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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Fragile X Syndrom

Das Fragile X Syndrom (FRAX) ist eine der haufigsten Ursachen fiir genetisch bedingte
mentale Retardierung, das mit einer Frequenz von 1:4000 bei Mannern und 1:6000 bei
Frauen auftritt (Kooy et al., 1998; Turner et al., 1996). Die Intelligenzminderung ist,
besonders bei Frauen in Folge der zufadlligen X-Inaktivierung in den einzelnen Zellen, sehr
variabel ausgepragt (Keysor and Mazzocco, 2002; Riddle et al., 1998). Weitere
phanotypische Krankheitsmerkmale sind Sprach- und Sprechstérungen besonders wahrend
der Entwicklung, Aufmerksamkeitsdefizite, Hyperaktivitat, frihkindlicher Autismus und nicht
obligate = somatische Merkmale wie faziale Dysmorphien (Abbildung 1.1A),
Bindegewebsdysplasien sowie Makroorchidie bei Mannern (de Vries et al., 1998). Auf
zellularer Ebene wurden bei Gehirnautopsien morphologisch veranderte dendritische Dornen
(siehe auch 1.3) an pyramidalen Neuronen entdeckt (vgl. Abbildung 1.2, Hinton et al., 1991).
Zytogenetisch ist die Erkrankung mit einem aberrant kondensierten X-Chromosom
assoziiert, welches einen fragil erscheinenden Bereich am distalen Ende des langen
Chromosomarms aufweist (Abbildung 1.1B, Sutherland, 1977). Verkerk et al. (1991)
identifizierten an der scheinbar briichigen Stelle Xq27.3 das Gen Fmrl (fragile X linked
mental retardation type 1). Das 38 kb groBe Gen besteht aus 17 Exons und kodiert flir ein
4,4 kb groBes Transkript (Eichler et al., 1993). In Exon 1, vor dem Startkodon, befindet sich
eine variabel repetitive Sequenz aus bis zu 50 CGG-Trinukleotiden (Abbildung 1.1C). Bei 95%
der Patienten mit FRAX ist dieser repetitive Bereich auf liber 200 CGG-Tripletts verlangert
(Kremer et al., 1991). Diese Expansion geht mit einer Methylierung der Cytosinreste in den
Tripletts sowie der flankierenden DNA-Abschnitte einher. Da diese Methylierung ebenfalls
den Promotor des Gens umfasst, konnen keine Transkriptionsfaktoren binden und das Gen
wird nicht mehr transkribiert (Schwemmle et al.,, 1997; Sutcliffe et al., 1992). In den
Patienten lassen sich aufgrund dieser /loss of function (Funktionsverlust) Mutation die
Transkripte des Gens Fmrl nicht nachweisen (Schwemmle et al., 1997). Zudem kommt es zu
einer Histondeacetylierung und einem Chromatinumbau, was diesen Bereich im Metaphase-
Chromosom folglich fragil erscheinen lasst (Coffee et al., 1999).
In Familien mit FRAX treten zwei Arten von mutierten Allelen auf. Zum einen das
beschriebene mutierte Allel welches zum Krankheitsbild fiihrt, zum anderen besitzen
unauffillige ménnliche Individuen und weibliche Ubertrdgerinnen meist eine Vorstufe des
mutierten Allels, das pramutierte Allel, in der der repetitive Bereich aus 50 bis 200 CGG-

Trinukleotiden besteht. Einem mutierten Allel geht immer ein pramutiertes Allel in der
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vorherigen Generation voraus. Wahrend eine normale Lange der repetitiven Sequenz von bis
zu 50 Trinukleotid-Wiederholungen meist stabil vererbt wird, ist ein pramutiertes Allel haufig
instabil. Die repetitive Region in einem pramutierten Allel expandiert von Generation zu
Generation und die Anzahl betroffener Nachkommen wird dabei mit jeder Generation groBer,

dieses Phanomen wird als Antizipation bezeichnet (Fu et al., 1991; Sherman et al., 1985;
Sherman et al., 1984; Snow et al., 1993).

A

C
R ATG
/
/
Keine
Transkription Normal (6-50) b PG
66060606
& Methyl-Cpa
— —p —p —p —p —p —p —p —p —p  Pramutation (50-200
00000000600 0
6'6‘6’6}6’ 336‘6’.6’6‘ 5‘6‘.6’.6’ Fragiles X Syndrom (>200)

Abbildung 1.1: Das Fragile X Syndrom - Phdanotyp und molekularbiologische Ursache

(A) Zwei altere mannliche Patienten und ein weibliches Kleinkind zeigen typische faziale Auffalligkeiten, die mit
dem Fragilen X Syndrom einhergehen (Buselmaier and Tariverdian, 2007). (B) Metaphase X-Chromosom eines
FRAX Patienten im Elektronenmikroskop. Der rote Pfeil deutet auf die fragil wirkende Stelle an Position Xq27.3
(modifiziert nach Harrison et al., 1983). (C) Molekulargenetische Ursache des Fragilen X Syndroms (modifiziert
nach Robertson and Wolffe, 2000) ist die Verlangerung einer repetitiven Sequenz aus CGG-Trinukleotiden auf
Uber 200 Tripletts in Exonl von Fmrl.

Das Konsortium um Ben Oostra und Patrick Willems stellte 1994 eine FMRP-defiziente
Mauslinie als Modellsystem zur Untersuchung des FRAX vor. Der Funktionsverlust des
Proteins beruhte dabei nicht wie beim Menschen auf einer Stilllegung der Genexpression. Fir
die Herstellung der FMRP-defizienten Maus wurde das Gen fiir die Neomycin
Phosphotransferase mit rekombinanten Promotoren und einem Polyadenylierungssignal
(Soriano et al., 1991) in gegenlaufiger Orientierung in das Exon 5 von Fmrl inseriert.
Dadurch wird eine veranderte RNA transkribiert, die in den Mdusen in ein aberrantes Protein

translatiert wird (The Dutch-Belgian Fragile X Consortium, 1994).
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Phanotypisch weisen FMRP-defiziente Mduse, wie FRAX Patienten, Makroorchidie und
Hyperaktivitat auf. In verschiedenen Verhaltenstests zum Lernen und Gedachtnis schnitten
FMRP-defiziente Mause schlechter ab als Wildtyp Artgenossen, was eine weitere Ahnlichkeit
zum FRAX darstellt (Fisch et al., 1999; Mineur et al., 2002; The Dutch-Belgian Fragile X
Consortium, 1994). Des Weiteren wurde in den Mausen die gleiche erhéhte Dichte und die
eher filopodien- statt pilzférmige Morphologie der dendritischen Dornen beobachtet
(Abbildung 1.2, Comery et al., 1997; Galvez and Greenough, 2005; Irwin et al., 2000;
McKinney et al., 2005). Aufgrund der phanotypischen Ahnlichkeiten ist das Mausmodell
mittlerweile ein etabliertes und anerkanntes Modell um die Funktion des Proteins FMRP und
die molekularbiologischen Aspekte der Krankheit aufzuklaren.

A B C

FRAX  Kontrolle Wildtyp

Abbildung 1.2: Verdanderungen in Morphologie und Frequenz dendritischer Dornen von
FRAX Patienten und FMRP-defizienten Mausen

(A) Golgi-Farbung humaner Dendriten von Pyramidenzellen des Cortex eines FRAX Patienten und eines gesunden
Individuums (Irwin et al., 2000). Die Dichte der dendritischen Dornen ist am Dendriten des FRAX Patienten
gegeniiber dem gesunden Menschen deutlich erhoht. Die Morphologie der Dornen erscheint eher filopodienférmig
(vgl.C). (B) Golgi-Farbung muriner Dendriten von Wildtyp und FMRP-defizienten Tieren (modifiziert nach Galvez
and Greenough, 2005). Wie beim Menschen ist auch im Tiermodell die Dichte dendritischer Dornen in den FMRP-
defizienten Tieren gegeniiber den Wildtyp Tieren erhoht. (C) Die Morphologie dendritischer Dornen wird je nach
Aussehen als unreif oder reif klassifiert (modifiziert nach Galvez and Greenough, 2005).

