifung des Klonierungserfolges
und der DNA-Sequenz wurde eine DNA-Sequenzierung durch die Firma GATC Biotech
durchgefihrt.

4.3 Biochemische Methoden

4.3.1 Uberexpression rekombinanter Proteine in E. coli

Die Uberexpression rekombinanter Proteine in E. coli erfolgte je nach Protein in
unterschiedlichen Bakterienstimmen (Tabelle 4.1) standardmé&Rig in Luria-Bertani-(LB-)
Medium (10g Trypton, 10 g NaCl, 5g Hefeextrakt pro Liter), dem entsprechend des
verwendeten Plasmids Ampicillin (100 pg/ ml) als Selektionsantibiotikum hinzugeftigt wurde.
Eine einzelne Bakterienkolonie wurde in 50 ml LB-Medium fir 4-16 h bei 37 °C und 180 rpm
in einem Schittelinkubator inkubiert. Diese Vorkultur wurde anschlieRend verwendet, um die
Hauptkultur (1-1,5 L LB-Medium) zu starten. Nach Erreichen einer ODgy von 0,6-0,7 wurde
die Proteinexpression mit 100 mM IPTG induziert und die Kultur fur weitere 3-16 h bei 18-
30 °C geschiittelt. Die geeigneten Expressionsbedingungen fiir die verschiedenen Proteine

wurden zuvor mittels einer Testexpression ermittelt und sind in Tabelle 4.3 aufgefihrt.

Tabelle 4.3: Expressionsbedingungen verschiedener b akterieller Expressionskonstrukte.

E. coli Kultivierungstemperatur IPTG | Expressionsdauer
Expressionskonstrukt Stamm vor Induktion  nach Induktion [uM] nach Induktion, in h
pQEB80-Gephyrin rC4 BL21 37°C 18°C 100 16-18
pPQE30-Gephyrin rC4 P713E BL21 37°C 18°C 100 16-18
pQEB80-Gephyrin E-Doméne BL21 30°C 30°C 100 16-18
pPGEX-6P-1-GABAAR-/ ER2566 37°C 22 °C 100 3-5
GlyR-B-Loop
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Nach der Expression wurden die Zellen mittels Zentrifugation 8 min bei 5.000 x g pelletiert
und anschlieRend bei —20 °C zwischengelagert oder direkt zur weiteren Proteinaufreinigung

verwendet.

4.3.2 Reinigung rekombinanter Proteine

Nach der Proteinexpression wurden die pelletierten Zellen in Lysispuffer aufgenommen und
mittels eines Zell-Aufschluss-Systems (Cell Disruptor, Constant Systems) und eines
Sonifizierers (Branson Digital Sonifier R 250 D) unter Kiihlung mechanisch aufgeschlossen.
Nach einem Zentrifugationsschritt fiir 35 min bei 39.000 x g wurde der I6sliche Uberstand fiir
die weitere Proteinreinigung verwendet.

In dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden der Proteinreinigung genutzt, die sich je
nach Protein und dessen spezifischen tag (6x His- oder GST-tag) richteten. Ausgangsschritt
war immer eine affinititschromatographische Reinigung Uber eine Ni-NTA- (Gephyrin-
Varianten) oder eine Glutathion-Matrix (GABAsR- und GIlyR-B-Loops). Um weitere
Verunreinigungen zu entfernen, wurden zusatzliche Aufreinigungsschritte durchgefiihrt, die
sich die Eigenschaften — wie Gr6Re und/ oder isoelektrischer Punkt — des zu reinigenden
Proteins zu Nutze machten. Dies umfasste die chromatographische Aufreinigung tber eine
oder mehrere Matrices unter zu Hilfenahme eines Chromatographie-Systems (Akta Basic 10,
GE Healthcare). Die jeweiligen Eluate wurden mittels des Systems fraktioniert und Protein-
haltige Fraktionen mittels eines UV-Detektors bei einer Wellenlange von 280 nm bestimmt.
Zur Ermittlung der Fraktionen, die das gewiinschte Protein enthielten, wurde eine SDS-
PAGE (4.3.10) von einigen exemplarischen Fraktionen durchgefihrt. Die entsprechenden
Fraktionen wurden miteinander vereinigt und zur Erhéhung der Proteinkonzentration
aufkonzentriert (4.3.7), bevor sie in kleinen Aliquots schockgefroren und bei —80 °C gelagert
wurden.

Alle zur Proteinreinigung verwendeten Puffer enthielten Protease-Inhibitor (Complete-
Protease Inhibitor EDTA-free, Roche), sowie im Falle der Gephyrin-Reinigung zusatzlich

5 mM B-Mercaptoethanol als Reduktionsmittel.

4.3.3 Affinitatsreinigung 6-fach Histidin-markierte r Proteine

Alle in E. coli exprimierten Gephyrin-Varianten (Tabelle 5.2) verfiigten Gber einen N-
terminalen 6x His-tag und konnten somit als ersten Schritt Gber eine Ni-NTA (Nitrilo-tri-
Essigsaure)-Agarosematrix (Macherey & Nagel) aufgereinigt werden. Es wurden 2 ml Matrix
je Liter Expressionskultur verwendet. Der Proteinrohextrakt (in Lysispuffer (25 mM Tris/HCI
pH 8, 300 mM NaCl, 25 mM Imidazol) wurde entweder im Tropfverfahren zwei Mal Uber die

Matrix gegeben oder im batch-Verfahren mit dieser fir 1 h bei 4 °C inkubiert. AnschlielBend
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wurde die Matrix mit 10 Saulenvolumen (SV) Lysispuffer gewaschen, bevor das gebundene
Protein mit 3 SV Elutionspuffer (25 mM Tris/ HCI pH 8, 250 mM Imidazol) von der Matrix

verdrangt und fur weitere Reinigungsschritte verwendet wurde.

4.3.4 Affinitatsreinigung GST-fusionierter Proteine
Die verschiedenen Rezeptor-Loops (GABAAJR und GIyR) wurden als N-terminale GST
(Glutathion-S-Transferase)-Fusionsproteine exprimiert. Glutathion-S-Transferasen (26 kDa;
hier aus Schistosoma japonicum) sind eine ubiquitdr vorkommende Proteingruppe, die mit
hoher Affinitdt an Glutathion binden. Dadurch kdénnen Proteine mit GST-tag selektiv aus
einem Proteingemisch aufgereinigt werden. Hierzu wurden pro Liter Expressionskultur 1 ml
Glutathion-Agarose-4B-Matrix (Macherey & Nagel) verwendet und mit dem Rohlysat in PBS
(Phosphatgepufferte Salzlosung; 137 mM NaCl, 1,8 mM KH,PO,4, 10 mM Na,HPO,, 2,7 mM
KCl, pH 7,4) fur 1 h im batch-Verfahren bei 4 °C unter Schitteln inkubiert. Anschliel3end
folgte ein Waschschritt von 10 SV mit PBS, bevor das gebundene Protein mit 4 SV
Elutionspuffer (50 mM Tris/ HCI pH 8, 10 mM reduziertes Glutathion) in jeweils 10-mindtigen
Elutionsschritten von der Saule verdrangt wurde. Zur weiteren Aufreinigung wurde das Eluat
aufkonzentriert (4.3.7) und Uber eine Gelfiltrationssaule (4.3.5) der GroRRe nach aufgetrennt.
Aufgrund einer spezifischen Erkennungssequenz (LEVLFQGP) fir die PreScission-
Protease zwischen dem GST-tag und dem Fusionsprotein, war es alternativ mdglich, das
Eluat mit dieser Protease zu inkubieren. Dies diente dazu, ein gereinigtes Protein zu
erhalten, das Uber keinen weiteren tag verfligt und somit in einer physiologischeren Weise
vorliegt. Da es sich bei der Glutathion-S-Transferase um ein dimeres Protein handelt, kann
dies die Eigenschaften der Fusionsproteine stark verandern und somit ist es gegebenenfalls
wlnschenswert ein nicht-markiertes Protein flir weitere biochemische Analysen
aufzureinigen. Hierzu wurde das Eluat aufkonzentriert (4.3.7) und mittels einer
Gelfiltrationssaule in Spaltpuffer (50 mM Tris/ HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM
DTT) umgepuffert (4.3.8). AnschlieBend erfolgte eine vierstindige Inkubation bei 4 °C mit
3 mg PreScission-Protease. Da es sich bei der PreScission-Protease ebenfalls um ein GST-
Fusionsprotein handelt und um das abgespaltene freie GST, sowie nicht gespaltenes GST-
Fusionsprotein aus dem Proteingemisch zu entfernen, wurde erneut eine Aufreinigung Uber
Glutathion-Agarose-4B-Matrix durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgte im batch-Verfahren fir
1h bei 4°C. Der ungebundene Uberstand wurde aufgefangen und fiir eine weitere

