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Einleitung

1. Einleitung

Das Nervensystem des Menschen unterteilt sich in ei  n peripheres und ein
zentrales Nervensystem, wobei das Zentralnervensyst em sowohl das
Gehirn als auch das Riuckenmark umfasst.

Das menschliche Gehirn besteht aus ungefahr 100 Mil  liarden Neuronen,
die fur die Signalibertragung zustandig sind. Sie b estehen aus einem
Zellkérper und vielen Dendriten, die der Signalaufn  ahme von anderen
Zellen dienen. Aul3erdem besitzen sie einen bis zu 1 Meter langen
Fortsatz, das Axon. Es ist zustandig fir die Ubertr agung des
Aktionspotentials innerhalb einer Nervenzelle und | eitet dieses zu den
Synapsen und damit an andere Nervenzellen weiter. D ie Synapse stellt
somit eine Schnittstelle dar, in der eine Informati on chemisch auf eine
andere Zelle Ubertragen werden kann. Synapsen von N ervenzellen
verschalten sich auf diese Weise untereinander zu e inem neuronalen
Netzwerk. Ein Neuron hat bis zu 10000 Synapsen, das  menschliche Gehirn
insgesamt etwa 1 Billiarde.

Fur die SignalUbertragung gibt es zwei Méglichkeite n. Man unterscheidet
elektrische und chemische Synapsen. Die elektrische n Synapsen geben
die Information Uber so genannte Gap junctions von Zelle zu Zelle weiter.
Gap junctions sind Poren in der Zellmembran, die du rch bestimmte
Proteine, die Connexine, gebildet werden. Durch ele ktrische Synapsen
erfolgt eine direkte Ausbreitung von Anderungen des Membranpotentials
Uber einen relativ geringen ohmschen Widerstand, ab  er auch die Diffusion

von Molekilen, wie z.B. sekundarer Botenstoffe. Die meisten Synapsen
sind chemische Synapsen. Sie sind Uber den so gena  nnten synaptischen

Spalt voneinander getrennt, welcher ca. 20-40 nm br eit ist. Durch das
Ankommen eines elektrischen Signals an der prasynap  tischen Membran
andert sich deren elektrisches Potential und das Ne  uron gibt einen
chemischen Botenstoff, der in Vesikeln gespeichert ist, durch Exozytose

in den synaptischen Spalt ab. Der Neurotransmitter diffundiert durch den

synaptischen Spalt zur postsynaptischen Membran und lagert sich an die
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Einleitung

dort lokalisierten Rezeptoren an. lonotrope Rezepto ren wandeln das
chemische Signal wieder in ein elektrisches Signal um. Fir diese
Umwandlung  gibt es zwei Rezeptorklassen, ionotrope und nicht
ionotrope Rezeptoren. Bei den ionenkanalgebundenen Rezeptoren
beeinflusst der Ligand die Konformitdt  und damit  di e
Offenwahrscheinlichkeit des Rezeptors. Bei den nich t ionotropen
Rezeptoren wird durch die Bindung des Liganden ein intrazellularer

Botenstoff freigesetzt, der eine Second-Messenger-K  askade in Gang setzt.
1.1 Die physiologische Rolle des Glutamats

1.1.1 Funktion des Glutamats

Glutamat ist der wichtigste erregende Neurotransmit ter im zentralen

20783 Er wird in den synaptischen Spalt

Nervensystem des Menschen
abgegeben und bindet an spezifische Glutamatrezepto  ren. Somit ist er an
zahlreichen Ablaufen im Gehirn beteiligt, z. B. bei der Gedachtnisfunktion.
Glutamat ist unverzichtbar bei praktisch allen moto rischen, mnestischen
und kognitiven Funktionen =~ *#14°,

AulRerdem spielt Glutamat eine wichtige Rolle im Zel Istoffwechsel, da es

Uber den Zitratzyklus in Verbindung zum Kohlenhydra tstoffwechsel steht.

1.1.2 Aufbau und Struktur des Glutamats

Als Glutamat bezeichnet man die ionisierte Form der Glutaminsaure, wie
sie nach Dissoziation der Glutaminsaure oder eines ihrer Salze in Wasser
vorliegt. Sie ist eine nicht essentielle proteinoge ne Aminosaure. Glutamat
tragt eine saure Seitenkette, die bei physiologisch en pH-Werten fast stets
negativ geladen ist. Der pK-Wert der sauren Seitenk ette betragt 4,4
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Abbildung 1: Struktur der Aminosaure Glutamat

1.1.3 Synthese, Stoffwechsel und Abbau des Glutamat s

Da Glutamat eine nicht essentielle Aminoséaure ist, kann es im Korper aus
anderen Molekilen synthetisiert werden. Allerdings kann Glutamat auch
direkt aus dem Darm aufgenommen werden.

Fir die Bildung von Glutamat sind vor allem Glutami n und a-Ketoglutarat
wichtig. a-Ketoglutarat ist ein Zwischenprodukt des Zitratzyk lus. Mit Hilfe
des Enzyms Glutamat-Dehydrogenase wird es zu Glutam  at umgesetzt, um
die Zelle mit Glutamat zu versorgen. Durch die Glut  amin-Synthetase wird
aus Glutamat Glutamin gebildet. Beide Enzyme komme n vor allem in
Gliazellen des ZNS vor. Bei beiden Reaktionen erfol gt die Bindung des
Zellgiftes Ammoniak, welches beim Abbau von Aminosa uren entsteht.
Glutamin hat keine exzitatorische Wirkung. Es wird von der Gliazelle in
den synaptischen Spalt abgegeben und von den Neuron en aufgenommen.
Dort wird das Glutamin durch die Glutaminase zu G lutamat umgewandelt
und als Transmitter genutzt. Wenn der Transmitter i  n den synaptischen
Spalt abgegeben wird, wird er von den plasmamembran  gebundenen
Glutamattransportern der Gliazellen wieder aus dem synaptischen Spalt
entfernt. Dadurch entsteht ein Glutamat-Glutamin-Zy  klus, der im
menschlichen Gehirn eine  Schlusselrolle im  Ruckgewi nn des
Transmitters Glutamat darstellt ~ ®*,

Glutamat ist ebenfalls wichtig fur die Biosynthese von y-Aminobutyrat
(GABA). Durch Decarboxylierung von Glutamat durch d ie Glutamat-
Decarboxylase entsteht GABA.
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Neuron Gliazelle
Glutamin « Glutamin \
Glutaminase Glutamin- .
Synthetase Zitrat-
Zyklus
Glutamat Glutamat « a-Ketoglutarat
Glutamat-
\ / Dehydrogenase

Glutamat /

Rezeptor
Abbildung 2: Schematische Darstellung des Glutamat/Glutamin-ZykI us des
Gehirns
Bei der Aminosaurensynthese ist Glutamat der Donor fur die a-

Aminogruppe in einer Transaminierungsreaktion. Dies e Uberfihrt a-
Ketosaure in die homologen a-Aminosauren. Beispiele sind die
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) und die Glut amat-Pyruvat-

Transaminase (GPT). Coenzym ist Pyridoxalphosphat.

1.2 Die Rolle der Glutamatrezeptoren

Glutamatrezeptoren sind die wichtigsten Mediatoren des exzitatorischen
Neurotransmittersystems im zentralen Nervensystem, allerdings kommen

sie auch im Pankreas, im Knochengewebe und in Herzm  uskelzellen

208893458  Dje ligandengesteuerten lonenkandle werden durch die

133,142

vor
Aminosaure Glutamat aktiviert Eine wichtige Rolle spielen die
Glutamatrezeptoren bei der Pathogenese von neurodeg enerativen
Krankheiten, wie z.B. Ischdmie, Alzheimer Krankheit , Parkinson’s
Krankheit, Huntington’s Krankheit, Rasmussen’s Ence phalitis und

Amyotrophe Lateralsklerose (ALS)  36:°013611845 Baj der |schamie und der
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Rasmussen’s Encephalitis ist der Grund fir die Toxi zitat die
Ubererregung eines Neurons. Der neuronale Zelltod, der durch eine
Ischamie ausgelost wird, entsteht durch einen Ansti eg an Glutamat
wahrend der ischamischen Periode. Zu diesem Anstieg kommt es durch
die gesteigerte Freisetzung und die reduzierte Aufn  ahme des Glutamats.
Dadurch werden Glutamatrezeptoren exzessiv aktivier  t, wodurch es zum
Zelltod des Neurons kommt. Bei der Rasmussen’s Ence  phalitis handelt es
sich um eine Autoimmunerkrankung, wobei Antikoérper gegen einen
Glutamatrezeptor (GIuR3) gebildet werden. Durch die Bindung des
Antikorpers an den Rezeptor kommt es zu einer dauer  haften Stimulation
des Rezeptors, was den exzitatorischen Zelltod einl  eitet.

AulRerdem vermitteln Glutamatrezeptoren synaptische Transmission,

402118 pie  synaptische

synaptische Plastizitat und Lernvorgange
Plastizitdt beschreibt die Veranderung der synaptis chen Starke, die auf
eine Phase der Aktivitat folgt, wodurch sie einen s  tarken Einfluss auf
Lernvorgange hat. Die so genannte Langzeitpotenzier ung (LTP) qilt als
mutmallicher Hauptmechanismus fur das Speichern von Erlerntem im
Gehirn. Die zu den Glutamatrezeptoren gehdérenden NM  DA-Rezeptoren
spielen nachweislich eine wichtige Rolle bei diesem Prozess.

In der Nahrungsmittelindustrie ist Glutamat als Nah rungsmittelzusatz weit
verbreitet. Es wird vor allem als Geschmacksverstar  ker verwendet.
Uberempfindlichkeiten gegeniiber Glutamat oder desse n exzessive
Aufnahme konnen zu dem so genannten China-Restauran  t-Syndrom
fuhren. Die Symptome sind Hitze- und Engegefuhl, M issempfindungen im
Halsbereich, sowie Kopfschmerzen, Ubelkeit und Schw  indel. Ebenfalls
findet Glutamat als Mastmittel Einsatz. Es soll das physiologische
Sattigungsgefuhl unterdriicken, so dass Menschen wie Versuchstiere

weiteressen, obwohl der Kérper eigentlich genug hat
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1.2.1 Die Glutamatrezeptoren

In Abhangigkeit von ihrer Struktur und Funktionswei se werden ionotrope
und metabotrope Glutamatrezeptoren unterschieden 2. Die metabotropen
Rezeptoren besitzen keine intrinsische lonenpore un  d sind intrazellular
mit G-Proteinen gekoppelt. Durch die Bindung des Li ganden mit dem
Rezeptor werden intrazellulare Signalkaskaden aktiv  iert. Die ionotropen
Glutamatrezeptoren besitzen eine kationenspezifisch e lonenpore, die sich
durch die Bindung mit dem Agonisten 6ffnet, wodurch ein
transmembraner lonenstrom vermittelt wird. Allerdin gs sind die
ionotropen und metabotropen Glutamatrezeptoren nich t
sequenzverwandt. Aufgrund von Sequenzhomologien,
pharmakologischen und elektrophysiologischen Eigens chaften sowie der
gekoppelten sekundaren Signalkaskaden, werden inner  halb dieser
Hauptklasse die Glutamatrezeptoruntereinheitenin F amilien eingeteilt.

Die ionotropen Glutamatrezeptoren werden in drei Un terfamilien
eingeteilt, die nach dem jeweils spezifischen Agoni sten benannt sind.
Diese Agonisten sind: AMPA ( a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-
propionat) 3, Kainat (KA)'"*® und NMDA (N-Methyl-D-Aspartat) *°,
Kainatbindeproteine ~ (KBP) "#¥"77%1 sowie die so  genannten
Waisenrezeptoren, die ihren Namen aufgrund ihrer bi  slang vollig
unbekannten Liganden erhalten haben #°%2* Den Kainatbindeproteinen
und den  Waisenrezeptoren  konnten  bisher keine direk te
lonenkanalfunktion nachgewiesen werden. Sie wurden aufgrund von
Homologien den ionotropen Rezeptoren zugeordnet.

1989 wurde der AMPA-Rezeptor GluR1 als erster Gluta matrezeptor
kloniert . In  den folgenden Jahren wurde mit Hilfe der
Homologiedurchmusterung von cDNA-Bibliotheken weite re Vertreter der

8 Bis heute kennt man vier

Glutamatrezeptoruntereinheiten isoliert
Untereinheiten von AMPA-Rezeptoren (GluR1-4), drei
Kainatrezeptoruntereinheiten mit hoher Affinitat (G [lUR5-7) und zwei

Kainatrezeptoruntereinheiten mit niedriger Affinita t (KA1 und KA2). Bei
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den NMDA-Rezeptoren unterscheidet man zwischen den NR1-, NR2- und
NR3-Untereinheiten. Glutamatrezeptoruntereinheiten einer Unterfamilie
kénnen sich zu homomeren oder heteromeren Rezeptork  omplexen
zusammenlagern, wobei vier Untereinheiten einen Rez eptor
bilden 114128164167 Somit gibt es eine Vielzahl von
Glutamatrezeptorkomplexen, die Unterschiede bezlgli ch ihrer
elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigens chaften
aufweisen. Alternatives SpleiRen der pra-mRNA sowie

posttranskriptionelles RNA-Editing erhodht zusatzlic h die molekulare

Vielfalt.

ionotrope
Glutamatrezeptoren

nicht-NMDA- NMDA- Waisen- Kainatbinde-
Rezeptoren Rezeptoren Rezeptoren proteine
AMPA- Kainat-
Rezeptoren Rezeptoren |
S W s
GURT S Amntar NR2C
GluR2 NR2D
GIuR3 |
GluR4 KA1 GIluR5
KA2 GluR6
GIuR7

Abbildung 3: Schematischer Stammbaum der ionotropen Glutamatreze  ptoren

1.2.2 Struktur von Glutamatrezeptoren

Zuerst nahm man an, dass die ionotropen Glutamatrez  eptoren in die
Gruppe der ligandenabhangigen lonenkanéle gehdren, wie z. B. der
nikotinische Acetylcholinrezeptor, der GABA-, der 5 -HT3- und der
Glyzinrezeptor. Diese Gruppe besitzt 4 Transmembran  domé&nen und der

C-Terminus und der N-Terminus liegen extrazellular. Durch biochemische,

Seite 7



Einleitung

elektrophysiologische  und kristallographische Untersuchungen wurde
allerdings festgestellt, dass die ionotropen Glutam atrezeptoren nicht zu

214 versuche mit

den ligandenabhangigen lonenkandlen z&hlen
Antikérpern, die gegen den C-Terminus gerichtet sin d, haben gezeigt,
dass der C-Terminus intrazellular liegen muss, da d er AntikOrper erst

nach Permeabilisierung der Zelle bindet 1940131140141

. Mit der gleichen
Methode konnte auch die extrazellulare Lage des N-T  erminus gezeigt
werden. AufRerdem besitzen die ionotropen Glutamatre  zeptoren im
Vergleich zu den ligandenabhé&ngigen Ionenkandlen nu r drei
Transmembrandomanen ##%2% Dje Transmembrandomanen werden mit
TMD A, TMD B und TMD C bezeichnet.

Die Ligandenbindedomane wird von zwei nicht miteina nder verbundenen
Domanen, die als S1 und S2 bezeichnet werden, gebil det. Die S1-Domane
befindet sich im C-terminalen Bereich des extrazell uldren N-Terminus,
wahrend die S2-Domane vom N-terminalen Bereich der grof3en
extrazellularen Schleife zwischen TMD B und TMD C g  ebildet wird 831072,
Einige Versuche zeigten, dass zwischen den S1- und S2-Domanen der
Glutamatrezeptoren eine signifikante Sequenz- und S trukturhomologie zu
bakteriellen periplasmatischen Aminos&ureproteinen besteht 146181,

Die lonenpore der ionotropen Glutamatrezeptoren wi rd von einer
Haarnadelschleife gebildet, die die Membran nicht v ollstandig durchquert.
Diese zu Anfang als Transmembrandomdne 2 angenommen e Domane,
ragt von innen in die Zellmembran hinein und verlas st diese auf der

83,213,212 Solch eine Struktur ist von den

selben Seite wieder
membranspannungsabhangigen Kaliumkanalen her bekann t. Bei beiden
wird der N-terminale Teil der Pore von einem a-helikalem Segment
(Porenhelix), gefolgt von einer Schleifenstruktur, (Porenschleife)
104,105,154,57'

gebildet Die Porenschleife enthalt sowohl in ionotropen
Glutamatrezeptoren als auch in Kaliumkanadlen an hom  ologen Positionen
Aminosaurereste, welche fur die Selektivitat der Ka  nale entscheidend
sind 80:19230.213.105.75 "k qliumkanéle und Glutamatrezeptoren unterscheiden

sich aber im Hinblick auf die Orientierung der Pore = ndoméne, da bei
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Kaliumkanéalen die Porenschleife von der extrazellul aren Seite in die
Membran eintaucht >’

Es gibt drei Schleifen, welche die drei Transmembra ndomé&nen mit der
Porendomane verbinden (L1, L2 und L3). L1 und L2 si nd intrazellular
lokalisiert, wohingegen L3 eine grol3e Schleife bild et und extrazellular
liegt.

/S‘]

NH,

®

extrazellular
| o

intrazellular @ ‘l‘

Porenregion

COCH

Abbildung 4:  Topologie eines ionotropen Glutamatre zeptors

1.2.3 AMPA-Rezeptoren (GIuR1-4)

AMPA-Rezeptoren vermitteln den Hauptteil der schnel len, exzitatorischen
Neurotransmission im Zentralnervensystem von Verteb raten. AMPA-
Rezeptoren findet man in den Gehirnregionen Cortex, Cerebellum und im
Hirnstamm 23. Die vier Untereinheiten sind mit ungefahr 900 Ami  nos&uren
etwa gleich gro3 und besitzen 68-73% Aminosauresequ  enzhomologie. Die
Proteine haben ein Molekulargewicht von ca. 100 kDa . Die Topologie ist
fur alle AMPA-Rezeptoren gleich: ein extrazellulare r N-Terminus, ein
intrazellularer C-Terminus, drei Transmembrandomane n und die
porenformende Domane, die von innen in die Zellmemb  ran hineinragt. Die
Proteine bilden tetramere Rezeptoren, die sowohl al s heteromere wie auch
als homotetramere Rezeptoren vorliegen konnen. Die heteromeren
Komplexe bestehen meist aus GIuR1/2 bzw. GluR2/3 %82  Dje
Zusammensetzung der Komplexe hat entscheidenden Ein  fluss auf die

elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigens chaften der
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Rezeptoren. Durch zwei zusétzliche Mechanismen kann die Variabilitat der
Rezeptoreigenschaften noch erhoht werden: alternati ves Splei3en und
RNA-Edierung.

Durch alternatives SpleiRen existiert jeder AMPA-Re zeptor in zwei
verschiedenen Formen: sie werden als flip- und flop -Varianten bezeichnet.
Sie entstehen durch alternatives Splei3en in einer 150 bp grol3en Region

der extrazellularen Schleife vor der TMD C 177

. Flip- und flop-Varianten
unterscheiden sich in der Wirksamkeit, mit der Glut amat in der Lage, ist

den Rezeptor zu aktivieren. Flip-Varianten sind akt iver als flop-Varianten.