1.2 Das Fragile X Mental Retardation Protein

Das Gen Fmrl kodiert das Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP). Wahrend der
murinen Embryonalentwicklung ist FMRP ubiquitér nachzuweisen (Hinds et al., 1993). Im
erwachsenen Organismus wird das Protein sowohl beim Menschen als auch bei Mausen
hauptsachlich in Gehirn und Hoden (Devys et al., 1993; Hinds et al., 1993) sowie in
proliferierenden Zellen gebildet (Khandjian et al., 1995). Im Gehirn ist FMRP am stdrksten im
Hippocampus, dem cerebralen Cortex und dem Cerebellum nachzuweisen (Abitbol et al.,

1993; Hinds et al., 1993), wobei man das Protein hauptsachlich in Neuronen und kaum in
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Gliazellen findet (Devys et al., 1993). Die FMRP-Konzentration im Gehirn ist pra- und
neonatal am hdchsten und nimmt bei Mausen ab dem 10. Tag nach der Geburt kontinuierlich
bis zu einem Basisniveau ab (Hinds et al., 1993; Khandjian et al., 1995; Lu et al., 2004,
Singh et al., 2007). In Neuronen ist das Protein hauptsachlich zytoplasmatisch zu detektieren
(Devys et al., 1993; Tamanini et al., 1997), konnte aber auch in Dendriten (Castren et al.,
2001) und im Nukleus (Willemsen et al., 1996) nachgewiesen werden.

FMRP besteht aus 631 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von 78 kDa. Es sind
allerdings zahlreiche kleinere Isoformen bekannt (Verheij et al., 1995). Die Homologie der
Aminosdurenabfolge zwischen Mensch und Maus betragt 97% (Deelen et al., 1994). Das
Protein besitzt ein NLS (Nuclear localisation signal) fir die Rekrutierung in den Kern und ein
NES (Nuclear export signal) fir den Export aus dem Kern (Eberhart et al., 1996). FMRP ist
ein RNA-bindendes Protein (Ashley et al., 1993; Siomi et al., 1993b). Es besitzt zwei hnRNP
K homologe Domdnen (KH-Motive) und eine Arginin und Glycin reiche Region (RGG-Box),
welche die Bindung von mRNA-Molekilen ermdglichen (Burd and Dreyfuss, 1994; Gibson et
al., 1993; Kiledjian and Dreyfuss, 1992; Siomi et al., 1993a). FMRP blockiert die Translation
gebundener mRNAs (Brown et al., 2001; Khandjian et al., 2004; Laggerbauer et al., 2001; Li
et al., 2001). Das Protein ist allerdings auch in der Lage die Translation bestimmter mRNAs
zu fordern (Bechara et al., 2009). FMRP bindet ca. 4% aller Transkripte im Gehirn (Brown et
al., 2001). Unter anderem kann das Protein auch mit der eigenen mRNA assoziieren und
darliber die Translation der Fmri Transkripte beeinflussen (Schaeffer et al., 2001). Die von
FMRP gebundenen RNA-Molekiile besitzen oft G-Quartett-Strukturen (Abbildung 1.3). In
einigen Fallen z.B. bei der PSD-95 mRNA befinden sich in der Nahe dieser Struktur auch
Uracil-reiche Regionen, die ebenso die Bindung férdern (Denman, 2003; Dolzhanskaya et al.,
2003; Zalfa et al., 2007). Die Bindung einer RNA kann ebenso Uber einen so genannten
Kissing-Komplex stattfinden (Darnell et al., 2005a). Und erst kiirzlich wurde ein viertes Motiv
identifiziert, welches die Bindung zwischen FMRP und der SOD (Superoxid Dismutase) mRNA
vermittelt (Bechara et al., 2009).

Neben den gebundenen mRNAs ist FMRP mit den homologen Proteinen FXR1P und FXR2P
sowie weiteren Proteinen wie z.B. Pura und mStaufen assoziiert, die die Funktion von FMRP
modulieren kénnen (Bardoni et al., 1999; Denman, 2003; Ohashi et al., 2002; Schenck et al.,
2001). Durch Assoziation mit Proteinen und mRNAs entstehen mRNP (messenger
ribonucleoprotein) -Komplexe. Auch FMRP bildet in der Zelle mRNP-Komplexe die mit aktiv
translatierenden Polyribosomen oder der ribosomalen 60S Untereinheit assoziiert sind
(Brown et al., 2001; Corbin et al., 1997; Feng et al., 1997; Khandjian et al., 2004; Siomi et
al., 1996; Stefani et al., 2004; Willemsen et al., 1996).
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Die RNA-bindende Eigenschaft der KH-Motive ist fir die Funktion des Proteins essentiell. In
einzelnen Fallen wurde bei Patienten statt der Trinukleotidexpansion eine Punktmutation
beschrieben, die zu einem Aminosaureaustausch von Isoleucin zu Asparagin an Position 304
(I304N) in der KH2-Domane des Proteins flhrt (Abbildung 1.3) und die ebenfalls zum FRAX
mit gleichem bzw. starker ausgepragtem Phanotyp flhrt (De Boulle et al., 1993). Durch die
Mutation wird die Sekundarstruktur des KH-Motivs verandert (Musco et al., 1996) woraufhin
die Domdne eine verringerte RNA-Bindungskapaziat aufweist (Verheij et al., 1995).
AuBerdem assoziiert das mutierte Protein nicht mehr mit Polyribosomen (Feng et al., 1997).
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Abbildung 1.3: Aufbau von FMRP und der G-Quartett-Struktur von FMRP-assoziierten
RNA-Molekiilen

(A) Schematische Darstellung von FMRP mit den RNA-bindenden Motiven KH1, KH2 (hnRNP K Homolog 1 und 2)
und RGG-Box (Arginin und Glycin reiche Region) sowie den fiir den Kerntransport bendtigten Motiven NLS
(Kernlokalisierungssignal) und NES (Kernexportsignal, modifiziert nach Oostra and Chiurazzi, 2001). Im KH2-Motiv
kann sich der Aminosdureaustausch befinden, der auch zum Fragilen X Syndrom fiihrt. Die Zahlen geben jeweils
die Position des Motivs in der Aminosauresequenz an.

(B) G-Quartett-Sekundarstruktur der sc1 RNA. Dieser Abschnitt kann die Bindung an FMRP vermitteln (Darnell et
al., 2001).

Die meisten neuronalen mRNAs befinden sich nur im Soma. Einige sind jedoch auch in
Dendriten vorhanden. Bis heute konnten einige dendritisch lokalisierte Transkripte
postsynaptischer Proteine wie z.B. die Shankl, SAPAP3, GIuR1 und PSD-95 mRNA
identifiziert werden (Falley et al., 2009; Ju et al., 2004; Kindler et al., 2004; Steward and
Schuman, 2003; Zalfa et al., 2007). Die dendritisch lokalisierten mRNAs kénnen vor Ort an
der Synapse nach Aktivierung entsprechender Rezeptoren (aktivitdtsabhdngig) translatiert
werden und gewahrleisten vermutlich eine schnelle individuelle Reaktion einzelner Synapsen
auf spezifische Aktivitdt (Input-Spezifitat). Diese lokale und individuell gesteuerte
Proteinsynthese ist essentiell flir synaptische Plastizitdt und langfristige Lernvorgange
(Sutton and Schuman, 2006). Synaptische Plastizitdt ist die von der Aktivitdt abhangige
Anderung der Effizienz des synaptischen Signals. Diese Effizienzmodulation kommt sowohl
durch Anderungen der Morphologie als auch der Physiologie der Synapse zustande und gilt

