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Vorgestellt von Andreas Draguhn, Medizinische Fakultit Heidelberg, Institut fiir Physiologie
und Pathophysiologie, Im Neuenheimer Feld 326, 69120 Heidelberg

From synapse to behavior: rapid
modulation of defined neuronal types
with engineered GABA, receptors

P. Wulff; T. Goetz, E. Leppd, A. M. Linden, M. Renzi, J. D. Swinny, O. Y. Vekovischeva,
W. Sieghart, P. Somogyi, E. R. Korpi, M. Farrant und W. Wisden

Erschienen in Nature Neuroscience, 2007 July;10(7):923-9

Der Medizin-Nobelpreis 2007 fiir Capec-
chi, Evans und Smithies wiirdigt eine
technische Entwicklung, die die gesamte
biomedizinische Forschung revolutioniert
hat. Gezielte genetische Verdnderungen in
lebenden Organismen stellen heute einen
Grofiteil der Modelle zur Verfiigung, mit
denen der Beitrag einzelner Molekiile zu
systemischen Funktionen untersucht wird.
Allerdings haben sich die ersten (aus heu-
tiger Sicht ,,simplen”) Ansitze fiir viele
Fragestellungen als zu grob erwiesen - die
Deletion codierender Sequenzen in klassi-

schen ,,knockout“-Tieren hat vielfach zu
Kompensationen gefiihrt, die einfache mo-
nokausale Riickschliisse auf die Funktion
des fehlenden Proteins unmoglich machen.
Dieses friih erkannte Problem hat zur Ent-
wicklung komplexerer Modelle gefiihrt,
bei denen Verdnderungen zellspezifisch,
entwicklungsabhéngig oder induzierbar
vorgenommen werden. Durch homologe
Rekombination gelingt es zudem, Gene
nicht einfach zu deletieren, sondern an
ihrer Stelle gezielt verédnderte Sequenzen
einzufiihren, die wesentlich subtilere und
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Moos-
fasern

Abb. 1: Schematische Darstellung
des zerebellaren Schaltkreises. Kor-
nerzellen (K) erhalten exzitatorische
Eingange aus diversen Hirnregionen
iiber Moosfasern. Uber die sogenann-
ten Parallelfasern aktivieren die Kor-
nerzellen eine Reihe inhibitorischer
Zellen: Golgi-Zellen (Go), Purkinje-
Zellen (P) sowie die Interneurone
der Molekularschicht (Korb(Kb)- und
Stern(St)-zellen). Da die Axone der
Purkinje-Zellen den einzigen Ausgang
des zerebellaren Kortex bilden, muss
die gesamte Rechenleistung des
Kortex in der Aktivitat der Purkinje-
Zellen codiert werden. Diese Akti-
vitat wird durch die inhibitorischen
Interneurone der Molekularschicht
kontrolliert. Um die Bedeutung der
Interneuron-Purkinje-Zell-Synapse
(schwarz umkreist) fiir Kleinhirn ab-
hangiges Verhalten zu untersuchen,
haben wir eine in vivo- Methode zur

selektiven, schnellen und reversiblen
Modulation GABAerger Synapsen

entwickelt. 10, Inferior Olive; RN, Red
nucleus.
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spezifischere Effekte zeigen. Solche An-
sdtze sind fiir die Neurowissenschaften
ganz besonders wichtig, weil hier die Kluft
zwischen Eigenschaften einzelner Molekii-
le und systemischen Funktionen wegen der
Vielfalt der Zelltypen, der ausgepriagten
Plastizitdt und der enormen Komplexitét
des Gehirns besonders tief ist.

Dennoch bleiben die meisten Ansitze
subtraktiv und die genetischen Verdnde-
rungen sind langsam im Vergleich zu den
sehr schnellen homdoostatischen Gegen-
regulationen in neuronalen Netzwerken.
Wiinschenswert wire es, in einem zu-
nichst unverdnderten System schnell die
Funktion eines (Signal)-Molekiils in einer
definierten Zellpopulation modulieren zu
konnen, und zwar nicht nur durch Ver-
minderung, sondern auch durch Erhdhung
seines Beitrages. Peer Wulff, Bill Wisden
und ihre Kollegen haben dies in eleganter
Weise realisiert. Thr Zielmolekiil ist der
GABA ,-Rezeptor, der zwei wesentliche
Vorteile zum Studium neuronaler Netz-
werke besitzt: Erstens sind hemmende
Synapsen ein besonders wichtiges Prinzip
der Steuerung neuronaler Netzwerkfunk-
tionen, zweitens ist der GABA ,-Rezeptor
durch zahlreiche Pharmaka schnell und in
vorhersagbarer Weise modulierbar. Durch
pharmakologische Anderung der Hem-
mung kann also prinzipiell die Funktion
definierter Netzwerke gezielt beeinflusst
und der Effekt auf Verhaltensebene stu-
diert werden.