AulRerdem werden die Glutamatstromantworten von flip -Varianten durch
den Desensitisierungsinhibitor Cyclothiazid bis zu 100-fach potenziert *°°,
Flip- und flop-Varianten wurden in verschiedenen Ze llen des
Hippocampus und in den Granulazellen des Hirnstamms gefunden, flip-

Varianten in CA3 pyramidalen Zellen. Die Expression dieser Varianten
wird in der Entwicklung differentiell reguliert "4,

Durch posttranskriptionelle RNA-Edierung an der Q/R  -Position, die sich in

der Porendoméne befindet, werden weitere AMPA-Rezep tor Varianten
gebildet. Die Q/R-Editierposition ist wichtig fur d ile Funktion des
Rezeptors und fur seine elektrophysiologischen Eige nschaften, wie z. B.
die Strom-Spannungskurve und die Kalzium-Permeabili  tat***%%. Durch den
Austausch einer Base der Nukleotidsequenz (CAG zu C  GC) kommt es zum
Austausch der Aminosaure Glutamin mit Arginin ', Diese Veranderung
tritt bei den verschiedenen AMPA- und Kainatrezepto ren mit
unterschiedlicher Haufigkeit auf. Wéahrend GIuR2 zu 100% in der R-
Variante, also ediert, vorliegt, liegen GluR1, GIuR 3 und GIuR4 zu 100% in

der genomisch kodierten Q-Variante vor.

1.2.4 Agonisten und Antagonisten der AMPA-Rezeptore n

AMPA-Rezeptoren bilden sowohl homomere als auch het eromere
funktionelle lonenkandle aus. Sie lassen sich durch die Agonisten AMPA,
L-Glutamat, Kainat, Domoat und Quisqualat, nicht ab  er durch NMDA

aktivieren °*?3°°_ \Wobei Kainat die hochsten Stromantworten liefert, AMPA
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aber der potenteste spezifische Agonist ist, weshal b diese Rezeptoren als
AMPA-Rezeptoren bezeichnet werden. Als kompetitive Antagonisten
werden u. a. 6-cyano-7-nitroquinoxalin-2,3-dion (CN  QX), 2,3-dihydroxy-6-
nitro-7-sulfamoyl-benzo(f)quinoxalin (NBQX) und 6,7  -dinitroquinoxalin-
2,3-dion (DNQX) eingesetzt, wobei diese nicht selek tiv fur bestimmte
AMPA-Rezeptoren sind. Die Inhibitoren hemmen auch S  tréme, die von
niederaffinen Kainatrezeptoren (GIuR5-6) vermittelt werden. Polyamin-
Gifte, wie z. B. das Philanthotoxin aus der Grabwes pe Philanthus
triangulus oder das Toxin der Spinne Nephila clavata (Joro-Spinne)
konnen AMPA-Rezeptoren spezifisch blockieren, indem sie als
Offenkanalblocker der AMPA-Rezeptoren wirken  8?%_ Allerdings hangt es
vom Edierungszustand der Rezeptoren ab, wie wirksam die Polyamine auf
die Rezeptoren wirken. Wahrend R-Varianten nahezu r  esistent gegenuber
dem Polyaminblock sind, werden die Q-Varianten fast vollstandig
inhibiert "82%%2%  Dje Bindung intrazellularer Polyamine entscheiden
aulBerdem Uber die Form der Strom-Spannungskurve. Da intrazellulare
Polyamine, wie z. B. Spermine nicht in der Porenreg ion binden kénnen,
wenn im Rezeptorkomplex eine R-Variante vorhanden i  st, liegen dort
lineare Strom-Spannungslinien vor. Bei Q-Varianten konnen Spermine, bei
positiven Membranpotentialen in der Porenregion bin den und so den
lonenfluss sterisch behindern, so dass sich eine ei nwarts gleichrichtende

(-rektifizierende) Strom-Spannungskurve ergibt ~ 249%,

1.2.5 Mechanismus der Ligandenbindung, Kanalaktivie  rung und

Desensitisierung von AMPA-Rezeptoren

Von der Struktur der Ligandenbindedomane hangen der Mechanismus der
Ligandenbindung und die dadurch induzierte Kanalakt ivierung sowie die

Desensitisierung ab. Die S1-Doméane und der C-termin  ale Bereich der S2-
Doméne bilden den oberen Teil der Bindedoméne (D1). Der untere Teil der
Bindedomane (D2) besteht aus dem N-terminalen Berei ch der S2-
Domaéne "*#71%® |m ungebundenen Zustand (apo-Zustand) sind die be iden
Domanen (D1 und D2) entspannt und die Bindetasche g edffnet. Zuerst
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interagieren die Agonisten mit den Aminosaureresten in der Doméne D1.
Dadurch kommt es zu einer Rotationsbewegung von D2 in Richtung D1,
wodurch die Bindetasche geschlossen wird. Die Poren offnung wird
dadurch erzielt, dass die Bewegung der Bindedoménen auf flexible linker
Ubertragen wird, die sich wahrend der Aktivierung w ahrscheinlich
voneinander entfernen. Von der Art des Liganden h  &ngt das Ausmal} der
Schlielbewegung ab: Die Bindung von Vollagonisten w ie z.B. Glutamat
fuhrt zu einer DomanenschlieBung von ca. 20° wahre nd die Bindung
eines partiellen Agonisten, wie z.B. Kainat beim AM  PA-Rezeptor GluR2
nur zu einer unvollstdndigen Schlielung von ca. 12° fuhrt. Glutamat
induziert eine starkere Aktivierung des lonenkanals , da die aus der
Doménenschliel3ung resultierende Bewegung fur Glutam at groRer ist als
fur Kainat ®%. Durch Inhibitoren wie DNQX wird die Ligandenbinde  domane
in der offenen Konformation stabilisiert ~ %",

Bei Rotationsbewegungen der D2-Domane bei Agonisten  bindung wird ein

Widerlager dargeboten, indem die der Bindetasche ab  gewandten Seiten
der D1-Domane benachbarter Untereinheiten dimerisie  rt vorliegen. Bei

geschlossener Bindetasche kann der Zug auf die flex iblen linker die
lonenpore offen halten, solange diese Dimergrenzfla  che stabil ist. Wenn

die Dimere getrennt oder destabilisiert werden, ver liert die Kanal6ffnung

ihr Widerlager und die lonenpore wird trotz geschlo ssener Bindetasche

geschlossen: der Rezeptor ist desensitisiert. Es gi bt Mutationen und

Pharmaka, die die Dimergrenzflachen stabilisieren. Diese wirken
dementsprechend hemmend auf die Desensitisierung. M utationen, die die
Grenzflache destabilisieren, beschleunigen dementsp rechend die

Desensitisierung %",
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1.2.6 Oligomerisierung der AMPA-Rezeptoren

Wenn sich die isolierten Ligandenbindedomé&nen von A MPA-Rezeptoren
in Losung Dbefinden, bilden sie oberhalb einer Dbesti mmten
Proteinkonzentration Dimere 190711129187 Ayrerdem ist wie oben erwahnt,

die Stabilitat der Dimergrenzflachen fir das Aktivi erungs- und
Desensitisierungsverhalten von AMPA-Rezeptoren wich tig. Daraus folgt,
dass die Oligomerisierung von AMPA-Rezeptoren ein z  weistufiger
Prozess ist. Zuerst dimerisieren zwei Untereinheite  n, anschlieRend lagern

sich zwei Dimere zu einem Tetramer zusammen. Die am inoterminale
Domane (ATD) ist fir die initiale Dimerisierung not  wendig *****. Der
tetramere Rezeptorkomplex wird durch die Dimergrenz  flache zwischen
zwei benachbarten S2-Domanen und die Porendoméne st  abilisiert.
Besonders wichtig sind die porenbildende Haarnadel schleife und die
Aminosaure an der Q/R-Edierposition, da R-Formen zw ar dimerisieren
konnen, die Tetramerisierung jedoch nicht oder nur sehr langsam
erfolgt *. Es werden wohl bevorzugt heteromere Dimere gebild  et, was sich
auf die raumliche Anordnung der Untereinheiten im t etrameren
Rezeptorkomplex auswirkt *?°. Da im endoplasmatischen Retikulum die R-

Monomere im Uberschuss vorliegen, werden vorzugswei se GIuR2-
enthaltende, heteromere AMPA-Rezeptoren gebildet, b ei denen jeweils

zwei Heteromere ein Tetramer bilden 2971,
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1.2.7 Oberflachenexpression von AMPA-Rezeptoren

Stargazin wurde als erstes Transmembranprotein gefu nden, welches mit
AMPA-Rezeptoren interagiert **. Es beeinflusst entscheidend die

Oberflachenexpression von AMPA-Rezeptoren. Die Regu lation des
Trafficking von AMPA-Rezeptoren durch Stargazin bei  nhaltet auf der
einen Seite, die Interaktion von Untereinheiten de  r AMPA-Rezeptoren mit
Stargazin und auf der anderen Seite, die Interaktio n mit PSD-95 %>1%°,
Stargazin besitzt vermutlich vier Transmembrandoman en, der N- und der
C-Terminus sind intrazellular lokalisiert und es we ist Sequenzhomologien

mit der yl-Untereinheit des Kalziumkanals des Skelettmuskels auf''®,
Stargazin wird auch als y2 bezeichnet und mit anderen sequenzahnlichen

Proteinen ( y3, y4 und y8) zur Proteinfamilie der transmembranen AMPA-

Rezeptor-interagierenden Proteine (TARPs) zusammeng  efasst?°. Fir den
zielgerichteten Einbau von AMPA-Rezeptoren in die p  ostsynaptische
Membran von Kornerzellen des Kleinhirns und die dor tige
Oberflachenexpression, ist die Anwesenheit von Star  gazin unbedingt
notwendig **. Durch Interaktion zwischen AMPA-Rezeptoren und de m
cytoplasmatischen C-Terminus von Stargazin wird die verstarkte
Oberflachenexpression vermittelt. Stargazin besitzt im C-Terminus eine
PDZ-Bindedomane, die mit PSD-95 interagieren kann !, Die Interaktion von
Stargazin mit den Untereinheiten der AMPA-Rezeptore n reguliert die
Abgabe und/oder die Erhaltung von funktionellen Rez eptoren in der
Membran, wéhrend die Bindung an PSD-95 fur die Ansa  mmlung von
AMPA-Rezeptoren in der Synapse benotigt werden. Dad urch kann der
AMPA-Rezeptor-Stargazin-Komplex in der postsynaptis chen Membran
von Neuronen akkumulieren. Interessanterweise entha It die PDZ-
Bindedomane von Stargazin eine gemeinsame Sequenz f Ur mehrere
neuronale Proteinkinasen und eine Phosphorylierung an dieser Stelle
unterbricht die Interaktion mit PSD-95 *’. Damit wird das synaptische

Anhaufen von AMPA-Rezeptoren verhindert *°. Deletionsanalysen der C-

terminalen Doméane von Stargazin haben den Bereich z  wischen den
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Resten 212 und 268 fur die Bindung und das Traffick ing von AMPA-
Rezeptoren eingegrenzt '%°,

Die extrazellulare Schleife zwischen der ersten und zweiten
Transmembrandomane von Stargazin wird als zweite In  teraktionsdoméne
angesehen. Diese zweite Interaktionsdoméane ist wich tig fir

elektrophysiologische Eigenschaften von AMPA-Rezept oren, wie die

Effizienz der Agonisten Glutamat und Kainat und das Aktivierungs- und
Desensitisierungsverhalten des Rezeptorkomplexes 31188189,
extrazellular /_\
1 2 3 4
intrazellular ’S U
H,N
COOH

PDZ 1

Abbildung 5: Membrantopologie des TAR-Proteins Sta  rgazin. Die extrazellulare
Schleife zwischen der 1. und 2. Transmembrandoméne interagiert
wahrscheinlich mit den AMPA-Rezeptoren und beeinflu sst deren
elektrophysiologische Eigenschaften.
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1.3 Serum- und Glukokortikoid-induzierte Kinase

Die Serum- und Glukokortikoid-induzierte Kinase 1 (  SGK1) wurde zuerst
als primares Responsgen (,immediate early gene*) in Rattentumorzellen
kloniert, welches transkriptionell durch Serum und Glukokortikoide
stimuliert wird °22992° Dje SGK gehért zur Gruppe der Serin/Threonin
Kinasen. Die  humanen Isoformen  (hSGK) wurden als
volumenregulierende Gene entdeckt, die durch Zellsc  hrumpfung

201 AuBer Serum und Glukokortikoiden gibt es

hochreguliert werden
inzwischen eine grol3e Zahl an weiteren Signalwegen und Faktoren, die an

der Regulation der SGK beteiligt sind.

1.3.1 Eingruppierung der hSGK innerhalb der Protein ~ kinasen

Die Weiterleitung extrazellularer Stimuli auf die Z elle geschieht Uber
membranstandige und intrazellulare Signalmechanisme n. Diese bestehen
aus einem  komplexen  Zusammenspiel  von Proteinkinase n,
Phospholipasen und Phosphatasen. Die Aufgabe der Pr  oteinkinasen ist
dabei die Bindung eines Phosphatrestes aus ATP an e ine Aminoséaure
(Serin, Threonin oder Tyrosin) des regulierenden Pr  oteins (Targetprotein).
Die damit erwirkte lokale Ladungsanderung fuhrt zu einer
Konformationsanderung, der Freigabe von Bindungsste llen oder der
Anderung der Affinitat fir Substrate an diesem Targ etprotein. Im
Gegensatz dazu bewirken Phosphatasen die Abspaltung eines
Phosphatrestes von dem Targetprotein und damit wied erum die
Aktivierung oder Hemmung des betroffenen Proteins %,

Die SGK gehort zur Gruppe der ,AGC“-Familie von Kin asen, zu denen
auch Proteinkinase A (PKA), Proteinkinase B (PKB), Proteinkinase C
(PKC) und Proteinkinase G (PKG) gehotren. Zwischen d  en katalytischen
Doménen der PKB und SGK gibt es auf Aminosaureneben e eine 54%-ige
Ubereinstimmung *'°. Bei den extrakatalytischen Domanen gibt es
allerdings keine Sequenzlibereinstimmungen mit ander en bekannten

Proteinkinasen oder Proteinen.
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1.3.2 Isoformen und Gewebeverteilung

Von der SGK konnten bisher 3 Isoformen identifizier =t werden: SGK1,
SGK2 und SGK3. Dabei weist SGK1 in der katalytische n Doméne eine
80%-ige Ubereinstimmung in der Aminosauresequenz mi t SGK2 und
SGK3 auf'®® Die nicht katalytischen Domanen sind nur zu 44-68 %
homolog und die N-terminalen Enden sind praktisch n icht homolog *°%. Fiir
die SGK1 betragt das Molekulargewicht 49 kD, fur di e SGK2 41,1 kD und
fir die SGK3 47,5 kD %,

Das Gen, welches fur die humane SGK1 kodiert, befin det sich auf
Chromosom 623 2°%, das Gen fiir die SGK2 auf Chromosom 20g12  **° und
das Gen fiir die SKG3 ist auf Chromosom 8q12 kodiert ~ “2.

Unterschiede bei den Isoformen der SGK zeigen sich in deren
unterschiedlicher Gewebeverteilung. SGK1 wird in al len menschlichen

Geweben exprimiert, jedoch unterscheidet sich die E = xpression je nach

102201 SGK3 wird ebenfalls in fast allen Geweben

Zelltyp und Gewebe
exprimiert. Hohe Konzentrationen finden sich vor al lem im Embryo und in
Herzen und Milz von Erwachsenen 92851 Die Verteilung von SGK2 ist
deutlich mehr eingeschrankt. Sie kommt vor allem in den Epithelien von

Nieren, Leber und Pankreas vor 02101:200,

1.3.3 Regulation der SGK

Die Serin/Threonin Proteinkinasen werden auf der Tr  anskriptionsebene
reguliert, wahrend die meisten anderen bekannten Pr  oteinkinasen auf der
posttranskriptionellen Ebene reguliert werden 2%, Die SGK kann tiber drei
unterschiedliche Wege beeinflusst werden, da noch z  wei weitere
Moglichkeiten der Regulation bestehen.

Transkription

Die Wichtigste der drei Regulationsmechanismen ist die transkriptionelle
Hochregulation durch verschiedene hormonelle und ni cht-hormonelle
Stimuli. Wie schon erwdhnt wird die Transkription v on SGK1 durch Serum

26,43,58,62,92,97,139,148,172,209,210,222

und Glukokortikoide hochreguliert Mehrere
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andere Hormone und Mediatoren konnen die SGK Transk  ription erhdhen.

Dazu gehéren Mineralkortikoide ~18:26:33:58.73.99,115,123,147.173
Gonatotropine 3869162163168 =1 55 dyhydroxyvitamin-D 3°, TNF-!03112204
Interleukin-6 **’, Thrombin 3, Endothelin, so wie weitere Zytokine *>%1% |n
Epithelzellen der Niere wird die SGK Expression sow  ohl durch
Zellschrumpfung, als auch durch Zellschwellung sti  muliert **°. Zusatzlich
wird die Transkription noch durch sehr hohe

Glukosekonzentrationen 1#1%°

, Hitzeschock, ultraviolette Strahlung und
oxidativen Stress stimuliert ', Durch Heparin kann die Transkription der
SGK inhibiert werden **. Wichtig fiir diese Arbeit ist auch, dass die
Expression von SGK auch durch neuronale Verletzunge n oder
ibermaRige Reizung der Neuronen erhoht wird 888,

Die Regulation der SGK Expression ist sehr schnell. Das Auftauchen und
Verschwinden von SGK mRNA benétigt weniger als 20 M inuten %°*. Uber
die genetische Regulation von SGK2 und SGK3 ist bis  her noch wenig
bekannt, aber sie scheinen weniger empfindlich auf hormonelle

Regulation zu reagieren als SGK1 %

Regulation der katalytischen Aktivitat

Die posttranskriptionelle Ebene ist die zweite Form der SGK-
Aktivitatsregulation.  Dafur sind zwei  Phosphorylier ungen an
unterschiedlichen Stellen nétig um die SGK-Proteink inase zu aktivieren.
Das geschieht durch eine Signalkaskade die Phosphoi nositol-3-Kinase
(PI3K), die 3- Phosphoinositid-abhangige Proteinkin  ase 1 (PDK1) und
PDK2  enthalt #194105100144.149,155218 = 'gaj  der SGK1 finden die
Phosphorylierungen an den Aminosauren Thr  %*® und Ser*# statt. Die
maximale Stimulation der SGK Aktivitat erfordert di e PDK1l-abhéangige
Phosphorylierung des Thr %*° und die des Ser **? durch PDK2 0%10%155 pje
durch die PDK1 vermittelte SGK1 Phosphorylierung wi rd erleichtert, wenn
Ser*?? pereits phosphoryliert ist. PDK1 und PDK2 ihrerseit s werden durch
%2 Die PI3-Kaskade wird durch Insulin, IGF-1,

oxidativen Stress, FSH und Glukokortikoide stimulie  rt®.

die PI3-Kinase aktiviert
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Der Austausch der Aminosaure Serin gegen Aspartat a  n der Position 422
der SGK1 ergibt die konstitutiv aktive SGK1 ~ 5%%?P 1%2 \wahrend das Ersetzen
von Lysin durch Asparagin an der Position 127 in de r ATP-
Bindungsregion zur inaktiven SGK1 2™ fijhrt 12,

Ahnlich wie SGK1 werden SGK2 und SGK3 durch Oxidati  on, Insulin und

IGF-1 durch die PI3-Kinase-Kaskade sowie durch PDK1 und PDK2 aktiviert
101,196

Regulation tber die Kontrolle der subzellularen Lok alisation

Die dritte Form der Expressionskontrolle von SGK is t die subzellulare
Lokalisation, die vom Funktionszustand der Zelle ab hangt. Eine
Aktivierung durch einen hyperosmotischen Schock ode r Glukokortikoide
bewirkt einen Stopp des Zellzyklus in der G1-Phase und erhoht die

%2 Das bedeutet, dass

Konzentration der Kinase im Zytoplasma
stressinduzierte Zellen vor allem enzymatisch aktiv  iertes SGK im
Zytoplasma besitzen. Durch Kontakt der Zelle in der Proliferationsphase
mit Serum befindet sich aktiviertes SGK vor allem i m Nukleus, was uber

den Importin- a-Rezeptor vermittelt wird 1474,

Extrazellulare Extrazellulare
Stimuli Stimuli

2. Regulation der
katalytischen Aktivitat PI3-Kinase

— \

PDK2

PDK1

1. Transkriptions-
regulation

SGK-Protein

SGK-Protein @
"SGK-Protein )

. / et / 3. Regulation der
ytoplasma SGK MRNA / subzellularen
E Lokalisation

Q ®

SGK-Protein
Zellkern

Abbildung 6: Regulation der hSGK
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1.3.4 Interaktion der SGK mit anderen Proteinen

Fur die mogliche Interaktion eines Targetproteins m it der SGK ist eine
SGK-Phosphorylierungs-Sequenz ndétig. Allerdings wer den auch Proteine

152

ohne diese Sequenz durch SGK reguliert . Als Modell kommt in

Betracht, dass SGK nicht das Targetprotein direkt r  eguliert, sondern ein
drittes Protein, welches dann wiederum das Targetpr  otein beeinflusst **°.
Dieses Modell konnte bereits fiir den epithelialen N atriumkanal ENaC mit
Nedd4-2'°? und den kardialen und epithelialen Kaliumkanal KCN ~ E1/KCNQ1
mit PIKfyve und PI(3,5)P , '° gezeigt werden.