Aufreinigung mittels GréRenausschlusschromatographie (4.3.5) verwendet.
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4.3.5 Grollenausschlusschromatographie
Die GrofRRenausschlusschromatographie oder Gelfiltration dient der Proteinaufreinigung nach
der GrofRe. Die Matrix einer Gelfiltrationssaule besteht aus einem porésen Tragermaterial
definierter Porengréf3e, das die Eigenschaft besitzt, kleinere Proteine zurlick zu halten,
wohingegen grol3ere Proteine relativ ungehindert hindurch wandern kdnnen. Somit kénnen
zum einen verschiedenen Proteine, aber auch verschiedene Oligomerisierungsformen eines
einzelnen Proteins voneinander getrennt werden. Das Auftragen von Proteinen definierter
GroRRe (Gelfiltration Calibration Kit HMW, GE Healthcare) erméglicht die Kalibrierung der
Séaule und die Erstellung einer Eichgerade. Somit kdnnen die Molekulargewichte der
einzelnen, eluierten Proteine anhand ihres Elutionszeitpunktes ermittelt werden. Je nach
verwendetem Matrixmaterial kdnnen mittels einer Gelfiltrationssaule Proteine kleiner oder
grol3er GrolRe besser voneinander getrennt werden. In dieser Arbeit wurden verschiedene
Gelfiltrationssaulen mit unterschiedlichen Ausschlussgro3en verwendet: préaparative
Superdex 16/60 200 120 ml, Ausschlussgrenze 10-600 kDa (S&aule 1: MW [kDa]: 103324*¢e
00957Vl Sayle 2: MW [kDa]: 74671*e®%"VoM). praparative Superdex 16/60 200 320 ml,
Ausschlussgrenze 10-600 kDa (MW [kDa]: 41155*%32VelM)). praparative Superdex 16/60
75 120 ml, Ausschlussgrenze 3-70 kDa (MW [kDa]: 2618,3e%07Velm)),

Als Gelfiltrationspuffer wurde entweder ITC- (10 mM Tris/ HCI pH 8, 250 mM NaCl) oder
Pulldownpuffer (20 mM Tris/ HCI pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) verwendet.

4.3.6 Anionenaustauschchromatographie

Das Prinzip der lonenaustauschchromatographie basiert auf ionischen Wechselwirkungen,
die ein Protein bei einem bestimmten pH Wert aufgrund geladener Reste mit einer ebenfalls
geladenen Matrix eingeht. Bei einer Anionenaustauschchromatographie binden die negativ
geladenen Aminoséuren eines Proteins an das positiv geladene Saulenmaterial. Aufgrund
der unterschiedlichen Ladung der verschiedenen Proteine in einem Gemisch binden einige
nur schwach oder gar nicht an die Matrix, wahrend andere sehr starke Interaktionen mit
dieser eingehen. Diese Starke der Bindung wird definiert durch den pH-Wert und die
lonenstarke des Puffers sowie den isoelektrischen Punkt des jeweiligen Proteins. Die
verwendeten Gephyrin-Varianten und die Gephyrin E-Doméane weisen einen pl von 5,5 bzw.
5,4 auf und wurden uber eine SourceQ15 Saule (7 oder 30 ml Saulenvolumen) aufgereinigt.
Die Bindung an die Matrix erfolgte mittels SourceQ-Puffer A (50 mM Tris/ HCI pH 8). Mit
diesem Puffer wurden auch schwache oder gar nicht gebundene Proteine von der S&ule
gewaschen. Die sequentielle Elution der gebundenen Proteine erfolgte Uber eine schrittweise
Erhéhung der Menge an SourceQ-Puffer B (50 mM Tris/ HCI pH 8, 1 M NaCl) und somit der

lonenstarke auf 50 % Uber 14 Saulenvolumen.
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4.3.7 Konzentrierung von Proteinldsungen
Zur Erhéhung der Proteinkonzentration in einer Lésung wurden Amicon Ultra Zentrifugations-
réhrchen der Firma Millipore mit einer Ausschlussgrenze von 3-50 kDa nach Hersteller-

angaben bei 4 °C verwendet.

4.3.8 Umpufferung mittels Gelfiltration

Fur ITC- sowie Biacore-Messungen ist es notwendig, dass die verwendeten Proteine in exakt
demselben Puffer vorliegen und dass dieser auch dem Laufpuffer entspricht. Erfolgte die
Reinigung nicht bereits in diesem Puffer, so mussten die entsprechenden Proteine in diesen
umgepuffert werden. Dies erfolgte nach dem Prinzip der GroRRenausschluss-
chromatographie mittels PD10-Saulen (Sephadex G-25-Matrix, Amersham Biosciences)

nach Herstellerangaben.

4.3.9 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden zwei verschiedene Methoden verwendet.
Mittels UV/ Vis-Spektroskopie wurde das Spektrum einer reinen Proteinldsung in einem Cary
100 Bio Spektralphotometer (Varian) oder einem Nano Drop 1000 (Thermo Scientific)
bestimmt. Mittels des Lambert-Beerschen-Gesetzes, der Absorption bei 280 nm, dem
molaren Extinktionskoeffizienten (http://web.expasy.org/protparam/) und des Molekular-
gewichts konnte die genaue Proteinkonzentration ermittelt werden. Um die Genauigkeit der
Messung zu erhdhen, wurde der verdinnten Proteinlésung 0,1 % SDS hinzugefugt.

Die Bestimmung von Gesamtproteinkonzentrationen in Organ- oder Zellrohextrakten
erfolgte nach (Bradford, 1976) unter Verwendung des Bradford-Reagenzes (Roti-Quant,
Roth). Das Reagenz wurde 1:5 mit Wasser verdunnt, das Proteinextrakt darin in einer
Verdinnung von 1:1000 fir 10 min inkubiert und in einem Spektralphotometer die Absorption
bei 595 nm gemessen. Eine Eichgerade mit BSA (Rinder-Serum-Albumin Fraktion V) ergab,
dass eine Absorption von 1 einer Proteinkonzentration von 18 pg/ml entspricht, was im

Folgenden der Auswertung zu Grunde gelegt wurde.

4.3.10 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine kénnen unter denaturierenden Bedingungen mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese (SDS-PAGE) in diskontinuierlichen Tris/Glycin-Gelen mit einem Acrylamid-Gehalt
von 6-17 % nach (Laemmli, 1970) ihrer Gré3e nach aufgetrennt werden. Dazu mussten die
Proteinproben zuvor mit 5x SDS-Probenpuffer (50 % Glycerol, 3,5% SDS, 15% -

Mercaptoethanol, 0,02 % Bromphenolblau) versetzt und fir 5 min bei 95 °C aufgekocht
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werden. Die Proben, sowie 10 ul des Unstained Protein Molecular Weight Markers bzw. 5 pl
der Page Ruler Prestained Plus Ladder (beide Fermentas) wurden aufgetragen. Die
elektrophoretische Trennung erfolgte unter Wasserkihlung mit SDS-Laufpuffer (25 mM Tris,
200 mM Gilycin, 0,1 % SDS) bei 35-50 mA und nicht-limitierender Spannung pro Gel.

Zur Sichtbarmachung der spezifischen Proteinbanden wurde das Gel anschliel3end
zunachst mit Coomassie-Farbelésung (40 % Methanol, 10 % Eisessig, 0,2 % Coomassie
Brilliant Blue G 250) ge- und anschlieend mit Entfarbelésung (40 % Methanol, 10 %
Eisessig) entfarbt. Wurde das Gel nicht gefarbt, konnte es alternativ auch fur eine Immun-

Blot-Analyse (4.3.11) weiter verwendet werden.

4.3.11 Western Blot-Analyse von Proteinen

Die Western Blot-Analyse dient dem Nachweis immobilisierter Proteine mit spezifischen
Antikorpern. Dazu mussten die mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (4.3.10)
aufgetrennten Proteine zunachst elektrophoretisch mittels einer Semi-Dry Blotapparatur
(SemiDry Blotter EBU-4000 von C.B.C. Scientific Co.) auf eine spezifische Membran
transferiert werden. Hierzu wurde eine Polyvinylidedifluorid- (PVDF)-Membran (Macherey &
Nagel) verwendet. Diese musste fur einige Sekunden in Methanol aktiviert werden, bevor sie
genau wie das SDS-PA-Gel und sechs Scheiben Whatman-Papier in Transferpuffer (25 mM
Tris, 192 mM Glycin, 10 % Methanol) aquilibriert wurde. Das SDS-PA-Gel wurde flankiert
von je drei Whatman-Papier so in die Blotapparatur eingespannt, dass die Ubertragung der
negativ geladenen Proteine aus dem Gel in Richtung des Pluspols auf die Membran erfolgte.
Der Transfer erfolgte bei einer Stromstarke von 1,5-2 mA pro Quadratzentimeter SDS-PA-
Gel und Stunde.

