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1 Einleitung

Das Fragile X-Syndrom, nach seinen Erstbeschreibern auch als Martin-Bell-
Syndrom bekannt (Martin und Bell, 1943), gehort mit einer Inzidenz von 1:4000
bei M&nnern und 1:8000 bei Frauen (Crawford et al., 1999; Turner et al., 1996)
zu den haufigsten erblichen Ursachen mentaler Retardierung. Der Name des
Syndroms leitet sich von zytogenetischen Beobachtungen an Kkultivierten
Patientenzellen ab. Unter bestimmten Kulturbedingungen, z.B. nach
Folatentzug, kondensiert der lange Arm des X-Chromosoms wahrend der
Mitose nicht vollstandig, so dass eine kurze Region ,fragil® zu sein scheint
(Sutherland, 1977). Diese zytogenetisch darstellbare fragile Stelle liegt in der
Bande Xg27.3 und wird heute als FRAXA-Lokus bezeichnet. Neuere
Untersuchungen zeigen, dass das Auftreten der fragilen Region des X-
Chromosoms durch direkte oder indirekte Hemmung der Thymidylatsynthetase
induzierbar ist (Jacky und Sutherland, 1983).

Das Fragile X-Syndrom (FXS) manifestiert sich bei mannlichen und weiblichen
Patienten mit verschiedenen somatischen Merkmalen und Beeintrachtigungen
der intellektuellen und kognitiven F&ahigkeiten (z.B. de Vries et al., 1995;
Hagerman et al., 1997; Hatton et al., 2006; Roberts et al., 2007; Sullivan et al.,
2007; Stewart et al., 1994; Wisniewski et al., 1991). Der klinische Phénotyp des
FXS-Patienten zeichnet sich durch charakteristische Merkmale aus, die bei der
Diagnosestellung hilfreich sein kénnen, bei Erwachsenen aber deutlich
ausgepragter sind als bei Kindern. Zu den klinischen Merkmalen gehoéren
typische faziale Dysmorphien wie ein langliches, schmales Gesicht mit
vorspringendem Kinn und vorstehender Stirn und oft grof3en, manchmal auch
abstehenden Ohren. Bei ca. 80% der betroffenen Manner findet sich eine
pathologische VergréRerung der Hoden (Makroorchidie), die bereits vor der
Pubertat vorhanden sein kann (Lachiewicz und Dawson, 1994). Des Weiteren
ist das Syndrom nicht selten mit einer Bindegewebsdysplasie verbunden, die
sich in einer Hyperextensibilitat der Gelenke auf3ern kann und vermutlich mit

einem erhohten Risiko fur kardiale Veranderungen, wie einem
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Mitralklappenprolaps, verbunden ist (Crabbe et al., 1993; Sreeram et al., 1989).
AulRerdem ist bei Patienten mit Fragilem X-Syndrom eine erhthte Pravalenz
von Strabismus, Myopie und Skoliose beschrieben worden (Steinbach, 2000).
Eine kleine Gruppe betroffener Manner zeigt aul3ere Merkmale wie
Minderwuchs, Fettleibigkeit, sowie kurze Hande und FuRRe, die an das Prader-
Willi-Syndrom erinnern (de Vries et al., 1993; Schrander-Stumpel et al., 1994).
Vermutlich ist dieser Phanotyp auf eine hypothalamische Fehlregulation
zurtckzufihren (Schrander-Stumpel et al., 1994). Da bei Kindern die
phanotypischen Merkmale, abgesehen von einem mdglicherweise erhéhten
Geburtsgewicht oder einer relativen Makrozephalie (Terracciano et al., 2005;
Turner et al., 1980), meist noch nicht sehr ausgepragt sind, kénnen hier in den
meisten Fallen nur die kognitiven und intellektuellen Defizite, sowie
Verhaltensauffalligkeiten Hinweise auf das Vorliegen des Fragilen X-Syndroms
geben. Die Bandbreite der intellektuellen Beeintrachtigungen ist erheblich und
reicht von einer diskreten, allgemeinen Lernbehinderung mit normalem bis
grenzwertigem IQ, bis zu einer schwergradigen geistigen Retardierung. Anhand
von Langsschnittstudien mit Fragilen X-Patienten konnte beobachtet werden,
dass die IQ-Werte sowohl bei den weiblichen als auch den maénnlichen
Betroffenen, in signifikantem Ausmalfd mit zunehmendem Alter stetig abnehmen
(Fisch et al., 2002; Wright-Talamante et al., 1996). Die meisten betroffenen
Kinder haben Sprech- und Sprachstérungen, verbunden mit einer
Sprachentwicklungsverzégerung (Wisniewski et al., 1991). lhre Sprache wird
als narrativ. und zwanghaft beschrieben (Turner et al., 1980). Das
Lernvermdgen ist bei dem  Groldteii der Betroffenen  durch
Aufmerksamkeitsdefizite und ausgepragt hyperkinetisches Verhalten
beeintrachtigt (Steinbach, 2000). Einige Betroffene haben zusatzlich
emotionale Probleme, die sich in angstlichem Verhalten und dem Vermeiden
von Blick- und Koérperkontakt &uRern (Einfeld et al., 1994). Des Weiteren sind
bei einem relativ groBen Anteil der Jungen und bei einigen Madchen mit
Fragilem X-Syndrom samtliche Symptome des frihkindlichen Autismus
vorhanden (Clifford et al., 2006). Allerdings ist dieser gesamte

Symptomkomplex bei jedem der Betroffenen verschieden stark ausgepragt,



12

wodurch sich das Krankheitsbild in unterschiedlicher Weise préasentieren und
die Diagnose erschwert werden kann. Eine besondere Situation stellen dabei
die weiblichen Betroffenen, sowohl als Ubertragerinnen als auch als
Patientinnen dar. Im Vergleich zu den ménnlichen Patienten zeigen sie oft
einen schwacher ausgepragten Phanotyp und ein breiteres Spektrum an
intellektuellen Beeintrachtigungen, wobei insbesondere die
Intelligenzminderung im Durchschnitt weniger stark ausgepréagt ist als bei den
mannlichen Betroffenen (Riddle et al., 1998). FXS-Frauen verfiigen tUber zwei
X-Chromosomen, von denen in der Regel nur eines die
krankheitsverursachende Mutation tragt. Die zufallige Inaktivierung eines der
beiden X-Chromosomen in weiblichen somatischen Zellen ist die Ursache fir
die zu beobachtende erhdhte phanotypische Variabilitdt (Abrams et al., 1994;
Kirchgessner et al., 1995, Reiss et al., 1995; Rousseau et al., 1991). Somit wird
das Protein weiblicher Mutationstragerinnen weiterhin in allen somatischen
Zellen gebildet, in denen das nicht-mutierte X-Chromosom aktiv ist. Von dort
kann das Protein allerdings nicht in Zellen transportiert werden, die es selber

nicht synthetisieren kénnen.

Genetische Grundlage des Fragilen X-Syndroms sind Veranderungen in dem
FMR1-Gen (fragile X mental retardation gene 1). Das 38 kb umfassende
FMR1-Gen liegt auf dem langen Arm des X-Chromosoms in der Bande Xg27.3,
umfasst 17 Exons und kodiert ein 4,4 kb gro3es Transkript (Eichler et al., 1993;
vgl. Abbildung 1.1).

Promotor

TAA

9 10 11 12 13 14 15 16 17

Abbildung 1.1: Das FMR1 -Gen des Menschen

Die grauen Boxen stellen schematisch die 17 Exons des Gens dar. Dazwischen liegen die nicht-
kodierenden Introns. Die Trinukleotide ATG und TAA kennzeichnen die Position des Start- und
Stoppcodons. Im Exon 1, in dem Bereich der die 5-untranslatierte Region kodiert, liegt eine
Region, die aus zahlreichen, direkt aufeinander folgenden Kopien des Trinukleotids CGG
zusammen gesetzt ist (CGG)n).



13

Exon 1 und Exon 17 kodieren die 5’- bzw. 3’-untranslatierte Region (UTR) der
FMR1-mRNA. In dem die 5’-UTR kodierenden Genabschnitt befindet sich eine
repetitive Sequenz. Bei nicht vom FXS betroffenen Menschen besteht diese
Region aus 6-52 Kopien des Trinukleotids CGG (Fu et al., 1991; Kremer et al.,
1991). Die Anzahl dieser Trinukleotidblocke kann sich von einer zur néchsten
Generation vervielfaltigen. Durch stabilisierende Faktoren wie z.B.
intermittierende AAG-Tripletts (Kunst und Warren, 1994), zeigen die
Trinukleotide allerdings keine Tendenzen zur weiteren Expansion und sind
daher ohne pathologischen Wert. Bei Individuen hingegen, wo z.B. weniger der
intermittierenden AAGs, insbesondere am 3-Ende der CGG-Tripletts,
vorhanden sind, ist die Stabilitdt der CGG-Abfolge herabgesetzt, so dass diese
expandieren konnen (Crawford et al., 2000). Bei einer Lange von 60 bis 200
Trinukleotid-Motiven handelt es sich um eine sogenannte Pramutation. Sowohl
mannliche als auch weibliche Trager dieser Genverdnderung weisen keine
kognitiven Beeintrachtigungen auf (Reiss et al., 1993; Sobesky et al., 1996).
Jedoch hat ein Teil der weiblichen Pramutationstragerinnen ovarielle
Dysfunktionen mit vorzeitigem Beginn der Menopause (Schwartz et al., 1994).
Man spricht hier von dem sogenannten Premature Ovarian Failure (POF).
Ungefahr 30% der mannlichen Pramutationstrager erkranken im hoheren Alter
an einer neurodegenerativen Erkrankung, dem Fragile X-associated
tremor/ataxia syndrome (FXTAS) (Hagerman et al., 2003). Wahrend méannliche
Ubertrager Allele dieses Langenbereichs in der Regel ohne groéRere
Verdanderungen an ihre Nachkommen weitergeben, haben Nachkommen der
weiblichen Ubertragerinnen meist eine noch weiter expandierende repetitive
Region (Fu et al., 1991). Diese Situation mit 60 bis 200 Trinukleotiden wird als
Pramutation bezeichnet, weil es sich hierbei um eine Vorstufe der
krankheitsverursachenden Vollmutation handelt, bei der die Triplettzahl tber
200 liegt. Je langer das mdutterliche Pramutationsallel ist, desto hoher ist die
Wahrscheinlichkeit der Vererbung einer Vollmutation (Fisch et al., 1995).
Aufgrund der im Verlauf von Generationen fast immer zunehmenden Lange
einer Pramutation und Vollmutation, wird auch die Frequenz betroffener
Nachkommen von Generation zu Generation gréfl3er. Dieses Phanomen, das

man bei allen Syndromen mit mutativer Trinukleotid-Expansion beobachtet,
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wird als Antizipation bezeichnet. Beim Fragilen X-Syndrom wurde es, solange
die molekulare Ursache noch nicht bekannt war, als ,Sherman-Paradox"
bezeichnet (Fu et al., 1991). Bei einer Vollmutation gibt es tber 200 und bis zu
mehreren Tausend Wiederholungen des CGG-Tripletts. Liegen CGG-Triplett-
Regionen mit mehr als 200 Kopien vor, werden diese und benachbarte DNA-
Sequenzen methyliert. Die Methylierung des Promotors fuhrt zur vollstandigen
Unterdrickung der Transkription des FMR1-Gens, so dass das FMR-Protein
nicht mehr synthetisiert wird (Bell et al., 1991; Pieretti et al., 1991; Sutcliffe et
al., 1992). Pranatale Studien zeigen, dass die Methylierung im Rahmen einer
Vollmutation bereits in der Embryonalentwicklung stattfindet (Sutcliffe et al.,
1992). Bei mehr als 95% der FXS-Patienten ist die Vollmutation des
Trinukleotid-Bereichs ursachlich fur die Erkrankung verantwortlich. Nur bei
einem geringen Anteil der Betroffenen bewirken Deletionen oder
Punktmutationen in dem FMR1-Gen einen Ausfall des FMR-Proteins oder die
Bildung eines mutierten Proteins, welches seine normale physiologische

Funktion nicht mehr vollstandig austiben kann.

Fur wissenschaftliche Studien zum FXS wird haufig ein Mausmodell
herangezogen, eine sogenannte FMR1-Knockout-Mauslinie, bei der durch
Ausschalten des FMR1-Gens, ahnlich dem Fragilen X-Syndrom, das fragile X
mental retardation protein (FMRP) nicht mehr synthetisiert werden kann.
Ubereinstimmend mit dem Phanotyp von Patienten mit Fragilem X-Syndrom,
besitzt der Grofdteii der FMR1-Knockout-Mause vergréRerte Hoden
(Makroorchidie) (Kooy et al., 1996). Mit Hilfe von Lern- und Verhaltenstests
konnten bei den Mausen auch den kognitiven und intellektuellen Defiziten
entsprechende Beeintrachtigungen beobachtet werden (Fisch et al., 1999;
Kooy et al.,, 1996). Morphologische Untersuchungen der kortikalen Neurone
von FMR1-Knockout-Mausen zeigten verlangerte, dinne dendritische Dornen
mit unreifem Aussehen und erhdhter Dichte (Comery et al., 1997; Grossman et
al.,, 2006; Irwin et al., 2000). Diese Beobachtung deckt sich mit den
Ergebnissen aus Studien an neuronalem post-mortem-Gewebe von Patienten
mit Fragilem X-Syndrom (Hinton et al., 1991; Rudelli et al., 1985; Wisniewski et
al., 1991). Basierend auf diesen Erkenntnissen entstand die Theorie, dass ein
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Fehlen des FMR1-Proteins zur gestorten Reifung der Neurone, mit daraus

resultierenden kognitiven Defiziten, fihrt (Comery et al., 1997).

Das Genprodukt des FMR1-Gens ist das fragile X mental retardation protein
(FMRP). Es besteht aus ca. 620 Aminosaureresten und besitzt ein
Molekulargewicht von 70 bis 80 Kilodalton (kDa). Es existieren orthologe
Proteine in Saugern, Hihnern und Drosophila, was auf eine hohe evolutionare

Konservierung des Proteins schlie3en lasst.

Das FMR-Protein verflugt Gber verschiedene funktionelle Doménen. Dies sind
Proteinabschnitte, die sich aufgrund struktureller oder funktioneller
Unterschiede von ihrer Umgebungssequenz abgrenzen lassen. Die N-
terminalen 184 AS sind fir die nukleare Lokalisation des Proteins wichtig. In
Ubereinstimmung damit beinhaltet diese Region ein putatives nukleares
Lokalisationssignal (NLS) (Eberhart et al., 1996), dessen funktionelle
Bedeutung mittels Deletionsmutanten gezeigt wurde (Eberhart et al., 1996).
Aulerdem konnte gezeigt werden, dass ein Protein mit fehlender von Exon 14
kodierten Region und FMRP-Varianten mit mutiertem C-Terminus,
ausschlie8lich nukleér lokalisiert sind. Diese Beobachtungen lassen die
Lokalisation eines nuklearen Exportsignals (NES) im C-terminalen Bereich des
Proteins vermuten (Fridell et al., 1996; Sittler et al., 1996). Dariiber hinaus
wurden in dem von Exon 14 kodierten Proteinabschnitt fur ein NES
charakteristische Aminosauresequenzen beschrieben (Fridell et al., 1996). Von
Siomi et al. (1993) und Ashley et al. (1993) konnte gezeigt werden, dass FMRP
im mittleren Proteinabschnitt zwei KH- (heterogene nukleare RNP K homologe)
Doméanen besitzt. Im C-terminalen Proteinbereich liegt eine RGG-Box (Arginin-
(R), Glycin-reiche (G) Domé&ne mit RGG-Tripeptiden) (Adinolfi et al., 1999).
Beide Domanen-Typen sind als RNA-bindende Motive bekannt (Ashley et al.,
1993; Kiledjian und Dreyfuss, 1992; Siomi et al., 1993).
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Struktu r von FMRP

Dargestellt sind die einzelnen funktionellen Doméanen von FMRP: zwei KH-Domanen und eine
RGG-Box, die als RNA-bindende Motive bekannt sind, sowie ein putatives NLS (nukleares
Lokalisationssignal) und ein, durch Exon 14 kodiertes, NES (nukleares Exportsignal).