SGK 1 kann ENaC indirekt Gber eine Phosphorylierung der Ubiquitinligase
Nedd4-2 (neural precursor  cell  expressed, developme ntally
downregulated gen) regulieren *°*3  welche dann wiederum ENaC
ubiquitiert. Die Ubiquitinierung markiert das Kanal protein  zur
Internalisierung  und  Degradierung durch  Proteasomen  **°.  Die
Phosphorylierung von Nedd4-2 durch die SGK verringe rt die
Ubiquitinylierungsfahigkeit von Nedd4-2 an ENaC, so  mit erhoht SGK1
indirekt die Rezeptordichte von ENaC in der Zellmem  bran %*%°.

Durch mehrere Expressionsstudien in Xenopus Oozyten konnte gezeigt
werden, dass SGK1, SGK2 und/oder SGK3 KCNE1l/KCNQ1l a bhéangige
Stréme durch Erhéhung der Rezeptordichte stimuliere  n®®*"°. Allerdings
wird KCNE1/KCNQ1 nicht direkt durch die SGK regulie  rt. SGK1 aktiviert
die PI(5)-Kinase PIKfyve und damit die PI(3,5)P , Produktion . PI(3,5)P,
reguliert die durch RAB11 gesteuerte Exozytose von Vesikeln, was zu
einer erhohten Dichte von KCNQ1/KCNEL in der Zellme mbran fihrt °.
RAB11 gehort zur Familie der RAB Proteine, GTPasen die an der
Vesikelregulation beteiligt sind ~ 79130132138.191.28 'R ABS st an der Regulation
der Endozytose und RAB11 an der Exozytose beteiligt , was fur CFTR

138,16

Chloridkanale ®” und den Glukosetransporter GluT4 gezeigt werden

konnte.

Seite 20



Einleitung

¢ B J { i Stimuliert durch
e. - 11 ; z.B. Stress,
------ i Glucokortikoide,Hypoxie

R

Recycling
Endosomen

Nedd4-2

Abbildung 7: Regulation der Rezeptordichte durch N edd4-2 und SGK1

1.3.5 Die physiologische Funktion der SGK

Die SGK wie auch die anderen Serin/Threonin-Kinasen (z. B. PKB)
phosphorylieren die Aminosauren Serin und Threonin, wenn sie in einer
RXRxxS/T  Sequenz  vorliegen %! Diese wird als SGK-
Phosphorylierungs-Stelle genannt. Durch die direkte Phosphorylierung

der Effektormolekile oder durch deren Regulation, v erandert die SGK
eine Vielzahl von zellularen Funktionen in praktisc h jedem Organ.
Allerdings werden auch Proteine durch die SGK regul lert, die diese SGK-
Phosphorylierungs-Stelle nicht enthalten ~ **2.

Kanale und Transporter, die durch SGK reguliert wer den, sind u. a.
ENaC*¥%%° SCN5A®°, ROMK1**3, Kv1.3"® , KCNE1/KCNQ1°%° sowie CFTR ***,
Durch die Hochregulation von SGK in entzindlichem L ungengewebe
kbnnte es einen Zusammenhang zwischen SGK und der b  ronchialen Cl -

Sekretion/-Absorption tiber CFTR geben %
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AuBBerdem ist die SGK an der Volumenregulation der Z elle Uber eine
Anderung der Cl -und K *-Leitfahigkeit beteiligt 1201422192 Aych bei der
Zellproliferation und der Apoptose konnte schon ein e Beteiligung der
SGK gezeigt werden 21819 Dabei vermittelt sie dort die antiapoptotische
Wirkung von Glukokortikoiden =~ 2718139,

Untersuchungen an SGK1 und SGK3 knock-out Mausen ge ben einen
Einblick in die funktionelle Bedeutung SGK1- 2!’ und SGK3-abhangiger ***
Regulationen bei physiologischen Ablaufen. Interess anterweise fuhrt
weder das Fehlen von SGK1 #'" oder SGK3'* noch das Fehlen beider
Kinasen "° zu einem ernsten Phanotyp. Daraus lasst sich schli  eRen, dass
weder SGK1 noch SGK3 (iberlebenswichtig sind. Nahere Betrachtungen
der Physiologie dieser Mause offenbaren jedoch mehr  ere physiologische
Defizite, die auf die breite funktionelle Rolle der Kinasen hinweisen. Die
Untersuchungen an SGK3 knock-out Mausen haben gezei gt, dass das
Fehlen von SGK3 zu einer signifikanten  Reduktion vo n
Bewegungsaktivitdt und einem leichten Abfall an rau mlicher Prazision
gefuhrt haben. Die reduzierte Bewegung und die Beei ntrachtigung der
raumlichen Orientierung der Mause kodnnte moglicherw eise mit einer

veranderten glutaminergen Signaliibertragung zusamme  nhangen 3.
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1.4 Fragestellung der Arbeit

Glutamatrezeptoren sind die wichtigsten Mediatoren des exzitatorischen
Neurotransmittersystems im zentralen Nervensystem. Sie vermitteln
synaptische Transmission, synaptische Plastizitat u nd Lernvorgange,
wobei die Plastizitdt des Nervensystems von Mechani  smen abhéangt, die
die Starke der synaptischen Ubertragung regulieren ~ **3. AuRerdem konnen
sich exzitatorische Synapsen einer Langzeitpotenzie rung (LTP) und
Langzeitdepression (LTD) unterziehen, zellulare Mod  elle des Lernens und

113,12

des Gedachtnisses . Durch Versuche an GIuR1 knock-out Mausen

konnte gezeigt werden, dass GIuR1 essentiell fiur di e LTP im
Hippocampus ist 22412,

Es konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von AMPA-
Rezeptoren fiir Veranderungen der synaptischen Plast izitat notig ist 172,
Der Signalweg, der dem Trafficking von AMPA-Rezepto  ren zugrunde liegt,
beinhaltet die PI3-Kinase '°’. Diesem PI3-Kinase Signalweg gehért auch die
SGK an®. Die wichtigen Kinasen, die die Plastizitat vermit  teln, wurden
bisher noch nicht identifiziert ~ *2.

Versuche an SGK knock-out Mausen zeigen physiologis  che Defizite und
Verhaltensanderungen, wie Abnahme der Bewegungsakti vitat und

11321713470 die  eventuell  im

reduzierte  raumliche  Orientierung
Zusammenhang mit veranderter glutaminerger Signalib ertragung stehen
konnten.

201102 ool nun in der

Da alle drei Kinasen im Gehirn exprimiert werden
vorliegenden Arbeit mit Hilfe Uberwiegend elektroph ysiologischer
Messungen der Beitrag der Serum- und Glukokortikoid -induzierbaren
Kinase SGK und ihrer Isoformen an der Regulaton de r
Glutamatrezeptoren GIuR1, GluR2, GIuR3 und GIuR4 na her untersucht
werden.

Genauer formuliert stehen folgende Fragen zur Beant  wortung:

1. Nimmt die SGK an der Regulation der AMPA-Rezept oren teil?
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2. Erfolgt die Regulation der AMPA-Rezeptoren durch SGK uber eine
Veranderung der Kanaleigenschaften oder Uber Verdnd  erungen im
Trafficking, d.h. der Lokalisation und Verankerung des Rezeptors in

der Zellmembran?
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete L6ésungen und Substanzen

OR-2

Die OR-2 L6sung wurde als Grundlésung bei der Oozyt  enpraparation und
Kollagenasebehandlung der Oozyten nach der Frosch-O P verwendet. Sie
ist Ca?-frei und verbessert damit die Kollagenasewirkung,

beziehungsweise inhibiert diese nicht.

NaCl 82,5

KCI 2

MgCl, 1

HEPES 5
Tabelle 1: Zusammensetzung der OR-2, pH 7,5
Kollagenase

Je nach Aktivitdt wurden 1-3 g Kollagenase Worthing  ton Typ Il pro Liter
OR-2 verwendet. Die entnommenen Ovarien wurden dann in der
Kollagenase 2-2,5 Stunden behandelt, um das Bindege webe um die

Oozyten herum zu entfernen.

ND96

ND96 diente als Ausgangslésung fur die Aufbewahrung der Oozyten und

als Messldsung bei den Versuchen.

NacCl 96
KCI 2
CacCl, 1,8
MgCl, 1
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Tris-Hepes 5

Tabelle 2: Zusammensetzung der ND96, pH 7,5
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ND96 mit Antibiotika
Diese Losung dient als Aufbewahrungslosung fir die Oozyten nach der

Kollagenasebehandlung. Sie enthalt zusatzlich zur n  ormalen ND96
Gentamycin (Abwehr von Infektionen), Theophyllin (V  erhinderung der

weiteren Reifung) sowie Natriumpyruvat (Ernahrung d er Oozyten).

NacCl 96
KCI 2
CacCl, 1,8
MgCl, 1
Tris-Hepes 5
Natriumpyruvat 2,5
Theophyllin 0,5
Gentamycin 50 pg/l
Tabelle 3: Zugammensetzung der Aufbewahrungsldsung, pH 7,5, Osmolaritat 200
mOsm

Messlésungen

ND96 basierte fur die Messlésungen als Ausgangslosu ng. Es wurden 300
UM LOosung L-Glutamatsaure der Firma TOCRIS (Missour i, USA)
hinzugefligt, so dass eine Konzentration von 300 puM erreicht wurde.
AulBerdem wurden der ND96 Ausgangslosung 400 pl pro 100 ml einer 25
UM Losung Cyclothiazid der Firma TOCRIS zugefugt, s o dass eine

Konzentration von 10 uM erreicht wurde.

Mg?" -Ringer
Zur Messung der Strom-/Spannungskurven wurde eine C  alcium-freie
ND96 als Grundlésung verwendet, um die Ca  **-aktivierten Cl "-Kanale nicht

zu o6ffnen.

NacCl 96
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KCI 2
MgCl, 2,8
HEPES 5
Tabelle 4: Zusammensetzung der Mg **-Ringer
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2.2 0Oozyten des Xenopus laevis als Expressionssyste m

Gurdon et al. zeigte, dass die Oozyten des sudafrik anischen
Krallenfroschs Xenopus laevis die injizierte heterologe mRNA effizient
translatieren 4 Seither werden die Oozyten Vvielfach als

Expressionssystem eukaryontischer cRNA verwendet 452,

Dieses System weist viele Vorteile auf, wie z.B. di e einfache und gunstige

Haltung und Zuchtung der Tiere, sowie der Durchmess  er der Oozyten von
1,1 - 1,3 mm und die damit verbundene einfache Hand habung der
Oozyten *1%8 Die Frosche sind einfach zu operieren und die Ooz  yten
durch ihre Grol3e erlauben eine relativ einfache Inj  ektion mit dinnen

Glaskapillaren. Auf3erdem konnen die Oozyten in ein em geeigneten
Nahrmedium 8 bis 10 Tage Uberleben.

Wichtig ist auch, dass die Oozyten in der Lage sind , posttranslationale

Verdanderungen vorzunehmen, so dass die Synthese von Vorstufen von
Proteinen, sowie Phosphorylierung und Glykosylierun g von fremden

Proteinen in Oozyten beobachtet und analysiert werd  en kann **17°,

Allerdings weist dieses System auch gewisse Nachtei le auf. So gibt es 6
verschiedene Stadien der Oozyten abhangig von ihrer  GréRe'”, und man
sollte darauf achten, nur Oozyten der Stadien V od er VI zu verwenden, da
sich die Stadien in ihrer Stoffwechsellage untersc  heiden *"*. AuRerdem
exprimieren die Oozyten auch endogene Transporter u  nd lonenkandle, die
die Ergebnisse der Messungen verandern konnen. Auch konnen endogen
exprimierte Proteine mit exogenen Proteinen interfe rieren. Allerdings ist

der Anteil der meisten endogen exprimierten Protein e sehr gering. Weiter
gilt es zu beachten, dass sich die Signalwege von S  augerzellen zu denen
der Oozyten unterscheiden kénnen oder gar nicht vor handen sind und

somit eine mogliche Regulation auch nicht stattfind en kann.
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Abbildung 8:  Xenopus laevis und Oozyten des Froschs

Na* 4-23
K* 76-148
cr 24-62
Ca” 3-100 x 10°°
Tabelle 5: Intrazellulare lonenkonzentration in ~ Xenopus Oozyten

2.2.1 Frosch-OP und Praparation der Oozyten

Zur Betdubung wurden die weiblichen  Xenopus laevis Frosche fir ca. 20
min in eine 0,1%ige 3-Aminobenzoesaureethylester-L6  sung (Sigma,
Taufkirchen) gelegt. Wenn der Frosch vollstandig be  taubt war, wurde er
auf dem Ricken in eine mit Eis gefilllte Wanne geleg t und die Bauchhaut
desinfiziert. Allerdings musste man darauf achten, dass die Augen nicht
im Eis lagen, um sie durch die Kalte nicht zu verle  tzen. Um die Oozyten
entnehmen zu kdnnen, wurde zuerst die Bauchdecke mi  t einer Pinzette
angehoben und dann in der Leistengegend ein ca. 7 m m langer Schnitt
mit einer Schere durchgefihrt. AnschlieBend wurde e benfalls vorsichtig
die darunter liegende Muskelschicht durchtrennt, oh ne andere Organe zu
verletzen. Somit konnte man die Ovarien erreichen u  nd mit Pinzette und
Schere einen Teil des Ovars entnehmen. Zur Weiterbe handlung wurden

die entnommenen Ovarien in eine Petrischale mit OR2  -Lésung gelegt.
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Danach wurde die Wunde mit resorbierbarem Faden (Et hicon Vicryl,

Polyglactin 910, ungefarbt, geflochten, resorbierba r; (Firma
Johnson&Johnson, Belgien)) verschlossen. Zuerst  wur de die
Muskelschicht mit 3-4 Knoten und anschlielend die B auchhaut mit
ebenfalls 3-4 Knoten genaht. Bis die Betdubung des Frosches nachliel3,

wurde er in einen Styroporbehélter mit Leitungswass er gelegt. Der
Behalter enthielt nur so wenig Wasser, dass die Nas  enlécher des Froschs

oberhalb der Wasseroberflache lagen. Wenn man dem F  rosch nur einen

Teil des Ovars entnommen hatte, dann konnte man ih  n, sobald er wieder

adaquat auf auliere Reize reagierte, zurick in sein  Aquarium setzen bis

die Wunde verheilt war und man ihn erneut operieren konnte.

Die Ovarialsackchen in der Petrischale wurden mit e iner Schere in
kleinere Fragmente geteilt, damit die Kollagenase b  esser wirken konnte.

Die Fragmente wurden 2-2,5 h in der Kollagenase bei Zimmertemperatur

geschwenkt um sie vom Bindegewebe wund den einhtllen den
Follikelepithelzellen zu befreien. Um den Verdau du  rch die Kollagenase zu

beenden, wurde die Kollagenaselosung dekantiert und die Oozyten
mehrmals mit ND96 gewaschen.

Anschlieend wurden unter dem Mikroskop die Oozyten im
Entwicklungsstadium V und VI selektioniert, die int akt aussahen, d.h. eine

klare Trennung zwischen der animalischen (pigmentie rten) und der
vegetativen (gelben) Seite aufwiesen und deren Pigm entierung
gleichmafig war, also keine helleren oder dunkleren Flecken zeigten.

Die selektionierten Zellen wurden bis zum nachsten Tag in einer
Petrischale mit ND96 und Antibiotika bei 17-18°Gra  d aufbewahrt.
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2.2.2 cRNA-Synthese und -Injektion

Die Transformation der cDNA in E.coli (Stamm DH5a) fuhrte zur
Vermehrung der cDNA *. Eine Kolonie auf der Agarplatte wurde am

zweiten Tag in eine FlUssigkultur Uberfihrt. Am dar  auf folgenden Tag
wurde der Erfolg der Transformation durch Miniprapa ration dieser
Flassigkultur kontrolliert und dann mittels Madipra paration die Plasmid-
DNA gewonnen (Qiagen kit, Quiagen GmbH, Hilden, Ge rmany). Die
Plasmid-DNA  konnte dann durch die in der Tabelle 6 aufgefihrten
Restriktionsenzyme am 3°-Ende des Inserts geschnitt en und damit
linearisiert werden. Die cRNA wurde mittels reverse  r Transkription durch
die entsprechende Polymerase aus der linearisierten Plasmid-DNA
hergestellt. Dabei kam das mMessage mMachine Kit vo  n Ambion (Ambion
Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) zur Anw endung. Die
Stocklosung der cRNA wurde bei -80C aufbewahrt und bei Bedarf
aufgetaut und auf die notwendige Endkonzentration v erdinnt.