Fur den immunologischen Nachweis wurde die Membran mit den transferierten
Proteinen zunachst fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit Blockierungslosung (5 %
Milchpulver in TBST (10 mM Tris/ HCI pH 7,4, 154 mM NacCl, 0,05 % Tween 20) blockiert.
Die Erstantikdrper-Inkubation (Tabelle 4.4) folgte anschlieend fur eine weitere Stunde in
1 % Milchpulver in TBST bei RT oder alternativ bei 4 °C tber Nacht. Die darauf folgenden
Waschschritte richteten sich nach dem zu nutzenden Entwicklungssystem und daraus
resultierend nach den verwendeten Sekundarantikorpern (Tabelle 4.4). Die Inkubation mit
dem sekundaren Antikorper erfolgte fur eine Stunde bei Raumtemperatur in 1 % Milchpulver
in TBST. War der Zweit-Antikorper mit alkalischer Phosphatase gekoppelt, so erfolgte
sowohl vor als auch nach der Inkubation ein 15-minutiger Waschschritt mit TBST, gefolgt von
einem 10-minttigen Waschschritt mit 0,8 % Natriumchlorid (NaCl). Die Entwicklung erfolgte
mittels einer Farbreaktion. Diese wurde hervorgerufen durch die Reaktion von 5-Brom-4-

Chlor-indolylphosphat (BCIP) und Nitro-Blau-Tetrazolium (NBT, beides Applichem) in AP-
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Reaktionspuffer (100 mM Tris/ HCI pH 9,5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl;) mit der an den
sekundaren Antikdrper gekoppelten alkalischen Phosphatase (AP). Die AP katalysiert dabei
die Umsetzung des BCIPs zu einem unléslichen Farbstoff, der sich auf der Membran
niederschlagt, wohingegen NBT als Farbverstarker agiert. Die Inkubationsdauer richtete sich
nach der gewinschten Intensitat der Proteinbanden und somit auch nach der Proteinmenge
auf der Membran. Sobald jedoch die Membran eine Hintergrundfarbung aufwies, wurde die
Farbereaktion durch Spulen der Membran mit H,O abgestoppt.

Alternativ.  konnte der Nachweis der spezifischen Proteinbanden mittels
Chemolumineszenz (enhanced chemiluminescence, ECL) erfolgen. Dazu wurden
Zweitantikorper verwendet, die anstelle der AP das Enzym Meerrettichperoxidase
(horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt haben. In diesem Falle erfolgten alle
Waschschritte mit TBST. Ausschlie3lich direkt vor der Entwicklungsreaktion erfolgte ein
einmaliges Waschen mit TBS (TBST ohne Tween 20). Die Sichtbarmachung der durch den
Antikorper detektierten Proteinbanden erfolgte durch eine chemische Reaktion, bei der die
HRP die Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form katalysiert, wobei eine
Chemolumineszenz entsteht. Diese kann mit einer gekiihlten CCD-Kamera (Cool Snap HQ?,
Photometrics) detektiert und mittels der Software GelPro Analyzer 6.0 (MediaCybernetics)

visualisiert werden.

Tabelle 4.4: Fiur Western Blot-Analysen verwendete Antikorper.

Antikérper Referenz Antigen Organismus | Verdiinnung

Primarantikorper

mAK 3B11 Smolinsky et al., | Gephyrin E-Domaéne | Maus 1:20 (Zu)"
2008 (399-438)

Sekundarantikérper

Goat-anti-mouse AP° | Sigma Maus Ziege 1:3.000

Goat-anti-mouse HRP® | Santa Cruz Maus Ziege 1:3.000

17U = Zellkulturtiberstand

4.3.12 Herstellung von Organ-Rohextrakten

Fur Kosedimentations-Analysen (4.4.1) wurden Gesamtproteinextrakte aus dem Hirn
bendtigt. Hierzu wurde das gesamte Gehirn aus adulten Wildtyp-Mausen entnommen und
sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren. Zur Erstellung des Proteinextraktes wurde ein
einzelnes Gehirn mit einem Skalpell grob zerkleinert, in Puffer (0,1 M Tris/ HCI pH 8, 0,3 %
Triton X-100) transferiert und mittels eines Potter S Homogenisators (Sartorius)

homogenisiert und anschlieend sonifiziert. Der daraus resultierende Rohextrakt wurde bei
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21.000 x g fir 20 min bei 4 °C zentrifugiert und der losliche Uberstand fir weitere
Experimente eingesetzt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels der
Bradford-Methode (4.3.9). Um Proteinabbau vorzubeugen, wurde dem Puffer Protease-
inhibitor (Roche) zugefugt. Je nach Versuchsansatz wurde auRerdem PhosStop (Roche)

verwendet, um die Dephosphorylierung durch Phosphatasen zu inhibieren.

4.4  Analytische Methoden

4.4.1 Kosedimentations-Analyse mit GST-fusionierten Proteinen

Fur die Kosedimentations-Analyse mit GST-fusionierten GABAAR- und GlyR-B-Loops wurden
diese zunachst analog zur Reinigung GST-fusionierter Proteine (4.3.4) an Glutathion-
Agarose immobilisiert. Dazu wurden Zellen aus 0,75-1,5 L Expressionskultur (4.3.1) in PBS
aufgeschlossen und der l6sliche Proteinliberstand im batch-Verfahren mit 400 pl Matrix ftr
1 h bei 4 °C auf einem Schuttler inkubiert. Die mit den GST-Rezeptor-Loops gekoppelten
Agarose-Beads wurden mit 30 SV PBS gewaschen und in demselben Puffer mit
zusatzlichem Proteaseinhibitor gelagert. Aliquots dieser Rezeptor-Loop-Beads wurden auf
einem SDS-PA-Gel separiert und Coomassie-gefarbt (4.3.10), um die Ladekapazitat sowie
Qualitat zu quantifizieren.

Die Kosedimentations-Experimente (Pulldowns) wurden abhdngig von der Saturierung
mit 5-25 ul Rezeptor-Loop-beladener Glutathion-Agarose durchgefuihrt. GST-beladene
Beads wurden dabei als Negativkontrolle verwendet. Die Proben wurden mit 500 pmol der
verschiedenen, gereinigten Gephyrin-Varianten, mit 400 pg Hirn-Rohextrakt oder 500 ug
HEK293-Zellrohextrakt fur 30 min unter leichtem Schitteln bei RT oder Uber Nacht bei 4 °C
in einem Gesamtvolumen von 80 pl (aufgefillt mit Pulldownpuffer (20 mM Tris/ HCI pH 8,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA)) inkubiert. Die Beads wurden bei 2.000 rpm fir 4 min
sedimentiert. Der Uberstand mit den ungebundenen Proteinen wurde abgenommen und mit
5x SDS-Probenpuffer versetzt. Um ungebundene Proteine zu entfernen, wurden die Pellets
vier Mal mit 1 ml Waschpuffer (20 mM Tris/ HClI pH 8, 50 MM NaCl, 1 mM EDTA)
gewaschen. AnschlieRend folgte die Abspaltung der gebundenen Proteine von der Matrix
durch Zugabe von 50 pl 1x SDS-Ladepuffer und Aufkochen fir 10 min bei 95 °C. Die
einzelnen Proben (jeweils 14 ul) wurden mittels eines SDS-PA-Gels analysiert und
anschliellend Coomassie-gefarbt (4.3.10) oder einer Western Blot-Analyse (4.3.11)

unterzogen.
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4.4.2 In vitro Phosphorylierungsstudien
Die in vitro Phosphorylierungsstudien wurden genutzt, um einen moglichen Effekt der
GABA,R-Loop Phosphorylierung auf die Starke der Gephyrinbindung zu untersuchen. Die
GST-fusionierten Rezeptor-Loops wurden in E. coli exprimiert und liegen daher
unphosphoryliert vor und konnten unter Verwendung von Hirnlysat oder gereinigten Kinasen
(ProQinase) und ATP phosphoryliert werden.