Nach Fridell et al., 1996.

Dementsprechend konnte gezeigt werden, dass FMRP an RNA bindet. In in-
vitro Untersuchungen mit homopolymerer RNA bindet FMRP praferentiell an
polyG und polyU (Siomi et al., 1993). Zudem bindet FMRP in-vitro an seine
eigene mRNA und ca. 4% der Transkripte aus fetalem menschlichem Gehirn
(Ashley et al.,, 1993). Eine von de Boulle et al. (1993) beschriebene
Punktmutation in der zweiten KH-Domane fihrt zu einem ausgepréagten, dem
Fragilen X-Syndrom entsprechenden Phanotyp. Dies deutet auf die zentrale
Bedeutung der RNA-Bindungsfahigkeit von FMRP hin. Bindungsstudien mit
verkirzten FMR1-Proteinen, denen die RGG-Box fehlte, zeigten einen Verlust
der RNA-Bindung (Siomi et al., 1993). Daher scheint die RGG-Box fur die
Fahigkeit von FMRP an RNA zu binden von sehr grof3er Bedeutung oder sogar
essentiell zu sein. Mit Hilfe von rekombinantem FMRP in RNA-
Bindungsexperimenten wurde gezeigt, dass von der RGG-Box RNA-Regionen
erkannt werden, die sich zu einer Quadruplex-Struktur, dem sogenannten G-
Quartett falten (Schaeffer et al., 2001; vgl. Abb. 1.3). In einem G-Quartett
ordnen sich vier Guanin-Reste in einer Ebene zueinander an. Diese G-
Quartett-Struktur wird durch Hoogsteen-Basenpaarung und Kalium-lonen
stabilisert (Ramos et al., 2003). Schaeffer et al. (2001) konnten zeigen, dass
FMRP in vitro spezifisch und mit hoher Affinitdt seine eigene FMR1-mRNA
bindet. Neben der eigenen FMR1-mRNA konnten aber auch mehrere hundert
andere potentielle in vivo mMRNA-Bindungspartner identifiziert werden.
Allerdings verfiigen nicht alle dieser mMRNAs Uber eine G-Quartett-Struktur
(Brown et al., 2001; Darnell et al., 2001).
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Abbildung 1.3: Struktur des RNA -G-Quartetts, welches von der RGG -Box von FMRP
erkannt wird

Schematische Darstellung der dreidimensionalen Faltung der RNA in Vorderansicht (A) und
Aufsicht der Basenstruktur (B) unter Stabilisation durch Kalium-lonen. Nach Darnell et al., 2001
und Schaeffer et al., 2001.

Schon Ende der siebziger Jahre war bekannt, dass die proteinkodierenden
Sequenzen in eukaryoten Organismen diskontinuierlich sind, d.h. von
Bereichen nichtkodierender DNA unterbrochen werden. Diese
nichtkodierenden DNA-Abschnitte nennt man intervenierende Sequenzen oder
Introns, die kodierenden Genabschnitte bezeichnet man als Exons. Bei der
Ubersetzung der genetischen Information in ein funktionsfahiges Protein
entsteht zunachst ein Zwischenprodukt, welches neben den funktionell
relevanten Exons auch die nichtkodierenden Introns enthalt und als heterogene
Kern-RNA (hnRNA, heterogeneous nuclear RNA) oder Pra-mRNA bezeichnet
wird. Damit die kodierenden Sequenzen eines solchen gestlckelten Gens ein
funktionsfahiges Stick genetischer Information bilden kdnnen, ist das
sogenannte Spleil3en wichtig. Hierbei werden die Introns herausgeschnitten, so
dass die reife mMRNA entsteht, die ins Zytoplasma transportiert wird, wo die
endglltige Proteinbiosynthese, die Translation, stattfindet. Bewerkstelligt wird
das SpleiBen der Pra-mRNA durch sogenannte SpleilBosomen. Diese
Ribonucleoprotein(RNP)-Komplexe nutzen hierzu konservierte
Erkennungsregionen an den Exon-Intron- (Spleidonor) bzw. Intron-Exon-

(SpleiRakzeptor) Ubergéangen. In eukaryoten Organismen ist ein komplexer
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Regulationsmechanismus der Genexpression beschrieben worden, bei dem
das SpleiRen der Transkripte eukaryoter Gene durch das Uberspringen
einzelner Exons (Exon-Skipping), das Einbehalten von Introns (Intron-
Retention) oder das Benutzen unterschiedlicher SpleiRdonoren oder -
akzeptoren von einem einzelnen Gen unterschiedliche mRNA-Transkripte und
damit auch unterschiedliche Proteine entstehen lasst. Dieser Prozess wird als
alternatives  Spleilen bezeichnet und kann gewebespezifisch oder
entwicklungsstadienabhangig sein (Verkerk et al., 1993). Im Rahmen dieser
Arbeit werden entsprechende mRNAs die durch alternatives Splei3en aus einer
gemeinsamen  Vorlaufer-RNA hervorgehen als SpleiRvarianten bzw.
Transkripte (T) bezeichnet. Sie kodieren jeweils unterschiedliche FMRP-
Formen, die in der vorliegenden Arbeit als Isoformen (Iso) bezeichnet werden.
Fur FMRP sind bislang zwolf unterschiedliche humane und murine mRNA-
Varianten charakterisiert worden, deren Entstehung auf alternatives Spleil3en
zurtckzufihren ist (Ashley et al., 1993; Eichler et al., 1993; Huang et al., 1996;
Sittler et al.,, 1996; Verkerk et al., 1993). Wahrend der embryonalen
Entwicklung von Mensch und Saugern, wird das Gen in fast allen Geweben
exprimiert. In adulten Geweben sind die mRNA und das Protein hauptsachlich
im Gehirn und im Hoden nachweisbar, den beiden Organen die beim Fragilen
X-Syndrom am starksten betroffen sind. Sehr geringe Proteinmengen liegen in
den Muskelgeweben und der Haut vor (Devys et al., 1993; Hinds et al., 1993;
Khandjian et al., 1995). Im Gehirn wird FMRP am starksten in Neuronen des
Hippokampus und im Zerebellum exprimiert (Devys et al., 1993; Hinds et al.,
1993). In Neuronen befindet sich FMRP préferentiell im somatodendritischen
Zytoplasma (Eberhart et al., 1996; Feng et al., 1997; Khandjian et al., 2004,
Mazroui et al., 2003). Auch in anderen Zellen ist FMRP vorwiegend im
Zytoplasma lokalisiert (Castrén et al., 2001; Devys et al., 1993; Eberhart et al.,
1996: Fridell et al., 1996; Sittler et al., 1996; Verheij et al., 1993). In geringer
Konzentration ist es aber auch im Zellkern nachweisbar (Feng et al., 1997). Im
Zytoplasma kolokalisiert FMRP mit Ribosomen (Khandjian et al., 1996). In
Saccharosegradienten kosedimentiert FMRP mit der grof3en ribosomalen
Untereinheit (Corbin et al.,, 1997; Khandjian et al., 1996). Weitere

Untersuchungen zeigen, dass FMRP im Zytoplasma als Komponente
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sogenannter  Ribonukleoprotein(RNP)-Komplexe vorliegt, die an der

Translationsregulation beteiligt sind (Khandjian et al., 2004).

Fur FMRP konnten aber nicht nur verschiedene RNA-Bindungspartner,
sondern auch unterschiedliche mit dem FMR1-Protein interagierende Proteine
charakterisiert werden. Hierbei handelt es sich bei den interessantesten
Kandidaten um die beiden autosomalen homologen Proteine von FMRP, FXR1
(fragile X relatives) und FXR2. Sie zeigen funktionell und strukturell grof3e
Ahnlichkeiten zu FMRP und besitzen sowohl in vitro als auch in vivo die
Fahigkeit zur Bildung von Homo- und Heterooligomeren (Siomi et al., 1995;
Zhang et al., 1995). Im Gegensatz zu FMRP liegen FXR1 und FXR2 auch in
peripheren Geweben, wie dem Muskelgewebe in hoher Konzentration vor
(Bakker et al., 2000; Dubé et al., 2000; Tamanini et al., 1997). Diese
unterschiedliche Proteinverteilung konnte ein Hinweis auf eine moégliche FMRP-
unabhangige Funktion von FXR1 und FXR2 sein.

Uber die genaue zellulare Funktion von FMRP ist bislang wenig bekannt.
Basierend auf den zu FMRP bekannten Erkenntnissen wurde von Eberhart et
al. (1996) folgendes Funktionsmodell publiziert: das im Zytoplasma
synthetisierte Protein gelangt durch sein Kernlokalisationssignal vermittelt in
den Zellkern. Dort bildet es mit verschiedenen anderen Proteinen (z.B. FXR2)
und Uber seine RNA-Bindedomdne mit spezifischen mRNAs, sogenannte
messenger Ribonukleoprotein(mRNP)-Komplexe. Dabei entscheiden
bestimmte RNA-Strukturen, wie z.B. die G-Quartett-Struktur, welche mRNAs
gebunden werden. Uber das Kernexportsignal von FMRP kann dann der
Transport zurtick ins Zytoplasma erfolgen, wo FMRP schlief3lich als Bestandtell
des aktiven Translationsapparates auftritt. N&here Untersuchungen zur
Beteiligung von FMRP an der Translationsregulation zeigten, dass es hier
vermutlich hauptséchlich inhibitorisch auf die mit ihm interagierenden mRNAsS
wirkt (Laggerbauer et al., 2001; Li et al., 2001). Darnell et al. (2001) konnten
allerdings in Bezug auf bestimmte mRNA-Molekile auch eine
translationsaktivierende Wirkung von FMRP zeigen. Die starke Expression des
FMR1-Proteins im Gehirn, das Hauptsymptom der mentalen Retardierung bei

Patienten mit Fragilem X-Syndrom und die unreif aussehenden dendritischen
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Dornen in der FMR1-Knockout-Maus und neuronalem post-mortem-Gewebe
von Fragilen X-Patienten (Hinton et al., 1991), deuten auf die Beteiligung von
FMRP bei der Differenzierung und Funktion von Neuronen hin. Es waére
denkbar, dass FMRP an dem Transport verschiedener mRNPs entlang der
Dendriten beteiligt ist und als ein regulatorischer Bestandteil des neuronalen
Proteinsyntheseapparates wirksam ist. Mdglicherweise beeinflusst FMRP hier
besonders die Synthese von Proteinen, die bei dem Reifungsprozess der
Synapsen von Bedeutung sind (Bagni et al., 2005). In welcher Art und Weise
das FMR1-Potein fur die Entwicklung normaler intellektueller Fahigkeiten

essentiell ist, ist allerdings noch unbekannt.
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Arbeitshypothese und Fragestellung

Wie anfangs erwahnt, sind fur FMRP in verschiedenen Spezies Orthologe
beschrieben worden. Uber orthologe Proteine der Ratte war bis zu diesem
Zeitpunkt allerdings wenig bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit sollten FMRP-
Isoformen der Ratte (Rattus norvegicus) naher charakterisiert werden. Die
FMR1-hnRNA von anderen Spezies wird bekanntermaf3en alternativ gespleil3t.
Aus diesem Grund sollte im ersten Teil der vorliegenden Arbeit nach alternativ
gespleiiten mRNA-Varianten der Ratte gesucht worden. Es ware denkbar,
dass von unterschiedlichen mRNA-Molekilen kodierte FMRP-Isoformen
verschiedene Funktionen besitzen. Daher sollten im zweiten Teil der Arbeit die
von moglichen charakterisierten Splei3varianten kodierten Proteine in
eukaryotischen Zellen exprimiert und ihr subzellulares Verhalten studiert

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden von Merck, Sigma oder Roth in hdchstmdglicher

Qualitat und Reinheit bezogen.

2.1.2 Bakterienstamme, Zelllinien, Labortiere

Tabelle 2.1: Ubersicht Giber verwendete Bakterienstda ~ mme, Zelllinien und

Labortiere
Name Hersteller
Bakterienstamm | Escherichia coli XL-1 Blue Stratagene
Zelllinie CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary) | DSMZ, Braunschweig, ACC 110
Tierzucht des
Labortiere Rattus norvegicus (Wistar-Ratte) Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf (UKE)

2.1.3 Restriktionsenzyme

Tabelle 2.2: Ubersicht Uber die verwendeten Re  striktionsendonukleasen

Enzym | Erkennungssequenz | Konzentration | Hersteller

Apal gg%é%ggg 10 U/pl Fermentas

BamHI gggﬁggg 10 U/ul Fermentas

Bglll g::::?gﬁg;_’:_’g: 10 U/pl Fermentas

EcoRI gngATAAEgg 10 U/ul Fermentas

HindllI g::::?#’oéGGilel'::g: 10 U/ul Fermentas

Kpnl gg%&ﬁ%‘g’g 10 U/pl New England Biolabs
Pstl g::::gfgg%::g 10 U/ul Fermentas
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2.1.4 Plasmid-DNA

2.1.4.1 Grundvektoren

Tabelle 2.3: Ubersicht tiber die verwendeten Grundve  ktoren

Plasmid Hersteller Verwendungszweck
PGEM®-T Easy | Promega Klonierung von PCR-Produkten
Expression von Fusionsproteinen aus FMRP-
Isoformen und C-terminalem Griin-floureszierenden
PEGFP-N1 Clontech Protein EGFP (enhanced green flourescent protein)
in eukaryotischen Zellen
. Expression von mit dem Flag-Epitop markiertem a-
pCMV-Tag2A Stefan Kindler | 1 L o Ratte
Expression von Fusionsproteinen aus rat-a-Tubulin
. und C-terminalem Rot-floureszierendem Protein
pPMRFP-N1 Stefan Kindler

mRFP (monomeric red flourescent protein) in
eukaryotischen Zellen

2.1.4.2 Konstruierte Vektoren

Tabelle 2.4: Ubersicht Uiber die konstruierten Vekto ren

Plasmid

Bemerkungen

prEFMR1-T4-EGFP

PEGFP-N1-Vektor mit der kodierenden Region der FMR1-
SpleiBvariante T4 der Ratte mit vorgeschalteter Kozaksequenz

prEMR1-T7-EGFP

PEGFP-N1-Vektor mit der kodierenden Region der FMR1-
SpleiBvariante T7 der Ratte mit vorgeschalteter Kozaksequenz

prFMR1-T8-EGFP

PEGFP-N1-Vektor mit der kodierenden Region der FMR1-
SpleiBvariante T8 der Ratte mit vorgeschalteter Kozaksequenz

pCMV-Tag2A

Ratte

pCMV-Tag2A mit der kodierenden Region von a-Tubulin der

praTub-mRFP

pmRFP-N1 mit der kodierenden Region von a-Tubulin der Ratte

2.1.5 Kits

Folgende Kits wurden in dieser Arbeit verwendet:

peqGOLD Gel Extraction Kit (Peglab)
EndoFree® Plamid Maxi Kit (10) (Qiagen)
QIAquick® PCR Purification Kit (250) (Qiagen)
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2.1.6 Oligonukleotide

Alle eingesetzten Oligonukleotide wurden, soweit nicht anders angegeben, von
Invitrogen synthetisiert. Gelieferte Oligonukleotide wurden in sterilem H,O

aufgenommen, so dass die Endkonzentration 100 pmol/ul betrug.

Tabelle 2.5: Auflistung der verwendeten Oligonukleo  tide

und das Startcodon ist durchgezogen unterstrichen.