als ein mdoglicher neurophysiologischer Mechanismus fiir  Lernprozesse und
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Gedachtnisfunktionen. Eine Form der synaptischen Plastizitat, die mit FMRP in Verbindung
gebracht werden kann, ist die /ong-term depression (LTD) die durch eine Aktivierung
metabotroper Glutamatrezeptoren (mGIuR) induziert wird (Ronesi and Huber, 2008) und eine
lokale Proteinsynthese an Synapsen bendétigt. Es konnte gezeigt werden, dass FMRP nach
Aktivierung von mGIuR an den Synapsen verstarkt synthetisiert (Weiler et al., 1997) und fir
die Rezeptor-abhangige Translation anderer Transkripte z.B. PSD-95 mRNA bendétigt wird
(Park et al., 2008; Todd et al., 2003). Im Hippocampus FMRP-defizienter Mause wurde eine
erhdhte mGluR-abhdngige LTD gemessen. Vermutlich ist FMRP normalerweise an der
Signalkaskade nach mGIuR-Aktivierung beteiligt. Da FMRP hauptsachlich inhibierend auf die
lokale Translation wirkt, kommt es bei FMRP-defizienten Mdusen zu einer unkontrollierten
Proteinsynthese, was die erhéhte LTD bedingt (mGIuR Theorie des FRAX, Bear et al., 2004).
Die Gabe von mGIluR-Antagonisten kann die exzessive Translation auf ein normales Niveau
korrigieren (Dolen et al., 2007), weshalb aktuelle klinische Studien mit STX107 und Fenobam

(beides mGIuR-Antagonisten) Hoffnung auf Linderung des Syndroms machen.
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Abbildung 1.4: FMRP reguliert die lokale Translation an der Synapse
FMRP wird entlang der Mikrotubuli in mRNP-Partikeln in Dendriten transportiert und reguliert an Synapsen
aktivitatsabhangig die lokale Translation dendritischer Transkripte (modifiziert nach Miki et al., 2005).
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1.3 Die Postsynaptische Dichte

Neurone kommunizieren miteinander Uiber hochspezialisierte Kontaktstellen, die Synapsen.
Im Saugerhirn ist die Mehrzahl der Synapsen exzitatorisch und nutzt den Neurotransmitter
Glutamat als Botenstoff. Exzitatorische Synapsen bestehen aus einem Axonende, dem
prasynaptischen Bouton und einer pilzférmigen Ausstlilpung des Dendriten, dem
postsynaptischen denritischen Dornen (Abbildung 1.2). Dendritische Dornen konnen ihre
Form verandern und somit die Signalleitungseffizienz einer Synapse modulieren. Derartige
Veranderungen scheinen eine wesentliche Grundlage fir Lern- und Gedachtnisprozesse
darzustellen (Holtmaat et al., 2006; Trachtenberg et al., 2002).

Am Ende der dendritischen Dornen, direkt unterhalb des synaptischen Spaltes, befindet sich
die postsynaptische Dichte (PSD, Palay and Palade, 1955), ein 30-40 um dickes Protein-
Netzwerk (ziff, 1997), aus membranstandigen Rezeptoren, Kandlen, Zytoskelett-Proteinen,
Zelladhasionsproteine, GerUstproteinen, G-Proteinen und deren Modulatoren sowie
Signalkaskadenproteine inklusive Kinasen und Phosphatasen (Boeckers, 2006; Kim and
Sheng, 2004). Die PSD verbindet den synaptischen Spalt mit dem Aktinzytoskelett, welches
die Morphologie dendritischer Dornen bestimmt. Die Aktivierung einer Synapse kann zudem
einen Umbau der PSD sowie eine damit verbundene Modulation der Signalleitung zur Folge
haben (Ehlers, 2003; Steward and Schuman, 2003).

Rezeptoren durchspannen die postsynaptische Membran am duBersten Ende der PSD
(Abbildung 1.5). Direkt am synaptischen Spalt befinden sich Glutamatrezeptoren des NMDA-
und AMPA-Types, wahrend die mGIuR einen perisynaptischen Ring bilden (Baude et al.,
1993; Nusser et al., 1994). NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptoren (NMDAR) sind
nichtselektive Kationenkandle, die als Heterotetramere aus zwei NR1- und zwei NR2-
Untereinheiten aufgebaut sind. Ihre Aktivierung erfolgt spannungs- und Liganden-abhéngig.
Nach ihrer Aktivierung lassen die Rezeptoren Natrium- und kleine Mengen Calcium-Ionen in
die Zelle und Kalium-Ionen hinaus. Eine wiederholte Stimulierung induziert die Rekrutierung
weiterer AMPA (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaure)-Rezeptoren in die
Membran, was schlieBlich zur Long-term potentiation (LTP) fiihrt, wahrend eine schwache,
lange Aktivierung von NMDA-Rezeptoren zu weniger AMPA-Rezeptoren und folglich Long-
term depression (LTD) flihrt. Diese beiden Mechanismen starken oder schwachen die
Synapse und tragen somit zur synaptischen Plastizitat bei. AMPA-Rezeptoren (AMPAR)
gehéren wie die NMDAR zu den ionotrophen Rezeptoren. Uber 80% der tetrameren
Rezeptoren setzen sich aus zwei GIuR1- und zwei GluR2-Untereinheiten zusammen.
AuBerdem kommen die Untereinheiten GIUR3 und GluR4 vor. Die Permeabilitat fur bestimmte

Ionen wird von der Zusammensetzung des Rezeptors bestimmt. Kandle mit GluR2-
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Untereinheiten sind fur Calcium-Ionen nicht durchlassig. Alle Rezeptoren sind jedoch fir
Natrium- und Kalium-Ionen permeabel. Bisher sind acht metabotrope Glutamatrezeptoren
(mGIuR 1-8) bekannt. Sie werden je nach nachfolgendem Signalweg in drei Gruppen
eingeteilt. Die Rezeptoren mGIuR1 und mGIuR5 gehéren zur ersten Gruppe (G, gekoppelte
Rezeptoren) und aktivieren die Phospholipase C. Durch die folgende Anreicherung von
Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) werden die Proteinkinase C und
der Calcium/Calmodulin-abhangige-Proteinkinase Signalweg aktiviert. Nachfolgend kdnnen
die Proteinphosphatase 2A (PP2A) und die Ribosomal Protein S6 Kinase (S6K1) beeinflusst
werden. Diese beiden Enzyme wurden als dephosphorylierende bzw. phosphorylierende
Enzyme von FMRP identifiziert (Narayanan et al., 2007; Narayanan et al., 2008). Die mGIuR
interagieren mit Homer-Dimeren, welche die Verbindung zu Proteinen der Shank-Familie
herstellen (Tu et al., 1999).