Rezeptor Herkunft des Oozyten- | Restriktions- Polymerase

cDNA-Klons vektor enzym zur
Linearisierung

GluR1(LY) Labor pSGEM Nhe | T7
Hollmann,
Bochum

GluR2(R) Labor pSGEM | Nhe | T7
Hollmann,
Bochum

GluR2(R)(LY) |Labor pSGEM | Nhel T7
Hollmann,
Bochum

GluR2(Q) Labor pSGEM | Nhel T7
Hollmann,
Bochum
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GluR3 Labor pSGEM | Nhe | T7
Hollmann,

Bochum

GlurR4 Labor pSGEM | Nhe | T7
Hollmann,

Bochum

Tabelle 6: Verwendete Vektoren, Restriktionsenzyme  und Polymerasen bei der
Herstellung der cRNA

Zum Injizieren der Oozyten wurden Borosilikatglaska pillaren  (World
Precission Instruments, Berlin) verwendet. Die Kapi llaren wurden mit Hilfe
eines Mikroelektrodenpullers (DMZ Universal-Puller der Firma Zeitz,
Minchen) zu feinen Spitzen ausgezogen und anschliel3  end mit Hilfe einer
Pinzette auf einen  Offnungsdurchmesser  von 10-20 p m
zuruckgebrochen. AnschlieRend wurde die Kapillare m it Parafindl gefullt,
um sie luftfrei zu machen. Dann konnte die cRNA Lds ung mit dem
Microinjektor 2000 (World Precission Instruments, B erlin) aufgezogen
werden. Dabei mul3te darauf geachtet werden, dass di e cRNA nicht mit
RNase kontaminiert wurde, weshalb bei der Injektion Handschuhe
getragen und DEPC Wasser zum Verdinnen der cRNA ver  wendet wurde.
Die Oozyten vom Vortag wurden in eine Petrischale m it ND96 mit
Antibiotika gebracht auf dessen Boden sich ein Poly propylen-Netz
befindet, damit die Oozyten beim Injizieren nicht v errutschen. Die mit der
cRNA gefillte Kapillare wurde nun vorsichtig in die Oozyten eingestochen
und dann die cRNA mit definierten Mengen injiziert. Es wurde je nach
Rezeptor entweder insgesamt 40 oder 60 nl injiziert . Die benutzten
Konzentrationen der cRNA sind in Tabelle 7 aufgefih  rt.

Anschliel3end wurden die injizierten Oozyten in ND96 mit Antibiotika bei
15-17° aufbewahrt und das Medium alle 1-2 Tage gewe chselt, sowie
schlechte oder kaputtgegangene Oozyten aussortiert. Nach 5-7 Tagen war
genug RNA translatiert, um mit den elektrophysiolog ischen Messungen

beginnen zu kénnen.
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GIuR1(L479Y) 200 ng/l 8,0 ng
GIuR2(R) 300 ng/pl 7,5ng
GluR2(R)(L483Y) 200 ng/ul 8,0 ng

GluR3 300 ng/ul 6,0 ng
GluR4c-flop 200 ng/pl 4,0 ng
GIuR1(L479Y)+GIuR2(Q) je 200 ng/ul e4,0 ng
GIuR1(L479Y)+GIuR2(R)(L483Y) | je 200 ng/ul je 4,0 ng
Kinasen 300 ng/ul 6,0 oder 12,0 ng

Tabelle 7: Konzentrationen und Mengen der injizier ~ ten cRNA

Abbildung 9 : Injektion von RNA in Oozyten des Kral  lenfrosches Xenopus laevis
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2.3 Elektrophysiologische Methoden

2.3.1 Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (two electrod e voltage
clamp [TEVC])

Die TEVC-Methode bietet sich an, um Membraneigensch aften elektrisch

oder chemisch erregbarer Rezeptoren zu studieren, o hne die
intrazellularen Bedingungen zu verdndern. Dadurch i st eine exakte
Beschreibung der lonenselektivitat oder deren vortb ergehende Anderung

durch elektrische oder chemische Stimuli méglich.

Bei dieser Methode werden zwei Elektroden eingesetz t. Die
Spannungselektrode misst das aktuelle Membranpoten tial gegen eine
Referenzelektrode im Bad. Die zweite Elektrode ist  die Stromelektrode, sie

injiziert genau so viel Strom in die Oozyte wie fur die Aufrechterhaltung

des gewiinschten Membranpotentials nétig ist (Haltes trom).

Wenn die in den Oozyten exprimierten lonenkanale ak tiviert werden, dann

flieRt ein lonenstrom durch die Zellmembran. Um das vorgegebene
Potential konstant zu halten, muss die Stromelektro de den von ihr zu
injizierenden Strom anpassen. Die Grole der zusatzl ich bendtigten

Strommenge um die durch die Kanal6ffnung hervorgeru fene Veranderung
zu kompensieren, entspricht der Grol3e des tatsachli ch Uber die Membran
geflossenen lonenstroms. Somit ist dieser Kompensat ionsstrom eine
indirekt MessgrofRe fur den lonenstrom. Dabei bedeut et die Erhdhung
eines negativen Kompensationsstroms (= Strom negati ver Ladung in die
Oozyte) eine groRere positive Ladungsdichte im Oozy  teninneren, also

einen Kationen-Einstrom oder Anionen-Ausstrom.
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77

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Messano  rdnung bei der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme. Die Potentialdifferenz (=
Membranpotential) Uw zwischen der intrazellularen
Spannungselektrode E ;und der Bad-Referenzelektrode E g wird mit
dem gewiinschten Potential (= Haltepotential) U  verglichen. Ein
Unterschied wird durch den Kompensationsstrom (= Le ckstrom) | |
ausgeglichen. E g: Erdungselektrode.

2.3.2 Aufbau des Messplatzes fir die Zwei-Elektrode  n-

Spannungsklemme

Im Objekttisch des Mikroskops war eine eigens angef  ertigte Messkammer
eingebaut, die einen kontinuierlichen und schnellen Austausch der
jeweiligen Lésungen erlaubte. Die Messkammer besal} einen Zulauf Uber
den die verschiedenen Agonisten— und Spullésungen d urch ein
Ventilsystem mit 8 Zuldufen variiert werden konnten und einen mit einer

Vakuumpumpe verbundenen Sauger, der den Flissigkeit  sspiegel in der
Messkammer konstant hielt, sowie den Abfluss der L6 sungen in einen
Abfallbehalter regulierte. In der Messkammer war ei ne Vertiefung
angebracht in der die Oozyte positioniert wurde. Re  chts und links der

Messkammer waren Mikromanipulatoren auf dem Tisch befestigt, in die

Messelektroden in  Elektrodenhaltern  eingespannt  wur den. Als
Messelektroden wurden Borosilikatglaskapillaren (Ty p GC150TF-7,5; 1,5

mm AuRRendurchmesser; 1,17 mm Innendurchmesser; mit Filament, Fa.
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HARVARD Apparatus, Kent GB) verwendet, die mit eine m
Mikroelektrodenpuller (DMZ Universal-Puller der Fir  ma Zeitz, Minchen)
gezogen wurden. Beide Elektroden wurden mit 3 M KCI  -Lésung gefullt

und durch einen Silberchloriddraht mit dem Verstark er verbunden. Der
Widerstand der Elektroden wurde regelmafig uberpraf  t und betrug 0,5-1,5
MOhm. Im Bad befanden sich Ag/AgCl ~ Referenzelektroden. Vor dem

Einstechen der Elektroden in die Oozyte wurde ein N  ullabgleich mit der

Badl6sung durchgefihrt.

——

Abbildung 11: Fir voltage clamp werden zwei Elektr oden benétigt: die
Spannungs- und die Stromelektrode

2.3.4 Durchfuhrung der Experimente

Alle  Messungen wurden 5-7 Tage nach cRNA-Injektion bei
Raumtemperatur durchgefuhrt. Die Standartmessungen von
Glutamatrezeptoren erfolgten bei einem Haltepotenti al von -70 mV
(physiologischer Bereich fir Nervenzellen) mit Glut amatkonzentrationen
im Sattigungsbereich. Es wurden Lésungen mit einer Konzentration von
300 pM Glutamat und wenn noétig zusatzlich 100 pM Cy clothiazid
verwendet.

Dosis-Wirkungskurven wurden mit 6 verschiedenen
Glutamatkonzertrationen durchgefinhrt.

Die Messungen wurden mehrfach wiederholt, um Oozyte  n verschiedener
Frosche zu messen. Dabei kam es zu keinen qualitati v unterschiedlichen
Ergebnissen. Teilweise variierte die GroRe der Str0 me von Batch zu
Batch, wobei sich eine jahreszeitliche Abhangigkeit durchaus vermuten
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lie. Naturlich kann auch die unterschiedliche Raum  temperatur dazu
beigetragen haben, da das Laboratorium keine Klima  anlage hatte und es
somit Schwankungen der Innentemperatur gab.

Alle Daten wurden mit 10 Hz gefiltert und mit einer Abtastrate von 100
Datenpunkten pro Sekunde (dber die Software pCLAMP9 (Axon

Instruments) auf einen PC aufgezeichnet.

2.4 Auswertung und Statistik

Die Originalkurven wurden mittels der Software Clam pfit analysiert und
der Glutamat-induzierte Einwartsstrom | g, bestimmt. Dabei wurde | ¢, als
die Differenz des Haltestroms bei ND96 und des Halt estroms bei ND96 +
300 puM Glutamat (+ 100 uM Cyclothiazid) als Badlosu ng definiert.

NDg6 ND96 + 300 uM Glutamat
/ (+ 100 UM Cyclothiazid )

—_—

A 4

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Original kurve. |gy
berechnet sich aus der Differenz der Halte-strome
ohne und mit Glutamat. Die Pfeile markieren die
Zugabe von ND96 bzw. ND96+Glutamat. |

bezeichnet die Stromstarke, t die Zeit

Von den Messdaten sind, wenn nicht anders beschrieb  en, arithmetischer
Mittelwert und Standardfehler vom Mittel (SEM) best  immt worden. ,n“ gibt
dabei die Anzahl voneinander unabhangiger Messungen an. Alle

Messungen wurden mindestens 3 Mal verifiziert mit O  ozyten aus
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unterschiedlichen Batches. Die Ergebnisse aus den E  inzelexperimenten

wurden normalisiert und gepoolt.

Die ermittelten Werte wurden mit Hilfe des ANOVA-Te  sts bei mehr als zwei

zu vergleichenden Gruppen auf Signifikanz Uberprift und nur Gruppen

mit einem p-Wert < 0,05 als signifikant angesehen. Wurden zwei Gruppen

auf Signifikanz gepruft so wurde der STUDENT-T Test verwendet. Auch

hier wurden nur Gruppen, die einen p-Wert < 0,05 au fwiesen, als
signifikant angesehen.

Signifikante  Gruppen wurden mit einem  Sonderzeichen *
gekennzeichnet.

Alle kinetischen Messdaten, die eine Konzentrations  -Wirkungs-Kurve

ergeben, wurden mit der ,Hill-Gleichung“ gefittet, die sich von der

Michaelis-Menten-Gleichung ableiten lasst.

(1)  Hill-Gleichung, angepasst an die Elektrophysiol __ ogie

I=1 ¢

max C+EC50n

wobei: I = gemessener Strom
Imax = maximaler Strom
C = Agonistenkonzentration
ECso = Substratkonzentration bei halbmaximaler
Aktivierung
n = Hillkoeffizient, Steigung im Wendepunkt
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2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.5.1 Proteinisolierung aus Xenopus -Oozyten und spezifische

Markierung von Proteinen in der Plasmamembran

Dies ist eine Methode, die es erlaubt, nur diejenig  en Proteine zu isolieren,

die in der Plasmamembran der Oozyten vorhanden sind . Proteine, die in
der Membran des endoplasmatischen Retikulums, des G  olgi-Apparates
oder in andern Membranen im Zytosol exprimiert werd en, sind von dieser

Methode ausgeschlossen.

6-8 Tage nach RNA-Injektion wurden 20 Oozyten mit 1 ml 10 pM
biotinyliertem Concanavalin A (ConA) (Sigma C-2272) fur 30 min.
inkubiert. Dadurch wurden die membranstéandigen Reze  ptoren sowie alle

anderen membranstdndigen ConA-bindenden Proteine ma  rkiert.
Anschlie3end wurden die Oozyten gewaschen, um lbers chissiges ConA
zu entfernen. Dann wurden die Oozyten mit einem Tef lon-Pistill
homogenisiert, wodurch die Oozytenmembran solubili siert wird. Durch

Zugabe von 20 ul Streptavidin-Sepharose-Kugelchen ( Sigma S-1638) und
Zentrifugation werden die mit biotinyliertem ConA m arkierten
Oberflachenproteine aus dem Oozyten-Homogenisat sep  ariert.

2.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

PAGE nach Laemmli *® erméglicht die Auftrennung von Proteinen nach
ihrer Grolle. Die beladenen Teilchen wandern durch e in Netz aus
Polyacrylamid, wobei sich die Wanderungsgeschwindig keit der Teilchen
nach deren Grof3e richtet. Das Polyacrylamid-Gel wur  de zwischen zwei
Glasplatten gegossen. Die Proben und Marker wurden vorsichtig in die
Geltaschen pipettiert und die Elektrophorese wurde fur 2-3 h bei 80 mA
durchgefuhrt.

2.5.3 Western Blot

Um die auf dem Gel aufgetrennten Proteine spezifisc  h mittels Antikorpern

nachweisen zu konnen, wurden sie auf Nitrozellulose uberfuhrt *°. Dieser
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Vorgang wird als ,Western blotting“ bezeichnet. Die Blots wurden mit
PBS, welches 5% Milchpuder enthielt, fir 1 h bei Ra umtemperatur
inkubiert. Fur den Nachweis von GIuR1 wurde der Pri  marantikdrper
Kaninchen Anti-GIuR1 (1pg/pl; Upstate, Biomol, Hamb  urg, Deutschland)
und anschlielend Esel Anti-Kaninchen Antikdrper (1 1000 Verdunnung;

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) verwen det.

2.5.4 RT-PCR

Die PCR stellt eine in vitro -Methode zur expotentiellen Vervielfaltigung
einer bestimmten DNA-Zielsequenz dar. Dies wird dur  ch den wiederholten
Ablauf der folgenden drei Prozesse erreicht: Denatu  rierung, Anlagern von
Primern und Elongation der Zielsequenz.

Die gesamte RNA wurde aus dem Gewebe isoliert durch die Verwendung
von Qiashredder und RNeasy Mini Kit von Qiagen. Fir die Synthese des
ersten Strangs der cDNA wurde 1 pg der RNA in 12,5  ul DEPC-Wasser mit
1 ul des Oligo-dT Primer (500 pg/ml; Invitrogen) ve  rmischt und flr 2 min
auf 70° erhitzt. Ein Mix aus einem Reaktionspuffer, den Nukleotiden,
einem RNase Inhibitor, einer reversen Transkriptase und DEPC-Wasser
wurde hinzugeflgt und fur 60 min bei 42° inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Erhitzen fur 5 min auf 94° gestoppt. Die PCR Analyse wurde
anschlieBend mit einem gesamten Volumen von 25 pyl d  urchgefuhrt,
welches 1 pl des Produktes der Reversen Transkripta se, 22 pl steriles
Wasser, 1 pl des Primers 1 (10 pmol/pl) und 1 plde s Primers 2 (10 pmol/ul)
enthielt. Die Reaktion wurde in 40 Zyklen durchgefi  hrt.
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3. Versuche und Ergebnisse

3.1 Regulation des GluR1

3.1.1 GluR1 und SGK

Um herauszufinden, ob die AMPA-Rezeptoren durch die SGK Isoformen
reguliert werden, wurden die Rezeptoren in ~ Xenopus Oozyten alleine oder
mit SGK1, SGK2 oder SGK3 exprimiert.

Fur die Experimente mit GIuR1 wurde die nicht desen  sitisierende Mutante
GIuR1(L479Y) benutzt ¥, Als Koinjektionen wurde DEPC-Wasser, wtSGK1,
WISGK2, wtSGK3 und "%PS473PpKB cRNA verwendet. AuRerdem wurden
Versuche mit den konsitutiv aktiven Mutanten ~ *?°SGK1 und 3*°°SGK3
und den inaktiven Mutanten  “*?*"NSGK1 und "***SGK3 durchgefiihrt.

Wie in der Einleitung schon beschrieben, wird die S  GK Aktivitat durch
PI13-Kinase abhéangige Phosphorylierungen gesteuert. Phosphorylierung
an Ser®® der SGK1 oder an Thr *® und Ser*”® der PKB fiihrt zu einer
Aktivierung dieser Kinasen. Ersetzt man nun diese A  minosauren mit
Aspartat, so simuliert dessen negative Ladung die P hosphorylierung und
man erhélt die permanent aktiven Mutanten ~ 5*?PSGK1 und ™%P 473PpKB,
Demgegeniiber ist bei der  "?"NSGK1 die katalytische Einheit durch das

Ersetzen von Lys **

mit Asparagin zerstort und die Mutante nicht aktiv
Die SGK verwandte Proteinkinase B (PKB) wurde als K ontrolle fir die

Spezifitat der Regulationsmechanismen koexprimiert.

Injektion der GIUR1(L479Y) cRNA fuhrte zur Expressi  on des GIuR1(L479Y)
Proteins in den Oozyten. Nach Applikation von 300 p = M Glutamat lief3 sich
ein Glutamat-induzierten Einwartsstrom (I gy) von ca. 1 - 2 pA
elektrophysiologisch messen. Durch Koexpression von GIuR1(L479Y) mit
SGK3 wurden die Glutamat-induzierten Einwartsstréome signifikant grofier,
als in Oozyten die nur GIUR1(L479Y) exprimieren (Ta b. 8) Der Glutamat-
induzierte Einwartsstrom war in SGK2 exprimierenden Oozyten signifikant

kleiner als in SGK3 exprimierenden Oozyten, aber si  gnifikant gro3er als in
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Oozyten, die nur GIuR1(L479Y) alleine exprimierten (Tab. 8). Keine
signifikante Verdnderung der Glutamat-induzierten S  trébme wurde
beobachtet, wenn GIUR1(L479Y) mit SGK1 oder PKB koe xprimiert wurde.
Abbildung 13 zeigt Glutamat-induzierte Stromspuren von GIuR1(L479Y)
alleine oder koexprimiert mit SGK Isoformen oder PK B in Xenopus
Oozyten. Die Strome wurden auf GIuR1(L479Y) + H ,0 normalisiert und die

normalisierten Stromamplituden sind in Abbildung 14 dargestellt.
GIUR1(L479Y) + H,0 GIUR1(L479Y) + SGK1 GIUR1(L479Y) + SGK2
300 pM Glu 300 uM Glu 300 pM Glu
V\-—J 4'
!H_-_J‘
GIuR1(L479Y) + SGK3 GIUR1(L479Y) + PKB
300 uM Glu 300 uM Glu

/ .f—wfl

/ 5sec
Abbildung 13: Reprasentative Stromspuren, gemessen in Xenopus Oozyten nach
Zugabe von 300 pM Glutamat. Alle Strdme wurden bei -70 mV
gemessen.
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5 - (23)

* %%

normalisierter | g,

Abbildung 14: Glutamat-induzierte Stromamplituden, normalisiert auf die Strome
von GIluR1(L479Y)+H ,O. Anzahl der Oozyten in Klammern.
Signifikante Stréme (p<0,001) sind mit *** gekennz  eichnet.

Expression Arithmetisches Mittel £ Standardfehler n
GIuR1(L479Y) + H,0 1+ 0,14 33
GIuR1(L479Y) + SGK1 1,48 £0,25 18
GIuR1(L479Y) + SGK2 2,16 £0,24 16
GIuR1(L479Y) + SGK3 4,14 + 0,42 23
GIuR1(L479Y) + PKB 0,94 +0,27 14
Tabelle 8: Arithmetischer Mittelwert und Standard ~ fehler

Durch Gelelektrophorese und Western Blot wurde die Rezeptordichte von
GIuR1(L479Y) in der Oozytenmembran bestimmt. Zur Qu antifizierung
wurde die mittlere Intensitat von drei verschiedene n Blots ermittelt. Auch

hier zeigte sich, dass die Rezeptordichte von GIUR1 (L479Y) in Oozyten
signifikant erhoht war, wenn GIuR1(L479Y) zusammen mit SGKS3

koexprimiert wurde, im Vergleich zur alleinigen EXxp ression von
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GIuR1(L479Y. Bei Koexpression von GIuR1(L479Y) mit  SGK2, schien die
Dichte an GIuR1(L479Y) in der Membran ebenfalls erh  6ht zu sein, wobei
SGK1 und PKB die Rezeptordichte nicht beeinflussen kénnen, wie in
Abbildung 15 zu sehen ist.