Schnitt-

Name Sequenz (5’ —3’), Verwendungszweck stelle

FMR1r-1s Klonierung von T3, T5, T7, T8 in pGEM EcoRI
Klonierung von T1, T2, T4 in pEGFP-N1

TTGGGCCCTTGGTACTCCATTCACGAGTGG
FMR1r-8as Klonierung von T3, T5, T7, T8 in pGEM Apal
Klonierung von T1, T4 in pEGFP-N1

EMR1r-9as TTGGGCCCTGGTACTCCATTCACGAGTGGT Apal
Klonierung von T2 in pEGFP-N1 P

CTGTTAATCCCAACAAACCTGC

FMR1r-3s Sequenzierung der rFMRP-cDNA
EMR1I-7S AGGATCGAAGCTGAAAATGAG
Sequenzierung der rFMRP-cDNA
EMR1r-9s CACCAAGTTCCCTACCTTCCAA
Sequenzierung der rFMRP-cDNA
ATTTGTAATCTCTCCAAACGCAAC
FMR1r-10as Sequenzierung der rFMRP-cDNA
EMR1r-11s GTACAGATAAGGAAAAAGGCTATG
Sequenzierung der rFMRP-cDNA
TTGGATCCGGTACTCCATTCAC
FMR1r-12as Sequenzierung der rFMRP-cDNA BamHi
CMV1-s TGTCGTAACAACTCCGCCCC
Sequenzierung der rFMRP-cDNA
SVPA2 ATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAG
Sequenzierung der rFMRP-cDNA
GEP-rev GTCGCCGTCCAGCTCGAC )
(Sigma®) Sequenzierung der FMR1r-EGFP-Konstrukte am Ubergang
g zwischen der FMRP- und EGFP-cDNA
CGGAGCCCTCCATGCGC
mRFP-seg-as

Sequenzierung raTub-pmRFP

AAAAAAGCTTAGCCGCCACCATGCGTGAGT
raTub-3s Amplifikation der kodierenden Region der raTub-cDNA und
Klonierung in pmRFP-N1 bzw. pmRFP-C2

TTGGTACCGTATTCCTCTCCTTCTTCCTC
raTub-4as Amplifikation der kodierenden Region der raTub-cDNA und
Klonierung in pCMV-Tag2A

TTGGTACCTTGTATTCCTCTCCTTCTTCTT
raTub-5as Amplifikation der kodierenden Region der raTub-cDNA und
Klonierung in pmRFP-N1 bzw. pmRFP-C2
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2.1.7 Antikorper

2.1.7.1 Primare Antikorper

Tabelle 2.6: Ubersicht der verwendeten primaren Ant  ikorper
Name Verdinnung Hersteller
Immunzytochemie | Western Blot
Kaninchen-anti-a-tubulin 1.500 Abcam
Maus-anti-GAPDH 1:800 Ambion
Kaninchen-anti-vGLUT 1:10.000 Chemicon
Maus-anti-MAP2 1:1000 Sigma
Kaninchen-anti-a-FLAG 1:100 Sigma
Kaninchen-anti-mRFP 1:4000 Clontech
Kaninchen-anti-Grp78 1:250 Stressgen
Kaninchen-anti-GFP 1:10.000 Abcam
Kaninchen-anti-FMRP-Serum 1:5000 Pineda
2.1.7.2 Sekundare Antikdrper
Tabelle 2.7: Ubersicht der verwendeten sekundaren A ntikdrper
Name Xﬁ:ﬁ:ﬂ;ﬂ?&mie ) Hersteller
AlexaFlour® 488-anti-mouse-lgG 1:500 Molecular probes
AlexaFlour® 546-anti-rabbit-IgG 1:500 Molecular probes
AlexaFlour® 635-anti-mouse-1gG 1:500 Molecular probes
Marina Blue-anti-rabbit-IgG 1:500 Molecular probes
Verdinnung
(Western Blot)
HRP-anti-mouse-1gG 1:2500 Amersham
HRP-anti-rabbit-IgG 1:2000 Dianova
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Fur die Amplifikation von DNA-Abschnitten wurde Pful-Polymerase

(Promega®) verwendet.

PCR-Standardansatz:
10-50 ng DNA-Matrize
1 pl 5’-Primer (10 pmol/ul)
1 pl 3’-Primer (10 pmol/ul)
5 ul 10 x Pful-Buffer
1 pl dNTP-Mix (10mM)
1 pl Pful-Polymerase

add ddH,O auf Gesamtvolumen von 50 pl

Die Amplifikation erfolgte mit Hilfe des GeneAmp PCR System 2400

Thermocycler (Perkin EImer) nach folgenden Programmen:

Tabelle 2.8: Ubersicht der PCR-Bedingungen

PCR-Programm  |DNA-Amplifikation ?Ecgjenmer-
" . . 30- .

Initiale Denaturierung | 94<C, 2-5 min 35x 96T, 1 min 2B

Denaturierung 94<C, 30 sec 96<C, 20 sec

Primer-Hybridisierung 4-6T unter der Primer- 50T, 5 sec
Schmelztemperatur

Kettenverlangerung 72, 1 min/kb Lange des .

(Elongation) gewunschten Produkts 60C, 4 min

Endelongation 72, 3-7 min
4C, 4T,
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Die PCR-Produkte wurden nach Abschluss der PCR-Reaktion mittels des
QIAquick® PCR Purification Kit (250) (Qiagen) aufgereinigt und far

Subklonierungen verwendet.

2.2.1.2 Quantifizierung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte entweder durch Messung der
optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 260 nm im Photometer
(GeneQuant  Spektralphotometer = RNA/DNA  Calculator, = Amersham

Biosciences) oder mittels Agarosegelelektrophorese (2.2.1.3).

2.2.1.3 DNA-Gelelektrophorese, Isolierung und Aufre inigung von

DNA-Fragmenten

Zur grolRenabhangigen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde die
Elektrophorese mit horizontalen 1%igen Agarosegelen genutzt (Sambrook et al.,
1989). Die Agarose (Invitrogen Life Technologies) wurde in 1XTAE (Tris-Acetat-
EDTA-Puffer, einfach konzentriert in wassriger Loésung; Sambrook et al., 1989),
der auch als Ladepuffer diente, gel6st, und 0,2 ug/ml Ethidiumbromid (Sigma)
wurden zum Detektieren der DNA unter UV-Licht, zugegeben. Die DNA-Proben
wurden mit 6x Ladepuffer (6xLoading Dye Solution, Fermentas (10 mM Tris-HCI
(pH 7.6); 0,03% Bromphenol Blau; 0,03% Xylen Cyanol FF; 60% Glycerol; 60
mM EDTA)) versetzt, zusammen mit dem GréRenstandard Gene Ruler™ 100bp
DNA ladder (MBI Fermentas) auf das Gel aufgetragen und bei 70-130 V
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die
DNA-Fragmente Uber das interkalierte Ethidiumbromid am UV-Tisch (UVT 2035,
Herolab) sichtbar gemacht. Die gegebenenfalls fir Klonierungen relevanten
DNA-Fragmente wurden aus dem Gel ausgeschnitten und mit Hilfe des
peqGOLD Gel Extraction Kit (Peglab) entsprechend der Herstellerangaben

isoliert.
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2.2.1.4 Restriktion von DNA mit Endonukleasen

Plasmid-DNA und PCR-Produkte wurden mit Restriktionsenzymen (2.1.3) nach
Herstellerangaben verdaut. Enzymreaktionen wurden mittels Hitzeinaktivierung
(65C, 15 min) oder durch Zugabe von Ladepuffer fir die
Agarosegelelektrophorese (2.2.1.3) beendet.

2.2.1.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Linearisierte Vektoren wurden mit dem drei- bis zehnfachen molaren
Uberschuss eines entsprechend geschnittenen DNA-Fragments und 1 U T4-
DNA-Ligase (Invitrogen Life Technologies) nach Herstellerangaben mehrere
Stunden bei Raumtemperatur oder tber Nacht bei 4C inkubiert. PCR-Produkte
mit einem durch die PCR generierten Poly-A-Uberhang wurden entsprechend
der Herstellerangaben in den Vektor pGEM®-T Easy (Promega) kloniert.

2.2.1.6 Praparation und Transformation chemisch kom  petenter

Bakterien

Kompetente Bakterien (E.coli XL1-Blue, Stratagene) wurden nach der KCM-
Methode erzeugt (Mandel, 1970). Hierzu wurde eine 5 ml LB-Vorkultur (engl.
lysogeny broth) Gber Nacht bei 37C geschittelt und dann zum Animpfen einer
500 ml Hauptkultur eingesetzt. Nach Erreichen einer ODgoo von 0,3-0,6 wurde
die Bakteriensuspension fr 1-2 min in Eiswasser gekuhlt, bei 4C und 1000 x g
5 min zentrifugiert und das Pellet wurde in 50 ml eiskaltem TSB (LB, pH 6,1;
10% PEG 3350 (w/v); 5% DMSO (v/v); 0,01 M MgSOQO,; 0,01 M MgCly,)
resuspendiert. Nach einer 10-15 minitigen Inkubation auf Eis wurde die
Suspension aliquotiert, in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -70C
gelagert.

Fur die Transformation wurden 100 ul Bakteriensuspension mit 20 yl KCM (0,5
M KCI; 0,15 M CacCly; 0,25 M MgCl,), 10 pl Ligationsansatz und 70 ul Wasser
versetzt und 20 min auf Eis inkubiert. Anschlie3end erfolgte ein fiunfminatiger
.Hitzeschock" bei 37C. Nach Zugabe von 800 ul LB-Medium (Sambrook et al.,
1989) und anschlie3ender Inkubation fir 40-60 min im 37<C-Schiuittler, wurden
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die Bakterienzellen auf LB-Selektionsplatten (Sambrook et al., 1989)

ausplattiert und Uber Nacht im 37C-Brutschrank ink ubiert.

2.2.1.7 Bakterienkultur und Plasmidpraparation

Erfolgreich transformierte Bakterien konnten bei 37 in Abhangigkeit von der
vektorbedingten Resistenz auf Kanamycin- bzw. Ampicillin-haltigen LB-
Agarplatten oder in entsprechenden LB-Flissigmedien vermehrt werden
(Sambrook et al., 1989). Aus Bakterienkolonien wurden DNA-Plasmide mittels
alkalischer Lyse isoliert (Sambrook et al.,, 1989). Zur Gewinnung grof3erer
Mengen Plasmid-DNA fur Transfektionen (2.2.2.1, 2.2.2.2) wurde das

EndoFree® Plamid Maxi Kit (10) (Qiagen) nach Herstellerangaben eingesetzt.

2.2.1.8 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach dem Kettenabbruchverfahren
(Sanger et al., 1977) im Rahmen von Polymerase-Kettenreaktionen (2.2.1.1).
Hierfir wurden floureszenz-markierte Didesoxynukleotide aus dem ABI
PRISM™ BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied
Biosystems) sowie die ebenfalls darin enthaltene AmpliTag® DNA Polymerase
eingesetzt und eine PCR nach dem in Tabelle 2.8 beschriebenen Programm
durchgefthrt. Die Analyse der floureszenzmarkierten Fragmente erfolgte durch
den ABI PRISM™ 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems) im
Sequenzierlabor des Instituts fir Humangenetik (Universitatsklinikum Hamburg-

Eppendorf).

2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Kultivierung und transiente Transfektion vo n CHO-K1 Zellen

Die von Ovarien des chinesischen Hamsters (Cricetulus griseus)

abstammenden CHO-K1 Zellen wurden in F-12 Ham-Medium (Gibco,
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Invitrogen) mit 10% hitzeinaktiviertem foétalen Kéalberserum (FCS, Sigma), 100
U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin (Grunthal) in Zellkulturschalen (&
10 cm, Sarstedt) bei 37T in einer 5%igen CO ,-Atmosphére kultiviert. Zur
normalen Kultivierung der Zelllinie wurden die Zellen alle 3-5 Tage passagiert.
Hierbei wurden die Zellen einmal mit 1 x PBS-Puffer (13,7 mM NaCl; 0,27 mM
KCI; 0,9 mM Na;HPO,4; 0,23 mM KH;PO4; pH 7,4, Sambrook et al., 1989)
gewaschen und nach Zugabe von Trypsin (0,25% Trypsin (w/v), Invitrogen, in 1
x PBS-Puffer) 2-5 min bei 37<C inkubiert bis sich die Zellen von den Schalen
ablosten. Die Zellsuspension wurde mit dem drei- bis funffachen Volumen
Kulturmedium versetzt, um das Trypsin zu inaktivieren und in den gewlnschten
Zellkonzentrationen zur weiteren Kultivierung auf neue Kulturschalen tberfuhrt.
Transiente Transfektionen erfolgten mit Hilfe von Lipofectamine™ 2000

Reagent (Invitrogen) nach Herstellerangaben einen Tag nach der Zellpassage.

2.2.2.2 Praparation, Kultivierung und transiente Tr  ansfektion

primarer Hippokampusneurone

Hippokampusneurone wurden nach dem Protokoll von Blichenberg et al. (1999)
aus dem Gehirn von 18-20 Tage alten Rattenembryonen prapariert und
transfiziert. Die Neurone wurden nach der Praparation aus den Hippokampi der
Rattenembryonen fur 3 h bei 37T auf Poly-L-Lysin (Sigma) beschichteten
Deckglasern in Plattiermedium (Modified Eagle Medium (MEM) (Gibco); 10%
Pferdeserum (v/v), (Gibco, Invitrogen)) ausplattiert. AnschlieRend wurde das
Plattierungsmedium durch ,Neuromedium®“ (Neurobasalmedium (Gibco); 1 x
B27 Supplement (Gibco); 0,5 mM L-Glutamin (Gibco, Invitrogen); 25 uM
Glutamat (Sigma)) ausgetauscht. Nach vier Tagen wurde die Halfte des
Mediums durch frisches Medium ersetzt, welches kein Glutamat, daftr aber 5
MM AraC (Cytosin-B-D-Arabinofuranosid (Sigma)), enthielt, um Gliazellen aus
der Kultur zu entfernen. Im Folgenden wurden die Neurone zweimal die Woche
mit frischem ,Neuromedium“ versehen, wobei jeweils nur die Halfte des

Mediums ersetzt wurde.
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Die transiente Transfektion erfolgte am siebten Tag nach der Praparation mit
der CaPO4-Methode (Blichenberg et al., 1999; Sambrook et al., 1989). Dabei
wurden 10 pg Plasmid-DNA mit 10 upl 2,5 M CaCl, und H,O in einem
Endvolumen von 100 ul vermischt. Unter kontinuierlichem Schitteln wurden
tropfenweise 100 pl 2 x BBS (50 mM BES; 280 mM NacCl; 1,5 mM NazHPOy,,
pH 6,96) zugegeben. Nach einer zwanzigminutigen Inkubation bei RT wurden
jeweils 100 pl des DNA-BBS-Ansatzes zu den auf einem Deckglas kultivierten
Neuronen gegeben. Nach der Zugabe des Transfektionsansatzes wurden die
Zellen fur 2-4 Stunden bei 37T in einer 5%igen CO ,-Atmosphare inkubiert.
Anschliel3end wurde das Prazipitat durch 3-5 maliges Waschen mit 1 x Hanks
Balanced Salt Solution (HBSS, 10 mM HEPES, 2 mM NaOH (Gibco,
Invitrogen)) von den Zellen entfernt. In frischem ,Neuromedium® wurden die

Neurone fur weitere 5-10 Tage inkubiert.