Neben den membranstandigen Rezeptoren gibt es eine Reihe von Geriistproteinen in der
PSD, die die Kandle in der Membran verankern und die Verbindung zum Zellinnern
herstellen. PSD-95 ist das haufigste Geriistprotein der PSD, das am besten untersuchte PSD-
Protein und gehort zur SAP/ MAGUK (Membran-assozierte Guanylat-Kinasen)-Proteinfamilie.
Uber seine aminoterminale PDZ (PSD-95/Discs-large/Z0-1)-Doméne interagiert es mit den
NMDA-Rezeptoruntereinheiten NR2A und NR2B. Die carboxyterminale GK (Guanylat-Kinase)-
Doméne vermittelt die Bindung mit den SAPAPs. Uber das Protein Stargazin ist PSD-95 auch
mit den AMPA-Rezeptoren verbunden (Chetkovich et al., 2002; Husi and Grant, 2001; Welch
et al.,, 2004). SAP97 interagiert mit der AMPA-Rezeptoruntereinheit GIuR1 und hilft, den
Rezeptor in der Membran zu verankern (Valtschanoff et al., 2000). SAP102 interagiert mit
der NMDA-Rezeptoruntereinheit NR2B (Muller et al., 1996). Chapsyn, auch PSD93 genannt,
interagiert sowohl mit dem NMDA-Rezeptor als auch mit PSD-95 (Kim et al., 1996). Die
Familie der SAP-assoziierten Proteine (SAPAPs) besitzt vier Mitglieder, SAPAP1-4. Die
SAPAPs interagieren mit den MAGUKs und mit Proteinen der Shank-Familie (Takeuchi et al.,
1997; Yao et al., 2003) und stellen damit eine Verbindung zwischen diesen beiden
Proteinfamilien her. Die Familie der Shank-Proteine besteht aus Shank1, Shank2 und Shank3.
Die Proteine kdonnen untereinander multimere Plattformen bilden, die durch Zink-Ionen
stabilisiert werden und wichtig flir die Formgebung des dendritischen Dornen sind
(Gundelfinger et al., 2006). Shank-Proteine interagieren mit SAPAPs (Naisbitt et al., 1999)
und mit IRSp53 (Soltau et al., 2004). IRSp53 (Insulin receptor substrate of 53 kDa) ist ein
Aktinzytosklett beeinflussendes Protein. In dem es eine Rolle bei der F-Aktin Biindelung
spielt, kann es Einfluss auf die Morphologie des dendritischen Dornen nehmen. Bei Neuronen
in Zellkultur férdert eine Uberexpression von IRSp53 die Entstehung filopodienférmiger

dendritischer Dornen (Berhorster, Dissertation 2006). AuBerdem verbindet das Protein die
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Shank-Multimere mit PSD-95 (Soltau et al., 2004). Bei IRSp53-defizienten Mausen sind
synaptische Transmission und das Gedachtnis beeintrachtigt (Kim et al., 2009; Sawallisch et
al., 2009).

Die hier vorgestellten Gerlstproteine interagieren miteinander und bilden ein dynamisches
Netzwerk, welches in Abhangigkeit seiner Komposition Einfluss auf die Struktur, Stabilitat,
Dynamik und Funktion der Synapse hat (Ehlers, 2002; Romorini et al., 2004; Roussignol et
al., 2005).

Prasynapse

Postsynapse

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung wichtiger Geriist- und Rezeptorproteine der
postsynaptischen Dichte exzitatorischer Synapsen

Die Rezeptoren NMDAR, AMPAR und mGIuR durchspannen die Membran der Postsynapse. Sie werden durch
Stargazin, Homer und Proteine der SAP-Familie verankert. Die SAPAPs interagieren mit PSD-95 und IRSp53 und
stellt somit die Verbindung zwischen Rezeptoren und Shank-Netzwerk her (modifiziert nach Sheng and
Hoogenraad, 2007). Fiir weitere Details siehe Text.
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1.4 Ziel der Arbeit

Um die molekularen Veranderungen die zum FRAX beitragen besser verstehen zu kdnnen,
war es ein wesentliches Ziel dieser Arbeit, Proteine der postsynaptischen Dichte im
Mausmodell zu identifizieren, die durch den Verlust von FMRP in ihrer Konzentration
verandert sind. FMRP scheint eine wichtige Rolle bei der Translationsregulation von mRNAs
an der Synapse zu haben, so kénnte die bei FRAX Patienten und FMRP-defizienten Mausen
gleichermaBen beobachtete aberrante Struktur dendritischer Dornen auf eine veranderte
molekulare Zusammensetzung der PSD zurlickzuflihren sein. Weiter war es interessant zu
untersuchen, ob solche Veranderungen abhdngig von Gehirnregion und Alter auftreten und
ob sie mit Anderungen der entsprechenden mRNA-Konzentration korrelieren.

Die Identifizierung weiterer Ziel-mRNAs sowie eine Charakterisierung der molekularen
Grundlagen einer aktivitatsabhdngigen Translationsregulation durch FMRP waren weitere zu
untersuchende Aspekte, um den Einfluss des Proteins auf bestimmte Proteine der
postsynaptischen Dichte zu charakterisieren, die moglicherweise zum Krankheitsbild des
FRAX beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden soweit nicht anders vermerkt von den Firmen Merck (Darmstadt,
Deutschland), Sigma-Aldrich (St.Louis, USA), Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland), Roche
(Penzberg, Deutschland) oder Roth (Karlsruhe, Deutschland) in hdéchstmdglicher Qualitat
bezogen. Die verwendeten Enzyme stammten von Fermentas (St.Leon-Rot, Deutschland),

Promega (Mannheim, Deutschland) oder Roche.

2.1.2 Bakterienstamme, Zell- und Tierlinien

Fir diese Arbeiten wurden Escherichia coli Bakterien des Stammes TOP10F " (Invitrogen)
BL21-CodonPlus (Stratagene, La Jolla, USA) genutzt. Des weiteren standen immortalisierte
Mausembryo Fibroblasten (MEFs) von B6.129P2-Fmir1™™%'|) Tieren (Fmrl’ MEFs) und
Fibroblasten aus FmrI’” MEFs, in denen mittels stabiler Transfektion Fmrz (Isoform 1)
fusioniert an ein FLAG-Epitop ins Genom inseriert wurde (WT MEFs), zur Verfligung (Castets
et al., 2005). Es wurden zwei Mauslinien (Mus musculus L.) des Stammes C57bl/6] (Wildtyp/
WT Linie) und B6.129P2-Fmri™™%’|3 (Fmrf’; Jackson Laboratories, Bar Harbor, USA)
genutzt. Die Rattenneurone stammten aus Rattus Norvegicus (Stamm: Wistar,
Versuchstierhaltung UKE, Hamburg).

2.1.3 DNA-Vektoren und Sonden

Tabelle 2.1: Ausgangsvektoren und in dieser Arbeit hergestellte Vektoren und Sonden

Bezeichnung | Verwendung und Eigenschaften | Quelle
Ausgangsvektoren
pGEX-6P-1 Prokaryotische Expression Amersham
Glutathion-S-Transferase Pharmacia
Ampicillin
pFiRe Eukaryotische Expression Stefan Kindler
Aus pBicFire (Jan Christiansen) generiert, Photinus | und
und Renilla jeweils mit CMV-Promotor Claudia Schob
Ampicillin
Fiir diese Arbeit generierte Vektoren
pGEX-FMRP 1B Nukleotide 1-1338 der kodierenden Region von pGEX-6P-1
Fmrl aus Rattus norvegicus Fmrl NM_052804
pFiRe-Shank1 3 'UTR Photinus-Luciferase cDNA + Shankl 3 UTR pFiRe
(1-588) (Nukleotide 1-588) aus Rattus norvegicus Shankl NM_031751
pFiRe-Shank1 3 'UTR Photinus-Luciferase cDNA + Shank1 3 "UTR pFiRe
(1-200) (Nukleotide 1-200) aus Rattus norvegicus Shankl NM_031751
pFiRe-Shank1 3'UTR Photinus-Luciferase cDNA + Shankl 3 "UTR pFiRe
(200-400) (Nukleotide 200-400) aus Rattus norvegicus Shankl NM_031751
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pFiRe-Shank1 3 'UTR Photinus-Luciferase cDNA + Shank1 3 UTR pFiRe
(400-600) (Nukleotide 400-600) aus Rattus norvegicus Shank1 NM_031751
pFiRe-SAPAP3 3 UTR Photinus-Luciferase cDNA + komplette 3°UTR von | pFiRe
(=pFiRe-S3 3 'UTR) SAPAP3 aus Rattus norvegicus SAPAP3 NM_173138
pFiRe-SAPAP3 5 UTR Photinus-Luciferase cDNA + komplette 5°UTR von | pFiRe

(=pFiRe-S3 5 UTR)