Zur Herstellung ihres Modells konnten
Waulff und Mitarbeiter auf wesentliche
Vorarbeiten zur Molekularbiologie und
-physiologie des GABA ,-Rezeptors zu-
riickgreifen. Das Expressionsmuster und
die funktionellen Doménen der zahlreichen
Untereinheiten sind sehr gut untersucht.
Besonders wichtig sind hier die Arbeiten
von Erwin Sigel (Bern) und Paul Whiting
(Merk Sharp and Dohme, Essex), die einzel-
ne Aminosduren identifiziert haben, die fiir
die Bindung von Benzodiazepinen essenzi-
ell sind. Durch gezielte Mutagenese lassen
sich also GABA ,-Rezeptoren herstellen,
die prinzipiell normal funktionieren, aber
nicht der positiven Modulation durch diese
Substanzen unterliegen. In einer wichtigen
Serie von Arbeiten haben Uwe Rudolph
(Harvard) und Hanns Mohler (Ziirich) in
den letzten Jahren diesen Umstand zur
Herstellung sehr subtiler Mausmutanten
genutzt, indem sie einzelne Isoformen
des GABA ,-Rezeptors unempfindlich
gegeniiber Benzodiazepinen machten. Das
differenzielle Expressionmuster der betrof-
fenen a-Untereinheiten fiihrte dann nach
systemischer Gabe von Benzodiazepinen
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zu entsprechend selektiven Effekten auf
Verhaltensebene (also zu einer getrennten
Beeinflussung von Angstverhalten, Vigi-
lanz, Sensomotorik und Gedéchtnis). Mit
diesem neuen Paradigma konnte die Hete-
rogenitit der GABA ,-Rezeptoren genutzt
werden, um schnelle pharmakologische
Effekte mit hoher Verhaltensspezifitit zu
dokumentieren. Allerdings ist das Expres-
sionsmuster der verschiedenen a-Unter-
einheiten relativ breit, sodass der Bezug
zu verdnderten Funktionen in definierten
neuronalen Netzwerken eher vage bleibt.
An dieser Stelle bedeutet die Arbeit von
Wulff et al. eine wesentliche Weiterent-

Zolpidem-insensitive
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die GFP-markierte Zolpidem sensitive
Untereinheit ersetzt. Zolpidem verstarkt die
Effizienz der Ubertragung an GABAergen
Synapsen. Die resultierenden Méause zeigen
also bei systemischer Gabe von Zolpidem
eine selektiv verstarkte Hemmung an der
Interneuron-Purkinjezell-Synapse, d.h.,
alle Effekte der Substanz kénnen eindeutig
einer bestimmten Anderung im Netzwerk
zugeordnet werden. Als erstes Resultat
dieser spannenden Mutante und Nachweis
des Funktionsprinzips wird in dem Artikel
der Effekt von Zolpidem auf motorisches
Verhalten dargestellt. Die selektive Mo-
dulation der Interneuron-Purkinjezell-Sy-

Zolpidem-sensitive
Purkinje-Zellen

N/
%

Abb. 2: Zusammenfassung der ,,Zolpidem-Methode“. Die Autoradiographie einer in situ-Hy-
bridisierung zeigt die selektive Expression der Zolpidem sensitiven GABA,-Rezeptor y2F77
Untereinheit in der Purkinje-Zell-Schicht des Zerebellums. Alle anderen Nervenzellen des
ZNS exprimieren die Zolpidem insensitive Y2177 Untereinheit. Rechte Seite: In Purkinje-
Zellen fithrt Zolpidem (rote Spur) zu einer Potenzierung des GABA -Rezeptor-vermittelten
inhibitorischen post-synaptischen Stroms (weif3e Spur). Linke Seite: In allen anderen

Neuronen ist Zolpidem wirkungslos.

wicklung. Erstmals wurden nun die GA-
BA ,-Rezeptoren in einer genau definierten
Population von Neuronen (cerebelldren
Purkinje-Zellen) so verdndert, dass bei
systemischer Gabe eines Pharmakons
auschlieBlich diese Zellen moduliert wer-
den. Ausgangspunkt waren Tiere mit einer
Substitution des Phenylalanin an Position
77 der fast ubiquitdr verbreiteten y2-Un-
tereinheit. Durch die Verdnderung dieser
Untereinheit sind alle GABA ,-Rezeptoren
im Tier fiir den Benzodiazepinrezeptor-Li-
ganden Zolpidem unempfindlich. Mit Hilfe
des Cre-LoxP-Systems und des purkinje-
zellspezifischen L7 Promoters wurde nun
die Zolpidem unempfindliche mutierte Un-
tereinheit selektiv in Purkinje-Zellen durch

napse nach Zolpidemgabe fiihrt innerhalb
weniger Minuten zu motorischen Defiziten.
Zuvor zeigen die Autoren mit Hilfe der
GFP-Markierung das korrekte Expressi-
onmuster der Untereinheit und verifizieren
elektrophysiologisch die erwartete Wieder-
herstellung der Zolpidem-Empfindlichkeit
inhibitorischer Signale in Purkinje-Zellen.
Prinzipiell ldsst sich in dieser Mutante die
Hemmung sogar bidirektional modulieren,
daes fiir den Benzodiazepin-Rezeptor auch
inverse Agonisten (DMCM) gibt.