2.2.2.3 Immunzytochemie

Fur Immunfluoreszenzuntersuchungen wurden sowohl transfizierte CHO-K1
Zellen als auch transfizierte Neurone verwendet. Mit den CHO-K1 Zellen
wurden zuséatzlich Extraktionsversuche durchgefihrt, bei denen die Zellen vor
der Fixierung zundchst 1 x mit PBS, dann 1 x mit Extraktions-Puffer (100 mM
Pipes; 1 mM MgSO4; 2 mM EGTA; 1,8 M Glycerol; pH 7,4) gewaschen und
anschlieBend mit 0,2% Triton-X-100 in Extraktions-Puffer fur 10 min bei RT
extrahiert wurden. Danach folgte ein zweimaliges Waschen der Zellen mit
Extraktions-Puffer bevor die Zellen fixiert wurden. Hierfur erfolgte zunachst ein
Waschschritt mit 1 x PBS ehe die Zellen fur 15 min bei RT mit 4%igem
Paraformaldehyd in PBS inkubiert wurden. Es folgte ein dreimaliges Waschen
mit 1 x PBS und bei den Neuronen und nichtextrahierten CHO-K1 Zellen eine
dreiminitige Permeabilisierung mit 0,1%igem Triton-X-100 in PBS bei RT.
Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS wurden unspezifische
Bindungsstellen auf den Zellen fir 1 h bei RT mit 10%igem Ziegenserum
(Gibco) in PBS blockiert. Die Inkubation mit dem jeweiligen Priméarantikorper
(verdiinnt in 10%igem Ziegenserum in PBS) erfolgte U.N. bei 4C oder 1-2 h bei
RT. Die Deckglaser wurden anschlieRend dreimal mit PBS gewaschen und mit
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entsprechenden Floureszenz-gekoppelten Sekundarantikdrpern (verdinnt in
10%igem Ziegenserum in PBS) bei RT fur 1 h inkubiert. Zuletzt wurden die
Zellen erneut dreimal mit PBS gewaschen und auf Objekttragern mit Hilfe von
Permaflour (Beckman Coulter) eingebettet. Die Verdinnungen der

verwendeten Antikorper sind Tabelle 2.6 / 2.7 zu entnehmen.

2.2.2.4 Mikroskopie

Die Fluoreszenzsignale der transfizierten Zellen und Neurone wurden mit Hilfe
des Zeiss Axiovert 135 Mikroskop in Kombination mit einer CCD C4742-95-
12NRB Digital Kamera (Hamamatsu) und der Openlab 2.2.5 Software
detektiert. Fur qualitativ bessere Aufnahmen wurde das konfokale Mikroskop
DM IRBE von Leica verwendet. Die Aufnahmen wurden mit dem Programm
Adobe® Photoshop 6.0 (Adobe System Incorporated) bearbeitet.

2.2.3 Proteinchemische Methoden

2.2.3.1 Gewinnung von Proteinextrakten aus Zellen

Fir die Proteinextraktion wurden CHO-K1-Zellen in 1,8 cm- @-Kulturschalen
ausgesat und die Expression der gewiinschten Proteine durch die transiente
Transfektion nach 2.2.2.1 induziert. Zur Gewinnung von Gesamtzellextrakten
wurden die Zellen zunachst mit 1 x PBS gewaschen und anschliel3end in
jeweils 100 pl RIPA-Puffer (1 mM Tris (pH 8,0); 5 M NaCl; 100% NPO4; 10%
NaDOC; 0,5 M EDTA (pH 8,0); 10% SDS) und 25-fachem Proteaseinhibitor
pro Zellkulturschale lysiert und 15 min auf Eis inkubiert. Zum Homogenisieren
wurde das Lysat daraufhin mehrfach auf- und abpipettiert und schlie3lich bei
13.000 rpm und 4<C fur 10 min abzentrifugiert. Das Pellet der Zentrifugation

wurde verworfen und der Uberstand bei -70T gelagert.
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2.2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-P  AGE)

Zur Auftrennung von Proteinen wurden 10%ige SDS-Polyacrylamid-Gele
(Sambrook et al., 1989) eingesetzt und die SDS-PAGE nach der von Laemmli
etablierten Methode durchgefihrt (Laemmli, 1970). Die jeweiligen durch
Proteinextraktion (2.2.3.1) gewonnenen Proteinproben wurden mit 25 ul 5 x
Laemmli-Puffer (0,5 M DTT; 10% SDS; 0,4 M Tris-HCI (pH 6,8); 50% Glycerin)
versetzt, 5 min bei 95T denaturiert und anschlieBend bei 200 V in SDS-
Ladepuffer (25 mM Tris-Base; 192 mM; 0,1% (v/v) SDS) elektrophoretisch
aufgetrennt. Als GrolRenstandard diente ein  vorgefarbter Protein-
Molekulargewichtsmarker  (Full Range Rainbow Marker, Amersham

Biosciences).

2.2.3.3 Transfer und immunzytochemische Detektion v on Proteinen

auf Nitrozellulosemembran (Western Blot)

Zur immunologischen Detektion von Proteinen wurden diese nach der
Auftrennung mittels SDS-PAGE (2.2.3.2) elektrophoretisch auf eine
Nitrozellulosemembran (PROTAN, Schleicher&Schuell) Ubertragen. Der
Transfer erfolgte mit dem semi dry Verfahren nach Angaben der Hersteller von
Membran und Blot-Apparatur (Trans-Blot® SD Cell, BioRad) in Semi-Dry
Transferpuffer (25 mM Tris-Base; 10% Methanol (v/v); 150 mM Glycin) fur ca.
45 min bei 150 mA. Nach einer erfolgreichen Proteintibertragung, die mittels
Ponceaufarbung (Ponceau S Solution, Sigma) Uberprift wurde, inkubierte man
die Membran fir 1 h bei RT mit Blockierldsung (10% Magermilchpulver oder
5% BSA in PBST (PBS + 0,3% Tween-20 (v/v)), um unspezifische Bindungen
abzusattigen. Die anschlieRende Reaktion mit dem primaren Antikdrper, der in
entsprechender Arbeitskonzentration in Blockierldsung verdinnt wurde (Tabelle
2.6), erfolgte tber Nacht bei 4C. Nach drei zehnmi nitigen Waschschritten mit
PBST folgte die Inkubation mit dem entsprechenden HRP (horseradish
peroxidase)- gekoppeltem sekundaren Antikérper in der entsprechenden
Arbeitskonzentration (Tabelle 2.7) fur 1 h bei RT. Es folgten drei weitere
zehnmintutige Waschschritte mit PBST und im Anschluss die Detektion der

antikorpermarkierten Proteine mit Hilfe des ECL-Systems (Enhanced
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Chemiluminescense; Lumi-Light Western Blotting Substrate, Roche) nach

Herstellerangaben auf Rontgenfilmen (Cronex 5 Medical X-Ray Film, Agfa).
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3 Ergebnisse

In der Literatur sind verschiedene Isoformen des RNA-bindenden Proteins
FMRP sowohl im humanen Gewebe als auch im Gewebe der Maus
beschrieben worden (Verkerk et al., 1993; Sittler et al., 1995). In unserem
Labor wird die cDNA der Ratte (Rattus norvegicus), von der zu diesem
Zeitpunkt noch keine FMR1-mRNA-Varianten bekannt sind, fur zahlreiche
Versuche und Fragestellungen eingesetzt. Daher sollte im Rahmen dieser
Arbeit untersucht werden, ob im Gehirn der Ratte (Rattus norvegicus)
unterschiedliche FMRP-Isoformen vorliegen. Anschlie3end sollten
Untersuchungen zur differenziellen subzellularen Lokalisation verschiedener
Isoformen durchgefihrt werden, anhand derer eventuelle funktionelle

Unterschiede aufgedeckt werden kdnnten.

3.1 Charakterisierung verschiedener FMRP-Isoformen der
Ratte (Rattus norvegicus)

Zur Charakterisierung moglicher FMRP-Isoformen der Ratte wurde zunachst
die bekannte FMR1-Maus-cDNA gegen das komplette Genom der Ratte
abgeglichen, um mdogliche Homologien auf DNA-Ebene zu detektieren.
Insbesondere im vorderen und hinteren Genabschnitt zeigten sich identische
Sequenzbereiche flir beide Spezies. Diese Informationen wurden fir das
Design der rattenspezifischen Primer genutzt, so dass PCR-Analysen folgten,
bei denen die cDNA aus adultem Rattengehirn als Matrize diente. Die hierfur
eingesetzten Primer FMR1-1sense und FMR1-8antisense flankieren die
kodierende Region der FMR1-cDNA der Maus. Somit sollte mit Hilfe dieser
Primerkombination die kodierende Region der FMR1-cDNA der Ratte
spezifisch amplifiziert werden. Im nachsten Schritt wurden die durch diese
Amplifikation gewonnenen PCR-Produkte zunadchst auf dem Agarosegel
aufgetrennt. Dort stellten sich Fragmente in der gewlnschten Grof3e von ca.
1,8 kb dar. Diese wurden mittels QIAquick® PCR Purification Kit (250) (Qiagen)
aufgereinigt, in den pGEM-T Easy-Vektor kloniert (2.2.1.5) und in

chemokompetente  Bakterien transformiert (2.2.1.6). Aus mehreren
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gewachsenen Kolonien wurde die Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse isoliert,
mit dem Restriktionsenzym EcoRI verdaut und zur Analyse in einem
Agarosegel aufgetrennt. Plasmide, die ein ca. 1,8 kb grof3es Insert enthielten

wurden sequenziert (Abb. 3.1).

Exon 1 Exon 2
ATGGAGGAGCTGGTGGTGGAAGTGCGGGGCTCCAATGGCGCTTTCTACAAGGCATTTGTAAAAGATGTCCATGAAGATTCTATAACAGTTGCTTTTGAAA

M EELVVEVRGSNGAFYKAFVYKDVHEHDSTITVATFE

Exon 3
ACAACTGGCAGCCAGAGAGACAGATTCCTTTCCATGATGT GAGATTCCCACCACCTGTAGGTTATAATAAAGATATAAACGAAAGT GATGAAGTTGAGGT

NNWQPERQIWPFHDVRFPPPVGYNIKDTINTESTDTEVEYV

Exon 4
TTATTCCAGAGCAAATGAAAAAGAGCCTTGCTGTTGGTGGTTAGCTAAAGT GAGGATGATAAAGGGTGAGTTTTAT GTGATAGAATATGCAGCATGTGAT o

Y SRANEIKEPCCWWLAKVYVRMTIIKTGETFYVIEYAATCD

Exon 5
GCTACATACAATGAAATTGTCACAATTGAGCGTCTACGATCTGTTAATCCCAACAAACCTGCTACAARAGATACTTTCCATAAGATCAAGCTGGAAGTGE
0

AATYNETIVTTIERILRSVYVYNPNIKPATI KTDTTFHIKTITZKTILEYV

CAGAAGATTTACGACAAATGTGTGCCAAAGAATCGGCACATAAGGATTTTAAAAAGGCAGTTGGTGCCTTCTCTGTAACTTATGATCCAGAAAATTATCA 500

PEDLARQMTCAKESAHEKDTFHKIKAVY GAFSVTYDFPENYNQ

Exon 7
GCTGGTAA GTCCATCAATGAAGTCACCTCAAAGCGAGCCCACATGTTAATTGACATGCACTTTCGAAGTCTGCGCACCAAGTTGTCTCTTATACTG 600

LvIiLSINEVTSKRAHMLTITDMHTFRSILRTIKTILSILTIIL

AGAAATGAAGAAGCCAGTAAACAACTGGAGAGTTCAAGGCAGCTTGCCTCAAGATTTCATGAACAGTTTATCGTACGAGAAGATCTGATGGGTCTAGCTA 700

R NEEASKQLTESSRQLASRTEHETG QTFTIVRETDLMGTLA
Exon 8

TTGGTACTCATGGTGCTAATATTCAGCAAGCTAGAAAAGTACCTGGGGTCACTGCTATTGATTTAGATGAGGATACCTGCACATTTCATATTTATGGAGA 300

I GTHGANTITQQARIKVYVY PGV TATIUDLUDEHDTTZ CTTFHTIYGE

Exon 9
GGATCAAGATGCAGT CAAAAAGGCTAGAAGCTTTCTGGAATTTGCTGAAGATGT CATACAAGTTCCACGAAATTTAGTAGGCAAAGTAATAGGARAAAAT

DQDAVKKARSTFLEFAEDVIQVPRNLVYVGKVYIGKHN

Exon 10

GGAAAACTGATTCAAGAGATTGTGGACAAGTCAGGAGTTGTGAGGGTGAGGATCGAAGCTGAAAATGAGAAAAGT GTCCCACAAGAAGAGGAAAATTTGC 1000

G KLIQETIVDI KSSGVV RV RTIEAENEZIKSVPQETETENL

Exon 11

CACCAAGTTCCCTACCTTCCAATAATTCAAGGGTTGGATCTAATTCCTCTGAAGAAAAGAAACATTTAGATACAAAGGAAAACACCCATTTTTCTCAACC 1100

PPSSLPSNNSRV GSNSSETEIKIKHLDTI KTENTHTFSAQP

Exon 12
TAACAGTACAAAAGT CCAGAGGGTGTTAGT GGTTT CATCAATTGTAGCAGGGGGACCCCAGARACCTGAACCCAAGGCTTGGCAGGGGATGGTACCATTT

NS TKVQRVLVYVSSIVAGGPQKPEPIKAWQGMVPF

Exon 13
G GTGGGAACAAAAGACAGCATCGCTAATGCCACTGTTCTTTTGGATTATCACCTGAACTACTTAAAGGAAGTAGACCAGTTGCGTTTGGAGAGAT 1300

VFV GGTKDSTIANATVLLDYWHLNYTILZEKTEVDOQLRLETR

Exon 14
TACAAATTGATGAGCAGTTGCGACAAATTGGAGCTAGTTCTAGACCACCACCAAATCGTACAGATAAGGAAAAAGGCTATGT GACTGATGATGGT CAAGG 1400

L QIDE QQLRQIGASSRPPPNRTDIEKTETZ KT GYVTDDSGQ QG

AATGGGTCGAGGTAGTAGACCTTACAGAAATAGGGGGCACGGCAGACGCGGTCCTGGATATACTTCAGGAACTAATTCTGAAGCATCAAATGCTTCTGAA 1500

M GR GSRPYRNRGHGRRGPGYTSGTNSEASNASE

Exon 15
ACAGAATCTGACCACAGAGACGAACTCAGTGATTGGTCATTAGCTCCAACAGAGGAAGAGAGGGAGAGCTTCCTGCGCAGAGGAGACGGACGGCGGCGTG 1600

TESDMHRDELSDWSLAPTETEERESTFILRRGDS GRRR

Exon 16
GAGGAGGCGGAAGAGGACAAGGAGGAAGAGGAAGAGGAGGAGGTTTCAAAGGAAATGACGATCATTCCCGAACAGATAATCGTCCACGTAATCCAAGAGA 1700

G GGG G@GR GQ GGRGRGGGFKGNDUDU HSRTDNRPRNPRE

Exon 17
GACTAAAGGAAGAACAACT GATGGATCCCTGCAGAGCACCTCCAGT GAAGGGAGCCGGCTGCGCACCGGGAAAGAT CGGAACCAGAAGAAGGAARAGCCA o

TKGRTTDGSLQSTSSEGSIRLRTGHKUDR RN QKKE KP

GACAGCGTGGATGGGCTGCAACCACTCGTGAATGGAGTACCCTAA 1845

bsVvDGLQPLVNSGVP

Abbildung 3.1: Kodierende Region der FMR1 -cDNA und die davon abgeleitete FMRP -
Sequenz der Ratte ( Rattus norvegicus)
Die schwazen Pfeile markieren die einzelnen Exongrenzen.
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Exon GroRRe in bp

1 >51

53
3 94
4 72
5 150
6 93
7 117
8 171
9 79
10 110
11 132
12 63
13 87
14 196
15 183
16 83
17 > 107

Tabelle 3.1: Ubersicht Uiber die GroRe der einzelnen Exons des FMR1 -Gens der Ratte
(Rattus norvegicus)

Insgesamt wurden acht verschiedene, in Abbildung 3.2 schematisch
dargestellte cDNA-Fragmente identifiziert. Die entsprechenden mRNAs gehen
vermutlich durch alternatives Splei3en aus einer gemeinsamen Vorlaufer-RNA
hervor und werden in der vorliegenden Arbeit als SpleiRvarianten bzw.
Transkripte (T) bezeichnet. Sequenzabschnitte, die in der mMRNA mit der
langsten kodierenden Region vorhanden sind, in mindestens einem der
anderen sieben Transkripte aber fehlen, werden nachfolgend als variable
Regionen oder Abschnitte bezeichnet. Die acht verschiedenen cDNA-
Fragmente kodieren jeweils unterschiedliche FMRP-Varianten, die im Rahmen

dieser Arbeit als Isoformen (Iso) bezeichnet werden.
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Abbildung 3.2: FMR1 -cDNA-Varianten der Ratte

Schematische Darstellung der mittels PCR-Amplifikation von Ratten-cDNA und anschlieBender
Sequenzierung identifizierten SpleilRvarianten im kodierenden Bereich der rFMR1-mRNA. Die
rFMR1-Spleivarianten sind von T1-T8 (T = Transkript) durchnummeriert. Hierbei entspricht T7
der langsten identifizierten cDNA-Sequenz. Fehlende Sequenzabschnitte sind gepunktet
dargestellt und mittels der Nukleotidpositionen im vollstandigen Transkript T7 beschrieben. Das
Startcodon ist durch ATG, das Stoppcodon durch TAA gekennzeichnet.