N
o X X Q
Y OO0 O X
TLLLR
A S5 088 B
RO
SIS g I
§555S 245
- g |
113.7 = ﬁnl“ P 210-
, ’ =1
g
b : o ]
113.7 = Jdu T 20'5
©
- € 0
o
B R S
XL Y 2 R
1137 SN O 0
SV OO NN
SR OSSN SN
r\\ Q:&/ \W \W \g_'\
G>\\) 0\0 O\OQ- 0\0 &
Abbildung 15: A, reprasentativer Western Blot. P, P lasmamembranprotein (n=18);

SN, Uberstand der intrazellulares Protein enthalt ( n=1); T,
gesamtes Protein (n=1). B, zeigt die relative Dicht e der
GIuR1(L479Y) Plasmamembranproteine.

Um sicherzustellen, dass die SGK Isoformen in den O  ozyten aktiv sind,
wurden die Experimente mit den aktiven Mutanten S422D5GK1 und
SUSGK3 und den inaktiven Mutanten  *?"NSGK1 und "**NSGK3
wiederholt. Bei Koexpression von  >**PSGK3 mit GIuR1(L479Y) zeigte sich
eine vergleichbare Stromamplitude wie bei der Koexp ression von wtSGK3
mit GIuUR1(L479Y. Bei SGK1 wurde im Vergleich zu | g, von wtSGK1 weder
fur die aktive noch die inaktive Form der SGK1 eine signifikante

Veréanderung gesehen. Die Ergebnisse sind in Abbildu ng 16 und Tabelle 9
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dargestellt und zeigen, dass wtSGK1 und wtSGK3 akti

Oozyten exprimiert werden.

4.0+

v sind, wenn sie in

n=15
35 n=15
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Abbildung 16: Koexpression von GIuR1(L479Y) mit den verschiedenen Mutanten
der Kinasen. Die Werte wurden auf GIuR1(L479Y) + H ,0
normalisiert.  Signifikante Strome (p> 0,05) sind mi t *
gekennzeichnet. Die Anzahl der gemessenen Oozyten w  ird mit n
bezeichnet.
Expression Arithmetisches Mittel £ Standardfehler n
GluR1(L479Y)+ H,0O 1,0+£0,14 33
GIURL(L479Y)+WtSGK3 [3,0+0,3nA 15
GIUR1(L479Y)+>*°PSGK3 | 3,2+ 0,4 nA 15
GIuR1(L479Y)+"“*NSGK1 | 1,0 £0,2 nA 15
GIuR1(L479Y)+>*?PSGK1 | 0,9+ 0,2 nA 15
GIluR1(L479Y)+wtSGK1 1,3+0,2nA 16

Tabelle 9:

Arithmetischer Mittelwert und Standardf

ehler
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SGK3 Expression im Hippokampus

GluR1 spielt eine entscheidende Rolle bei der Langz eitpotenzierung, die

im Hippocampus stattfindet 84!,

Bisher wurde allerdings noch nicht

nachgewiesen, ob SGK3 im Hippocampus exprimiert wir d, was aber durch
die oben gezeigte Regulation von GIUR1(L479Y) durch SGK3 interessant
ware. Dazu wurde das Hippokampusgewebe von Wildtyp SGK3-Mausen
(SGK3*"") mit dem Gewebe von knock-out Mausen (SGK3 ™) verglichen.
Durch PCR Experimente (siehe Abbildung 17) konnte b  ei den Wildtyp-
Mausen SGK3 nachgewiesen werden, aber nicht bei den knock-out
Mausen. Durch in situ Hybridisierung konnte die genaue Lokalisation der

SGK3 im Hippokampus bestimmt werden. SGK3 wird in C  Al, CA3 und
Gyrus dentatus des Hippokampus exprimiert und diese Lokalisationen

Uberschneiden sich mit der Expression von GIuR1(L47 9Y) im Gehirn .

N N
6(90 6(90 X
O O q N &
Q Q o % ¥
S S X b ¥ @
g & £ g & & XN

Abbildung 17: Amplifikation von SGK3 cDNA aus dem Hippokampus mittels RT-
PCR. RT = reverse Transkriptase. Die RNA aus
Hippokampusgewebe von SGK3-/- und SGK3+/+ Mausen wu rde
gesammelt und mittels RT-PCR bearbeitet. Als Kontro lle wurde
RNA der Niere und des Herzens benutzt. Weitere Kont  rollen sind
Proben ohne reverse Transkriptase oder ohne DNA.
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Regulation der GIUR1(L479Y) Dichte in Neuronen des Hippokampus von
Mé&ausen durch SGK3

Um herauszufinden, ob die Regulation von GIuR1(L479 Y) durch SGK3
relevant fir die Rezeptordichte in Hippokampusneuro nen ist, wurde das
Hippokampusgewebe  von SGK3 knock-out Mausen (SGK3 ™) mit dem
ihrer Wildtypgeschwister (SGK3 **) verglichen ***. Durch Western Blot
konnte in Hippokampusgewebe der knock-out Mause ein e signifikant
reduzierte Plasmamembranproteinexpression von GluR1 (L479Y) im
Vergleich zu den Wildtypmausen gezeigt werden. ImV  ergleich dazu wurde
B-Tubulin als Kontrolle verwendet. Wie in Abbildung 18 zu sehen ist,
zeigten sich bei B-Tubulin keine Unterschiede bei der Proteinexpressi on

zwischen den Wildtyp- und den knock-out Mausen.

x\'x "
A N @:\ »
o P £ 11
=
anti- E e
105 kD —] e #== |GIuR1(L4T9Y) 5 T
ED 54
=
anti-R- 4
55 kD —] s s | Tubulin E
=
D ) '\K ‘,‘-
2 P
5 )
%@L ‘3‘1[5’*‘
Abbildung 18: A, reprasentativer Western Blot aus Hippokampusgewebe von
Mausen. Fir die Immunfarbung der Proteinfraktionen aus

Hippokampusgewebe von Wildtypmdusen und SGK3 knock- out
Mausen wurde ein Kaninchen Primarantikérper Anti-Gl uR1
verwendet. Die Expression des GIuR1(L479Y) Rezeptor s war in
Hippokampusgewebe von SGK3 knock-out Mausen weniger stark
ausgepragt, als in Wildtypmausen. Der gleiche Blot wurde entfarbt
und erneut mit einem monoklonalen anti- B-Tubulin-Antikérper

untersucht. Die Expression des  B-Tubulin diente als Kontrolle und

war bei SGK3 knock-out Mausen und Wildtypmausen ver  gleichbar.
B, statistische Analyse: arithmetisches Mittel und Standartfehler
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der relativen Dichte des GIuR1(L479Y) Proteins. Sig nifikante
Unterschiede (p>0,01) sind mit ** gekennzeichnet.

Weiterhin  wurde in Kooperation untersucht, ob die r eduzierte
Proteinexpression von GIuR1(L479Y) in SGK3 ™ knock-out Mausen, die
AMPA-Rezeptor vermittelte Ubertragung in Teilen des Hippokampus
beeinflusst. Um die Starke der synaptischen Ubertra  gung zu beurteilen,
wurde die Grol3e der prasynaptischen Stimulation (In put) mit dem Anstieg
der EPSPs (Output) im Stratum radiatum verglichen. Dabei wurde
zwischen den SGK3 Wildtyp (n=22) und den SGK3 knock-out (n=5)
Mausen kein signifikanter Unterschied gefunden. Da GIuR1(L479Y) knock-
out Mause unverdnderte synaptische, aber stark redu zierte

extrasynaptische AMPA-Rezeptorstrome zeigen %4

, wurde ebenfalls die
Menge an extrasynaptischen Rezeptoren bestimmt. Dur ch
extrasynaptische AMPA-Rezeptoren vermittelte Strome wurden in
,outside out somatic membrane patches* gemessen, da exzitatorische
Synapsen das Soma von pyramidalen Zellen nicht beri  hren. Die Stréme
waren in SGK3 knock-out (-652 + 181 pA, n=6) und SG K3 Wildtyp Mausen

(-601 = 72 pA, n=12) vergleichbar.

3.1.2 Regulation von GIuUR1(L479Y) durch SGK3 und St argazin

Das Membranprotein  Stargazin  beeinflusst entscheide nd die
Oberflachenexpression von AMPA-Rezeptoren. Es besit  zt im C-Terminus
eine PDZ-Bindedomane, die mit PSD-95 interagieren k ann*!. Die
Interaktion von Stargazin mit den Untereinheiten de  r AMPA-Rezeptoren
reguliert die Abgabe und/oder die Erhaltung von fun ktionellen Rezeptoren

in der Membran, wéhrend die Bindung an PSD-95 furd  ie Ansammlung von

AMPA-Rezeptoren in der Synapse benotigt wird.

Die weiteren Untersuchungen sollen nun klaren, ob S  targazin und SGK3
GIuR1(L479Y) unabhangig voneinander regulieren, als o unterschiedliche

molekulare Mechanismen benutzen, oder ob SGK3 die R egulation des
GluR1(L479Y) Trafficking dadurch erhoht, indem es S targazin an der

betreffenden Sequenz (RXRXXS/T) am Rest 241 phospho ryliert.
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Es wurde GIuR1(L479Y) mit SGK1, SGK2, SGK3 und/oder Stargazin
zusammen in  Xenopus Oozyten exprimiert. Wie bereits in Kapitel 3.1.1.

gezeigt, kommt es bei der Koexpression von GIuR1(L4  79Y) und SGK3 zu
einem signifikant erhohten Einwartsstrom (I  gu). Wie ebenfalls schon
gezeigt * erhoht auch die Koexpression mit Stargazin die Str omamplitude.
Wenn SGK3 und Stargazin zusammen mit GIUR1(L479Y) k oexprimiert
werden, kommt es zu signifikant gro3eren Einwartsst rémen im Vergleich
zu GIuR1(L479Y) und SGK3 oder Stargazin alleine. Au Rerdem sind, wie
auch in Abbildung 19 und in Tabelle 10 zu sehenist , die Strdme grol3er als
die Summe der Strome, die durch GIuR1(L479Y) mit SG K3 und
GIuR1(L479Y) mit Stargazin ausgeltst werden. Dadurc h, dass sich die
Effekte durch SGK3 und Stargazin potenzieren, weise n die
Beobachtungen darauf hin, dass SGK3 und Stargazin G = [uR1(L479Y) auf

verschiedene Weise regulieren.

— " —
r = TN ———— = )
crrrre Tl o S 2151 e
GIUR1(L4TSY)  GIUR1{L479Y)-SGK =
¥ L4
o o T X4
GURNLATAY}SGKZ ) R1jLarayiscK %
i E _.
L/I L/_’ g °
=
GluR 1-Star GlUR 1{L479Y)-Star-SGK1 I':I Bl i:[

M ] ‘{M GE- P Gﬁ ‘% +
-D. -Jﬁl Al f.a b ’~
GIUR 1{LATaY)- b‘ 1 b‘f-’ 1‘{ B "5@‘39%@
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Abbildung 19: A, reprasentative Stromspuren von Ooz  yten, die GIuUR1(L479Y) mit
oder ohne SGK1, SGK2, SGK3 und/oder Stargazin expri mieren. Die
Strome wurden 6 Tage nach der Injektion gemessen. B, Mittelwert
und Standardabweichung der Sréme. Normiert auf
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GIuR1(L479Y)+H ,0. Signifikante Unterschiede (p<0,05) wurden mit
* markiert.
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Expression Arithmetisches Mittel £ |n
Standardfehler

GIuR1(L479Y) + H,0 1,0+0,1 41
GIuR1(L479Y) + SGK1 1,5+0,3 17
GIuR1(L479Y) + SGK2 2,2+0,2 14
GIuR1(L479Y) + SGK3 4,1+04 32
GIuR1(L479Y) + Stargazin 55+0,8 35
GluR1(L479Y) + Stargazin + |[6,1+£0,6 7
SGK1

GluR1(L479Y) + Stargazin + |7,8+0,7 14
SGK2

GluR1(L479Y) + Stargazin + |155+1,8 28
SGK3

Tabelle 10: Arithmetisches Mittel und Standardfehl

GIuR1(L479Y) mit SGK und/oder Stargazin.

Um zu bestimmen, ob der beobachtete Anstieg der Str
Erhéhung der Rezeptordichte von GIUR1(L479Y) beglei
Untersuchungen mit Biotinyl-ConA durchgefihrt. Dabe
bereits bei friheren Untersuchungen, dass sechs Tag
Injektion von GIuR1(L479Y)
GIuR1(L479Y) in der Plasmamembran signifikant erhoh
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Abbildung 20: Western Blot der Plasmamembrandichte des GIuR1(L479Y)-
Proteins, exprimiert in Oozyten mit oder ohne SGK3 und/oder
Stargazin. B, relative Plasmamembrandichte des GIuR  1(L479Y)-
Proteins.

Um zu zeigen, dass die Regulation von GIuR1(L479Y) und Stargazin von
der Aktivitat der Kinase abhangt, wurden Injektione n mit wtSGK3, der
aktiven Mutante 5*°°SGK3 und der inaktiven Mutante  "**NSGK3

durchgefuhrt.
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Abbildung 21: A, GIuR1(L479Y)/Stargazin koexprimier t mit wtSGKS3, inaktiver

SGK3(KN) oder aktiver SGK3(SD). Die Strome wurden 6  Tage nach
der Injektion und nach Zugabe von 300 pM Glutamat u  nd 100 pM
Cyclothiazid als Desensitisierungsinhibitor gemesse n. Die Werte
wurden auf GIuR1(L479Y) + H ,O normalisiert. Signifikante Stréme
(p<0,05) wurden mit * gekennzeichnet. B, reprasenta tive
Stromspuren, gemessen 6 Tage nach Injektion.

Wie man in Abbildung 21 sehen kann, aktivieren ~ >*°°SGK3 und wtSGK3
den GIuR1(L479Y)-Rezeptor, wohingegen *"SGK3 die GIuR1(L479Y)-
Stargazin-Strome nicht signifikant verandert (Tabel le 11). Auch die
Rezeptordichte, die in Abbildung 22 dargestellt ist , wird durch die beiden
aktiven SGK3 Formen erhoht, aber nicht durch die in  aktive Mutante.
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Expression Arithmetisches Mittel + |n
Standardfehler

GIuR1(L479Y) + H,0 1,0+0,2 8

GIuR1(L479Y) + SGK3 4,1+0,4 32

GIuR1(L479Y) + Stargazin 6,4 +1,6 8

GIuR1(L479Y) + Stargazin 16,0£1,8 28

+ SGK3

GIuR1(L479Y) + Stargazin 6,6 +1,3 10

+ SGK3(KN)

GIuR1(L479Y) + Stargazin 16,2+1,9 11

+ SGK3(SD)

Tabelle 11: Arithmetisches Mittel und Standardfehle r von GIUR1(L479Y) mit

verschiedenen Mutanten von SGK3 und/oder Stargazin.
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Abbildung 22: Plasmamembrandichte von GIuR1(L479Y) in Xenopus Oozyten, die

GIuR1(L479Y) mit oder ohne Stargazin und den aktive n oder
inaktiven Mutanten von SGK3 exprimieren.

Um herauszufinden, ob der Effekt von SGK3 oder Star gazin von einer
intakten Phosphorylierungssequenz (RSRSSS) an der A minosaure 241 im

Stargazinprotein  verursacht wird, wurde Serin gegen Alanin
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(***'Astargazin) oder Aspartat ( 5***PStargazin) ausgetauscht. Die negative
Ladung von Aspartat kdonnte eine Phosphorylierung an dieser Stelle
simulieren, wobei Alanin, als eine neutrale Aminosa ure, die
Phosphorylierungssequenz zerstort.

S?Agtargazin  zeigt hohere | g, bei Expression mit GIuR1(L479Y) als
S241bgtargazin oder wtStargazin zusammen mit GIUR1(L479Y . Somit ist
S2lAgtargazin  effektiver als die nicht mutierte Form. A uch bei der
Koexpression von GIUR1(L479Y) mit SGK3 und wtStarga  zin oder einer der
beiden Mutanten wird | ¢y signifikant erh6ht. Die normalisierten Stréme
sind in Abbildung 23 dargestellt und die in Tabelle 12 aufgefihrt.
AulRerdem wurde die Plasmamembrandichte von GIuR1(L4  79Y) nicht
verandert, wenn GIuR1(L479Y) mit SGK3 und  >**"Stargazin oder
S241Dgtargazin koexprimiert wird, wie in Abbildung 24 zu sehen ist. Das
bedeutet, dass Mutanten von Stargazin mehr die Kana Ifunktion, als die
Rezeptordichte beeinflussen und keine intakte
Phosphorylierungssequenz fir den stimulierenden Eff ekt von SGK3 notig
ist. SGK3 stimuliert GIuR1(L479Y) durch einen ander en Mechanismus, als

Stargazin an der Aminosaure Serin 241 zu phosphoryl ieren.
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Abbildung 23: Stréme in Oozyten, die GIuR1(L479Y) m it oder ohne wtStargazin
oder Stargazinmutanten und/oder SGK3 exprimieren. D  ie Strdme
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wurden 6 Tage nach Injektion gemessen und es wurde 300 uM
Glutamat und 100 uM Cyclothiazid als Desensitisieru  ngsinhibitor
zugegeben. Die Stréme wurden auf GIuR1(L479Y) + H ,0
normalisiert. Signifikante Veradnderungen der Stroma  mplituden
(p<0,05) wurden mit * markiert.

Expression Arithmetisches Mittel + | N
Standardfehler
GIuR1(L479Y) + H,0O 1,0+£0,1 41
GIuR1(L479Y) + SGK3 41+04 32
GluR1(L479Y) + Stargazin 5,5+0,8 35
GIuR1(L479Y) + Stargazin 155+1,8 28
+ SGK3
GIuR1(L479Y) + >**Stargazin 12,7 £2,7 13
GIuR1(L479Y) + >**“Stargazin 26,2 £4,2 16
+ SGK3
GIuR1(L479Y) + >**"Stargazin 9,0+2,4 14
GIuR1(L479Y) + >**'PStargazin 16,1 +4,0 15
+ SGK3
Tabelle 12: Arithmetisches Mittel und Standardabwei  chung der Expression
von GIuR1(L479Y) mit SGK3 und/oder Stargazin oderd er Mutanten
™
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Abbildung 24: A, Plasmamembrandichte der GIuR1 (L47  9Y) Proteine in Oozyten,

die GIuR1(L479Y) mit oder ohne Stargazin oder die M utanten
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und/oder SGK3 exprimieren. B, Relative Dichte der G luR1(L479Y)
Plasmamembranproteine.