SAPAP3 aus Rattus norvegicus

SAPAP3 NM_173138

Sonden fiir Northern B

lot Analysen

Aktin Kodierende Region (1136 Nukleotide), BamHI und | pEGFP-Aktin von
Xhol geschnitten Clontech

PSD-95 Nukleotide 1-150 der kodierenden Region der | aus Cortex cDNA
alpha-Isoform (NM_007864) (Mus musculus)

GIuR1 797 Nukleotide (NM_008165) Primer 1.0 und 1.1 aus Cortex cDNA

(Mus musculus)

NR1 720 Nukleotide (NM_008169) Primer 2.0 und 2.1 aus Cortex cDNA
Exon1/2 bis Exon 6/7 (Mus musculus)

2.1.4 Oligonukleotide

Die bendtigten Oligonukleotide flir PCR (Polymerase Chain Reaction), RT-qPCR (reverse

Transkriptase quantitative Real-Time PCR) und Sequenzierungen wurden bei der Firma
Operon (Koln, Deutschland) bestellt, in tridestilliertem (flir RT-qPCR Oligonukleotide

zusatzlich RNase freiem) Wasser gelést und auf 10 pmol/ul verdiinnt. QuantiTect Primer

Assays wurden von der Firma Qiagen bezogen und das Lyophilisat nach Herstellerangaben

geldst und verwendet.

Tabelle 2.2: Verwendete Oligonukleotide (Mus musculus spezifisch)

Name Sequenz 5 >3 Referenz GroBe
Produkt

PSD95-fw GGCACCGACTACCCCACAG J. Schiitt 260 bp

PSD95-rev | AACACCATTGACCGACAGGA

SAP97-fw AGTGACGAAGTCGGAGTGATT J. Schiitt 119 bp

SAP97-rev GTCAGGGATCTCCCCTTTATCT

SAPAP1-fw CGTAAGTGAAGTCTCCATCAAC J. Schiitt 129 bp

SAPAP1-rev | CTCGCTCACCTGACTTATGG

SAPAP2-Fw | GACAGACAGACTGCGGATCG J. Schiitt 149 bp

SAPAP2-rev | GCAGACATCCTTGGGCTTTC

SAPAP3-fw ACTATTTGCAGGTGCCGCAAG J. Schiitt 141 bp

SAPAP3-rev | GGGCTACCATCTGAGTCTCC

Shankil-fw | AGCCTGCAGCAGTGCCCAGCA J. Schiitt 134 bp

Shankl-rev | ATGCGAGGCCGCCAGGCCCA

NR1-fw AGCCAGGTCTACGCTATCC J. Schiitt

NR1-rev ACATCAGCACCCTCTTGAA 720 bp

NR1-rev TAGGGTGGTACGGTGCGAAG 178 bp

NR2B-fw AGAGGTGGTTGACTTCTCTGTGCC J. Schiitt 181 bp

NR2B-rev TGAAGTATTCAAAGACAAAGACAGC

GIluR1-fw ACCACTACATCCTCGCCAAC J. Schiitt 144 bp

GluR1-rev TCACTTGTCCTCCACTGCTG

GIluR1-fw TTGACTTACCGATTCTCTTCCC J. Schiitt 797 bp

GluR1-rev TCTGGATGTCGATCCCTTGGCC
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IRSp53 QuantiTect Primer Assay Qiagen 110 bp
Qiagen QT01061431

BC1-fw GTTGGGGATTTAGCTCAGTGG Johnson 152 bp
BCl-rev AGGTTGTGTGTGCCAGTTACC et al.
HPRT-fw GTTCTTTGCTGACCTGCTGGA Kurth etal. | 119 bp
HPRT-rev TCCCCCGTTGACTGATCATT
GAPDH-fw TGGCAAAGTGGAGATTGTTGCC QPPD 155 bp
GAPDH-rev | AAGATGGTGATGGGCTTCCCG
Tubulin-fw | AAGGAGGATGCTGCCAATAA J. Schitt 135 bp
Tubulin-rev | GCTGTGGAAAACCAAGAAGC
CamKII-fw | ACCTGCACCCGATTCACAG Wang et 112 bp
CamKII-rev | TGGCAGCATACTCCTGACCA Spandidos

et al.
FMR1s GATCCATTCCCTTAATCCCAGCAC S. Kindler
FMR2as GGGATTAACAGATCGTAGACGCTC 274 bp
Neolas GCTTTACGGTATCGCCGCTCCC 590 bp
2.1.5 Antikorper

Tabelle 2.3: Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Primir- und Sekundir-Antikérper
m = Maus, rb = rabbit (Kaninchen), WB = Western Blot, ICC = Immunzytochmie

Antik6érper GroBe des Quelle Verdiinnung
detektierten Antigens fir WB
im Western-Blot
Primar-Antikorper:
anti-FMRP, m monoklonal, clone 75 kDa Euromedex, Nach
1C3-1a Mundolsheim, Hersteller-
Frankreich angaben (n.H.)
anti-FMRP, rb polyklonal, H-120 75 kDa Santa Cruz n.H.
Biotechnology,
Heidelberg
anti-p-Tubulin III, rb polyklonal 55 kDa Sigma Aldrich, n.H.
Munich,
Deutschland
anti-RGS4, rb polyklonal 34 kDa abcam, n.H.
Cambridge, UK
anti-NR1, m monoklonal, MAB363 120 kDa CHEMICON n.H.
Europe, Hofheim,
Deutschland
anti-NR2A, rb polyklonal, AB1555P | 163 kDa CHEMICON n.H.
anti-NR2B, rb polyklonal, AB1557P | 166 kDa CHEMICON n.H.
anti-GluR1, rb polyklonal, AB1504 106 kDa CHEMICON n.H.
anti-GluR2/3, rb polyklonal, 105 kDa CHEMICON n.H.
AB1506
anti-GluR4, rb polyklonal 106 kDa Dianova, n.H.
Hamburg,
Deutschland
anti-SAPAP1, affinitatsaufgreinigt 90 kDa Stefan Kindler 1:33
rb polyklonal, #5280 150 kDa
anti-SAPAP2, affinitatsaufgreinigt 140 kDa Stefan Kindler 1:83
rb polyklonal, #5281 170 kDa
anti-SAPAP3, affinitatsaufgreinigt Doppelbande Stefan Kindler 1:1000
rb polyklonal, #5269 150 kDa
anti-SAP97, rb polyklonal 97 kDa Valtschanoff et 1:250
140 kDa al. 2000
anti-SAP102, rb polyklonal 102 kDa Miller et al. 1996 | 1:500
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anti-SAP90/PSD-95, rb polyklonal 95 kDa Kistner et al. 1:1000
1993
anti-Chapsyn-110, rb polyklonal 116 kDa Kim et al. 1996 1:1000
anti-Shank1, rb polyklonal 240 kDa Zitzer et al. 1999 | 1:2000
anti-Shank3, rb polyklonal 180 kDa Redecker et al. 1:3000
2006
anti-IRSp53, rb polyklonal 53 kDa Soltau et al. 2004 | 1:2000
58 kDa
anti-PABP, rb polyklonal 70 kDa Brendel et al. 1:2000
2004
Immunglobulin G (IgG) 50 kDa Sigma-Aldrich
25 kDa
Sekundar-Antikdrper:
HRP-Anti-Maus-IgG GE Healthcare 1:500 WB
HRP-Anti-Kaninchen-IgG GE Healthcare 1:500 WB
Cy3-Anti-Kaninchen-IgG Dianova 1:500 ICC

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdureelésungen erfolgte im Spektrophotometer
(GeneQuant, Amersham Biosciences) in geeigneten Verdiinnungen. Die Qualitat von DNA
und RNA wurde mittels Gelelektrophorese Uberpriift (2.2.5; 2.2.7).