Innerhalb der FMR1-cDNA-Sequenz sind Bereiche gekennzeichnet, die folgende Doménen
kodieren: NLS (Nukledres Lokalisationssignal) und NES (Nukledres Exportsignal) sowie drei
RNA-bindende Doménen: KH1 und KH2 (hnRNP K homologe Doméne 1 bzw. 2) und die RGG-
Box (Arginin-(R), Glycin-reiche (G) Domé&ne mit RGG-Tripeptid).

Die gesamte Lange der kodierenden Region des langsten identifizierten
Transkriptes umfasst 1842 bp und kodiert ein 614 AS umfassendes und 69 kDa
gro3es Protein. Schaut man sich die schematische Darstellung der acht
charakterisierten Transkripte an (Abb. 3.2), fallt auf, dass im vorderen Abschnitt
des FMR1-Gens der Ratte vermutlich kein alternatives Splei3en stattfindet. Die
vom 5’-Ende aus gesehen erste variable Region liegt 1123 bp vom Startcodon
entfernt und umfasst 63 nt. Sie liegt stromabwaérts der NLS-, KH1- und KH2-
kodierenden Regionen. Somit besitzen alle von den acht Spleil3varianten
kodierten FMRP-Isoformen die NLS-vermittelte Fahigkeit der Translokation in
den Zellkern und die RNA-bindende Funktion der beiden KH-Doméanen. Bei
funf der acht Splei3varianten fehlt diese erste variable Region von 63 nt. Bei
der SpleiRvariante T3 fehlt gegentber T7 lediglich diese 63 nt umfassende
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Region. Bei den Transkripten T1, T2, T5 und T6 sind wahrend des
Spleildvorganges zusatzlich weitere Bereiche entfernt worden. Hierbei handelt
es sich um Regionen, die hinter dem NES-kodierenden Bereich liegen und
unterschiedlich lange Nukleotidsequenzen umfassen. Bei den Spleil3varianten
T2, T4 und T5 ist der zusatzlich fehlende Abschnitt am kleinsten. Er umfasst
nur 36 nt. Bei den Spleil3varianten T6 und T8 fehlen zusatzlich 39 unmittelbar
stromabwarts daran anschlieende Nukleotide. Die variable Region ist folglich
insgesamt 75 nt lang. Bei dem Transkript T1 sind zusatzlich die an diese
Region stromabwarts anschlieRenden 147 nt entfernt worden. Somit umfasst
die variable Region hier insgesamt 222 nt, woraus der vollstdndige Verlust des
fur die RNA-bindende RGG-Box kodierenden Genabschnittes resultiert. Dem
Transkript T2 fehlt eine 224 nt umfassende Region etwas stromaufwarts des

Stoppcodons. Daher kodiert T2 eine C-terminal unvollstdndige RGG-Box.

Durch den Vergleich der neu identifizierten cDNA-Sequenzen mit der
genomischen Sequenz der Ratte konnte die FMR1-Genstruktur der Ratte
aufgeklart werden (Abb. 3.1). Unterschiedliche Transkripte entstehen durch die
differenzielle Nutzung einzelner Spleil3donoren und —akzeptoren an definierten
Exon-Intron-Ubergangen sowie mittels alternativer SpleiRpunkte innerhalb
einzelner Exons (Abb. 3.3). Die erste variable Region wird von Exon 12 kodiert.
Dieser Sequenzbereich fehlt bei den Transkripten T1, T2, T3, T5 und T6. Die
weiter stromabwarts gelegenen, auch in Kombination auftretenden, variablen
Abschnitte werden durch die differenzielle Verwendung zwei alternativer
SpleiRakzeptoren und eines alternativen Spleil3donors innerhalb des Exons 15
aus der Vorlaufer-RNA entfernt. Zur Herstellung der Transkripte T2, T4 und T5
wird der weiter stromaufwarts gelegene Akzeptor genutzt, wahrend bei der
Synthese der Transkripte T6 und T8 der stromabwarts davon gelegene
Spleilakzeptor verwendet wird. Der alternative Spleil3donor in Exon 15 findet
bei der Entstehung des Transkriptes T2 Verwendung. Des Weiteren gibt es
einen alternativen SpleiRakzeptor innerhalb des Exon 16, der bei der

Entfernung der grof3en in T1 fehlenden variablen Region, genutzt wird.
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Somit sind mittels PCR-Amplifikation der adulten Rattengehirn-cDNA acht
FMR1-mRNA-Varianten charakterisiert worden, die acht unterschiedliche
rFMRP-Isoformen kodieren. In keinem der acht Transkripte bewirkt das Fehlen
einzelner variabler Regionen eine Verschiebung des Leserahmens (frame-
shift). Es ware denkbar, dass die einzelnen variablen Regionen der
SpleiBvarianten individuelle Domanen mit separaten Funktionen kodieren.
Daher war die auf den neu gewonnenen Erkenntnissen aufbauende Frage, ob
die verschiedenen Isoformen in Zellen ein unterschiedliches Verhalten in Bezug
auf ihre subzellulare Verteilung zeigen. Um hierauf eine Antwort zu erhalten,
wurden zunéchst eukaryotische Expressionsvektoren konstruiert, die drei
unterschiedliche FMRP-Isoformen als Fusionsproteine mit dem enhanced
green flourescent protein EGFP kodieren.

3.2 Herstellung eukaryotischer Expressionsvektoren

Zur Herstellung der eukaryotischen Expressionsvektoren wurden die
kodierenden Regionen der beschriebenen acht FMR1-cDNA-Varianten tber die
Restriktionsschnittstellen EcoRl und Apal aus den entsprechenden pGEM-T
Easy-Vektoren heraus geschnitten und in den eukaryotischen

Expressionsvektor pEGFP-N1 inseriert.

Die cDNA-Fragmente der Transkripte T4, T7 und T8 wurden erfolgreich
subkloniert, wahrend die restlichen fiinf cDNAs nicht in den eukaryotischen

Expressionsvektor eingebracht werden konnten.
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Abbildung 3.4: Darstellung der erfolgreich in dem e ukaryotischen Expressionsvektor
pPEGFP-N1 subklonierten rFMR1-cDNA-Regionen

A: Schematische Darstellung der cDNA-Fragmente der drei erfolgreich subklonierten rFMR1-
MRNA-Varianten T4, T7 und T8 B: Schematische Darstellung der kodierten Fusionsproteine mit
der Bezeichnung rEMRP-1Iso4/Iso7 bzw. 1so8-EGFP

Schaut man sich den Aufbau der drei erfolgreich subklonierten cDNA-
Fragmente an, fallt auf, dass es sich hierbei um die drei Transkripte handelt,
bei denen die erste variable Region von 63 nt vorhanden ist. Somit
unterscheiden sich die drei Transkripte T4, T7 und T8 lediglich in dem Aufbau
ihrer 3'- Bereiche der kodierenden Region voneinander. Bei T7 fehlen auch im
hinteren Teil der kodierenden Region keine Nukleotide. Folglich stellt das durch
diese Spleil3variante kodierte Protein, die grof3te identifizierte FMRP-Isoform
der Ratte dar. Demgegenuber kénnen wir anhand der Konstrukte der
SpleiRvarianten T4 und T8 das Verhalten von zwei FMRP-Isoformen der Ratte
studieren, denen wie im Falle von Iso4 im C-terminalen Proteinabschnitt 12 AS,
oder wie bei der Isoform Iso8, 25 AS fehlen. Bevor aber mit den
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Expressionsanalysen der Fusionsproteine in eukaryotischen Zellen begonnen
werden sollte, galt es zu kontrollieren, ob in eukaryotischen Zellen die

vollstdndigen Fusionsproteine synthetisiert werden.

3.3 Synthese rekombinanter FMRP-Isoformen in

eukaryotischen Zellen

Um zu testen, ob die vollstindigen Fusionsproteine synthetisiert werden,
wurden CHO-K1-Zellen jeweils mit einem der drei Konstrukte prFMR1-T4/-T7/-
T8-EGFP transient transfiziert und 24 Stunden spater lysiert. Anschlieend
wurden die Zellextrakte in einer Western Blot Analyse sowohl mit einem
polyklonalen Antikdrper eines Kaninchens gegen die EGFP-Domane, als auch
mit polyklonalem anti-FMRP-Serum analysiert. Als Negativkontrolle diente ein

Zellextrakt nichttransfizierter CHO-K1-Zellen.
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Abbildung 3.5: Expression von rFMRP  -EGFP Fusionsproteinen in CHO -K1-Zellen

Die Synthese der vollstdndigen Fusionsproteine wurde mittels Western Blot Analyse mit einem
polyklonalen Antikérper gegen die EGFP-Domane (1:10.000) (A) und einem polyklonalen
FMRP-Antikorper (1:5000) (B) analysiert. Die Proteine in der erwiinschten GroéRe werden
exprimiert. Als Kontrolle diente ein Zellextrakt nicht-transfizierter CHO-K1-Zellen.
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Es zeigte sich in den Western Blot Analysen, dass alle drei Fusionsproteine in
der erwarteten Grof3e von ca. 100 kDa synthetisiert werden. Die kalkulierten
Molekulargewichte der Isoformen Iso4, 1so7 und Iso8 sind 98 kDa, 99 kDa und
96,2 kDa. Gegenuber dem Protein-Gré3enmarker laufen die Fusionsproteine
langsamer als der kalkulierten Gré3e entsprechend erwartet. Dieses Verhalten
wurde aber bereits bei zahlreichen Western Blot Analysen mit dem isolierten
FMR1-Protein beobachtet (Siomi et al., 1993). In dem Extrakt nicht-
transfizierter Zellen zeigten sich keine Banden, womit eine Kreuzreaktivitat der

Antikdrper ausgeschlossen werden kann.

3.4 Untersuchung der subzellularen Lokalisation

verschiedener rFMRP-Isoformen in CHO-K1-Zellen

Fur die Untersuchung der subzellularen Lokalisation der Fusionsproteine in
eukaryotischen Zellen wurden transfizierte CHO-K1-Zellen am zweiten Tag
nach der Transfektion fixiert. Daraufhin folgte eine immunzytochemische
Farbung der Zellen mit einem polyklonalen Antikérper gegen a-Tubulin (im
roten Kanal dargestellt) zum Nachweis der Mikrotubuli. Rekombinante Proteine
werden mittels ihrer Autofloureszenz detektiert. Als Vergleich dienten Zellen,
die mit einem EGFP-Vektor (b EGFP-N3) transfiziert wurden.

Zur Beschreibung der subzellularen Proteinverteilung wird in der vorliegenden
Arbeit prinzipiell zwischen zwei Verteilungsmustern unterschieden. Wenn sich
die Fusionsproteine zu vielen, kleinen Uber die Zelle verteilten Strukturen
zusammenlagern, wird das entsprechende Verteilungsmuster als ,granular”
bezeichnet. Gro3e die rekombinanten Proteine enthaltende Zellbestandteile

werden hingegen als ,Aggregate” bezeichnet.
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Abbildung 3 .6: Subzellulare Verteilung von EGFP in CHO -K1-Zellen
A+D: Autofluoreszenz von EGFP B+E: Detektion des endogenen a-Tubulins mittels
Immunfloureszenz C+F: Uberlagerung beider Kanale

In den pEGFP-N3 transfizierten CHO-K1-Zellen zeigt EGFP eine recht
gleichméRige Verteilung im Zytoplasma und Nukleus (Abb. 3.6 A und D).
Hierbei ist eine Akkumulation im Zellkern zu beobachten. Im roten Kanal sind
die filigranen Filamente des Mikrotubulus-Zytoskelettes erkennbar (Abb. 3.6 B
und E). In der Uberlagerung der beiden Kanale (Abb. 3.6 C und F) kommt es zu
einer partiellen Gelbfarbung die auf eine teilweise Kolokalisation, aber nicht
zwangslaufige Assoziation von EGFP und a-Tubulin im Zytoplasma hindeutet.
Die drei FMRP-Isoformen zeigen in den CHO-K1-Zellen eine unterschiedliche

subzellulare Verteilung.
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Abbildung 3.7: Subzellulare Verteilung von rFMRP  -Iso4-EGFP in CHO-K1-Zellen

A+D: Autofluoreszenz von rEFMRP-Iso4-EGFP B+E: Dargestellt ist die a-Tubulin-Immunféarbung
C+F: Uberlagerung beider Kanile a+d: Jeweils vergroRerte Ausschnitte aus Bild A bzw. D. Die
weile Linie in Bild d zeigt die Grenze zwischen Zellkern und Zytoplasma. Deutlich wird die
Anreicherung des Fusionsproteins im perinukledren Zytoplasma.

Das Fusionsprotein rFMRP-Iso4-EGFP ist vornehmlich im Zytoplasma
lokalisiert und akkumuliert dort in Form kleiner Granulae, die tiber das gesamte
Zytoplasma verteilt sind (Abb. 3.7). Die Granulae-Dichte ist perinukledr am
hochsten und nimmt zur Peripherie der Zelle hin ab, wie besonders bei der in
Abbildung 3.7 D-F dargestellten Zelle gut zu sehen. Eine Kolokalisation mit
dem in dem roten Kanal immunzytochemisch dargestellten a-Tubulin, ist nicht

zu beobachten.



47

Abbildung 3.8: Subzellulare Verteilung von rFMRP  -1so7-EGFP in CHO-K1-Zellen

A+D: Autofluoreszenz von rEMRP-Iso7-EGFP B+E: Dargestellt ist die a-Tubulin-lmmunfarbung
C+F: Uberlagerung beider Kanale

Das Fusionsprotein rFMRP-Iso7-EGFP stellt die grof3te bekannte rFMRP-
Isoform dar. Dieses Protein zeigt wie rFMRP-Iso4-EGFP eine vorwiegend
zytoplasmatische Lokalisation, neigt aber deutlich mehr zur Bildung grél3erer
Aggregate mit perinuklearer Anreicherung (Abb. 3.8 A und D). Unter den
transfizierten Zellen Gberwog neben der feingranularen Proteinverteilung das
Bild der wie in Abbildung 3.8 erkennbaren perinuklearen Proteinaggregate, die
folglich fir das Fusionsprotein des Transkriptes T7 unter den Bedingungen der
hier durchgefuhrten Transfektion und Fixierung nach zwei Tagen,

charakteristisch zu sein scheinen.
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Zellkern

Abbildung 3.9: Subzellulare Verteilung von rFMRP  -1so8-EGFP in CHO-K1-Zellen

A+D: Autofloureszenz von rEMRP-Iso8-EGFP B+E: Dargestellt ist die a-Tubulin-Immunférbung
C+F: Uberlagerung beider Kanéle a Gezeigt ist ein vergroRerter Ausschnitt aus Bild A, in dem
die perinukledren Aggregate des Fusionsproteins deutlich erkennbar sind.