Zum Vergleich haben die Autoren auch
Mause getestet, die gar keine postsynap-
tischen GABA ,-Rezeptoren in Purkin-
je-Zellen experimieren. Uberraschen-
derweise hatten diese Tiere in den Tests
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Das von der VolkswagenStiftung finan-
zierte ,,Zolpidem-Konsortium“ hat sich zu
regelmaigen Workshops getroffen, wie
hier in Oxford 2005. Das Foto zeigt wei-
tere Autoren des Artikels (M. Farrant, T.
Goetz, E. Korpi, E. Leppa, A.-M. Linden, W.
Sieghart, P. Somogyi, J. Swinny), Mitglie-
der des Somogyi-Labors und Gaste.

keine motorischen Defizite. Die Autoren
interpretieren dieses Ergebnis so, dass die
schnelle pharmakologische Intervention
der konstitutiven Deletion liberlegen ist, da
kompensatorische Mechanismen vermie-
den werden. Gerade hierin zeigt sich die
Uberlegenheit schnell induzierbarer Ver-
danderungen, wie sie eben in den Zolpidem
sensitiven Mutanten besteht. Interessant
wird hier der Vergleich mit dem Effekt
von DMCM sein, das eine rasche negative
Modulation der GABAergen Hemmung von
Purkinje-Zellen induzieren sollte.

Diese Arbeit stellt sicher einen metho-
dischen Durchbruch in der Herstellung
intelligenter Mausmodelle dar. Trotzdem
gibt es, wie bei allen Methoden, auch Li-
mitierungen. So wurde zum Beispiel eines
der eingefiihrten Gene offenbar X-chro-
mosomal integriert, sodass in Weibchen
ein Mosaik-Expressionsmuster auftrat
und die systemischen Untersuchungen auf
Mainnchen beschridnkt werden mussten.
Auch zeigen die Mduse mit der wieder-
hergestellten Funktion der y-Untereinheit
bereits im ersten Durchgang ohne Zolpidem
eine leichte Leistungsminderung im Rota-
rod-Test - sie sind also in Abwesenheit von
Zolpidem nicht hundertprozentig identisch
mit dem Wildtyp. Allerdings sind diese
Probleme fiir die meisten Fragestellungen
gering und als typische Komplikationen
jedem Konstrukteur von Mausmutanten
bekannt. Zuletzt sollte nicht ibersehen
werden, welcher immense Aufwand hinter
der Konstruktion und Charakterisierung
eines solchen Mausmodells steht. Nach wie
vor handelt es sich beim Aufbau solcher
komplexer genetischer Mauslinien um ein
,,Hochrisiko“-Projekt, dessen Bearbeitung
die Publikationsleistung von Doktoranden
oder Nachwuchswissenschaftlern fiir lange
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Zeit erheblich einschrinkt. Wenn, wie im
vorliegenden Fall, am Ende ein neues ge-
netisches Werkzeug und spannende Daten
zum ,,proof of principle” stehen, hat sich
der Aufwand natiirlich gelohnt - aber eben
nur dann...

Die Arbeit von Peer Wulff, Bill Wisden
und ihren Kollegen erdffnet die Aussicht
auf eine neue Generation von Mausmu-
tanten, die systemphysiologische Frage-
stellungen in bisher unerreichter Prézision
zugédnglich macht. Sie ist im Ansatz ver-
wandt zu weiteren neuen Techniken, wie
z.B. dem stereotaktisch gesteuerten Einsatz
viraler Vektoren und der Expression des
lichtgesteuerten lonenkanals Channelrho-
dopsin. Im Gegensatz zu lichtgesteuerten
Methoden hat der pharmakologische An-
satz jedoch den Vorteil, auch auf verteilte
und tiefliegende Nervenzellpopulationen
anwendbar zu sein. Neue Werkzeuge dieser
Art koénnen dazu beitragen, einen lange
ausgesprochenen aber kaum eingeldsten
Anspruch der modernen Neurowissen-
schaften zu realisieren - ndmlich in ausge-
wihlten Modellsystemen die Leistungen
des Nervensystems vom Molekiil iiber
die Zelle und das Netzwerk bis hin zum
Verhalten zu analysieren.
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