Der Einsatz der gereinigten Kinasen (PKC B1, & und y) erfolgte nach Herstellerangaben.
Die GST-fusionierten und an Glutathion-Agarose immobilisierten Rezeptor-Loops wurden mit
den Kinasen im entsprechenden Reaktionspuffer (Herstellerangaben) mit 5 uM (PKC B1, )
bzw. 20 uM (PKC y) ATP flr 45 min unter leichtem Schutteln inkubiert. Anschlie3end erfolgte
ein einmaliges Waschen mit PBS, bevor die phosphorylierten Rezeptor-Loop Beads fur eine
Kosedimentations-Analyse mit Hirnrohextrakt oder gereinigtem Gephyrin eingesetzt wurden.

Da nicht alle vermeintlichen Kinasen fir die zu untersuchenden Phospho-
rylierungsstellen als gereinigte Kinasen zur Verfligung standen, wurde zusétzlich eine in vitro
Phosphorylierung mittels Hirnrohextrakts durchgefiihrt. Dieses enthédlt alle im Gehirn
vertretenen Kinasen, die unter Zugabe von ATP sowie Mg* als Kofaktor spezifisch die
Rezeptor-Loops phosphorylieren kdénnen. Hierzu wurde, wie in 4.3.7.1 beschrieben, eine
Kosedimentations-analyse mit Hirnlysat durchgefuhrt, wobei zuséatzlich Kinasepuffer (0,3 M
MgCl,, 10 mM DTT, 50 mM Tris/ HCI pH 7,5), sowie 5 mM ATP zugefligt wurden, um eine
Phosphorylierung zu ermdglichen. Je Rezeptor-Loop-Konstrukt wurde ein Ansatz mit und
ohne ATP durchgefihrt, um moégliche Phosphorylierungs-abhangige Unterschiede aufzeigen

zu koénnen.

4.4.3 Analytische Gelfiltration

Zur weiteren Uberpriifung der direkten Bindung zwischen GABA,R-Loops und Gephyrin
sowie zur Ermittlung der Stéchiometrie dieser Bindung wurden neben den Kosedimentations-
Analysen analytische Gelfiltrationslaufe durchgefuhrt. Hierzu wurde zum einen eine
kalibrierte Superdex 200 10/300 GL mit einem S&ulenvolumen von 25 ml und einer
Ausschlussgrenze von 10-600 kDa (MW [kDa]: 74902+ 0->18"Volltaemmily 5 ainer Akta Basic 10
verwendet. Die aquilibrierte Saule wurde mit 200 pl Proteinprobe in Pulldown-Puffer (20 mM
Tris/ HCI pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) beladen und diese bei einer Flussrate von
0,5 ml/min ihrer Grof3e nach aufgetrennt. Zum anderen wurde eine Sec Acquity BEH200
Saule (Waters, 1,7 ym PartikelgroRe; 4,6 x 150 mm, 2,4 ml SV) unter Verwendung einer
HPLC (Agilent) genutzt. Hier wurden 0,5 ul der gereinigten Proteinproben injiziert und mit
einer Flussrate von 0,3 ml/min in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,8 bzw. 7,5 der GréRRe

nach aufgetrennt. In beiden Fallen wurden definierte Mengen an GABA,R-Rezeptor-Loop
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(kompletter, sowie verkirzter Loop) mit und ohne GST-Fusion, sowie gereinigtes Gephyrin
rC4 aus E. coli eingesetzt. Um eine Aussage Uber die Bindung treffen zu kdnnen, wurden
zunéchst die einzelnen Proteine separat aufgetrennt und anhand der Kalibriergerade deren
Molekulargewicht und Oligomerisierungs-verhalten bestimmt. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation beider Proteine bei RT. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden Proben der
inkubierten Proteine aufgetrennt und analysiert. Eine Verdnderung der Gephyrin-Elution,
sowie die Zunahme des Gephyrin- und die Abnahme des Rezeptor-Loop-Peaks nach
Vorinkubation wurde als ein Hinweis auf eine direkte Bindung zwischen den jeweiligen
Proteinen gewertet. Als Positivkontrolle wurde der GlyR-B-Loop unter vergleichbaren

Bedingungen untersucht.

4.4.4 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die dynamische Lichtstreuung dient der Ermittlung des Stokes’ Radius sowie der Gro3e von
Proteinen in einer Proteinlésung. Es koénnen somit Aussagen iber den Oligomeri-
sierungsstatus von Proteinen sowie deren Stabilitdét unter verschiedenen Bedingungen
ermittelt werden. Gemessen wird eine Zeit-abhangige Fluktuation in der Streuungsintensitét,
die auf Brown’scher Molekularbewegung basiert. Dadurch andert sich die Distanz zwischen
den verschiedenen Molekiilen in der Losung konstant Uber die Zeit, wobei sich kleine
Molektle schneller bewegen als groR3e.

Gemessen wurden gereinigte Proteinldsungen von Gephyrin oder den verschiedenen
Rezeptor-Loops mit oder ohne GST-tag in einem Konzentrationsbereich von 1-5 mg/ ml. Die
Messungen erfolgten mittels eines DynaPro dynamischen Lichtstreuers (Proterion) und der
Dynamics V6 Software (Biostad). Messpunkte wurden alle 10 Sekunden Uber einen Zeitraum
von 4 min genommen. Die Auswertung der Daten erfolgte ebenfalls mit der Dynamics V6
Software und gab Auskunft Uber das ermittelte Molekulargewicht, den Prozentanteil der
Polydispersitat (<15 % homogen, >15% polydispers), sowie die Prozentzahl der
Masseanteile an der Gesamtmasse (>99 % monomodal, gréRere Aggregate kdnnen

vernachlassigt werden; <99 % multimodal, viele grol3e, unspezifische Aggregate enthalten).

4.4.5 Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC)

Mittels der isothermalen Titrationskalorimetrie ist es mdglich, Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen zu analysieren, indem Parameter wie Stdochiometrie der Bindung (n), die
Assoziations (Ka)-, sowie Dissoziationskonstante (Kp) und die freigesetzte Warme pro Mol
Bindungspartner (AH) Uber die Bindungswarme ermittelt werden. In dieser Arbeit sollten die
Bindungsparameter fiir die Bindung zwischen Gephyrin und dem GABAAR-B2 (kompletter,

sowie verkirzter Loop) mit und ohne GST-Fusion ermittelt werden. Dazu mussten beide
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Proteinlésungen in demselben Puffer vorliegen und wurden daher entweder direkt in diesem
gereinigt oder mittels Gelfiltration nachtraglich umgepuffert (4.3.8). Der Analyt wurde in
einem Konzentrationsbereich von 15-30 pM und der Ligand von 200-1000 uM eingesetzt.
Das Injektionsvolumen des Liganden betrug dabei 8-12 ul pro Injektion. Standardmafig
wurde Gephyrin als Analyt und die verschiedenen Rezeptor-Loops als Ligand in ITC-Puffer
(10 mM Tris/ HCI pH 8, 250 mM NaCl) eingesetzt. Aufgrund von Hintergrundreaktionen und
daraus resultierenden Problemen wurde der Puffer gewechselt (60 mM Kalium-Phosphat-
puffer pH 7,4, 150 mM NacCl) sowie Gephyrin als Ligand und der Rezeptor-Loop als Analyt
verwendet.

Vor Versuchsbeginn wurden beide Proteinldsungen fir 10 min bei 21.000 x g und 4 °C
abzentrifugiert und fur 10 min entgast. Die Messungen wurden mit einem VP-ITC (MicroCal)

bei 25 °C durchgefuhrt und mit Hilfe des Programms Origin7 (MicroCal) ausgewertet.

4.4.6 Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie (S PR)

Um die Bindung zwischen Gephyrin und dem GABAAR-B2 Loop genauer spezifizieren zu
kénnen, wurden Interaktionsstudien an einem Biacore X100 (GE Healthcare) durchgefinhrt.
Dazu wurde Gephyrin (in Natrium-Acetat-Puffer pH 4,5) kovalent mittels Aminkopplung an
die zweite Flusszelle eines Carboxylmethyldextran-Hydrogel Sensorchips unter Verwendung
von HBS-EP+ (10 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NacCl, 0,005 % TWEEN-20, 3 mM EDTA) als
Laufpuffer nach Herstellerangaben gekoppelt. Freie Bindungsstellen wurden blockiert, um
unspezifische Bindung des Analyten zu verhindern. Die blockierte Oberflache der ersten
Flusszelle diente als Kontrolle.