Die Isoform rFMRP-Iso8-EGFP ist in allen Zellen hauptséchlich im Zytoplasma
nachweisbar. In verschiedenen Zellen sind unterschiedliche subzellulare
Verteilungsmuster erkennbar. Neben der Bildung perinuklearer Aggregate
(Abb. 3.9 A), wie sie bereits fur die Isoform Iso7 beschrieben wurden (Abb. 3.8
A und D), finden sich auch transfizierte Zellen mit granuldrem
Proteinverteilungsmuster, ahnlich wie sie bei der Isoform Iso4 zu beobachten
sind (Abb. 3.7 A und D), wobei das Muster der perinuklaren Proteinaggregate

Uberwiegt.



49

Abbildung 3.10: Verglei ch der subzellularen Verteilung von EGFP und den dr ei
verschiedenen rEMRP-Isoformen in transfizierten CHO  -K1-Zellen

Wahrend sich EGFP gleichmafig im Zytoplasma und Zellkern verteilt (A), ist Iso4 granular
vorwiegend im Zytoplasma lokalisiert (B). Demgegeniber neigt Iso7 zur Bildung perinuklearer

Aggregate (C). Iso8 zeigt subzellular sowohl die perinukledren Aggregate als auch perinukleare
Granulae (D).

In Abbildung 3.10 sind die subzellularen Verteilungsmuster der rekombinanten
Proteine zusammenfassend dargestellt. Hierbei wird deutlich, dass alle drei
Fusionsproteine eine vorwiegend zytoplasmatische Lokalisation mit

unterschiedlich stark ausgepragter Aggegratbildung aufweisen.

3.4.1 Assoziation der rFMRP-Isoformen mit dem Zytos  kelett

Um zu untersuchen ob die rFMRP-Isoformen mit dem Zytoskelett assoziieren,
wurden die transfizierten CHO-K1-Zellen zwei Tage nach der Transfektion

zunachst fir 10 min mit 0,2% igem Triton-X-100 permeabilisiert. Anschlielend
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folgte die gewohnte Fixierung der Zellen mit 4%igem PFA. Bei der
zehnminutigen Extraktion der transfizierten Zellen werden die I8slichen
Zellbestandteile herausgelost, so dass in den fixierten Zellen préferentiell die
Zytoskelett-assoziierten Komponenten verbleiben. Die rekombinanten Proteine
werden nur dann in den Zellen verbleiben, wenn sie mit nicht extrahierten
Zellbestandteilen, wie dem Zytoskelett, assoziiert sind.

Auch bei diesen Versuchen dienten EGFP- exprimierende Zellen als Vergleich.

Abbildung 3.11: Subzellulare Verteilung von EGFP in extrahierten CHO -K1-Zellen

A: Im griinen Kanal ist kein EGFP zu detektieren. Es liegt ungebunden in der Zelle vor und wird
durch die Extraktionsbehandlung vollstandig aus der Zelle eliminiert. B: Erkennbar ist die a-
Tubulin-Farbung.

Bei EGFP handelt es sich um ein bekanntermal3en nicht mit dem Zytoskelett-
assoziiertes Protein, welches daher nach der Extraktionsbehandlung in den
Zellen nicht mehr nachweisbar sein musste. Dieses Bild zeigte sich, wie in
Abbildung 3.11 zu sehen ist, tatsachlich. So ist in den extrahierten Zellen nach
wie vor in dem roten Kanal a-Tubulin immunzytochemisch nachweisbar.
Hingegen ist EGFP, Uber seine Autofluoreszenz im griinen Kanal detektierbar,
nach der Zellextraktion nicht mehr nachzuweisen, wobei eine Analyse der
entsprechenden lebenden Zellen vor der Extraktion gezeigt hatte, dass
zahlreiche Zellen EGFP exprimieren.

Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz der extrahierten Zellen wurde ein nicht
extrahierbares Fusionsprotein aus murinem a-Tubulin und dem mRFP
(monomeric red fluorescent protein) koexprimiert. Dadurch konnte die

erfolgreiche Transfektion gezeigt werden, jedoch stellte sich dieses
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Fusionsprotein subzellular in Form unspezifischer, klumpiger Signale dar.

Daher habe ich mich gegen eine Darstellung dieser Bilder entschieden.

Abbildung 3.12: Subzellulare Verteilung von rFMRP  -Iso4-EGFP in extrahierten CHO -K1-
Zellen

A+D: Autofluoreszenz des granuldaren rFMRP-1so4-EGFP a+d: VergroRerte Ausschnitte aus
dem gekennzeichneten Bereich der Bilder A bzw. D B+E: Im roten Kanal die a-Tubulin-
Immunfarbung C+F: Uberlagerung des roten und griinen Kanals

Im Vergleich zum |8slichen Protein EGFP lie3 sich EGFP mit den drei FMRP-
Isoformen fusioniert, auch nach Triton-Behandlung in den Zellen reichhaltig
nachweisen. Somit scheinen die drei rFMRP-Isoformen im Zytoplasma mit

unléslichen Zellbestandteilen, wie dem Zytoskelett, assoziiert zu sein.
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Auch bei den extrahierten Zellen zeigen die einzelnen Isoformen die bereits

beschriebenen Charakteristika in ihrer subzellularen Verteilung.

Abbildung 3.13: Subzelluldre Verteilung von rFMRP  -Iso7-EGFP in extrahierten CHO -K1-
Zellen

A+D: Autofluoreszenz von rFMRP-Iso7-EGFP mit perinukledaren Aggregaten a+d: Vergro3erte
Ausschnitte der gekennzeichneten Bereiche der Bilder A bzw. D B+E: Immunzytochemischer
Nachweis von a-Tubulin C+F: Uberlagerung des roten und griinen Kanals
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So verteilt sich rFMRP-I1so4-EGFP auch nach der Extraktionsbehandlung in
Form zahlreicher kleiner Granulae mit Aussparung des Zellkerns gleichméaRig
Uber das gesamte Zytoplasma (Abb. 3.12).

Bei der Isoform Iso7 lieR sich auch in extrahierten Zellen die starke
Aggregatbildung des Fusionsproteins mit perinukledrer Anreicherung und
kompletter Aussparung des Zellkerns (Abb. 3.13) beobachten. Im roten Kanal
ist das immunzytochemisch detektierte a-Tubulin zu sehen, welches durch die
Extraktion der l6slichen Komponenten nach der Triton-Behandlung, noch

filigraner erscheint.

Abbildung 3.14: Subzellulare Verteilung von rFMRP  -I1so8-EGFP in extrahierten CHO -K1-
Zellen

A+D: Autofluoreszenz von rFMRP-Iso8-EGFP B+E: Erkennbar ist die a-Tubulin-immunfarbung
C+F: Uberlagerung des roten und griinen Kanals
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Auch die extrahierten, das Fusionsprotein rFMRP-1so8-EGFP exprimierenden,
Zellen bestatigen das subzellulare Verteilungsmuster, welches diese Isoform
bereits zuvor in den nichtextrahierten Zellen zeigte. Und sowohl die grol3eren
Aggregate (Abb. 3.14 A) als auch die kleineren Granulae (Abb. 3.14 D) sind an
das Zytoskelett gebunden.

Abbildung 3.15: Vergleich der subzellularen Verteil ung von EGFP und den drei rFMRP -
Isoformen in extrahierten CHO-K1-Zellen

A: Nach der Extraktion der pEGFP-N3-transfizierten Zellen ist kein EGFP mehr zu detektieren
B: Auch nach Extraktion zeigt rFMRP-Iso4-EGFP eine zytoplasmatische granulare Verteilung
C: Perinukledre Clusterung von rFMRP-Iso7-EGFP auch in extrahierten Zellen D: Die
perinukledren Aggregate und Granulae zeigt rFMRP-Iso8-EGFP auch nach Extraktion

In der Abbildung 3.15 sind die vier charakteristischen Verteilungsmuster der
extrahierten Zellen fur EGFP und den drei rFMRP-Isoformen
zusammengefasst. Anhand dieser Ubersicht lasst sich sowohl der Unterschied

zwischen dem ungebundenen Protein EGFP und den Zytoskelett-assoziierten

Fusionsproteinen rFMRP-Iso4-/Iso7- und Iso8-EGFP als auch den einzelnen
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Fusionsproteinen untereinander deutlich aufzeigen. Eine zusammenfassende

Ubersicht dieser Beobachtungen ist in Abbildung 3.16 dargestellt.

A rFMRP-Iso7-EGFP

-> starke Aggregatbildung
—> perinuklear

KH1  KH2 RGG

B rFMRP-1so4-EGFP 12 AS

- Granulae
- gleichmallig im Zytosol

C rFMRP-Iso8-EGFP 25 AS

- Aggregate, vereinzelt
Granulae

-> Alle drei Isoformen sind Zytoskelett-assoziiert

Abbildung 3.16: Zusammenfassende Ubersicht der beob  achteten subzellularen
Lokalisationsmuster der drei rFMRP-Fusionsproteine in CHO-K1-Zellen

Zusammenfassend lasst sich beziglich der beobachteten subzellularen
Lokalisation der drei rFMRP-Isoformen festhalten, dass es sowohl
Unterschiede als auch Gemeinsamkeiten gibt. Die beobachteten Unterschiede
beziehen sich auf die zytoplasmatische Verteilung der exprimierten
Fusionsproteine. Dort lasst sich wie im Falle der Isoform Iso4 eine granulare
Verteilung oder wie bei der Isoform Iso7 und in Teilen auch bei Iso8 eine starke
Aggregatbildung beobachten. Den drei Isoformen gemein ist hingegen die
vorwiegend zytoplasmatische Lokalisation. Durch die Triton-Extraktion der
transfizierten Zellen konnte fur alle drei Isoformen eine Zytoskelettassoziation
gezeigt werden. Eine weitere Gemeinsamkeit ist die mehr oder weniger stark
ausgepragte perinukleare Anreicherung der exprimierten Fusionsproteine.
Diese konnte auf eine Assoziation der Fusionsproteine mit dem
Endoplasmatischen Retikulum (ER) hindeuten, welches in hdherer

Konzentration in Kernnahe vorliegt. Um diese Hypothese zu verifizieren,
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wurden im folgenden Versuchsteil Untersuchungen zur Kolokalisation zwischen

den rEMRP-Isoformen und dem ER durchgefihrt.

3.4.2 Untersuchung der Assoziation der rFMRP-Isofor  men mit dem
ER in CHO-K1-Zellen

Fur die Anfarbung des ER zum Nachweis einer moglichen Kolokalisation mit
den exprimierten rFMRP-Isoformen, wurde der polyklonale Grp78-Antikorper
eingesetzt. Hierbei handelt sich um einen Antikérper gegen das 78 kDa grol3e,
Glukose-regulierte Protein, auch als BiP (Binding Protein) bezeichnet. Es
gehort zur Gruppe der Hitzeschockproteine und ist das haufigste Chaperon im
Lumen des ER, wo es die posttranslationale Modifikation neu synthetisierter

Proteine unterstiitzt und kontrolliert.

In diesem Versuchsteil erfolgte die Fixierung der transfizierten CHO-K1-Zellen
bereits am ersten Tag nach der Transfektion. Als Vergleich dienten wiederum
mit EGFP-transfizierte Zellen in denen sich ein homogenes Verteilungsmuster
von EGFP im Zytoplasma mit nukleéarer Anreicherung zeigt (Abb. 3.17 A und
D). Das ER ist perinukledr konzentriert (Abb. 3.17 B und E). Dies entspricht
dem physiologisch stark angereicherten ER in diesem Zellareal. Eine
Gelbfarbung und folglich eine Kolokalisation von EGFP und dem ER lasst sich

nicht beobachten.
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Abbildung 3.17: Subzellulare Verteilung von EGFP in CHO-K1-Zellen bezuglich des ER
A+D: Autofluoreszenz von EGFP B+E: Erkennbar ist die ER-Immunfarbung mit dem Grp78-
Antikérper C+F: Uberlagerung der Signale aus dem roten und griinen Kanal.
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Abbildung 3.18: Subzellulare Verteilung von rFMRP  -Iso4-EGFP in CHO-K1-Zellen
beziglich des ER

A+D: Autofluoreszenz des granularen rFMRP-Iso4-EGFP B+E: Im roten Kanal die ER-
Immunfarbung mit dem Grp78-Antikérper C+F: Uberlagerung der Signale aus dem roten und
griinen Kanal. Gelbfarbung veranschaulicht eine Kolokalisation von rFMRP-Iso4-EGFP mit dem

Die rFMRP-Isoform Iso4 zeigt auch in diesen Transfektionsversuchen das
bereits vorher beobachtete granulare subzellulare Verteilungsmuster mit
starker Dominanz im Zytoplasma und perinuklearer Anreicherung. In diesem
Bereich lasst sich durch Uberlagerung der Signale aus dem roten und griinen
Kanal eine pragnante Gelbfarbung nachweisen (Abb. 3.18 C und F), die fir
eine Kolokalisation des Fusionsproteins rFMRP-Iso4-EGFP mit Strukturen des
ER spricht.
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Abbildung 3.19: Subzellulare Verteilung von rFMRP -Iso7-EGFP in CHO-K1-Zellen
beziglich des ER

A+D: Autofluoreszenz von rFMRP-Iso7-EGFP B+E: Erkennbar ist die ER-Immunfarbung mit
dem Grp78-Antikdrper C+F: Uberlagerung der Signale aus dem roten und griinen Kanal.
Gelbféarbung veranschaulicht eine Kolokalisation von rEMRP-Iso7-EGFP mit dem ER.

Bei dem Fusionsprotein rFMRP-Iso7-EGFP lasst sich auch in diesen
Transfektionsversuchen die perinukledre Aggregatbildung beobachten. Wurde
sie in den Versuchen aus Abschnitt 3.4 und 3.4.1 allerdings fast in allen mit
diesem Konstrukt transfizierten Zelle beobachtet, stellte sich das Bild in diesem
Falle anders dar, denn in nur noch ungefahr der Halfte der Zellen lag das
Fusionsprotein in Aggregaten vor. In den ubrigen Zellen verteilte sich das

exprimierte Protein in Form kleiner Granulae Uber das gesamte Zytoplasma,
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wie an der Zelle in Abbildung 3.19 D exemplarisch dargestellt. Entscheidender
Grund fur diese Beobachtung kénnte der Zeitpunkt der Zellfixierung sein. Die
Zellen aus Abschnitt 3.4 und 3.4.1, die bei diesem Fusionsprotein eine
ausgepragte Bildung von Proteinaggregaten zeigten, wurden erst zwei Tage
nach Transfektion fixiert. Bei den Zellen aus diesem Versuchsteil hingegen
erfolgte die Fixierung bereits einen Tag nach Transfektion. Mdglicherweise
bilden die Fusionsproteine zunachst kleinere Granulae, die sich spater zu
groReren Proteinaggregaten zusammenlagern. Des Weiteren lasst sich
festhalten, dass es bei der Uberlagerung des roten und griinen Kanals im
perinukledren Bereich zu einer starken Gelbfarbung kommt, die eine
Kolokalisation des Fusionsproteins rFMRP-Iso7-EGFP mit Strukturen des ER

vermuten lasst.

Abbildung 3.20: Subzellulare Verteilung von rFMRP  -Iso8-EGFP in CHO-K1-Zellen
bezlglich des ER

A+D: Autofluoreszenz des Fusionsproteins rFMRP-1so8-EGFP B+E: Erkennbar ist die ER-
Immunfarbung mit dem Grp78-Antikorper C+F: Uberlagerung der Signale aus dem roten und
grinen Kanal. Gelbfarbung veranschaulicht eine Kolokalisation von rEFMRP-1so8-EGFP mit dem
ER.
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Das Verteilungsmuster des Fusionsproteins rFMRP-Iso8-EGFP ist in diesem
Versuchsteil dhnlich inhomogen wie bei dieser Isoform bereits in vorherigen
Versuchen beobachtet. Auch hier lassen sich sowohl Zellen mit
zytoplasmatischen, perinuklear angereicherten Granulae als auch Zellen mit
Proteinaggregaten finden, wobei das granulare Verteilungsmuster Uberwiegt.
Eine Gelbfarbung in Kernnahe bei der Uberlagerung des roten und griinen
Kanals spricht fur eine Kolokalisation auch dieses Fusionsproteins mit Anteilen
des ER. Folglich lasst sich fur alle drei rFMRP-Isoformen sowohl eine
Zytoskelettassoziation als auch eine perinukleare Kolokalisation mit Strukturen
des ER zeigen.