Die Beobachtungen, die 6 Tage nach cRNA Injektion g emacht wurden,
unterschieden sich von den Beobachtungen, 2 Tage na  ch cRNA Injektion.
2 Tage nach der Koexpression von Stargazin oder SGK 3 sind die
Stromamplituden (siehe Abbildung 25 und Tabelle 13) von GIuR1(L479Y)-
exprimierenden Zellen nur in den exprimierenden Zel len mit Stargazin
erhoht und nicht bei Koexpression mit SGK3. Das wir  d durch Western
Blots, die in Abbildung 26 dargestellt sind, bestat igt, die 2 Tage nach
Koexpression mit Stargazin eine signifikante Erhdhu ng der GIuR1(L479Y)-
Rezeptordichte zeigen, wohingegen SGKS3 keine Erhéhu  ng nach 2 Tagen

zeigt.
A B
GIuR1(L479Y)
r * 1
-H,O 5 - g
EL R |
4 -
GluR1(L479Y) — ]
-SGK3  § 3]
~ _—— 2 2
O
GIUR1(L479Y) )
-Stargazin 0 J re——— »
o ¥ $=
T 0] ©
— Am —
< S &' &8
= T 5 < 7
2s = = =
x @ x
= = =
o o o
Abbildung 25: A, reprasentative Strome 2 Tage nach Injektion von GIuR1(L479Y)
mit SGK3 oder Stargazin cRNA. Es wurde 300 pM Gluta mat und
100 uM Cyclothiazid als Desensitisierungsinhibitor appliziert. B,
Arithmetischer  Mittelwert und Standardfehler der St rome.
Signifikante Stréme (p<0,05) sind mit * gekennzeich  net.
Expression Arithmetisches Mittel + Standardfehler N
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GIuR1(L479Y) + H,0 0,18 £ 0,05 pA 7
GIuR1(L479Y) + SGK3 0,13+ 0,05 pA 8
GIuR1(L479Y) + Stargazin 3,711 pA 7
Tabelle 13: Arithmetisches Mittel und Standardfehle r 2 Tage nach

Koexpression von GIuR1(L479Y) und SGK3 oder Stargaz  in
Mit Bezug auf diese Ergebnisse wurden die Effekte v on Stargazin und
SGK3 auf die GIUR1(L479Y) Plasmamembranexpression i m Laufe der Zeit
untersucht. Die Koexpression von Stargazin beschleu nigt das Auftreten
der GIuR1(L479Y) Proteine in der Plasmamembran, abe r es verandert
nicht signifikant die Dichte der GIUR1(L479Y) Prote  ine 6 Tage nach cRNA
Injektion. Wohingegen sich 6 Tage nach cRNA Injekti on von SGKS3 eine
Erh6hung der Dichte an GIuR1(L479Y) Rezeptorenind  er Plasmamembran

zeigt.
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unin/iziert
GluR1(L479Y)-SGK3 |

unin/izist
Glu l'il':!1‘,L-|=|T|'*El"|"j|~I-I£Z:II

SluR1(L472Y) -HF l
GluR1(L479Y):Btar |

Abbildung 26: Plasmamembrandichte von GIuR1(L479Y) koexprimiert mit H ,0,
Stargazin oder SGK3 nach 2, 3, 4, und 6 Tagen.
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3.1.3 Untersuchung von heteromeren AMPA-Rezeptorkom  plexen

Da AMPA-Rezeptoren in vivo auch als heteromere Komplexe vorliegen

konnen 21182

, werden im weiteren einige heteromere Komplexe unt  ersucht.
In Neuronen des Hippokampus kommen vor allem die Ko mplexe GIuR1/2
bzw. GluR2/3 vor. Einige wenige Komplexe enthalten auch GIuR1 und

GluRS3.

GIuR1(L479Y) + GIuR2(Q)
Zuerst wurde GIuR1(L479Y) mit GIuR2(Q), der nicht-e dierten Form von

GluR2 koexprimiert. Allerdings liegt GluR2 normaler  weise zu nahezu

100% in der edierten R-Form vor.

Durch die Injektion von GIuR1(L479Y) und GLUR2(Q) i n Oozyten, kam es
durch Zugabe von 300 uM Glutamat zu einem durch Glu  tamat-induzierten
Einwartsstrom | g)u. Durch Koinjektionen mit SGK1, SGK2, SGK3 und PKB
kam es zu keiner signifikanten Anderung von | ,. Die gemessenen
Absolutwerte wurden auf GIuR1(L479Y) + H ,O normalisiert und in
Abbildung 27 und Tabelle 14 dargestellt.
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3
g
ks
12
©
£
<}
c
H,O SGK1 SGK2 SGK3 PKB
GIuR1(L479Y) + GIuR2(Q) koexprimiert mit
Abbildung 27: Koexpression von GIuR1(L479Y) und Glu R2(Q) mit wtSGK und

PKB. Signifikante Strome (p<0,05) sind mit * gekenn  zeichnet. Mit n
wird die Anzahl der gemessenen Oozyten bezeichnet.

GIuR1(L479Y) + GIuR2(Q) + H ;O 1,0+0,1 19
GIuR1(L479Y) + GIuR2(Q) + SGK1 |0,7+0,1 15
GIuR1(L479Y) + GIuR2(Q) + SGK2 |1,2+0,1 16
GIuR1(L479Y) + GIuR2(Q) + SGK3 |1,2+0,1 14
GIuR1(L479Y) + GIuR2(Q) + PKB [1,0%0,1 20

Tabelle 14: Arithmetisches Mittel und Standardfehl  er fur die Expression von

GIuR1(L479Y) und GIuR2(Q) mit den verschiedenen Kin  asen.
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GIluR1(L479Y) + GIuR2(R)

Fir diese Versuche wurde die edierte Form von GIuR2 benutzt. Es wurde

die cRNA von GIuR1(L479Y), GIUR2(R)/(L483Y) und SGK 1, SGK2, SGK3
oder PKB in Oozyten injiziert. Fur die weiteren Ver  suche wird immer die

Mutante GIuR2(R)/(L483Y) verwendet, die im folgende n mit GIuR2(LY)
bezeichnet wird. Dabei zeigte sich, dass sowohl SGK 1 als auch SGK3 | gy,

signifikant erhéhen. PKB dagegen erniedrigt den Ein  wartsstrom
signifikant. SGK2 hat keinen Einfluss auf I  g. Abbildung 28 zeigt den auf
GIuR1(L479Y) + GIuR2(LY) + H ;O normalisierten Einwartsstrom und
Tabelle 15 die ermittelten Werte.

=I5
3. =30
+&*
25 4 ] e
B j
;::- ]
% ] =1 n-18
E 1.0 - I =30
= I 1 &
LR[4T + GLRZLY) koesprimior i mil
Abbildung 28: Koexpression von GIuR1(L479Y) und G IuR2(LY) mit den
verschiedenen Kinasen. Signifikante Unterschiede (p  <0,05)
wurden mit * gekennzeichnet. Die Anzahl der gemesse  nen Oozyten
wird mit n bezeichnet.
Expression Arithmetisches Mittel + | N
Standardfehler
GIuR1(L479Y) + GIUR2(LY) +H,0 |1,0+0,1 31
GIUR1(L479Y) + GIuR2(LY) + SGK1 |2,5+0,4 25
GIuR1(L479Y) + GIuR2(LY) + SGK2 (0,8 +0,2 29
GIuR1(L479Y) + GIuR2(LY) + SGK3 [2,2+0,6 30
GluR1(L479Y) + GIuR2(LY) + PKB 0,7x0,1 30
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Tabelle 15: Arithmetisches Mittel und Standardfehle r bei Koexpression von
GIuR1(L479Y) und GIuR2(LY) mit den verschiedenen Ki  nasen.

GIuR1(L479Y) + GIuR3

Fur die nativ im Hirn selten vorkommende heteromere Form von
GIuR1(L479Y) und GIuR3, wurde die cRNA von GIuR1(L4 79Y) und GIuR3
nur mit der cRNA von SGK3 in Oozyten injiziert. Dur ~ ch Zugabe von 300 uM

Glutamat und 100 uM Cyclothiazid kam es zu einem du rch Glutamat-
induzierten Einwartsstrom, der durch SGK3 nicht sig nifikant veréandert
wurde (siehe Abbildung 29 und Tabelle 16). Die Abso lutwerte wurden auf
GIuR1(L479Y) + GluR3 + H ,0 normalisiert.

154

n=9 n=g
2 10 l w
: ([ |
o
2
©
£
S 05
c
Q T T I
H,0 SGK3
GIuR1(L479Y) + GIuR3 koexprimiert mit
Abbildung 29: Koexpression von GIUR1(L479Y)und G IuR3 mit SGK3.
Expression Arithmetisches Mittel + |n
Standardfehler
GIURL(L479Y) + GIUR3 + H ,0 1,0 £0,19 9
GIuR1(L479Y) + GluR3 + SGK3 1,03 +£0,22 8
Tabelle 16: Arithmetischer Mittelwert und Standard  fehler bei Expression von

GIuR1(L479Y) und GIuR3 mit SGK3. Die Strome wurden nach
Applikation von 300 pM Glutamat als Agonist und 100 UM
Cyclothiazid als Desensitisierungsinhibitor gemesse n.
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3.1.4 Bestimmung der Agonistensensitivitat von GIuR 1(L479Y) in
Abhangigkeit von SGK

Mit Hilfe der voltage-clamp Methode wurden Glutamat -induzierte
Einwartsstrome bei 3 unterschiedlichen Konzentratio nen von Glutamat im

Bereich von 3 pM bis 300 pM gemessen. Damit erhalt man genauere
Aufschlisse Uber die funktionellen Eigenschaften de S Rezeptors. Fur
diese Arbeit war es insbesondere wichtig zu prifen, ob sich die
Wirksamkeit des Rezeptors fir Glutamat bei Koexpres  sion von SGK
signifikant verandert. Dieses erfolgt Gber die Ermi ttlung des so genannten

ECso-Wertes (Konzentration der halomaximalen Aktivierun 0).

Bei den Experimenten ergaben sich folgende EC so-Werte: fir
GIuR1(L479Y) + H,0 = 3,3 £ 0,76 (n=3), fur GIUR1(L479Y) + SGK1 = 4,4 +
0,52 (n=3), fur GIuR1(L479Y) + SGK2 = 1,45 + 0,25 ( n=2) und fir
GIuR1(L479Y) + SGK3 = 0,8 £ 0,09 (n=2). Dabei zeigt sich aber kein
deutlicher Unterschied der Glutamatkonzentration, die bendtigt wird, um

den halbmaximalen Einwartsstrom zu Erlangen. Der EC 5 des
GIuR1(L479Y) bleibt durch die Koexpression von SGK also unbeeinflusst,

d. h. die Wirksamkeit des Rezeptors wird durch SGK nicht beeinflusst.

3.1.5 Analyse der lonenselektivitat von GIUR1(L479Y )in
Abhangigkeit von SGK

Zusatzlich  wurden  Untersuchungen  zur  lonenselektivi tat des
GIuR1(L479Y) durchgefuhrt. Dazu wurde die Strom-Spa  nnungs-Beziehung
(I-V) untersucht. Zun&chst wurde GIuR1(L479Y) mit e iner der SGK
Isoformen oder PKB exprimiert. Anschlieend wurde d ie Spannung
kontinuierlich von -150 mV bis +50 mV erhoht. Die V  ersuche haben
gezeigt, dass keine der Kinasen die Strom-Spannungs  -Kurven, dargestellt
in Abbildung 30, von GIuR1(L479Y) signifikant verdan  dern. Das bedeutet,
dass die lonenselektivitat fir die Hauptionen (Na ¥ und K™) durch die

Isoformen der SGK oder PKB nicht verandert wird.
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Abbildung 30: Strom-Spannungs-Kurven von GluR1(L479 YY) mit den

verschiedenen Kinasen. Die Strome wurden in Mg 2+-Ringer und
nach Applikation von 300 pM Glutamat und 100 pM Cyc lothiazid,
als Desensitisierungsinhibitor, gemessen. Es wurden mindestens
3 Zellen pro Gruppe gemessen.
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3.2 Regulation des GIuR2(R)

3.2.1 GIluR2(R) und SGK

GIuR2 kommt in zwei verschiedenen Varianten vor, di e durch RNA-
Edierung in der Porendoméane entstehen. Je nachdem o b an der Q/R-
Edierposition der Aminosaurensequenz ein Arginin (R ) oder ein Glutamin
(Q) vorliegt, liegt der Rezeptor in der Q- oder R-V  ariante vor. Nativ liegt

GIuR2 in Neuronen zu fast 100% in der R-Variante, a Iso ediert vor. Die
RNA-Edierung ist wichtig fiir die Ca  2*-Permeabilitat. Die Ca **-Leitfahigkeit
von AMPA-Rezeptoren hangt u. a. davon ab, ob die G |uR2 Untereinheit
ein Teil des Rezeptors ist oder nicht. AMPA-Rezepto ren, die GIuR2(Q)
enthalten, haben eine hohe Ca ?'-Leitfahigkeit, im Gegensatz zu

Rezeptoren, die GIUR2(R) enthalten und eine geringe Ca’*—Leitfahigkeit
aufweisen. Da GIuR2 zu 100% in der R-Variante vorli egt, haben AMPA-
Rezeptoren, die GIuR2 enthalten eine schlechte Ca  #—Leitfahigkeit ',

Um zu untersuchen, ob GIuR2(R) durch SGK reguliert wird, wurde
GluR2(R) cRNA mit oder ohne SGK1, SGK2, SGK3 oder P KB cRNA in
Oozyten injiziert. Fur die folgenden Versuche wurde immer mit der

Mutante GIuR2(R)(L483Y) gearbeitet, die im folgende n mit GIUR2(LY)
bezeichnet wird. Durch Applikation von 300 uM Gluta mat, kam es zu
einem durch Glutamat-induzierten Einwartsstrom.

Die Experimente wurden an Oozyten durchgefuhrt, die von 5
verschiedenen Froschen stammten. Die gemessenen Abs  olutwerte
wurden auf GIuR2(LY)+ H >0 normalisiert und in Abbildung 31 und Tabelle

17 zusammengefalit.
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Abbildung 31: Koexpression von GIUR2(LY) mit den Is
Stréme wurden nach Applikation von 300 uM Glutamat

H,O -

SGKI ~ SGK2  SGK3  PKB
GIuR2(LY) koexprimiert mit

Signifikante Stréme (p<0,05) sind mit * markiert.

Die Versuche haben gezeigt, dass sowohl SGK1, SGK3

Glutamat-induzierten Einwartsstrome signifikant red

keinen signifikanten Einfluss aufl .

oformen der Kinasen. Die
gemessen.

und PKB die
uzieren. SGK2 hat

Expression Arithmetisches Mittel + Standardfehler n

GIuR2(LY) + H20 1,0 £0,07 38
GIuR2(LY) + SGK1 0,63 +£0,04 37
GIuR2(LY) + SGK2 0,77 +0,12 38
GIuR2(LY) + SGK3 0,51 +0,04 36
GIuR2(LY) + PKB 0,58 £0,04 33
Tabelle 17: Arithmetischer Mittelwert und Standard  fehler bei Expression von

GIuR2(LY) mit den verschiedenen Kinasen.
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3.2.2 Bestimmung der Agonistenselektivitat von GluR 2(LY) in
Abhangigkeit von SGK

Auch fir GIuR2(LY) wurden Analysen zur Bestimmung d er apparenten
Agonistenaffinitat durchgefihrt. Hierfur wurden bei 6 verschiedenen
Glutamatkonzentrationen von 3 pM bis 10000 pM, die durch Glutamat-
induzierten Einwartsstrome gemessen.

Anschlieend wurden Mittelwerte und Standardabweich ungen bestimmt
und die Werte in Abbildung 32 und Tabelle 18 darges tellt. Dabei zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.
Das bedeutet der EC so-Wert des GIUR2(LY) bleibt durch die Koexpression
von SGK oder PKB unbeeinflusst.
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Expression ECso Mittelwert

GIuR2(LY) + H,0O 10,9

GIuR2(LY) + SGK1 18,4

GluR2(LY) + SGK2 14,8

GIuR2(LY) + SGK3 12,8

GIuR2(LY) + PKB 19,1

Tabelle 18: Mittelwert der EC s, flr GIUR2(LY) und die verschiedenen Kinasen.

3.2.3 Analyse der lonenselektivitat von GIUR2(LY) i n Abhangigkeit
von SGK

Um die lonenselektivitat von GIuR2(LY) zu untersuch  en, wurden ebenfalls
Versuche mit dem Standardprotokoll ( Spannungserhoh ung von -150 mV
bis +50 mV, siehe Abbildung 30 ) durchgefiihrt. GIluR  2(LY) cRNA wurde
mit SGK1, SGK2, SGK3 oder PKB cRNA injiziert, um zu testen, ob die
Kinasen die lonenselektivitat des Rezeptors beeinfl  ussen. Die Versuche
haben gezeigt, dass keine der exprimierten Kinasen die Strom-
Spannungs-Kurven signifikant verandern kann (siehe Abbildung 33). Dass

bedeutet, dass die lonenselektivitat nicht beeinflu sst wird.
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Abbildung 33:
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Strom-Spannungs-Kurven fir GIuR2(LY) mit den verschiedenen

Kinasen. Die Strome wurden in Ca  **-freier Ringerlésung und nach
Applikation von 300 pM Glutamat und 100 pM Cyclothi  azid, als
Desensitisierungsinhibitor, gemessen.
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3.3 Regulation des GluR3

3.3.1 GIluR3 und SGK

GIuR3 kann als homomerer und als heteromerer Rezept orkomplex
vorkommen. Als Heteromer kann er in Kombination mit GIuR2(R) und
seltener mit GIuR1 vorkommen %%, Hier soll nun untersucht werden, ob
GIuR3 alleine durch die verschiedenen Kinasen regul iert wird und wenn
ja, wie.

Hierzu wurde GIuR3 cRNA mit DEPC-Wasser, SGK1, SGK2 , SGK3 oder
PKB cRNA in Xenopus Oozyten injiziert. Durch Zugabe von 300 pM
Glutamat und 100 uM Cyclothiazid, kam es zu einem d urch Glutamat-
induzierten Einwartsstrom I Gu- Cyclothiazid blockiert die
Desensitisierung.

Es wurden drei Experimente aus unterschiedlichen Oo zyten-
Praparationen durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 34 und
Tabelle 19 zusammengefalit. Dabei zeigte sich, dass  sowohl SGK1, als
auch SGK2 und SGK3 | gy signifikant erniedrigen. PKB hat keinen

signifikanten Einfluss auf den Einwartsstrom.

Seite 74



Versuche und Ergebnisse

normalisierter IGI
u

Abbildung 34:
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nen Kinasen. Die Werte

sind auf GIuUR3 + H ,O normalisiert. Signifikante Strome (p<0,05)

sind mit * gekennzeichnet.

Die Ergebnisse aus den drei Experimenten wurden auf GluR3 + H>0
normiert.