Die Messungen wurden bei einer Flussrate von 10 pl/min in Messpuffer (20 mM Tris/ HCI
pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA), unter Verwendung verschiedener Konzentrationen des
Analyten, durchgefihrt. Als Analyt (Injektionsvolumen 10 ul) diente der GABAAR-B2-Loop
(komplett und verklrzt) als GST-Fusion, sowie der GST-GlyR-B-Loop als Positiv- und GST
als Negativkontrolle. Die Regeneration des Sensorchips erfolgte nach jedem Zyklus mit
10 mM Glycin/ HCI pH 3.

Fur SPR-Messungen mit einem biotinylierten Peptid, das die Gephyrin-Bindesequenz
der GABA,R-B2-Untereinheit (Reste 390-420) trug, wurde ein Streptavidin Sensorchip
verwendet. An diesen bindet das biotinylierte Peptid Gber das angefiigte Biotin mit hoher
Sensitvitat, was eine zur kovalenten Kopplung vergleichbaren Bindung entspricht. Sowohl
die Kopplung des Peptids (4000 RU), als auch die Messungen wurden in PBS mit
zusatzlichen 0,005 % TWEEN-20 durchgefiihrt. Als Analyt wurde gereinigtes Gephyrin-rC4c

in einem Konzentrationsbereich von 0-80 uM eingesetzt.
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Die Auswertung wurde nach Subtraktion der resultierenden relativen Resonanzeinheiten
aus Flusszelle 1 von denen aus Flusszelle 2 mittels des Programms BlAevaluation (GE

Healthcare) durchgeftihrt.

4.5 Zellbiologische Methoden

4.5.1 Kultivierung von HEK293-Zellen

HEK293-Zellen (Tabelle 4.1) wurden bei 37 °C und 5 % CO, in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) mit zusatzlichem Glutamin (2 mM) und 10 % fétalem Kélberserum (FCS)
kultiviert. Beide Zelllinien wuchsen adhérent, in einem Monolayer, auf Kulturschalen mit einer
angeatzten Oberflaiche (Sarstedt). Die Zellen wurden zwei Mal pro Woche unter der
Verwendung von Trypsin/ EDTA passagiert und dabei je nach Dichte vierfach oder achtfach

verdlnnt.

4.5.2 Transiente Transfektion von HEK293-Zellen

Die transiente Transfektion der HEK293-Zellen erfolgte zur Uberexpression verschiedener
GABA,R-Untereinheiten, wobei der intrazellulare Loop oder der holo-Rezeptor exprimiert
wurden. Des Weiteren wurden verschiedene Gephyrin-Varianten im pEGFP-C2-Vektor
verwendet.

Die Zellen wurden entweder auf 10 cm Kulturschalen transfiziert, um sie anschlieRend zu
ernten und biochemische Versuche durchzufihren oder wurden in mit Deckgldschen
bestiickten 12-Well-Schalen fur mikroskopische Praparate transfiziert. Fur eine bessere
Anhaftung der Zellen wurden die Deckglaschen zuvor mit Collagen (0,5 mg/ml in H,O)
beschichtet, um eine bessere Oberflache fur das Wachstum zu schaffen.

Die genaue Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer bestimmt und
anschlieRend wurden verschiedene Mengen von HEK293-Zellen ausgesat (Tabelle 4.5) und
bei einer Konfluenz von 60-80 % transfiziert. Die Transfektion auf Deckglaschen erfolgte
mittels 1,5 pl des Transfektionsreagenzes FUGENE6 (Roche). Dieses wurde mit Serum-
freiem Medium 5 min vorinkubiert, bevor 0,5 pg gereinigte Plasmid-DNA hinzugefiigt wurde
und eine weitere Inkubation von 20 min folgte. Die Ldsung wurde zu den am Vortag
ausgesaten Zellen gegeben und 36 h mit diesen inkubiert. Fir Co-Transfektionen wurden
ebenfalls 0,5 pg DNA pro Konstrukt eingesetzt, wobei die Menge des Transfektions-

reagenzes auf 2 ul bzw. 2,5 ul bei Dreifach-Transfektionen erhdht wurde.
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Die transiente Transfektion von HEK293-Zellen auf 10 cm Schalen erfolgte mittels des
Transfektionsreagenzes Polyethyleneimine (PEI). Hierzu wurden 30 pl PEI mit 600 pl Serum-
freiem Medium 5 min vorinkubiert, bevor 10 pug der zu exprimierenden Plasmid-DNA
hinzugefiigt wurden. Nach erneuter 20-minitiger Inkubation wurde das Gemisch auf die

Zellen gegeben und diese nach 36-stindiger Expression geerntet.

Tabelle 4.5: Angaben zur transienten Transfektionv ~ on HEK293-Zellen.

Zelltyp Kulturschale Zellzahl Transfektionsreagenz

HEK?293 12er Well 90.000 FUGENEG6

HEK293 10 cm Schale 4.500.000 PEI

4.5.3 Herstellung mikroskopischer Praparate und Mik  roskopie von HEK293-
Zellen

Die auf Deckglaschen gewachsenen und mit Fluoreszenzproteinen gekoppelten Konstrukten
transfizierten Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschlieRend fir 20 min bei
Raumtemperatur mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Danach folgte ein weiterer
Waschschritt mit PBS, sowie mit H,O. Die Deckglaschen wurden mittels eines Tropfens
Mowiol-Dabco-Lésung (10 % Mowiol gel6st in 25 % Glycerin und 0,1 M Tris pH 9,0, versetzt
mit 2,5 % Dabco (1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane)) mit der zellbewachsenen Seite nach unten
auf einem Objekttrager fixiert und dber Nacht bei 4 °C ausgehartet, bevor sie zur
Mikroskopie verwendet werden konnten.

Die mikroskopische Analyse der erstellten Praparate erfolgte mit einem Ti-Eclipse
inversen Forschungsmikroskop der Firma Nikon. Das Mikroskop war mit einer zuséatzlichen,
konfokalen Lasereinheit ausgestattet und verfligte tUber Laser der Wellenlangen 405, 488
und 543 nm. Die dazu gehdorigen Detektoren umfassten ein Wellenlangen-Spektrum von
450/35, 515/30 und 605/75 nm. Die verwendeten Objektive waren ein CFl Planapochromat
40-fach mit einer numerischen Apertur von 0,95 und ein CFl Planapochromat 60-faches
Olimmersionsobjektiv mit einer numerischen Apertur von 1,40. Die Bilder wurden mit der

Nikon-spezifischen EZ-C1-Software aufgenommen und bearbeitet.

4.5.4 Ernte und Aufschluss transfizierter HEK293-Ze  llen

Auf 10 cm Schalen kultivierte und transfizierte HEK293-Zellen wurden 2-3 Tage nach der

Transfektion geerntet. Dazu wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS

gewaschen und mittels Trypsin/ EDTA von den Kulturschalen abgeldst. Die Zellsuspension

wurde in ein 15 ml Falcon tberfuhrt und fir 5 min bei 1.000 rpm/min pelletiert. Anschliel3end
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wurde die Flussigkeit abgenommen und das Pellet weitere zweimal mit PBS gewaschen und
daraufhin in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei —80 °C gelagert.

Nach dem Auftauen des Zellpellets wurde dieses in 400 pl PBS aufgenommen und der
Zellaufschluss erfolgte mittels eines Sonifizierers fir zweimal 10 Sekunden bei 40 %
Aktivitat. Um Zelltrummer vom léslichen Uberstand zu trennen, wurde die Suspension fur
20 min bei 21.000 x g abzentrifugiert. Die Proteinkonzentration des loslichen Uberstandes
wurde mittels Bradford-Reagenz (4.3.9) ermittelt und fir Kosedimentations-Analysen (0)

eingesetzt.
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5.1 Primer

Tabelle 5.1: Auflistung der in dieser Arbeit verwen

deten Primer.