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Alle Standard DNA-Amplifikationen und Genotypisierungen wurden mit der 7ag-DNA-
Polymerase (Qiagen) und dem dazugehdrigen Reaktionspuffer im GeneAmp PCR System
2400 oder 9600 Thermocycler (PerkinElmer, Waltham, USA) durchgefiihrt. Die Volumina der
Ansatze und die Reaktionsbedingungen variierten je nach Zweck der Vervielfaltigung.

Tabelle 2.4: Ansatz und Bedingungen einer Standard-PCR
Tw= Schmelztemperatur der Primer

PCR-Ansatz Schritt Temperatur Zeit
in °C

DNA Nach Initiale Denaturierung 94°C 5 min
Bedarf

10x Puffer 5ul Denaturierung 94°C 30 sec

Desoxynukleosid- 1l Primer-Anlagerung mind. 4°C 30 sec

triphosphate unter T,

(dNTPs) je 10 mM

Primer 1 (10 mM) 1l Verlangerung 72°C pro 17 bp

1 sec

Primer 2 (10 mM) 1l Terminale Verldngerung 72°C 7 min

Dimethylsulfoxid 1l Lagerung 4°C oo

(DMSO)

7Tag-Polymerase 0,5 pl

H,0 2d 50 i 30-35 Zyklen
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Tabelle 2.5: Ansatz und Bedingungen einer Genotypisierungs-PCR

WT-PCR FMRP ko-PCR Schritt Temperatur Zeit
in °C

genomische | 5 pl | genomische 5 pl | Initiale Denaturierung 94°C 5 min
DNA DNA
10x Puffer 3 ul | 10x Puffer 3l | Denaturierung 94°C 30 sec
dNTPs 1yl | dNTPs 1yl | Primer-Anlagerung 60°C 30 sec
je 10 mM
FMR1s 1l | FMR1s 1yl | Verldangerung 72°C 1 min
10 mM
FMR2as 1 pl | Neolas 1 ul | Terminale Verlédngerung 72°C 7 min
10 mM
DMSO 1l | DMSO 1yl | Lagerung 4°C (%)
Taq- 0,5 | 7aq 0,5
Polymerase ul | Polymerase ul
H,0 ad | 1,0 ad 35 Zyklen

30 30

ul

Tabelle 2.6: Bedingungen fiir Sequenzierungs-PCR (Ansatz siehe 2.2.6)

Schritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 96°C 5 min

Denaturierung 96°C 30s

Primer-Anlagerun 55°C 15s
AR 25 Zyklen

Verlédngerung 60°C 4 min

Terminale Verldngerung 72°C 4 min

Lagerung 4°C (o')

Tabelle 2.7: Ansatz und Bedingungen fiir RT-qPCR

PCR-Ansatz Schritt Temperatur Zeit

RNA 1-100 ng | Reverse Transkription 50°C 30 min

SYBR Green 10ul Initiale Denaturierung 95°C 15 min

MasterMix Qiagen

RT-Mix 0,2ul Denaturierung 95¢°C 15 sec

Fw-Primer 1l Primer-Anlagerung 56°C-58°C 30 sec

10 mM

Rev-Primer 1l Verlangerung 72°C 30 sec

10 mM

H,0 ad 20pl | Schmelzkurvenbestimmung | 72°C-95°C | 5 sec pro °C
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2.2.3 Praparation von genomischer DNA

Genomische DNA aus Schwanzbiopsien wurde mit dem DNA Blood and Tissue Kit (Qiagen)
nach Herstellerangaben isoliert. Die Elution der DNA vom Sdulenmaterial wurde statt mit 200
Ml mit 100 pl AE-Buffer durchgefiihrt.

2.2.4 Praparation von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte mittels alkalischer Lyse (Sambrook et
al., 1989). Im gréBeren MaBstab wurden Plasmide mittels Sdulen endotoxinfrei gereinigt
(Endofree Plasmid MaxiKit, Qiagen, Hilden, Deutschland oder MNucleobond Xtra Maxi EF,
Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland).

2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Fir die Analysen von DNA-Fragmenten oder PCR-Produkten wurden je nach GroBe 1-2%ige
Agarosegele fiir eine horizontale nicht-denaturierende Elektrophorese nach Sambrook et al.
(1989) verwendet. Als GroBenmarker wurde der GeneRuler™ 100 bp (Fermentas)
verwendet. Die Dokumentation erfolgte unter UV-Licht. Einzelne DNA-Fragmente wurden mit
einem Skalpell aus dem Agarosegel herausgetrennt und mittels PegGOLD Gel Extraction Kit
(peglab, Erlangen, Deutschland) aufgereinigt.

2.2.6 Klonierung von DNA-Fragmenten und DNA-Sequenzierung

Restriktion und Ligation von DNA

Plasmide oder PCR-Produkte wurden mit Endonuklease nach Herstellerangaben restringiert.
Die Reaktion wurde durch Hitzeinaktivierung des Enzyms, Zugabe von Ladepuffer fir die
Elektrophorese oder mittels Reinigung der DNA Uber eine Sdule (JETquick PCR Product
Purification Spin Kit, Genomed, Lohne, Deutschland) gestoppt.

Die Ligation eines DNA-Fragmentes mit einem linearisierten Vektor wurde mit T4 DNA Ligase
(Invitrogen) nach Herstellerangaben durchgeflinrt. Dabei wurde das Fragment in einem drei-
bis zehnfachen molaren Uberschuss gegeniiber dem Plasmid eingesetzt. Die Ligation wurde
eine Stunde bei Raumtemperatur oder bei 16°C lGber Nacht inkubiert.

Herstellung und Transformation von kompetenten Bakterien

Kompetenten Bakterien (Stamm TOP10F’, Invitrogen) wurden nach dem Protokoll von
Walhout et al. (2000) generiert und transformiert.

DNA-Seqguenzierung

Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach der Didesoxy-Methode (Sanger et al., 1977).

Mittels alkalischer Lyse isolierte Plasmide wurden vor Sequenzierung mittels JE7quick PCR
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Product Purification Spin Kit (Genomed) gereinigt. Plasmide aus Sdulen-Praparationen
wurden direkt verwendet. PCR-Produkte wurden nach Auftrennung im Agarosegel aus
diesem aufgereinigt. Fir einen Sequenzierungsansatz wurden 0,4-1 ug DNA mit 2 pl Big Dye
Mix (Abi Prism Big Dye Terminator Kit, Applied Biosystems) und 1pl Primer vermischt. Der
Ansatz wurde dann mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 10ul aufgefiillt. Nach der
Sequenzierungsreaktion (2.2.2) wurde der Ansatz mit Wasser auf 20ul aufgefillt, mit 2ul 3M
Natrium-Acetat und 55upl 100% Ethanol vermischt und bei 13.000rpm 30 Minuten
zentrifugiert. Die pelletierte DNA wurde mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und bis zur
Sequenzierung bei -20°C gelagert.

2.2.7 Isolierung von RNA aus Gehirnlysaten, Synaptosomen oder
Immunprazipitaten

RNA wurde aus Gewebefraktionen oder Immunprazipitaten mit Hilfe von 7RIzo/ (Invitrogen)
oder dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben isoliert. AuBer bei der RNA-
Isolierung aus den Immunprazipitaten wurde die Qualitat der isolierten RNA nach jeder
Isolierung qualitativ im Agarosegel (RNase-frei) Uberprift. Nur undegradierte RNA

(Abbildung 2.1) wurde weiterverwendet.

X W

W8 — 4,7 kb 285 rRNA

s — 1,9 kb 18S rRNA

Abbildung 2.1: Elektrophoretische Auftrennung isolierter RNA im Agarosegel.

Nach RNA Isolierung wurden 1,5 pg RNA im Agarosegel aufgetrennt. Bei degradierter RNA (linke Spur) ist ein
schwarzer Schleier zu erkennen. Bei intakter RNA kann man die beiden groBen ribosomalen RNAs bei 1,9 und 4,7
kb erkennen (rechte Spur).