3.5 Untersuchung der subzellularen Lokalisation der rFMRP-

Isoformen in Hippokampusneuronen der Ratte

Fur das RNA-bindende Protein FMRP ist von verschiedenen Arbeitsgruppen im
Vergleich zu den peripheren Geweben eine erhdhte Proteinexpression in
Neuronen beschrieben worden (Antar et al., 2005; Feng et al., 1997; Khandjian
et al., 2004; Zalfa et al., 2006). Daher stellte sich die Frage, wie sich die in
dieser Arbeit neu identifizierten FMRP-Isoformen der Ratte in neuronalen
Zellen verhalten und ob sie sich dort subzellular unterschiedlich verteilen. Zur
Beantwortung dieser Frage wurden die drei rFMRP-Isoformen in primaren
Hippokampusneuronen der Ratte exprimiert, die nach sieben Tagen transfiziert
und nach weiteren sieben Tagen fixiert wurden. In den fixierten Zellen wurden
das neuronenspezifische Mikrotubulus-assoziierte Protein 2 (MAP2) und der
vesikulare Glutamattransporter (vGLUT) immunzytochemisch detektiert. In
Neuronen liegt MAP2 im Soma und den Dendriten vor. Demgegenuber diente
das Anfarben von vGLUT, einem vesikuldren Glutamattransporter in dem
prasynaptischen Button, der Markierung synaptischer Zellkontakte (roter

Kanal).
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Abbildung 3.21: Verteilung von EGFP in Hippokampusn  euronen

Vierzehn Tage alte Primarkulturen von Ratten-Hippokampusneuronen, am 7. Tag nach der
Transfektion fixiert. A: Autofluoreszenz von EGFP B: Nachweis von vesikularen
Glutamattransportern (vGLUT) im prasynaptischen Bereich mittels polyklonalem Antikérper. C:
Nachweis des neuronenspezifischen Mikrotubulus-assoziiertem Protein 2 (MAP2) als ,Marker"
fir somatodendritische Regionen. D: Uberlagerung der drei Kanéle. d: VergroRerter Ausschnitt

aus Bild D. In turkis gefarbten Regionen kolokalisiert EGFP mit MAP2, eine Gelbfarbung zeigt
eine Kolokalisation von EGFP mit vGLUT an.

Das in Neuronen exprimierte EGFP ist im Kern konzentriert, aber auch
gleichmafig in den Dendriten verteilt (Abb. 3.21). Eine Kolokalisation von
EGFP mit MAP2 wird durch die Tuarkisfarbung in Abbildung 3.21 D und d
deutlich. Die in Abbildung 3.21 d zu beobachtende Gelbféarbung spricht fur eine
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Kolokalisation von EGFP mit vGLUT in synaptischen Bereichen. Das Neuron

stellt sich durch die gut ausgebildeten Dendriten als deutlich differenziert dar.
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Abbildung 3.22: Verteilung von rFMRP  -Iso4-EGFP in Hippokampusneuronen

Vierzehn Tage alte Primarkulturen von Ratten-Hippokampusneuronen, am 7. Tag nach der
Transfektion fixiert. A: Autofluoreszenz des Fusionsproteins rFMRP-I1so4-EGFP B: Mittels
polyklonalem Antikérper Nachweis von vesikuldren Glutamattransportern (vGLUT) im
prasynaptischen Bereich. C: Nachweis des neuronenspezifischen Mikrotubulus-assoziiertem
Protein 2 (MAP2) als Markerprotein fiir somatodendritische Lokalisation. D: Uberlagerung der
drei Kandle. a+d: VergroRerter Ausschnitt aus Bild A bzw. D. Die Turkisfarbung zeigt eine
Kolokalisation von rFMRP-Iso4-EGFP mit MAP2.

Die rFMRP-I1so4-EGFP synthetisierenden Neurone zeigen eine starke
Anreicherung des Fusionsproteins im somatischen Neuroplasma mit
Aussparung des Zellkerns. Ein geringer Anteil des exprimierten Proteins liegt

entlang der Dendriten in Form kleiner Granulae vor und weist dort, durch die
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Tarkisfarbung deutlich (Abb. 3.22 D und d), eine Kolokalisation mit dem
somatodendritischen Markerprotein MAP2 auf. Das Protein liegt nicht in den
distalen Anteilen der Dendriten vor, sondern ist auf die proximalen Bereiche
beschrankt. Eine Gelbfarbung, und somit eine Kolokalisation mit synaptischen

Strukturen, ist nicht nachweisbar.

Abbildung 3.23: Verteilung von rFMRP  -Iso7-EGFP in Hippokampusneuronen

Vierzehn Tage alte Primarkulturen von Ratten-Hippokampusneuronen, am 7. Tag nach der
Transfektion fixiert. A: Autofluoreszenz von rFMRP-Iso7-EGFP B: Mittels polyklonalem
Antikérper Nachweis von vesikuldren Glutamattransportern (vGLUT) im prasynaptischen
Bereich. C: Nachweis des neuronenspezifischen Mikrotubulus-assoziiertem Protein 2 (MAP2)
als Markerprotein fiir somatodendritische Lokalisation. D: Uberlagerung der drei Kanale. a+d:
VergréRerter Ausschnitt aus Bild A bzw. D. Die Turkisfarbung zeigt eine Kolokalisation von
rFMRP-Iso7-EGFP mit MAP2.
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Abbildung 3.24: Verteilung von rFMRP  -1so8-EGFP in Hippokampusneuronen

Vierzehn Tage alte Primérkulturen von Ratten-Hippokampusneuronen, am 7. Tag nach der
Transfektion fixiert. A: Autofluoreszenz von rFMRP-1so8-EGFP B: Mittels polyklonalem
Antikérper Nachweis von vesikularen Glutamattransportern (vGLUT) im préasynaptischen
Bereich. C: Nachweis des neuronenspezifischen Mikrotubulus-assoziiertem Protein 2 (MAP2)
als Markerprotein fiir somatodendritische Lokalisation. D: Uberlagerung der drei Kanile. a+d:
VergroRerter Ausschnitt aus Bild A bzw. D. Die Turkisfarbung zeigt eine Kolokalisation von
rFMRP-Is08-EGFP mit MAP2.
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Auch rFMRP-Iso7-EGFP ist in Neuronen in hoher Konzentration im Soma,
aulBerhalb des Zellkerns, lokalisiert. Ein geringer Proteinanteil zeigt eine
granuléare Verteilung bis in die distalen Dendriten (Abb. 3.23 A und a). Eine

Kolokalisation mit synaptischen Strukturen ist nicht zu beobachten.

Der Uberwiegende Teil des in Neuronen exprimierten Fusionsproteins rFMRP-
Iso8-EGFP, liegt in Form groRRer Aggregate im somatischen Neuroplasma vor
(Abb. 3.24 d). In den dendritischen Anteilen des Neurons zeigt das Protein eine
granulére Verteilung bis in die distalen Enden der gut ausgebildeten Dendriten
des differenzierten Neurons (Abb. 3.24 A und a). Die fehlende Gelbfarbung in
Abbildung 3.24 D und d spricht gegen eine Kolokalisation des Fusionsproteins

mit synaptischen Strukturen.

Folglich konnte fur die drei rFMRP-Fusionsproteine in neuronalen Zellen eine
gemeinsame somatische Lokalisation mit unterschiedlich stark ausgepragter
distaler Ausbreitung in die dendritischen Anteile, beobachtet werden. Uber den
Einsatz eines Antikdrpers gegen den vesikularen Glutamattransporter (vGLUT)
konnte fur alle drei Isoformen eine Kolokalisation mit synaptischen Strukturen

ausgeschlossen werden.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals die gesamte kodierende FMR1-
cDNA-Sequenz der Ratte naher beschrieben. Dabei konnte gezeigt werden,
dass es mindestens acht verschiedene SpleiRvarianten gibt, die durch
alternatives Splei3en aus einer gemeinsamen Vorlaufer-RNA hervorgehen. Die
kodierende Region des langsten identifizierten Transkriptes umfasst 1842 bp
und kodiert ein 69 kDa grof3es Protein.

Fur die Maus und den Menschen sind bislang jeweils zwdlf verschiedene,
durch alternatives SpleiRen entstandene FMR1-mRNA-Varianten
charakterisiert worden (Ashley et al., 1993; Eichler et al., 1993; Huang et al.,
1996; Sittler et al., 1996; Verkerk et al., 1993), deren kodierende Regionen
mehr als 90% homolog zueinander sind (Ashley et al., 1993; Denman et al.,
2002; Verkerk et al., 1993). Fur das orthologe FMR1-Gen von Drosophila
melanogaster, dFMR1, sind bisher nur zwei, auf alternatives Spleil3en
zurtckzufihrende, mRNA-Transkripte beschrieben worden (Schenck et al.,
2002).

Die ersten 1122 nt der kodierenden Region sind in allen acht, im Rahmen
dieser Arbeit identifizierten SpleiRvarianten der Ratte, identisch.
Interessanterweise sind fur die entsprechende Region der humanen und
murinen FMR1-cDNAs ebenfalls keine Sequenzvariationen beschrieben
worden (Ashley et al.,, 1993; Huang et al., 1996; Verkerk et al., 1993). Dies
deutet darauf hin, dass die N-terminale Domane von FMRP fur die Funktion
des Proteins unerlasslich ist. Von Eberhart et al. (1996) konnte mittels
Expression Flag-Epitop markierter FMRP-Varianten in COS-7 Zellen gezeigt
werden, dass die N-terminalen 184 AS fir die nukleare Rekrutierung von
FMRP unentbehrlich sind. Diese Beobachtung lasst das Vorliegen eines
nukleédren Lokalisationssignals (NLS) in dem vorderen Proteinabschnitt von
FMRP vermuten. Gestltzt wird diese Vermutung durch eine fir das NLS
charakteristische Anreicherung von Arginin- und Lysin-Resten in der
entsprechenden Region des Proteins (Eberhart et al.,, 1996). Des Weiteren

umfasst diese N-terminale Region zwei RNA-bindende KH-Domanen (Ashley et
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al., 1993; Siomi et al.,, 1993). Beide KH-Domanen weisen zwischen den
Spezies Mensch, Maus und Huhn eine 100%ige ldentitat auf (Ashley et al.,
1993). Die Sequenz beider KH-Doménen ist im FMRP der Ratte, der Maus, des
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Abbildung 4.1: Das FMR1 -Gen der Ratte

A: Die Genstruktur mit den schematisch eingezeichneten 17 Exons als graue Rechtecke
dargestellt (1-17) und dem Start- (ATG) und Stoppcodon (TAA) B: Schematische
Darstellung der acht identifizierten rFMR1-Splei3varianten der Ratte T1 bis T8 (s. auch Abb.
3.2). Fir die Transkripte T3-T8 sind homologe mRNAs bereits fir Maus und Mensch
bekannt, die Transkripte T1 und T2 hingegen sind bislang noch nicht beschrieben worden.
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Menschen und des Huhns vollstandig identisch. Die von de Boulle et al. (1993)
beschriebene Missense-Mutation in der zweiten KH-Domane, fihrt zu einem
Austausch von Isoleucin gegen Asparagin und dem daraus resultierenden
Verlust der RNA-bindenden Fahigkeit dieser Domane (Siomi et al., 1994). Die
Folge ist ein ausgepragter, dem Fragilen X-Syndrom entsprechender, Phanotyp
des betroffenen Patienten. Dieses Beispiel macht die grol3e funktionelle
Relevanz der RNA-bindenden KH-Domanen fur das FMR-Protein deutlich und
konnte erklaren, warum die entsprechende Region in allen bekannten FMRP-

Isoformen identisch ist.

Die erste variable Region der im Rahmen dieser Arbeit identifizierten FMR1-
cDNA-Fragmente der Ratte liegt stromabwarts der die KH-Doméanen
kodierenden Region und umfasst 63 nt. Diese Region fehlt bei funf der
insgesamt acht charakterisierten Transkripte. Auch in FMR1-Transkripten des
Menschen und der Maus ist die entsprechende Region ,variabel“ (Denman et
al., 2002; Sittler et al., 1996; Verkerk et al., 1993). Diese variable Region
entspricht dem von Exon 12 kodierten Bereich, dessen Sequenz durch Exon-
Skipping bei den SpleiRvarianten T1, T2, T3, T5 und T6 fehlt. Auch fur die
humanen und murinen FMR1-mRNAs ist das Skipping des entsprechenden
Exon 12 beschrieben worden (Sittler et al., 1996). Das Exon 12 kodiert fur
einen Proteinabschnitt mit stark hydrophoben Eigenschaften (Ashley et al.,
1993). Entsprechende hydrophobe Doméanen sind haufig fur die Ausbildung
einer spezifischen  Tertiarstruktur von Proteinen von Bedeutung
(Loffler/Petrides, 2003). Uber mogliche Auswirkungen dieser hydrophoben
Doméane auf die Fahigkeit der Proteinfaltung sind bislang allerdings keine

Beobachtungen gemacht worden.

Des Weiteren ist fur die humanen und murinen Transkripte der komplette
Verlust des von Exon 14 kodierten Sequenzabschnitts beschrieben worden,
welcher ein nukleares Exportsignal (NES) kodiert (Eberhart et al., 1996; Fridell
et al., 1996; Sittler et al., 1996). Proteine, denen der durch Exon 14 kodierte
Bereich fehlt, sind in Immunfloureszenz-Untersuchungen in eukaryotischen
Zellen ausschlieB3lich nuklear lokalisiert (Sittler et al., 1996). Alle im Rahmen

dieser Arbeit identifizierten Transkripte kodieren FMRP-Isoformen, die das von
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Exon 14 kodierte NES besitzen. Folglich scheinen alle Isoformen sowohl im
Kern als auch im Zytoplasma von Bedeutung zu sein. Die nachste
stromabwarts gelegene variable Region der Ratten-FMR1-Transkripte umfasst
entweder 36 nt (T2, T4, T5), oder ist durch unmittelbar stromabwaérts daran
anschlieBende fehlende 39 nt insgesamt 75 nt lang (T6 und T8). Diese
variablen Regionen kommen durch die Verwendung zwei unterschiedlicher
SpleiRakzeptoren innerhalb des Exon 15 zustande (s. Abb. 3.3). Ashley et al.
(1993) und Verkerk et al. (1993) konnten durch Untersuchungen verschiedener
Gewebe von Maus und Mensch zeigen, dass auch in diesen beiden Spezies
die entsprechenden SpleiRvarianten auf die Verwendung unterschiedlicher

SpleiRakzeptoren in Exon 15 zurtickzufihren sind.