Primer

Beschreibung

Sequenz

GABA-al-for EcoRI

GABAaR-al mit His-tag

TCCGAATTCGGAATGAAGAAAAGTCGGGGTC
TC

GABA-al-rev Notl

GABAaR-al mit His-tag

ATAGTTTAGCGGCCGCTCAGTGATGGTGATG
GTGATGTTGATGGGGTGTGGGGGCTTT

GABA-2 337 for )

BamH| Trunkierter GABAAR-B2 Loop GGTGATGGATCCGACCCCCATGAGAACAT
am

GABA-B2 388 rev )

EcoR Trunkierter GABAAR-B2 Loop GGCGGCGAATTCTCAACTATGCCTAGGCAG
co

GABA-B2 430 rev _

EcoRI Trunkierter GABAAR-B2 Loop GGCGGCGAATTCTCAGCGAGACCAGCGATC
co

GABA-B2 320 for )

BamHI Trunkierter GABAAR-B2 Loop GGTGATGGATCCAAAGCTGCTAATGCCAAC
am

pHIluorin for Agel

Erstellung von pHluorin-N1

TCCACCGGTCGCCACCATG
GGAAGTAAAGGAGA

pHIluorin rev Notl

Erstellung von pHluorin-N1

GAGTCGCGGCCGCTTTATTTGTATAGTTCAT
CcC

GABA-al-FLAG
Notl

rev

GABAxR-al in
mycHisA

pcDNA-

TCGAGCGGCCGCTCACTTATCATCATCATCC
TTGTAATCTTGATGGGGTGTGGGGGCTTTTA
G

pHluorin-GABA-B2  for
Xhol

GABAaR-B2 in pHluorin-N1

CATCTCGAGCAT ATGTGGAGAGTCCGG

pHluorin-GABA-32
BamHI

rev

GABAAR-B2 in pHluorin-N1

CGCGGATCCTGGCGGTTCACATAGTAAAG

GABAAR-B2 CTGCCTAGGCATAGTTTTGGCCGCGGCGCT
Mutagenese des GABAAR-32

Mutagenese  392-399 L GGGGCGGGAGCTGGGGCACAAAAGAAAAGT
oops

for P CGCCTG

GABAAR-B2 CAGGCGACTTTTCTTTTGTGCCCCAGCTCCC
Mutagenese des GABAAR-32

Mutagenese  392-399 L GCCCCAGCGCCGCGGCCAAAACTATGCCTA
oops

rev P GGCAG

GABAAR-B2 CGCAACGCTCTGGAGCGACATGTGGCAGCA
Mutagenese des GABAAR-32

Mutagenese  400-405 L GGGGCAGGTGCCGGGAGGAGACGTGCCTC
oops

for P CCAA

GABAAR-B2 Mutagenese des GABAsR-B2 | TTGGGAGGCACGTCTCCTCCCGGCACCTGC

Mutagenese  400-405 | Loops CCCTGCTGCCACATGTCGCTCCAGAGCGTT
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rev GCG

Mutagenese des GABAaR-B2 | CCTGAGGAGACGTGCCGACCAACTGAAAAT
GABAAR-2 S410D for

Loops CAC

Mutagenese des GABAAR-B2 | GTGATTTTCAGTTGGTCGGCACGTCTCCTCA
GABAAR-B2 S410D rev

Loops GG

Mutagenese des GABAaR-B2 | CCTGAGGAGACGTGCCGCCCAACTGAAAAT
GABAAR-B2 S410A for

Loops CAC

Mutagenese des GABAAR-B2 | GTGATTTTCAGTTGGGCGGCACGTCTCCTCA
GABAAR-2 S410A rev

Loops GG

GABAAR-B2 306 for
BamHI

Trunkierter GABAAR-B2 Loop

GGTGATGGATCCTTCTTTGGGAGAGGACCC
CA

GABAAR-B2 GGCCGCGGCGCTGGGGCGGGAGCTGGGGC
Mutagenese des GABAAR-32

Mutagenese  392-405 L AGCAGGGGCAGGTGCCGGGAGGAGACGTG
oops

for P CCTCCCAA

GABAAR-B2 TTGGGAGGCACGTCTCCTCCCGGCACCTGC
Mutagenese des GABAAR-32

Mutagenese  392-405 L CCCTGCTGCCCCAGCTCCCGCCCCAGCGCC
oops

rev P GCGGCC

GABAAR-B2 A390-420 | Deletion des GABAAR-B2 | GGCGTTCACATCAAAACTATGCCTAGGCAAC

rev Loops CCAGC

GABAAR-B2 A390-420 | Deletion des GABAAR-B2 | TTGCCTAGGCATAGTTTTGATGTGAACGCCA

for Loops TTGATCGGTGGTCCCGC
GABAAR-B2/3 Loop in pEGFP- | CCGCTCGAGCGGATG

GABAaR-B2/3 for Xhol

N1

TTCTTTGGGAGAGGACCCCAG

GABAAR-B2/3
BamHI

rev

GABAR-B2/3 Loop in pEGFP-
N1

CGCGGATCCGCGTAGCGGGACCACCGATCA
ATGGC

GABAaR-B1 for Xhol

GABAAR-B1 Loop in pEGFP-
N1

CCGCTCGAGCGGATG
TTCTTCGGAAAAGGCCCTCAG

GABAR-B1 rev BamHI

GABAAR-B1 Loop in pEGFP-
N1

CGCGGATCCGCGTACATTCGGGACCACTTG
TC

GABAaR-y2 for Xhol

GABAxR-y2 in pEBFP-C1

CCGCTCGAGCGGATATGGTCAGCAACCGGA
AGCCAAGC

GABAAR-y2 rev BamHI

GABAAR-y2 in pEBFP-C1

CGCGGATCCGCGAGTCCATTTTGGCAATGC
G

GABAAR-B3 420
EcoRl

rev

Trunkierter GABAAR-B3 Loop

GGCGGCGAATTCTCAGGTTAGATCAGGGATT
TT

GABAaR-B2-myc Notl

GABAAR-B2mit myc-tag

ATAGTTTAGCGGCCGCTTGTTCACATAGTAA
AGCCA

GABAAR-B2-HA  rev

GABAAR-B2mit HA-tag

CTCGAGTCATGCGTAGTCCGGTACATCGTAC
GGGTAGTTCACATAGTAAAGCCAATAGACGA

Xhol
TGTT
GlyrR-  378-413 for . CGCGGATCCGCG
Trunkierter GlyR-B Loop
BamHI GTTGGTGAGACCAGATGCAAA
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GlyR- 378-413 rev ]
Trunkierter GlyR-B Loop
EcoRlI AA

CCGGAATTCCGGTCAATAATTGGATAATTCA

Fur die DNA-Sequenzierung wurden in der Regel Standardprimer der Firma GATC Biotech

verwendet und sind daher hier nicht aufgefiihrt.

5.2 Konstrukte

Tabelle 5.2: Auflistung der in dieser Arbeit verwen  deten Konstrukte.

GroRRe des
Fusions-
Konstrukt Vektor Quelle Enzyme Zusatz proteins
GlyR B-Loop (329-455) | pGEX-2T Meier GST-tag 42,8 kDa
GlyR B-Loop (378-413) | pGEX-6P-1 diese Arbeit | BamHI/ GST-tag 30,9 kDa
EcoRlI
GABAAR al-holo-His pcDNA3.1mycHisA | diese Arbeit | EcoRI/ Notl | His-tag 52,6 kDa
GABAsR al-holo-FLAG | pcDNA3.1mycHisA | diese Arbeit | EcoRI/ Notl | FLAG-tag 52,8 kDa
GABAuR al-Loop (310- | DsRed Meier 2008 BamHI/ RFP-tag 37,5 kDa
392) Ncol
GABAuR al-Loop (310- | pGEX-6P-1 Meier 2008 Xmal GST-tag 38,2 kDa
392)
GABAxR a2-Loop DsRed Meier 2008 EcoRlI/Xbal | RFP-tag 37,8 kDa
GABAuR a2-Loop (310- | pGEX-6P-1 Meier 2008 Xmal GST-tag 38,5 kDa
394)
GABAxR a5-Loop DsRed Meier 2008 EcoRl/ RFP-tag 38,1 kDa
Ncol
GABAA4R B1-Loop pPEGFP-N1 diese Arbeit | BamHI/ GFP-tag 41,8 kDa
Xhol
GABAR B2-holo-His pcDNA3.1mycHisA | diese Arbeit | EcoRl/ Notl | His-tag 55,5 kDa
GABAAR B2-holo-myc pcDNA3.1mycHisA | diese Arbeit | Kpnl/ Notl | myc-tag 55,8 kDa
GABAAR 2-holo-HA pcDNA3.1mycHisA | diese Arbeit | Kpnl/ Xhol | HA-tag 55,7 kDa
GABAAR B2-holo- pHIluorin-N1 diese Arbeit | Xhol/ pHluorin-tag 82,3 kDa
pHluorin BamHI
GABAAR 2-holo pPEGFP-N1 diese Arbeit | Xhol/ GFP-tag 82,3 kDa
BamHI
GABAxR B2-Loop (306- | pEGFP-N1 diese Arbeit | Xhol/ GFP-tag 42,1 kDa
430) BamHI
GABAuR B2-Loop (306- | pGEX-6P-1 Meier 2008 Xmal GST-tag 43,3 kDa
430)
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GABAuR B2-Loop (306- | pGEX-6P-1 Meier 2008 Xmal GST-tag 37,8 kDa
400)