2.2.8 Northern Blot

Die Auftrennung von RNA und der Transfer im Northern Blot Verfahren wurden entsprechend
der Formaldehyd-Methode nach Sambrook et al. (1989) und dem Qiagen® RNA/DNA
Handbuch (Qiagen) durchgefiihrt. Die fir die Detektion spezifischer Transkripte generierten
DNA-Fragmente (2.1.4) wurden nach Herstellerangaben mit [P*?]-dCTP (Perkin Elmer)
radioaktiv markiert (Redjprime DNA Labeling System;, GE Healthcare, Miinchen, Deutschland)
und aufgereinigt (MicroSpin™ G-50; GE Healthcare). Die Membran (Hybond-XL, Amersham
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Pharmacia) wurde mit ULTRAhyb™ (Ambion /Applied Biosystems, Austin, USA) bei 42°C
prahybridisiert und hybridisiert. Die radioaktiven Signale wurden mit Rontgenfilmen (Kodak,
Stuttgart, Deutschland) oder einem BAS-180011 Phosphoimager (Fuji Film) detektiert.

2.2.9 Quantitative Realtime-PCR

Fir die relative Quantifizierung von mRNA-Konzentrationen in verschiedenen Geweben
wurden jeweils WT und FMRP ko RNA als Duplikat-Ansétze in gleichen Mengen (zwischen 10-
40 ng) bzw. fur die Immunprazipitation (IP) in gleichen Volumina in eine Reverse
Transkription Quantitative Real-Time PCR (RT-gPCR) mit dem QuantiTect™ SYBR® Green
RT-PCT Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben (siehe Tabelle 2.7) eingesetzt. Durchgefiihrt
wurden die RT-gPCRs mit dem Rotor-Gene 3000 (Corbett).

Fir jede der entstandenen Produktkurven wurde, separat fiir jeden Primerpaar, der Ct-Wert
mittels Rotor-Gene 6 Software ermittelt (=Cycle Threshold; Zyklus des jeweiligen PCR-
Ansatzes an dem sich die Fluoreszenzkurve im exponentiellen Bereich mit dem Uber die
Hintergrundfluoreszenz gesetzte Schwellenwert schneidet). Die Ct-Werte wurden mittels
REST2005 (Pfaffl et al., 2002) ausgewertet. Diese Software berechnet eine relative
Konzentration zwischen Amrf” und WT fiir ein Transkript. Die Normalisierung erfolgt mit
einem Haushaltsgen, dessen Transktiption nicht verandert ist. In dieser Arbeit wurde zur
Normalisierung die mRNA von HPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase)
verwendet. Bei der angegebenen relativen Konzentration bedeutet der Wert 1, dass keine
Mengenunterschiede des Transkriptes zwischen WT und Fmri’” Gehirn bestehen. Eine
relative Konzentration >1 bedeutet, dass die untersuchte mRNA im Fmri” Gehirn im
Vergleich zum WT Gehirn angereichert war. Eine Konzentration <1 zeigte entsprechend eine
geringere Menge an mRNA im Fmr’” Gehirn.

Die flr die Auswertung der relativen Expressionen mit REST2005 benétigen Effizienzen der
einzelnen Primer wurden mittels RNA aus WT Cortexlysat ermittelt. Dazu wurden
verschiedene RNA-Mengen (1 ng, 10 ng, 100 ng) in Triplikaten mit den einzelnen Primern
mittels RT-qPCRs analysiert. Anhand der Ct-Werte der entstandenen Fluoreszenzkurven kann
das Programm Rotor-Gene 6 die Effizienzen der Primer berechnen.

Flr die Auswertung der Immunprazipitate und Synaptosomen-Fraktionen wurden ebenfalls
die Ct-Werte der Proben separat fiir den jeweiligen Primer ermittelt. Die Differenz der Ct-
Werte zweier zu vergleichender Proben z.B. Prazipitation von FMRP aus WT und Fmirl”
Gehirnlysat oder Synaptosomen zu Homogenat wurde durch 0,333 dividiert um den relativen

Ausgangsmengenunterschied zu ermitteln.
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2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung und Transfektion von Mouse Embryonic Fibroblats
(MEFs)

Die Mausfibroblasten wurden in DMEM (Dulbecco s Modified Eagle Medium, Cambrex) mit
10% FBS (foétales bovines Serum; HyClone, Logan, USA), 150 pg/ml Hygromycin (PAA,
Pasching, Osterreich), 1 mM L-Glut (GlutaMAX™, Invitrogen) und Penicillin-Streptomycin
(100 U/ml und 100 pg/ml; Gibco/Invitrogen) in 6-Loch-Schalen bei 37°C und 5% CO,
kultiviert. Zum Passagieren wurden die Zellen mit 1x PBS (phosphat buffered saline,
Sambrook et al., 1989) gewaschen und mittels 1x Trypsin-Lésung (Sigma-Aldrich) in Versene
Puffer (137 mM NaCl; 8,8 mM Na,HPO,4; 2,7 mM KCl; 0,7 mM KH,PO,4; 1mM EDTA; pH 7,4)
von der Kulturschale abgel6st. Die Trypsinierung wurde durch Zugabe von DMEM gestoppt
und die Zellen wurden verdlinnt auf neue Schalen aufgeteilt.

Die Transfektion von ca. 80% konfluenten Mausfibroblasten wurde mit Ljpofectamine 2000

(Invitrogen) nach Herstellerangaben mit 4 ug DNA je Loch einer 6-Loch-Schale durchgefiihrt.

2.3.2 Kultivierung und Transfektion von Neuronen

Hippocampus- und Cortex-Neurone wurden an Embryonaltag 18 aus den Nachkommen
tragender Mausen bzw. Ratten prapariert. Zunachst wurden die Hippocampi aus den
cortikalen Hemisphdren isoliert. Diese wurden dann in 1x HBSS (Hanks Balanced Salt
Solution, Gibco/Invitrogen) mit 100 U bzw. ug/ml Penicillin-Streptomycin gesammelt. Die
Gehirnhdute wurden von den praparierten Cortex-Halften entfernt. Alle weiteren Angaben
gelten fir 12 Gehirne.

Hippocampus: Die Hippocampi wurden in HBSS mit 2,5 mg Trypsin/ml flir 15 Minuten bei
37°C leicht schwenkend inkubiert. Danach wurde dreimal je finf Minuten mit insgesamt
50ml Ausplattier-Medium [MEM mit 10% Pferdeserum (PAA) und 0,6% Glucose (w/v)]
gewaschen, wobei die Hippokampi jeweils abgesaugt und in ein neues Gefa Uberflihrt
wurden. Danach erfolgte die Titruation in 3 ml Ausplattier-Medium mit einer normalen und
anschlieBend einer verengten, feuerpolierten Glaspasteurpipette durch 12maliges Auf- und
Abpipettieren. Nach dem Auffiillen auf 12 ml Ausplattiermedium wurde die Zellzahl der
Neurone bestimmt (Neubauer-Zahlkammer) und auf eine Dichte von 150.000 — 300.000
Zellen pro ml eingestellt und in 12-Loch-Schalen (1 ml pro Loch) ausplattiert. Daflir wurden
Deckglaschen mit einem Durchmesser von 18 mm (Assistent, 2x in 100% Ethanol
gewaschen, einmal in tridestillierten Wasser und vier Stunden bei 180°C gebacken)

verwendet. Diese Deckglaschen wurden vor dem Ausplattieren mit Poly-L-Lysin [1 mg/ml in
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Borat-Puffer (50 mM Borsdure, 20 mM Natriumtetraborat, pH 8,5)] beschichtet und dreimal
mit tridestilliertem Wasser gewaschen.