Es konnten in der vorliegenden Arbeit aber auch zwei Transkripte identifiziert
werden, die bisher in anderen Spezies nicht beschrieben worden sind. Eine
dieser beiden mRNA-Varianten ist das Transkript T1, dem zusatzlich zu den fir
die Transkripte T6 und T7 beschriebenen 75 fehlenden Nukleotiden, weitere
147 nt, folglich insgesamt 222 nt, fehlen. Die genomische Ratten-Sequenz lasst
vermuten, dass zur Entstehung dieses Transkriptes ein Spleil3akzeptor
innerhalb von Exon 16 verwendet wird. Somit fehlt dieser Splei3variante die
komplette Sequenz des 183 nt umfassenden Exon 15 und Anteile der
stromabwarts gelegenen kodierenden Sequenz des Exon 16. Dieser 222 nt
grof3e, alternativ gespleil3te Bereich der SpleiRvariante T1, kodiert unter
anderem die vollstandige RGG-Box (Adinolfi et al., 1999). Die weitere bisher
noch nicht charakterisierte FMR1-mRNA-Variante, das Transkript T2, an
dessen 3’-Ende 224 nt fehlen, entsteht unter Verwendung eines Spleil3donors
in Exon 15. Dieses Transkript kodiert eine Isoform mit unvollstandiger RGG-
Box. Von Siomi et al. (1993) konnte mittels in vitro RNA Bindungstest gezeigt
werden, dass der Verlust der RGG-Box trotz vorhandener KH-Domanen zu
einer starken Verminderung der RNA-Bindungskapazitat von FMRP flhrt.
Infolge dessen konnte die von dem Transkript T1 kodierte Isoform, Isol
genannt, gegentber allen anderen bekannten Isoformen eine verminderte
Affinitat und veranderte Spezifitat fir RNA besitzen. Bislang ist unklar, ob die

unvollstandige RGG-Box in 1so2 noch RNA-Bindungskapazitat besitzt. Ob der
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weiter stromabwarts liegende Genabschnitt der Spleil3variante T2 funktionelle
Domanen kodiert, ist bislang nicht bekannt. Dies konnte durch Expression
rekombinanter Proteine in kultivierten Zellen und Immunozytochemie

untersucht werden.

Zusammenfassend kann also festgehalten werden, dass in verschiedenen
Spezies unterschiedliche FMR1-mRNA-Transkripte durch alternatives Spleil3en
aus einer gemeinsamen Vorlaufer-RNA hervorgehen. Bei Drosophila
melanogaster sind bislang nur zwei FMR1-mRNA beschrieben worden, deren
Expression in S2-Zellen (embryonale Zellen von Drosophila) mittels Western
Blot tber die Detektion eines 85 und 92 kDa schweren Proteins nachgewiesen
werden konnte (Schenck et al.,, 2002). Die bisher zwdlf unterschiedlichen
beschriebenen FMR1-mRNA-Varianten des Menschen und der Maus (Ashley
et al., 1993; Eichler et al., 1993; Huang et al., 1996; Sittler et al., 1996; Verkerk
et al., 1993) sind in verschiedenen Geweben identifiziert worden. Fir die PCR-
Analysen zur lIdentifikation der murinen FMR1-mRNA-Molekile diente die
MRNA vom Gehirn einer adulten Maus als Matrize (Ashley et al., 1993; Verkerk
et al.,, 1993). Die Charakterisierung der FMR1-Transkripte des Menschen
erfolgte unter Verwendung menschlicher fetaler Gehirn-cDNA (Huang et al.,
1996; Verkerk et al., 1993) bzw. cDNA des Hoden (Ashley et al., 1993). Die in
dieser Arbeit identifizierten mRNA-Transkripte stammen aus dem Gehirn einer
adulten Ratte. Der Vergleich der charakterisierten mRNA-Varianten ergab trotz
der Verwendung von cDNA aus z.T. unterschiedlichen Geweben bzw.
verschiedenen Entwicklungsstadien, grol3e Parallelitdten. Es scheinen folglich
durch alternatives Spleil3en einer Pra&-mRNA in verschiedenen Geweben und
zu verschiedenen Stadien der Entwicklung identische mRNA-Molekiile gebildet
zu werden (Ashley et al., 1993; Verkerk et al., 1993). Das anteilige Vorkommen
der einzelnen mRNA-Transkripte lie3e sich z.B. mit quantitativer PCR genauer

untersuchen.

Die Tatsache, dass einige der identifizierten Transkripte auch in anderen
Saugerspezies vorliegen, deutet darauf hin, dass die einzelnen Isoformen
unterschiedliche zellulare Funktionen besitzen. Basierend auf diesem

Gedankenmodell wurden in dieser Arbeit Untersuchungen zur subzellularen
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Verteilung der einzelnen FMRP-Isoformen der Ratte durchgefuhrt. Hierfur
wurden die Isoformen 1Iso4, Iso7 und Iso8 als Fusionsproteine mit EGFP in

eukaryotischen Zellen exprimiert.

Alle drei exprimierten Fusionsproteine lagen in den eukaryotischen CHO-K1-
Zellen im Zytoplasma vor. Dieser zytoplasmatische Proteinnachweis von
sowohl rekombinantem als auch endogenem FMRP in eukaryotischen Zellen
stimmt mit vorherigen Untersuchungen Uberein (Castrén et al., 2001; Devys et
al., 1993; Eberhart et al., 1996: Fridell et al., 1996; Sittler et al., 1996; Verheij et
al., 1993). Von Feng et al. (1997) konnte allerdings in Neuronen mittels
Immunogold Elektronen Mikroskopie (EM) gezeigt werden, dass FMRP neben
der zytoplasmatischen Lokalisation auch im Zellkern vorhanden ist. Diese
Beobachtung und das Vorhandensein eines NLS bzw. NES lassen ein Pendeln
von FMRP zwischen dem Zytoplasma und dem Zellkern vermuten (Eberhart et
al., 1996; Fridell et al., 1996; Sittler et al., 1996). Die geringe Konzentration von
FMRP im Kern konnte in der vorliegenden Arbeit in vereinzelten Zellen
beobachtet werden, fallt gegeniber der starken zytoplasmatischen

Konzentration allerdings wenig ins Gewicht.

Die verschiedenen Fusionsproteine zeigten neben der gemeinsamen
zytoplasmatischen Préferenz aber auch subzellulare Unterschiede. So verteilte
sich Iso4 in Form kleiner Granulae Uber das gesamte Zytoplasma. Die
Isoformen Iso7 und Iso8 hingegen bildeten vergleichsweise groRe Komplexe.
Die Tendenz von uUberexprimiertem FMR1-Protein, im Zytoplasma Komplexe zu
bilden, wurde bereits von Corbin et al. (1997) und Devys et al. (1993)
beschrieben. Sie fihren dieses Verhalten auf eine mogliche Assoziation von
FMRP mit Zellorganellen oder Transportvesikeln zuriick. Eine interessante
Beobachtung stammt aus dem Versuchsteil 3.4.2, in welchem die CHO-K1-
Zellen bereits am ersten Tag nach der Transfektion fixiert wurden. Dadurch
konnte die Expression nach einem Tag gegenuber der nach zwei Tagen aus
den anderen Versuchen, verglichen werden. Bei 1so4 dominierte sowohl nach
der eintdgigen als auch nach zweitdgiger Expression das granulare
Erscheinungsbild. Demgegenuber zeigten die Isoformen Iso7 und Iso8 nach

eintagiger bzw. zweitagiger Expression ein differentielles Bild. Fand die
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Fixierung der Zellen bereits am ersten Tag nach der Transfektion statt, bildeten
beide Isoformen bei ca. 50 % der transfizierten Zellen perinukleare
Proteinaggregate. In den ubrigen Zellen verteilten sich die exprimierten
Fusionsproteine in Form kleiner Granulae. Wenn die Zellen hingegen zwei
Tage nach der Transfektion analysiert wurden, waren Iso7 und Iso8 in dem
Grol3teil der transfizierten Zellen perinukleér aggregiert. Die Entstehung dieser
Proteinaggregate konnte Ausdruck einer deutlich erhdhten intrazellularen
FMRP Konzentration sein, die durch das gleichzeitige Vorhandensein von
rekombinantem und endogenem FMRP zustande kommt. Es ware denkbar,
dass erhohte FMRP Spiegel die Physiologie der Zelle stdren, und sich Zellen
mittels der Aggregation Uberschiussiger Proteine vor toxischen Wirkungen
schitzen. Interessant ist allerdings, dass Iso4 in keiner der transfizierten Zellen
die Bildung von Proteinaggregaten zeigte. Moglicherweise wird diese Isoform
gegenuber den beiden anderen Isoformen trotz Uberexpression entweder von

der Zelle besser toleriert oder in kleineren Mengen translatiert.

In dieser Arbeit sollte zudem eine mogliche Assoziation der rFMRP-
Fusionsproteine mit dem Zytoskelett mittels Extraktionsversuchen untersucht
werden. Es konnte gezeigt werden, dass alle drei hier untersuchten Isoformen
auch nach der Extraktion im Zytoplasma der Zellen nachweisbar sind (Abb.
3.12 bis 3.15). Dieses Ergebnis zeigt, dass FMRP vermutlich mit dem
Zytoskelett assoziiert ist. Bereits Antar et al. (2005a) und De Diego Otero et al.
(2002) fuhrten Untersuchungen zur Zytoskelettassoziation von FMRP durch.
Hierflur verwendeten sie primare Hippokampusneurone bzw. PC12-Zellen und
konnten durch Zugabe der Mikrotubuli-depolymerisierenden Substanz
Nocodazol zeigen, dass der Transport der FMRP-Granulae entlang der
Dendriten Mikrotubulus-abhéngig stattfindet. Folglich ware denkbar, dass auch
die im Rahmen dieser Arbeit gezeigte Zytoskelettassoziation auf einen

Mikrotubulus-abh&ngigen Transport von FMRP innerhalb der Zelle hinweist.

Die beobachtete perinukleare Anreicherung der exprimierten Proteine liel3 eine
Assoziation der FMRP-Isoformen mit dem, in Kernndhe konzentrierter
vorliegenden, Endoplasmatischen Retikulum (ER) vermuten. Dieser Vermutung

sollte mittels immunzytochemischer Untersuchungen nachgegangen werden.
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Eingesetzt wurde hierfur ein Antikdrper gegen das Grp78-Protein, auch als BiP
(Binding Protein) bezeichnet, welches zur Gruppe der Hitzeschockproteine
gehort und das haufigste Chaperon im Lumen des ER darstellt. Es ist an der
posttranslationalen Modifikation neu synthetisierter Proteine beteiligt. Eine
teilweise Kolokalisation der exprimierten Proteine mit dem ER-Markerprotein
konnte fur alle drei FFMRP-Isoformen beobachtet werden (Abb. 3.18 bis 3.20).
Es ist bekannt, dass es sich bei FMRP um ein nukleozytoplasmatisches RNA-
Bindeprotein handelt (Ashley et al., 1993; Siomi et al., 1993), welches als
Bestandteil sogenannter Ribonukleoprotein (RNP)-Komplexe (Khandjian et al.,
2004) im Zytoplasma verschiedener Zellen regulatorisch an der Translation
beteiligt ist. Die in dieser Arbeit beobachtete Kolokalisation mit Strukturen des
ER konnte folglich ein Hinweis dafir sein, dass FMRP an der
Translationsregulation sekretorischer Proteine beteiligt ist. Uber die genaue
Funktion von FMRP ist zu diesem Zeitpunkt wenig bekannt. In vitro
Experimente zeigen, dass FMRP die Translation assoziierter mRNAs inhibiert
(Laggerbauer et al., 2001; Li et al., 2001). Es bleibt jedoch offen, ob es sich bei
der Inhibition der Translation um die einzige Funktion von FMRP handelt, oder

ob dieses Protein in weitere zellulare Prozesse involviert ist.

Von verschiedenen Arbeitsgruppen ist fir FMRP eine vorwiegend neuronale
Expression beschrieben worden (Antar et al., 2005b; Devys et al., 1993; Feng
et al., 1997; Khandjian et al., 2004; Zalfa et al., 2006). Daher lag es nahe, das
Verhalten der drei unterschiedlichen Isoformen auch in neuronalen Zellen zu
untersuchen. Hiefur  wurden  die Fusionsproteine  in  primaren
Hippokampusneuronen der Ratte exprimiert. Der Uberwiegende Teil der in den
Neuronen exprimierten Fusionsproteine reicherte sich im somatischen
Neuroplasma, in Form ausgepragter perinuklearer Proteinaggregate an. Ein
demgegentber geringerer Proteinanteil verteilte sich granuldr bis in die
peripheren Dendriten. Hierbei zeigten die Isoformen Iso7 und Iso8 gegentiber
Iso4 eine ausgepréagtere distale Ausbreitung entlang der Dendriten (s. Abb.
3.22 bis 3.24). Diese in der vorliegenden Arbeit beobachtete granulare
Verteilung von FMRP entlang der Dendriten deckt sich mit den Erkenntnissen
anderer Arbeitsgruppen (Antar et al., 2005b; Castrén et al., 2001; Devys et al.,
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1993;). Des Weiteren wird in der Literatur eine Kolokalisation von FMRP mit
synaptischen Strukturen beschrieben (Antar et al., 2004; Castrén et al., 2001).
In dieser Arbeit wurde durch den Einsatz eines Antikdrpers gegen einen
vesikularen Glutamattransporter (vVGLUT), eine Kolokalisation der Isoformen
mit Strukturen im prasynaptischen Bereich untersucht. Eine Kolokalisation
konnte hier nicht beobachtet werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass im Gehirn der Ratte
mindestens acht verschiedene FMRP-Isoformen vorliegen. Dies spricht sehr
dafur, dass FMRP als Bestandteil eines anspruchsvollen zellularen Systems
verstanden werden kann und in komplexe physiologische Regulationsvorgange
involviert ist. Es ware denkbar, dass die Isoformen Uber differentielle
Interaktionsmuster verfigen. Dieser Vermutung konnte z.B. durch die
Identifikation Isoform-spezifischer zellularer Interaktionspartner nachgegangen
werden. Des Weiteren ware es interessant zu schauen, in welchem
quantitativen Verhaltnis die FMRP-Isoformen zueinander vorliegen und ob ihr
Vorkommen in den einzelnen Geweben und Zelltypen variiert. Folglich stellt
diese Arbeit eine wichtige Grundlage fur weiterfihrende Untersuchungen dar,
die sich mit den physiologischen Unterschieden und Funktionen der einzelnen

FMRP-Isoformen der Ratte beschéftigen.
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5 Zusammenfassung

Das Fragile X-Syndrom (FXS) gehért zu den haufigsten erblichen Ursachen
mentaler Retardierung. In nahezu allen Fallen wird die Krankheit durch eine
Expansion von CGG-Triplett-Wiederholungen in dem die 5-untranslatierte
Region (5-UTR) kodierenden Abschnitt des FMR1-Gens hervorgerufen. Dies
fuhrt zur transkriptionellen Abschaltung des Gens und damit zum Fehlen des
fragile X mental retardation protein (FMRP). Dartber hinaus sind einige wenige
Patienten bekannt, bei denen ein durch Mutation verandertes FMRP die
Krankheit hervorruft. Welche zellularen Prozesse durch die FMRP-Defizienz
oder -Fehlfunktion gestort sind, ist bislang noch unklar.

In verschiedenen Spezies sind FMRP-Orthologe beschrieben worden. In der
vorliegenden Arbeit sollten FMRP-Isoformen der Ratte (Rattus norvegicus)

naher charakterisiert werden.

Mit Hilfe von PCR-Analysen konnten aus dem Gewebe des adulten Gehirns der
Ratte (Rattus norvegicus) acht verschiedene mRNA-Transkripte identifiziert
werden, die durch alternatives Spleil3en aus einer gemeinsamen Vorlaufer-
RNA hervorgehen. Fir drei der acht Isoformen wurde die subzelluléare
Proteinverteilung in eukaryotischen Zellen und primaren
Hippokampusneuronen der Ratte untersucht. In den eukaryotischen CHO-K1-
Zellen bilden die Isoformen kleine bzw. grol3ere Aggregate und liegen
praferentiell im Zytoplasma vor. Sie sind perinuklear konzentriert und scheinen
mit dem ER assoziiert zu sein. Mittels Triton-Extraktion der transfizierten Zellen
wurde die Zytoskelettassoziation der drei Isoformen nachgewiesen. In den
Neuronen reichern sich die exprimierten Fusionsproteine im somatischen
Neuroplasma, in Form ausgepragter perinukledrer Proteinaggregate an. Ein
demgegentber geringerer Proteinanteil verteilt sich granular bis in die
peripheren Dendriten. Eine Kolokalisation mit Strukturen im prasynaptischen
Bereich konnte fir keine der drei FMRP-Isoformen der Ratte beobachtet

werden.
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