GABAuR B2-Loop (361- | pGEX-6P-1 Meier 2008 Xmal GST-tag 31,6 kDa
400)

GABAAR B2-Loop (337- | pGEX-6P-1 diese Arbeit | EcoRl/ GST-tag 36,3 kDa
420) BamHI

GABAuR B2-Loop (320- | pGEX-6P-1 diese Arbeit | EcoRl/ GST-tag 40,9 kDa
430) BamHI

GABAAR B2-Loop (337- | pGEX-6P-1 diese Arbeit | EcoRl/ GST-tag 32,5 kDa
388) BamHI

GABAuR B2-Loop (337- | pGEX-6P-1 diese Arbeit | EcoRl/ GST-tag 37,5 kDa
430) BamHI

GABAAR B2-Loop (390- | pGEX-6P-1 diese Arbeit | EcoRl/ GST-tag 29,0 kDa
408) BamHI

GABAR B2-Loop pGEX-6P-1 diese Arbeit | EcoRl/ GST-tag 29,9 kDa
(396420) BamHI

GABAuR B2-Loop (383- | pGEX-6P-1 diese Arbeit | EcoRl/ GST-tag 30,1 kDa
400) BamHI

GABAAR B2-Loop (390- | pGEX-6P-1 diese Arbeit | EcoRl/ GST-tag 31,7 kDa
430) BamHI

GABAuR B2-Loop (390- | pGEX-6P-1 diese Arbeit | EcoRl/ GST-tag 30,4 kDa
420) BamHI

GABAAR B2-Loop (306- | pGEX-6P-1 diese Arbeit | EcoRl/ GST-tag 44,5 kDa
430; 392-399 BamHI

mutagenisiert)

GABAAR B2-Loop (306- | pGEX-6P-1 diese Arbeit | EcoRl/ GST-tag 44,5 kDa
430; 400-405 BamHI

mutagenisiert)

GABAuR B2-Loop (306- | pGEX-6P-1 diese Arbeit | EcoRl/ GST-tag 44,5 kDa
430; 392-405 BamHI

mutagenisiert)

GABAxR B2-Loop A390- | pGEX-6P-1 diese Arbeit | EcoRl/ GST-tag 40,9 kDa
420 BamHI

GABAAR B2-Loop S410A | pGEX-6P-1 diese Arbeit | EcoRl/ GST-tag 44,5 kDa
(306-430) BamHI

GABAxR B2-Loop pGEX-6P-1 diese Arbeit | EcoRl/ GST-tag 445 kDa
S410D (306-430) BamHI

GABAAR B3-Loop (306- | pEGFP-N1 diese Arbeit | Xhol/ GFP-tag 41,9 kDa
428) BamHI

GABAuR 3-Loop (306- | pGEX-6P-1 Meier 2008 Xmal GST-tag 43,1 kDa
428)

GABAuR 3-Loop (390- | pGEX-6P-1 diese Arbeit | EcoRl/ GST-tag 29,0 kDa
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408) BamHI

GABAAR B3-Loop (390- | pGEX-6P-1 diese Arbeit | EcoRl/ GST-tag 30,5 kDa

420) BamHI

GABAxR y2-holo-His pcDNA3.1mycHisA | diese Arbeit | BamHI/ His-tag 54,9 kDa
Notl

GABAAR y2-holo- pHluorin-N1 diese Arbeit | Xhol/ pHluorin-tag 84,4 kDa

pHluorin BamHI

GABAR y2S-Loop (312- | pEBFP-C1 diese Arbeit | Xhol/ BFP-tag

403) BamHI

GABAR y2S-Loop (321- | pGEX-6P-1 Meier 2008 Xmal GST-tag 38,8 kDa

403)

GABAR y2S-Loop pGEX-6P-1 Meier 2008 Xmal GST-tag 38,8 kDa

S355D

GABAR y2S-Loop pGEX-6P-1 Meier 2008 Xmal GST-tag 38,8 kDa

S327D

GABAAR y2L-Loop (321- | pEBFP-C1 diese Arbeit | Xhol/ BFP-tag

411) BamHI

GABAR y2L-Loop (321- | pGEX-6P-1 Meier 2008 Xmal GST-tag 39,8 kDa

411)

GABAR y2L-Loop pGEX-6P-1 Meier 2008 Xmal GST-tag 39,8 kDa

S327D

GABAR y2L-Loop pGEX-6P-1 Meier 2008 Xmal GST-tag 39,8 kDa

S343D

GABAR y2L-Loop pGEX-6P-1 Meier 2008 Xmal GST-tag 39,8 kDa

S355D

rGephyrin C4c pPQES80 Belaidi Xmal/ Notl | His-tag 83,0 kDa

rGephyrin pVL1393 Herweg Xmal/ Notl | His-tag 84,5 kDa

rGephyrin C3 pVL1393 Herweg Xmal/ Notl | His-tag 86,0 kDa

rGephyrin C4c pVL1393 Herweg Xmal/ Notl | His-tag 85,0 kDa

rGephyrin C4c P713E pQE30 Otte 2004 Kpnl His-tag 83,3 kDa

rGephyrin C4c PEGFP-C2 Kim 2006 EcoRlI/ GFP-tag 110,0 kDa
Xhol

rGephyrin C4c P713E pEGFP-C2 Kim 2006 EcoRl/ GFP-tag 110,0 kDa
Xhol

rGephyrin C4c F330A pPEGFP-C2 Kim 2006 EcoRlI/ GFP-tag 110,0 kDa
Xhol

rGephyrin pEGFP-N1 Meier 2000 Hindlll/ GFP-tag 109,8 kDa
Notl

rGephyrin C3 PEGFP-N1 Meier 2000 Hindlll/ GFP-tag 113,7 kDa
Notl

rGephyrin C4c pEGFP-N1 Meier 2000 Hindlll/ GFP-tag 111,3 kDa
Notl
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5.3 Sequenzen

5.3.1 Gephyrinsequenz

Die Aminosauresequenz von Gephyrin aus Rattus norvegicus (rGeph) setzt sich aus 736
Aminosaureresten zusammen und umfasst die G-, C- und E-Doméne. Die in dieser Arbeit
untersuchten alternativen Spleil3varianten (rGeph, rGeph-C3, rGeph-C4c) sind innerhalb der

Sequenz markiert und dargestellt.

+» GephG
MATEGMILTNHDHQIRVGVLTVSDSCFRNLAEDRSGINLKDLVQDPSLLGGTISAYKIVPDEIE

EIKETLIDWCDEKELNLILTTGGTGFAPRDVTPEATKEVIEREAPGMALAMLMGSLNVTPLGM
» GephC

LSRPVCGIRGKTLIINLPGSKKGSQECFQFILPALPHAIDLLRDAIVKVKEVHDELEDLPSPPPP

C3
v
LSPPPTTSPHKQTEDKGVQCEEEEEEKKDSGVASTEDSSSSHITAAALAAKIPDSIISRGVQV

C4c
v
LPRDTASLSTTPSESPRAQATSRLSTASCPTPKVQSRCSSKENILRASHSAVDITKVARRHR
» GephE
MSPFPLTSMDKAFITVLEMTPVLGTEIINYRDGMGRVLAQDVYAKDNLPPFPASVKDGYAVR
AADGPGDRFIIGESQAGEQPTQTVMPGQVMRVTTGAPIPCGADAVVQVEDTELIRESDDGT
EELEVRILVQARPGQDIRPIGHDIKRGECVLAKGTHMGPSEIGLLATVGVTEVEVNKFPVVAV
MSTGNELLNPEDDLLPGKIRDSNRSTLLATIQEHGYPTINLGIVGDNPDDLLNALNEGISRAD
VIITSGGVSMGEKDYLKQVLDIDLHAQIHFGRVFMKPGLPTTFATLDIDGVRKIIFALPGNPVS
AVVTCNLFVVPALRKMQGILDPRPTIIKARLSCDVKLDPRPEYHRCILTWHHQEPLPWAQST

GNQMSSRLMSMRSANGLLMLPPKTEQYVELHKGEVVDVMVIGRL

C3: NHPFYTSPAVFMANHGQPIPGLISYSHHATGSADKR
C4c: ARLPSCSSTYSVSE
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5.3.2 Sequenzen der GABA aR-Untereinheiten

Die Aminosauresequenzen der in dieser Arbeit verwendeten GABA,R-Untereinheiten und
der GlyR-B-Untereinheit aus Mus musculus sind im Folgenden dargestellt. Markiert wurde
das Sekretionssignal (ermittelt durch SignalP 4.0 Server http://www.cbs.dtu.dk/services/
SignalP/) in grau, sowie der gro3e zytoplasmatische Loop zwischen den
Transmembrandomanen 3 und 4 (ermittelt durch http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) in

rot.