Expression Arithmetisches Mittel + Standardfehler n
GIluR3 + H,0 1,0 £ 0,07 19
GIluR3 + SGK1 0,77 £0,07 27
GluR3 + SGK2 0,62 £ 0,06 27
GIuR3 + SGK3 0,67 + 0,07 17
GluR3 + PKB 1,12 +0,14 18
Tabelle 19: Arithmetisches Mittel und Standardfehle r bei Koexpression von

GIuR3 mit den verschiedenen Kinasen.
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3.3.2 Bestimmung der Agonistensensitivitat von GIuR 3in
Abhangigkeit von SGK

Um die apparente Agonistenaffinitit des GIluR3-Rezep tors zu
untersuchen, wurde GIUR3 cRNA mit SGK1, SGK2, SGK3  oder PKB cRNA
in Oozyten injiziert und die Glutamat-induzierten S  trome bei 6
unterschiedlichen Konzentrationen von 3 puM bis 1000 UM gemessen.
AnschlieBend wurden die Ergebnisse jeder Zelle gefi ttet und der
Mittelwert und der Standardfehler bestimmt. Da sich bei den ermittelten
ECso-Werten zwischen den einzelnen Kinasen keine signif ikanten
Unterschiede zeigten, wie in Abbildung 35 und Tabel le 20 dargestellt,
bedeutet das, dass die Kinasen den EC sp-Wert von GIuR3 nicht

beeinflussen.
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Abbildung 35: Bestimmung der EC so-Werte flr GIuR3 injizierte Zellen mit SGK
oder PKB. Pro Gruppe wurden 5 Zellen gemessen.
Expression ECso Mittelwert
GluR3 + H,0 15,6
GluR3 + SGK1 35,6
GIuR3 + SGK2 20,7
GIuR3 + SGK3 21,6
GIluR3 + PKB 20,5
Tabelle 20: Mittelwert der EC so-Werte fur GIuR3 und die verschiedenen

Kinasen.
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3.3.3 Analyse der lonenselektivitat von GIUR3 in Ab  hangigkeit von
SGK

Um zu uberprifen, ob die verschiedenen Kinasen die lonenselektivitat des
GluR3-Rezeptors beeinflussen, wurden die Strom-Span  nungs-Kurven der
unterschiedlichen Injektionen untersucht. Dazu wurd e GluR3 mit SGK1,
SGK2, SGK3 oder PKB koexprimiert und die glutamatak tivierten Stréme
gemessen. Die Ergebnisse, dargestellt in Abbildung 36, zeigen, dass die
Kinasen keinen signifikanten Einfluss auf die lonen selektivitat des GIUR3-

Rezeptors haben.
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Abbildung 36: Strom-Spannungs-Kurven von GIuR3 mit den verschiedenen

Kinasen. Pro Gruppe wurden 3 Zellen gemessen. Es wu  rde 300
UM Glutamat und 100 UM Cyclothiazid, als
Desensitisierungsinhibitor, appliziert.
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3.4 Regulation des GluR4

3.4.1 GluR4 und SGK

Wie bereits in Kapitel 1.2.3 erwahnt, existieren du  rch alternatives Splei3en
von jedem AMPA-Rezeptor zwei verschiedene Formen, d e flip- und flop-
Varianten. Sie entstehen durch alternatives Spleie  n in der extrazellularen
Schleife vor der TMD C *”’. Sie unterscheiden sich dadurch, wie wirksam
Glutamat in der Lage ist, den Rezeptor zu aktiviere n. Flip-Varianten sind
effektiver als flop-Varianten. AulRerdem kann der
Desensitisierungsinhibitor Cyclothiazid die Glutama t-induzierten
Stromantworten bei flip-Varianten bis zu 100-fach p  otenzieren.

GluR4c entsteht durch alternatives SpleiRen. Es ent  halt ein Stopcodon,
welches zu einem kurzen C-Terminus fihrt. AuRerdem wird es im
menschlichen Gehirn im Cerebellum und im cerebralen Cortex
exprimiert %,

Zur Untersuchung der Regulation von GIuR4 durch die verschiedenen
Isoformen der SGK, wurde GluR4c-flop cRNA verwendet . Sie wurde
zusammen mit SGK1, SGK2, SGK3 oder PKB cRNA in Oozy ten injiziert.
Durch die Zugabe von 300 pM Glutamat und 100 uM Cyc lothiazid kam es
zu einem durch Glutamat-induzierten Einwartsstrom | clu- Die Experimente
wurden vier Mal wiederholt. Durch die Experimente k  onnte gezeigt
werden, dass keine der Kinasen einen signifikanten Einfluss auf | g hat.
Der Glutamat-induzierte Einwartsstrom wird weder ve rgré3ert noch
verkleinert (siehe Abbildung 37 und Tabelle 21).

Die Strome wurden auf die Werte GluR4c-flop + H ,O normalisiert und der

Mittelwert und der Standardfehler aufgetragen.
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Abbildung 37: Koexpression von GluR4c-flop mit den verschiedenen Kinasen. Es

wurde 300 pM Glutamat und 100 uM Cyclothiazid appli

Anzahl der gemessenen Zellen wird mit n gekennzeich  net.

ziert. Die

Expression Arithmetisches Mittel + Standardfehler n
GluR4c-flop + H .0 1,0+£0,06 25
GluR4c-flop + SGK1 1,01 +0,12 25
GluR4c-flop + SGK2 1,0 +0,05 25
GluR4c-flop + SGK3 0,82 +0,1 25
GluR4c-flop + PKB 1,12+0,1 P2
Tabelle 21: Arithmetischer Mittelwert und Standardf  ehler bei Expression von

GluR4c-flop mit den verschiedenen Kinasen.
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3.4.2 Bestimmung der Agonistensensitivitat von GluR 4c-flop in
Abhangigkeit von SGK

GluR4c-flop cRNA wurde mit DEPC-Wasser, SGK1, SGK2, SGK3, oder
PKB cRNA zusammen in Oozyten injiziert. Mit Hilfe d er voltage-clamp
Methode wurde der durch Glutamat-induzierte Einwart  sstrom bei 6
unterschiedlichen Glutamatkonzentrationen von 3 uM bis 1000 mM
gemessen. Dabei zeigte sich, dass die verschiedenen Kinasen die
Wirksamkeit des Rezeptors fur Glutamat nicht signif ikant verandern. Der
ECso-Wert des GluR4c-flop, dargestellt in Abbildung 38 und Tabelle 22,
bleibt also durch die Koexpression von SGK oder PKB unbeeinflusst.
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Abbildung 38 : Bestimmung der EC so-Werte fur GluR4c-flop injizierte Zellen mit
SGK oder PKB. Es wurden pro Gruppe 3 Zellen gemesse n.

Expression ECso Mittelwert

GluR4c-flop + H ,0O 10,2

GluR4c-flop + SGK1 13,4

GluR4c-flop + SGK2 17,3

GluR4c-flop + SGK3 18,3

GluR4c-flop + PKB 15,8

Tabelle 22: Mittelwert fir EC g5, von GluR4c-flop mit den verschiedenen
Kinasen.
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3.4.3 Analyse der lonenselektivitat von GluR4c-flop in Abhangigkeit
von SGK

Um die Strom-Spannungs-Beziehung (I/V) der mit GIuR  4c-flop injizierten
Zellen zu untersuchen, wurde GluR4c-flop cRNA mit d er cRNA der
verschiedenen Kinasen in Oozyten injiziert und die durch Glutamat-
induzierten Einwéartsstrome bei einer Standard ,Ramp e“ von -150 mV bis
+50 mV gemessen. Die Ergebnisse, die in Abbildung 3 9 dargestellt sind,
zeigen, dass die verschiedenen Kinasen die Ilonensel ektivitdt bei

Koexpression mit GluR4c-flop nicht signifikant vera ndern.
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Abbildung 39: Strom-Spannungs-Kurven von GluR4c-flo mit den verschiedenen
g p g p

Kinasen. Die Messung wurde in Mg 2+-Ringer durchgefiihrt und n=3
fur jede Gruppe.
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4. Diskussion und Interpretation

4.1 Fehlerdiskussion

4.1.1 Oozyten als Expressionssystem

Wie in dieser Arbeit werden zahlreiche andere elekt rophysiologische
Studien von Transportern und lonenkanalen in Xenopus laevis Oozyten
durchgefuhrt. Allerdings kénnen endogene Xenopus Proteine, die selbst
als lonenkanal oder Transporter fungieren, die Erge  bnisse verfalschen,
oder die endogenen Proteine kdnnen die heterolog ex  primierten Proteine
beeinflussen und so eine Fehlerquelle darstellen.

Aber da die Menge an endogen exprimiertem Protein i  n Xenopus laevis
Oozyten im Vergleich zu heterolog exprimiertem Prot  ein relativ gering ist,
hangen die Messergebnisse fast ausschliel3lich von d en heterolog
injizierten Proteinen ab °°. Trotzdem ist es mdglich, dass es zwischen
mammalen Zellen und Xenopus Oozyten Unterschiede beziglich der
posttranslationellen Modifikation gibt . Allerdings kénnen Ergebnisse,
die durch Messungen an Oozyten entstanden sind nich t zu 100% auf
mammale Zellen {bertragen werden, da sich die intra zellularen
Signalwege in den unterschiedlichen Systemen unters cheiden kénnen.
AulRerdem ist es wichtig zu beachten, dass Oozyten eine Bipolaritat
durch die zwei Hemispharen besitzen und sich in der vegetativen
Hemisphare sowohl ein Grossteil der RNA der Oozyte befindet, als auch
dort die Membranmobilitat groRer ist ~ *°.

Auch die Verteilung von membranstandigen Transporte rn, Kanalen und
Rezeptoren ist in beiden Hemisphéren unterschiedlic h *°.

Bis heute ist auch unklar, ob der Ort der Injektion von RNA einen Einfluss
auf die Expressionsrate hat und wenn ja, welchen 17 Méglicherweise
werden die Proteine je nach Injektionsort mehr oder weniger stark
exprimiert. Allerdings wurde der Injektionsort fir diese Experimente rein

zufallig gewahlt, da bei der Zwei-Elektroden-Voltag e-Clamp Methode die
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Strome Uber der gesamten Membran und nicht von eine m einzelnen Areal
gemessen werden **°.

Das Expressionssystem mit Oozyten weist aber auch e  inige Vorteile auf.
Die Frosche lassen sich mit wenig Aufwand halten un d der Umgang mit
den Oozyten ist relativ einfach. AuRerdem lassen si  ch die Experimente an
den Oozyten leicht wiederholen. Durch Injektion von heterologer RNA
sind die zu exprimierenden Proteine in so hoher Kon zentration
vorhanden, dass endogene Transportphdnomene in den Hintergrund
treten, und somit eine klare Trennung zwischen endo - und exogenen
Transport bestent.

Alles in allem ist das Xenopus laevis 0Oozytenexpressionssystem ein
etabliertes Verfahren zur Untersuchung von Transpor  tvorgdngen. Es ist
far die Expression der AMPA-Rezeptoren und deren
elektrophysiologischen Untersuchung nahezu ideal ge eignet.

4.1.2 Oozyten und cRNA

Hinsichtlich ihrer Qualitat weisen die Oozyten grof3 e Unterschiede auf. Die
Oozyten wurden wahrend der Oozytenpraparation, der cRNA Injektion und
wahrend der Expressionzeit genau bezuglich ihrer Re ife und des
Vitalitatszustandes beobachtet und gegebenenfalls g eschadigte Oozyten
entfernt. Wahrend der 5-7 Tage dauernden Expression  szeit, wurden ca.
20% der cRNA-injizierten Oozyten durch latente Memb ranschaden so
geschadigt, dass sie zur Messung nicht mehr geeigne  t waren und deshalb
aussortiert wurden. Die GroRe des Ruhemembranpoten tials und des
basalen Leckstroms lag dann nicht im tolerierbaren Bereich.

Wichtig fur die Qualitat der Oozyten war auch der P raparationsvorgang.
Die Verdauung der Kollagenase fuhrte haufig zu Alte rationen der
Zellmembran. Aul3erdem haben die Raumtemperatur, die Qualitat der
Aufbewahrungslésung und der Zustand des Frosches ei nen wichtigen
Einfluss auf die Qualitat der Oozyten. Durch das ko  nsequente Beobachten
und Aussortieren von beschadigten Oozyten, wurden d ie Schwankungen

der Oozytenqualitat maximal klein gehalten. Zellen mit niedrigem
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Ruhemembranpotential und hohem basalem Leckstrom wu rden nicht
gemessen. Aul3erdem wurden die verschiedenen Experim ente mit
Oozyten unterschiedlicher Frosche wiederholt, um Fe hler durch
unterschiedliche Zustande der Frésche und damit der Oozyten zu
minimieren.

Eine weitere potentielle Fehlerquelle stellt die cR  NA-Injektion dar. Geringe
Schwankungen der Konzentration der cRNA entstehen synthesebedingt.
AulRerdem wurde die Stammlésung der cRNA bei -70C a  ufbewahrt und
bei Bedarf aufgetaut und zur richtigen Konzentratio n verdinnt. Um die
richtigen Verdiinnungen zu erhalten, wurde im Mikrol iterbereich pipettiert,
was zu geringfiigigen Pipettierfehlern fihren konnte . Selbst am Injektor
der zur Injektion verwendet wurde, kann es zu gerin gflugigen
Schwankungen der Injektionsmenge kommen. Durch sorg faltige
Bedienung wurde eine Minimierung dieser Fehler erre  icht.

Trotz dieser MalRnahmen kam es jedoch zu Schwankunge n im
Expressionsniveau der AMPA-Rezeptoren, die sich in zum Teil
unterschiedlich gro3en | g,-Werten bei gleicher Glutamatkonzentration der
AMPA-Rezeptoren + DEPC Wasser injizierten Zellen ze igten. Allerdings
mussten keine statistischen oder anderen Maflinahmen eingesetzt werden
um diese Schwankungen zu eliminieren, da sie so akz  eptabel und damit

vernachlassigbar waren.

4.1.3 LOosungen

Die verwendeten Losungen wurden meist als Stammlosu ngen vorbereitet
und bei Bedarf auf die richtige Konzentration verdu nnt. Dabei wurde auf
Genauigkeit geachtet und auch der pH-Wert und die G = esamtosmolaritét
wurden stets Uberpruft. AuRerdem wurden Losungen, d ie trib oder
verunreinigt waren, ausgetauscht.

Um Einflisse von Licht und Temperatur auf den Zusta  nd der Losungen
gering zu halten, wurden die Loésungen immer im Kuhl — oder
Gefrierschrank aufbewahrt und in regelmadRigen Abstda nden neu

angesetzt.
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4.1.4 Gerate

Es musste darauf geachtet werden, dass die Perfusio  nanlage sauber war,
um eine Kontamination mit Pilzen oder anderen Keime n wéahrend der
Messung zu verhindern. Es war auch wichtig darauf z ~ u achten, dass in der
Messkammer immer eine kontinuierliche Durchflussrat e herrschte, da
Verdanderungen des Substratflusses durch Stromungser scheinungen zu
Bewegungen der Oozyte und somit zu mdglichen Bescha  digungen der
Oozytenmembran durch die eingestochene Glaskapillar e fihren konnten.
Die Messelektroden wurden vor Gebrauch neu chlorier t und in die
Glaskapillaren eingebracht. Ein Verstopfen oder Abb  rechen der
Glaskapillare konnte die Messwerte verfalschen, dah er wurden die
Kapillaren vor dem Einstechen in die Zelle optisch inspiziert und zudem
der Elektrodenwiderstand Uberprift. Elektroden mit Werten tber 1,5 M Q

und unter 0,5 M Q wurden ausgetauscht.

4.2 Regulation des GIuR1(L479Y)

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen einen neuen Mec hanismus der
GIuR1(L479Y) Regulation. Wie zuvor dargestellt, wir  d durch Koexpression
von GIuR1(L479Y) wund SGK3 der durch Glutamat-induzi erte
Einwartsstrom erhoht. Interessanterweise ist SGK3 i n der Lage | g, starker
zu erhohen als SGK1 und SGK2, obwohl die Aminosaure  sequenz zu 80%
identisch ist. Die Regulation von GIuR1(L479Y) durc h SGKS3 erfolgt
vermutlich indirekt, da GIuR1(L479Y) keine Phosphor  ylierungssequenz fur
SGK3 besitzt.

Die Proteinphosphorylierung spielt eine zentrale Ro lle bei der Kontrolle
der AMPA-Rezeptor Expression in Synapsen und in der Regulation der

1762 Der Signalweg zur Regulation des AMPA-

synaptischen Starke
Rezeptor Traffickings beinhaltet die PI3-Kinase **’. Weitere ,Ziele* der PI3-
Kinase sind unter anderem die Phosphoinositol-abhan gigen Kinasen
PDK1 und PDK2, die Proteinkinase A und die Serum-u  nd Glukokortikoid —

abhangige Kinasen SGK1, SGK2 und SGK3.
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Da es weder zu einer Anderung der lonenselektivitat noch zu einer
Anderung der Agonistenwirksamkeit kommt, ist die Zu nahme des Stroms
nicht auf eine funktionelle Veranderung zurickzufuh ren. Es ist daher
wahrscheinlich, dass der gréf3ere Einwartsstrom durc h einen vermehrten
Einbau der AMPA-Rezeptoren in die Plasmamembran zus  tande kommt.
Durch Versuche mit den konstitutiv aktiven Mutanten von SGK1, SGK3
und PKB wurde gezeigt, dass der beobachtete Effekt von SGK3 auf
GIuR1(L479Y) nicht von den unterschiedlichen Aktivi taten der Kinasen
abhangt. Der Effekt von SGK1, SGK2 und SGK3 auf den  epithelialen Na *-
Kanal ENaC ist ahnlich %1% was darauf hinweist, dass der fehlende
Effekt von SGK1 auf GIuR1(L479Y) nicht durch die In  aktivitat der Kinase in
den Oozyten zustande kommt. Leider ist es jedoch ni  cht mdglich diese
Ergebnisse direkt auf die Verhaltnisse in Neuronen zu Ubertragen, da sich
die Dichte und die Aktivitat der Kinasen in Oozyten von denen in

Neuronen unterscheiden kdnnten.