GABAsR-al:

QPSQDELKDNTTVFTRILDRLLDGYDNRLRPGLG
ERVTEVKTDIFVTSFGPVSDHDMEYTIDVFFRQSWKDERLKFKGPMTVLRLNNLMASKIWTP
DTFFHNGKKSVAHNMTMPNKLLRITEDGTLLYTMRLTVRAECPMHLEDFPMDAHACPLKFG
SYAYTRAEVVYEWTREPARSVVVAEDGSRLNQYDLLGQTVDSGIVQSSTGEYVVMTTHFHL
KRKIGYFVIQTYLPCIMTVILSQVSFWLNRESVPARTVFGVTTVLTMTTLSISARNSLPKVAYA
TAMDWFIAVCYAFVFSALIEFATVNYFTKRGYAWDGKSVVPEKPKKVKDPLIKKNNTYAPTA
TSYTPNLARGDPGLATIAKSATIEPKEVKPETKPPEPKKTFENSVSKIDRLSRIAFPLLFGIFNLY
YWATYLNREPQLKAPTPHQ

GABAsR-02:

NIQEDEAKNNITIFTRILDRLLDGYDNRLRPGLGD
SITEVFTNIYVTSFGPVSDTDMEYTIDVFFRQKWKDERLKFKGPMNILRLNNLMASKIWTPDT
FFHNGKKSVAHNMTMPNKLLRIQDDGTLLYTMRLTVQAECPMHLEDFPMDAHSCPLKFGS
YAYTTSEVTYIWTYNASDSVQVAPDGSRLNQYDLLGQSIGKETIKSSTGEYTVMTAHFHLKR
KIGYFVIQTYLPCIMTVILSQVSFWLNRESVPARTVFGVTTVLTMTTLSISARNSLPKVAYATA
MDWFIAVCYAFVFSALIEFATVNYFTKRGWAWDGKSVVNDKKKEKGSVMIQNNAYAVAVAN
YAPNLSKDPVLSTISKSATTPEPNKKPENKPAEAKKTENSVSKIDRMSRIVFPVLFGTENLVY
WATYLNREPVLGVSP

QSVNDPSNMSLVKETVDRLLKGYDIRLRPDFGGPPVA
VGMNIDIASIDMVSEVNMDYTLTMYFQQAWRDKRLSYNVIPLNLTLDNRVADQLWVPDTYFL
NDKKSFVHGVTVKNRMIRLHPDGTVLYGLRITTTAACMMDLRRYPLDEQNCTLEIESYGYTT
DDIEFYWRGDDNAVTGVTKIELPQFSIVDYKLITKKVVESTGSYPRLSLSFKLKRNIGYFILQT
YMPSILITILSWVSFWINYDASAARVALGITTVLTMTTINTHLRETLPKIPYVKAIDMYLMGCFV
FVFMALLEYALVNYIFFGRGPQRQKKAAEKAANANNEKMRLDVNKMDPHENILLSTLEIKNE
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MATSEAVMGLGDPRSTMLAYDASSIQYRKAGLPRHSFGRNALERHVAQKKSRLRRRASQL
KITIPDLTDVNAIDRWSRIFFPVVFSFFNIVYWLYYVN

GABA,R-B3:

QSVNDPGNMSFVKETVDKLLKGYDIRLRPDFGGPPV
CVGMNIDIASIDMVSEVNMDYTLTMYFQQYWRDKRLAYSGIPLNLTLDNRVADQLWVPDTY
FLNDKKSFVHGVTVKNRMIRLHPDGTVLYGLRITTTAACMMDLRRYPLDEQNCTLEIESYGY
TTDDIEFYWRGGDKAVTGVERIELPQFSIVEHRLVSRNVVFATGAYPRLSLSFRLKRNIGYFIL
QTYMPSILITILSWVSFWINYDASAARVALGITTVLTMTTINTHLRETLPKIPYVKAIDMYLMGC
FVFVFLALLEYAFVNYIFFGRGPQRQKKLAEKTAKAKNDRSKSEINRVDAHGNILLAPMDVH
NEMNEVAGSVGDTRNSAISFDNSGIQYRKQSMPKEGHGRYMGDRSIPHKKTHLRRRSSQL
KIKIPDLTDVNAIDRWSRIVFPFTFSLFNLVYWLYYVN

GABALR-y2S:

QKSDDDYEDYASNKTWVLTPKVPEGDVTVILNNLLEGYDNKLRPDI
GVKPTLIHTDMYVNSIGPVNAINMEYTIDIFFAQTWYDRRLKFNSTIKVLRLNSNMVGKIWIPD
TFFRNSKKADAHWITTPNRMLRIWNDGRVLYTLRLTIDAECQLQLHNFPMDEHSCPLEFSSY
GYPREEIVYQWKRSSVEVGDTRSWRLYQFSFVGLRNTTEVVKTTSGDYVVMSVYFDLSRR
MGYFTIQTYIPCTLIVVLSWVSFWINKDAVPARTSLGITTVLTMTTLSTIARKSLPKVSYVTAM
DLFVSVCFIFVFSALVEYGTLHYFVSNRKPSKDKDKKKKNPAPTIDIRPRSATIQMNNATHLQ
ERDEEYGYECLDGKDCASFFCCFEDCRTGAWRHGRIHIRIAKMDSYARIFFPTAFCLFNLVY
WVSYLYL

GABAAR-y2L:
QKSDDDYEDYASNKTWVLTPKVP
EGDVTVILNNLLEGYDNKLRPDIGVKPTLIHTDMYVNSIGPVNAINMEYTIDIFFAQTWYDRRL
KFNSTIKVLRLNSNMVGKIWIPDTFFRNSKKADAHWITTPNRMLRIWNDGRVLYTLRLTIDAE
CQLQLHNFPMDEHSCPLEFSSYGYPREEIVYQWKRSSVEVGDTRSWRLYQFSFVGLRNTT
EVVKTTSGDYVVMSVYFDLSRRMGYFTIQTYIPCTLIVVLSWVSFWINKDAVPARTSLGITTV
LTMTTLSTIARKSLPKVSYVTAMDLFVSVCFIFVFSALVEYGTLHYFVSNRKPSKDKDKKKKN
PLLRMFSFKAPTIDIRPRSATIQMNNATHLQERDEEYGYECLDGKDCASFFCCFEDCRTGA
WRHGRIHIRIAKMDSYARIFFPTAFCLFNLVYWVSYLYL
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GlyR-B:

KEKSSKKGKGKKKQYLCPSQQSPEDLARVPPNSTSNILNRL
LVSYDPRIRPNFKGIPVDVVVNIFINSFGSIQETTMDYRVNIFLRQKWNDPRLKLPSDFRGSD
ALTVDPTMYKCLWKPDLFFANEKSANFHDVTQENILLFIFRDGDVLVSMRLSITLSCPLDLTL
FPMDTQRCKMQLESFGYTTDDLRFIWQSGDPVQLEKIALPQFDIKKEDIEYGNCTKYYKGTG
YYTCVEVIFTLRRQVGFYMMGVYAPTLLIVVLSWLSFWINPDASAARVPLGIFSVLSLASECT
TLAAELPKVSYVKALDVWLIACLLFGFASLVEYAVVOQVMLNNPKRVEAEKARIAKAEQADGK
GGNAAKKNTVNGTGTPVHISTLQVGETRCKKVCTSKSDLRSNDFSIVGSLPRDFELSNYDC
YGKPIEVNNGLGKPQAKNKKPPPAKPVIPTAAKRIDLYARALFPFCFLFFNVIYWSIYL

5.4 Original SPR-Kurven

Die Rohdaten der SPR-Messungen sind im Folgenden dargestellt. Es ist jeweils eine
Einzelmessung Uber ein Konzentrationsspektrum fiir die verschiedenen Proteine dargestellt.
Die gereinigten GST-fusionierten Rezeptor-Loops sowie das GST wurden fir die Messungen
mit kovalent an einen CM5-Sensorchip gekoppeltem Gephyrin eingesetzt. Das gereinigte
Gephyrin wurde dagegen flr Analysen mit einem biotinylierten GABAAR-B2390.420-Peptid

verwendet.
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