Die Abgabe von GIuR1(L479Y) an die neuronale Oberfl &che wird durch die
Aktivierung von NMDA-Rezeptoren reguliert 7, was (ber folgenden
Signalweg erfolgen kann: Die Aktivierung eines NMD  A-Rezeptors fihrt zu

171

einem Ca?*-Einstrom in die Zelle , mit anschlieBRender Aktivierung des

22047 welches wiederum eine Signalkaskade auslost,

kleinen G-Protein Ras
die die PI3-Kinase, PDK1/PDK2 und SGK3 enthalt ° SGK3 erh6ht somit
die Proteindichte von GIuR1(L479Y) in der Zellmembr an. SGK3 kann
GIuR1(L479Y) in der Membran stabilisieren und somit seine Bereitstellung
und den folgenden Abbau verhindern und/oder das Tra  fficking von
GIuR1(L479Y) zur Zellmembran erhéhen. Die Abnahme v on GIUR1(L479Y)
im Gewebe von SGK3 7 Mausen deutet auf eine niedrigere Expression

oder erhdhten Abbau des GIuR1(L479Y) Proteins hin. Offensichtlich
verhindert das Fehlen von SGK3 nicht das Traffickin g von GIUR1(L479Y)
zur Zellmembran, was auf weitere parallele Mechanis men hinweist, die
sich gleicher oder ahnlicher Funktionen wie die Cal modulin-abhangige

Kinase Il und die Proteinkinase A bedienen !"*®'. Allerdings deuten die
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gezeigten Beobachtungen stark darauf hin, dass SGK3 wesentlich zur
Feinabstimmung der GIuR1(L479Y)-Dichte in der Zellm embran beitragt.
Somit ist anzunehmen, dass SGK3 an der GIuR1(L479Y) -abhéangigen
neuronalen Funktion beteiligt ist. GIuUR1(L479Y) wir d fur die
Langzeitpotenzierung in CAl-Neuronen des Hippokampu s benétigt %%, Er

161,161,117

ist an der Bildung des rdumlichen Gedachtnisses bet eiligt und

wird mit Depression in Verbindung gebracht ~ ***.
Das Fehlen von SGK3 fuhrt nicht zum gleichen Phanot  yp wie das Fehlen
von GIuR1(L479Y). Im Gegensatz zu den Beobachtungen bei

GIuR1(L479Y) ™" Mausen, die sich als hyperaktiv erweisen %

, Zzeigen die
SGK3” Mause eine Reduktion der Bewegungsaktivitit in ein  igen
Umgebungen 3. Ahnlich zu den GIuR1(L479Y) ” Mausen, die angstlicher

sind als ihre Wildtypkontrollen 2, verhalten sich auch die SGK3 " Mause in
einem offenen Gebiet &ngstlicher als ihre Wildtyp-G  eschwister. In
GIuR1(L479Y) knock-out Mausen sind die synaptischen AMPA-
Rezeptorstrome unverandert, aber extrasynaptische S  tréme, die durch
AMPA-Rezeptoren evoziert werden, sind reduziert %?*. Da dass Fehlen von
SGK3 in SGK3 knock-out Mausen nicht zu einem offens ichtlichen
Phanotyp fluhrt, kann nicht ausgeschlossen werden, d ass die Regulierung

des GIuR1(L479Y) Trafficking in SGK3 7 Mausen nicht durch andere

AMPA-Rezeptoren kompensiert werden kann. Es ist nic  ht mdglich, die
verschiedenen AMPA-Rezeptoruntereinheiten zu unters  cheiden, wenn
man AMPA-Rezeptor evozierte Strome aufzeichnet. Auc h konnen
zusatzlich andere Molekile als SGK den GIuR1(L479Y) Rezeptor
modulieren, z.B. durch Erhdhung der Leitfahigkeit, die die reduzierte
Oberflachenexpression kompensieren kann und somit k eine Unterschiede
in der aufgezeichneten Stromamplituden entstehen. D  as gleiche gilt fur

die extrasynaptischen Untereinheiten: Andere vorges chaltete Molekule

kénnten die fehlende Modulation durch SGK3 kompensi eren.

Die Experimente mit Stargazin haben den stimulieren den Effekt von

Stargazin auf die GIUR1(L479Y) Expression gezeigt 2. Zwei Tage nach
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Injektion konnte eine erhohte Proteindichte von Glu R1(L479Y) in der
Membran nachgewiesen werden. Aul3erdem wird nicht nu r GIuUR1(L479Y,
sondern auch GIuR2 (LY) und GluR4 durch Stargazin hochreguliert >!. Die
erhohten Strome 6 Tage nach der cRNA-Injektion in O ozyten, die
Stargazin koexprimieren, konnen allerdings nicht du rch eine erhohte
Proteindichte  erklart werden, sondern deuten auf ve  randerte
Kanaleigenschaften  von  GIuR1(L479Y) hin. Die  zeit- und
konzentrationsabhangige Regulation der GIuR1(L479Y) Expression und
Funktion durch Stargazin konnte kurzlich bereits vo n Priel et al. in
HEK293 Zellen gezeigt werden . In diesen Zellen fiihrt die Koexpression
von Stargazin zu einer Verlangsamung der Rezeptor D  esensibilisierung
und zu einer verlangsamten Deaktivierung . Zwei Tage nach Injektion
von GIuR1(L479Y) und Stargazin in Oozyten, konnte v on Priel et al. (2005)
eine erhohte Membrandichte von GIluR1(L479Y) nachgew iesen werden,
was durch die Ergebnisse in dieser Arbeit bestatigt wird. Weiterhin wurde
eine zeitabhangige Regulation der Membrandichte von GIluR1(L479Y)
durch Stargazin beobachtet. Auch fur SGK3 wurde ein e Abhangigkeit von
der Zeit fur die Einbringung von GIuR1(L479Y) in di e Plasmamembran
festgestellt. Allerdings war im Gegensatz zu Starga  zin, die Insertion von
GIuR1(L479Y) in die Membran, welche durch SGK3 stim uliert wird, zwei
Tage nach Injektion der RNA gering, im Vergleich zu sechs Tage nach der
Injektion. SGK3 reguliert auch andere Kanéle und Tr  ansporter zwei Tage
nach der Injektion hoch. Fur ENaC konnte gezeigt we rden, dass SGK1 die
Degeneration der Plasmamembranproteine inhibiert, i ndem es die
Ubiquitinligase Nedd4.2 inhibiert. Nedd4.2 markiert Plasmaproteine fir die
Proteolyse indem es das Protein mit Ubiquitin verkn upft. Poly-
ubiquitinierte Proteine werden abgebaut, wohingegen oligo-ubiquitinierte
Proteine haufig recycelt werden. Zwei Tage nach der Expression von
GIuR1(L479Y) ist moglicherweise die Proteolyse der Plasmaproteine noch
nicht so ausgepragt, wie sechs Tage nach Expression , wenn mehr poly-
ubiquitinierte Proteine abgebaut sind. Wenn SGK3 al so ebenfalls lber

einen ahnlichen Mechanismus, wie er fiur SGK1 gezeig twurde, den Abbau
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der Proteine hemmt, wirde man zwei Tage nach Expres sion keinen Effekt
von SGK3 auf die Strome oder die Membrandicht von G  [uR1(L479Y)
erwarten. Genau das wurde durch die oben gezeigten Experimente
bestétigt. Obwohl beide, SGK3 und Stargazin die Glu  R1(L479Y) Aktivitat
hochregulieren, ein Effekt, der zumindest teilweise darauf beruht, die
Proteindichte in der Plasmamembran zu erhthen, sind beide scheinbar
nicht Teil der gleichen Signalkaskade. Folglich sin d die Effekte der
Koexpression von Stargazin und SGK3 auf die Aktivit &t von GIUR1(L479Y)
additiv und nicht synergistisch. Dartber hinaus fih rt das Ersetzen von
Serin in der einzigen SGK-Konsensus-Sequenz von Sta  rgazin nicht zu
einem Verlust des stimulierenden Effekts von Starga  zin auf GIUR1(L479Y)
und stért auch nicht den stimulierenden Effekt der koexprimierten SGK3.
Kdrzlich  konnte gezeigt werden, dass Stargazin durc h die
Phosphorylierung durch die Proteinkinase A regulier t wird *”. Dennoch ist

es offensichtlich kein direktes Ziel der SGK’'s und sein Effekt auf
GIuR1(L479Y) scheint nicht SGK3-abhéngig zu sein.
Zusammengefasst sind beide, SGK3 und Stargazin, in der Lage die

GIuR1(L479Y) Rezeptordichte und -aktivitat in der Z ellmembran zu
erhohen. Jedoch benutzen beide unterschiedliche Mec  hanismen. Auch
wenn Stargazin eine putative SGK-Phosphorylierungss  telle enthalt, ist
diese fur den Effekt von SGK3 auf GIUR1(L479Y) nich t verantwortlich.
Stattdessen Uben SGK3 wund Stargazin ihre Effekte un  abhéangig
voneinander aus, und das wiederum potenziert beide in der Regulation
von GIUR1(L479Y).

Kdrzlich konnte gezeigt werden, dass die Exozytose von KCNQ1
Proteinen RAB11 abhéangig ist, wahrend die Endozytos e RAB5 abhéangig
ist'’°. AuRerdem wird die RAB-abhangige Exozytose durch S  GK1 erhoht
und erfordert die Phosphorylierung und Aktivierung von PIKfyve und die
Bildung von PI(3,5)P , "°. Das bedeutet, dass PIKfyve RAB11-abhangiges

Recycling reguliert. Zusétzlich gibt es Experimente , die zeigen, dass
RAB11 GIuR1(L479Y) Trafficking in Neuronen stimuli ert*?’. Weitere
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Untersuchungen missen nun zeigen, ob die Regulation von GIuR1(L479Y)
durch SGK3 uber einen ahnlichen Mechanismus wie obe n beschrieben

funktioniert.

4.3 Regulation des GIuUR2(LY)

Die Ergebnisse der Experimente mit GIuR2(LY) zeigen eine Regulation
von GIuR2(LY) durch SGK1, SGK3 und PKB. Alle drei K inasen reduzieren
den Glutamat-induzierten Einwartsstrom.

Wenn GIuR2(LY) allerdings mit GIUR1(L479Y) zusammen koexprimiert
wird, werden die Stréme durch SGK1 und SGK3 hochreg uliert.
GIuR1(L479Y) wirkt demnach dominant in dem heterome  ren Komplex. Das
bedeutet, dass die Regulation der AMPA-Rezeptoren d  urch die SGK nicht
nur von der jeweiligen Untereinheit abhangt, sonder n auch in welcher
Form die Rezeptoren koexprimiert werden.

Die Regulation der AMPA-Rezeptoren durch die SGK sc  heint auch von der
Edierung des Rezeptors abzuhdngen. Wenn GIuR2(Q), a Iso die nicht-
edierte Form von GluR2, mit GIuR1(L479Y) zusammen e  xprimiert wird, tbt
keine der Kinasen einen regulatorischen Effekt auf den heteromeren
Komplex aus. Durch den Austausch der Aminosaure Glu tamin durch
Arginin an der Q/R-Edierposition, kommt es zu Ander ungen in der
Funktion und der elektrophysiologischen Eigenschaft en, wie z.B. der
Strom-Spannungskurve und der Kalziumpermeabilitat 9281,

Die Veranderung von GIuR2 durch RNA-Edierung ist ei n biologisch
entscheidender Vorgang fiir das neuronale Uberleben und dessen Fehlen

108 " Die merkliche

die direkte Ursache fur neuronalen Tod bedeutet
Reduktion der RNA-Edierung in Motoneuronen bei Amyo  tropher
Lateralsklerose (ALS) konnte die direkte Ursache de s selektiven

Untergangs von Motorneuronen sein, wie er beider A LS beobachtet wird.

Einige Studien haben bereits gezeigt, dass die vers  chiedenen homomeren
und heteromeren Komplexe an verschiedenen Lokalisat ionen in der Zelle

vorkommen, also dass die verschiedenen Untereinheit en der AMPA-
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Rezeptoren z.B. im Zellkdrper, im Axon oder den Den driten mit
unterschiedlicher Haufigkeit vertreten sind ~ *%#1%° Dje unterschiedliche
Regulation durch die SGK koénnte die unterschiedlich e subzellulare

Lokalisation der heteromeren oder homomeren Komplex e beeinflussen.

Da durch die Experimente mit GIuR2(LY) und den vers  chiedenen Kinasen
gezeigt wurde, dass sich weder die lonenselektivitA t noch die
Agonistenwirksamkeit des Rezeptors geandert hat, is t eine funktionelle
Veranderung des Rezeptors weitgehend ausgeschlossen . Es ist eher
wahrscheinlich, dass die Abnahme der Strome durch e inen verminderten

Einbau der Rezeptoren in die Membran zustande kommt
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4.4 Regulation des GIuR3

Die Ergebnisse deuten auf einen neuartigen Mechanis  mus der Regulation

des GIuR3 Rezeptors hin. Wie bei GIuR2(LY) wird der  Glutamat-induzierte

Einwartsstrom durch die Kinasen erniedrigt. Allerdi ngs wird GIuR3 durch

alle drei Kinasen, SGK1, SGK2 und SGK3, herunterreg uliert.

Bei der Koexpression von GIuR1(L479Y) mit GIuR3 zei gt sich durch SGK3

keine Veranderung des Stroms. Das bedeutet, wenn di e beiden
Untereinheiten miteinander koexprimiert werden, wir d die Regulation von

GIuR1(L479Y) durch SGK3 aufgehoben. Also zeigt sich  auch hier, dass die

Zusammensetzung der heteromeren Komplexe Einflussa  uf die Regulation

durch die SGK hat. Diese unterschiedliche Regulatio n durch die SGK
konnte wie schon bei GIuR2(LY) erwahnt, fir die unt erschiedliche

subzellulare Lokalisation der heteromeren und homom eren Komplexe
verantwortlich sein. Es ist somit denkbar, dass die verschiedenen

Lokalisationen der homomeren und heteromeren Komple xe der AMPA-

Rezeptoren in der Zelle durch SGKs moduliert werden ~ kénnen 0211190,

Auch bei GIuR3 zeigten die Experimente keine funkti  onelle Verdnderung
des Rezeptors, da sich nachweislich die apparente A gonistenaffinitat und
die lonenselektivitat in Abhangigkeit von den Kinas en nicht verandert
haben. Auch hier scheint es so zu sein, dass die er niedrigten Strome

durch eine Abnahme der Rezeptordichte in der Membra n zustande
kommen.
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4.5 Regulation des GluR4c-flop

Bei den Experimenten mit GluR4c-flop zeigte sich, d  ass GluR4c-flop nicht
durch eine der Kinasen reguliert wird.

Auch funktionell gesehen haben die Kinasen keinen E  influss auf die
GluR4c-flop Aktivitat. Es gibt weder Veranderungen der lonenselektivitat

noch der Agonistenwirksamkeit.

4.6 Integrierende Diskussion der Regulation aller A MPA-
Rezeptoren

Die dynamische Regulation der AMPA-Rezeptoren an de r Synapse spielt
eine wichtige Rolle bei Veranderungen der synaptisc  hen Starke, wie es fur
die Modelle von Lernen und Gedachtnis und die Langz  eitpotenzierung im
Hippokampus gezeigt werden konnte. Dabei spielt die Phosphorylierung
von Proteinen eine wichtige Rolle '"®? Der Signalweg fiir die Regulation
der AMPA-Rezeptoren enthalt die PI3-Kinase **’. AuRBerdem sind die PDK1,
PDK2 die Proteinkinase A, SGK1, SGK2 und SGK3 an di esem Signalweg
beteilig.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die verschie denen Isoformen
der SGK und PKB die verschiedenen AMPA-Rezeptoren u  nterschiedlich
regulieren, wobei am starksten GIuR1(L479Y) durch S GK3 reguliert wird.
Es ist interessant, dass die verschiedenen Isoforme  n der SGK zwar 80%
Ubereinstimmung in der katalytischen Sequenz aufwei sen aber trotzdem
die AMPA-Rezeptoren so unterschiedlich regulieren. Die Wirksamkeit der
verschiedenen Kinasen hangt vom entsprechenden Ziel ab. GIuR1(L479Y)
reagiert am empfindlichsten auf SGK3, wohingegen GI  uR6 auf SGK1 am
empfindlichsten reagiert **>'®®, Demnach teilen sich die drei verschiedenen
Kinasen SGK1, SGK2 und SGK3 die gleichen Ziele, abe r offensichtlich
dienen sie unterschiedlichen Funktionen. Beide SGK1 und SGK3 werden
in allen Geweben exprimiert, die bisher getestet wu rden, aber sie
unterscheiden sich in ihrer transkriptionellen Regu lation. Wahrend SGK1

durch eine hohe Anzahl von Hormonen, Mediatoren und durch zellularen
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Stress, wie z.B. ein osmotischer Schock, hochreguli ert wird, scheint die
SGK3 Transkription unempfindlich gegeniber den meis ten dieser
Regulatoren zu sein °*M° Beide Kinasen werden durch eine
Signalkaskade, die die PI3-Kinase und PDK1 und PDK2 enthalt,

102101 gomit gibt es eine erhebliche Ubereinstimmung, ab  er

aktiviert
gleichzeitig eindeutige Unterschiede in der Funkti on und Regulation der
beiden Kinasen. AuRerdem sind die Phanotypen der SG K1 knock-out
Maus®’ und der SGK3 knock-out Maus *** véllig verschieden.
Mdoglicherweise lassen die Unterschiede in der Aktiv ierung, Regulation
und Funktion der verschiedenen Isoformen der SGK Rl ckschlisse auf die
unterschiedliche Regulation der AMPA-Rezeptoren dur  ch die SGK zu. Da
die verschiedenen Subtypen je nach Expression, als homomere oder
heteromere Komplexe, unterschiedlich durch die Kina sen reguliert
werden, konnte dass wiederum die unterschiedlichen subzellularen
Lokalisationen der AMPA-Rezeptor-Komplexe erklaren.

Die unterschiedliche subzellulare Lokalisation der AMPA-Rezeptoren
definiert ihre physiologische Funktion im Organismu s und damit sind die
verschiedenen AMPA-Rezeptoren auch in die Pathophys iologie
zahlreicher unterschiedlicher  Erkrankungen involvi ert. V. a. bei der
Pathophysiologie verschiedener neurodegenerativer E rkrankungen wie
z.B. bei der Alzheimer Krankheit, der Parkinson Kra  nkheit oder der
Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) spielen die AMPA-  Rezeptoren eine
Rolle.
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5. Zusammenfassung

Mit dieser Arbeit konnten Aufschlisse Uber die Roll e der Serum-und
Glukokortikoid-induzierten Kinase SGK auf die Regul ation der AMPA-
Rezeptoren gewonnen werden:

1. GluR1-Stréme werden durch SGK2, SGK3 und Stargaz in erhéht.
GluR2-Strome werden durch SGK1, SGK3 und PKB red uziert.
GIluR3-Strome werden durch SGK1, SGK2 und SGK3 re duziert.

GluR4c-flop-Strome werden durch keine der Kinase  n verandert.

a M 0D

Die Strome des heteromeren Komplexes GIluR1 + Glu R2(Q) werden

nicht durch eine der Isoformen der SGK verandert. D  as bedeutet,

dass GluR2(Q) den stimulierenden Effekt der SGK2 un d SGK3 auf

den Strom von GluR1 aufhebt.

6. Die Strome des heteromeren Komplexes GIUR1 + Glu R2 werden
durch SGK1 und SGK3 erhoht und durch PKB reduziert.

7. Die Strome des heteromeren Komplexes GIuR1 + Glu R3 werden
nicht durch SGK3 verandert.

8. Bei keinem der untersuchten AMPA-Rezeptoren wurd e die

Agonistenwirksamkeit oder die lonenselektivitat dur ch SGK

verandert.

Die genaue Funktionsweise der SGK Regulation ist f  r die verschiedenen
AMPA-Rezeptoren unterschiedlich. Die Regulation der AMPA-Rezeptoren
erfolgt vermutlich indirekt, da sie keine Phosphory lierungssequenzen fir
SGK enthalten.

Die Regulation erfolgt nicht durch funktionelle Ver anderungen und kommt
daher wahrscheinlich durch einen vermehrten oder ve rminderten Einbau
der Rezeptoren in die Membran zustande.

Durch die gezeigte Beteiligung der SGK an der Regul ation der AMPA-
Rezeptoren, ist auch ein Einfluss der SGK auf die P  athophysiologie
zahlreicher  neurologischer  und  psychiatrischer  Erkr ankungen

wahrscheinlich.
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Trotz dieser Ergebnisse bleiben tber das genaue Int  eraktionsmuster von
SGK und den AMPA-Rezeptoren viele Fragen offen. Ant worten dazu
fanden sich nur ansatzweise, wie z.B. dass SGK3 und Stargazin zwar
beide GIuR1 stimulieren, aber dafur nicht den gleic hen Signalweg
benutzen, oder wie in anderen Arbeiten gezeigt wurd e, dass GIluR1
Trafficking RAB11 abhéngig ist. Ziel weiterer Arbei  ten wird es jetzt sein,
diese Interaktionsvorgange naher zu beleuchten und eventuelle Proteine,
die in diese Regulationsvorgange involviert sind, z u identifizieren und zu

charakterisieren.
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