Cortex: Die Cortex-Halften wurden grob zerkleinert und 30 Minuten mit 2,5 mg Trypsin/mi
in HBSS bei 37°C inkubiert. Danach wurde dreimal finf Minuten mit je 50ml
Ausplattiermedium gewaschen, das Gewebe dann in 12 ml Medium mit der 10 ml-Pipette
grob zerkleinert und anschlieBend in 4 ml-Aliquots, wie oben beschrieben, titruiert. Die
Lésung wurde durch eine Nylongaze gefiltert (Cellstrainer, 40 pm Porendurchmesser, Falcon)
und die Zellzahl wurde bestimmt. Zwischen 1-2 x 10° Neurone pro 2 ml wurden auf ein Loch
einer mit Poly-L-Lysin beschichteten 6-Loch-Platte gegeben.

Nach ca. drei Stunden wurde das Ausplattiermedium gegen Neurobasal-Medium
[Gibo/Invitrogen + 1x B-27 Supplement (Gibco/ Invitrogen); 0,5 mM L-Glutamin (GlutaMAX,
Invitrogen); 100pg/ml Primocin (Invivogen, San Diego, USA) und 25 pM Glutamat]
ausgetauscht. Der erste Mediumwechsel erfolgte drei bis flinf Tage nach der Praparation.
Dabei wurde die Halfte des Neurobasal-Mediums ausgetauscht. Dieses enthielt B-27, L-
Glutamin, Primocin und 0,6-6 pM AraC (Sigma-Aldrich), welches Wachstum und Zellteilung
von Fibroblasten hemmt. Ein weiterer Mediumwechsel mit Neurobasal ohne AraC erfolgte am
siebten Tag zusammen mit der Transfektion.

Transfektion: Die Transfektion der Neurone erfolgte am siebten Tag oder fir
Stimulationsversuche am 14. Tag nach Praparation mittels Calciumphosphat-Prazipitation.
Zur Transfektion von zwei Lochern (6-Loch-Platte) wurden 8 ug Plasmid-DNA in 90ul Wasser
geldst und dann 10 pl 2,5 M CaClz2 zugegeben. AnschlieBend wurden 100 pl 2x BBS mit pH
6,96 (Sambrook et al., 1989) unter standigem Mischen (Vortex) langsam zugegeben. Nach
20 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde je 100 pl der Prazipitat-Suspension auf
die Zellen getropft und das Neurobasal-Medium wurde nach drei Stunden und drei

Waschschritten mit 1x HBSS gewechselt.

2.3.3 Stimulierung und Ernte von Cortex-Neuronen

Die Cortex-Neurone wurden einen Tag nach Transfektion (Tag 15 in Kultur) mit 0,1 mM des
metabotropen Glutamatrezeptor Agonisten S-(3,5)-Dihydroxyphenylglycin (DHPG gel6st in
Wasser; Sigma-Aldrich) fur zehn Minuten stimuliert und anschlieBend fir die Luciferase-
Messungen geerntet (2.4.5).

2.3.4 Immunzytochemische Analyse von Hippocampus-Neuronen

Zum Nachweis von Proteinen in auf Deckglaschen (Assistent) kultivierten Hippocampus-
Neuronen wurde das Medium abgesaut und die Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen. Die

Fixierung erfolgte fiir 20 Minuten in 4% Paraformaldehyd in PBS bei Raumtemperatur. Nach
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erneutem Waschen mit 1x PBS, wurden die Zellen fiir drei Minuten mit 0,3% Triton X-100 in
PBS permeabilisiert. Nach griindlichem Waschen in 1x PBS wurden die Zellen mit 10%
Ziegenserum in PBS (Blockierldsung) fiir ein bis zwei Stunden bei Raumtemperatur blockiert.
Der erste Antikdrper wurde in geeigneter Konzentration in Blockierldsung verdinnt und die
Zellen Uber Nacht bei 4°C oder mindestens zwei Stunden bei Raumtemperatur darin
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in 1x PBS wurde der Sekundar-Antikdrper in
geeigneter Konzentration in Blockierldsung verdiinnt und die Zellen wurden darin inkubiert
(eine Stunde bei Raumtemperatur). Die Neurone wurden erneut dreimal mit 1x PBS
gewaschen und mit PermaFluor (Beckman Coulter, Marseilles, Frankreich) auf Objekttragern

fixiert.
2.4 Biochemische Methoden

2.4.1 Quantifizierung von Proteinen, Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western Blot

Die Konzentrationsbestimmungen von Proteinlysaten wurden nach Bradford (1976)
durchgeflihrt. Die zu messenden Proteinldsungen wurden mit Wasser verdiinnt und parallel
zu einer Leerkontrolle (nur Wasser) und einer definierten BSA-Standardreihe (bovine serum
albumin) in einer 96-Loch-Platte mit je 180 pl Bradford-Reagenz (Sigma-Aldrich) vermischt.
Nach zwei bis drei Minuten Inkubation wurde der Farbumschlag der Chemikalie im ELISA-
Reader (Titertek Multiscan Plus, Flow Laboratories) bei einer Extinktion von 620 nm
gemessen. Die Konzentration wurde mittels Regressionsgleichung der BSA-Standardreihe in
Excel bestimmt. Die gewilinschte Menge Proteinlysat wurde flir die Elektrophorese mit
Laemmli-Puffer (Cleveland et al., 1977) fir fuinf Minuten bei 95°C denaturiert. Die
Auftrennung von Proteinen wurde mittels SDS-PAGE in 10%igen Gelen im Mini-PROTEAN III
oder Tetra Cell System (Biorad) nach Sambrook et al. (1989) durchgefihrt. Als
GréBenmarker wurden gefdrbte ProteingréBenstandards aufgetragen (Full Range Rainbow
Marker, Amersham Bioscience oder PageRuler™ prestained Protein Ladder Plus, Fermentas).

Zur Immundetektion von Proteinen wurden diese nach der Auftrennung im Proteingel auf
eine Nitrocellulosemembran (PROTAN, Schleicher & Schuell) Ubertragen. Der Transfer
erfolgte im semi-dry Verfahren nach Angaben der Hersteller von Membran und Blot-
Apparatur (7rans-Blot® SD Cell, BioRad) in Transferpuffer [25 mM Tris-Base (w/v); 10%
Methanol (v/v); 150 mM Glycin; pH 8,3]. Die Proteintibertragung wurde durch Farbung der
Membran mit Ponceau S (Sigma-Aldrich) Uberprift. Danach wurde die Membran fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur mit Blockierldsung [10% Magermilchpulver oder 5% BSA in
PBS-T; PBS-T: PBS + 0,3% Tween-20 (v/v)] inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu
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blockieren. Die Reaktion mit dem primdren Antikérper in entsprechender Konzentration
(Tabelle 2.3) erfolgte tber Nacht bei 4 °C. Nach drei zehnminttigen Waschschritten mit PBS-
T folgte die Inkubation mit dem passenden Horse radish peroxidase (HRP)-gekoppelten
sekundaren Antikorper in entsprechender Konzentration (Tabelle 2.3) flir eine Stunde bei
Raumtemperatur. Im Anschluss an drei zehnminiltige Waschschritte in PBS-T wurden die
antikdrpermarkierten Proteine mit Hilfe des ECL-Systems (Enhanced Chemiluminescense;
Lumi-Light Western Blotting Substrate, Roche) nach Herstellerangaben auf Rontgenfilmen
(Cronex 5 Medical X-Ray Film, Agfa) detektiert. Die densitometrische Auswertung der Signale
erfolgte mit dem Programm ImageJ. Dazu wurden die einzelnen Signale vermessen und die
Bandenintensitdt und —gréBe vom Programm in eine Kurve umgerechnet. Die Flachen
unterhalb der Kurven der zu vergleichenden Signale z.B. von WT und ko wurden berechnet.
Tubulin diente als Ladekontrolle sowie Normalisierungsfaktor und wurde entsprechend immer
mitgemessen. AnschlieBend wurden die einzelnen Werte zu den dazugehdrigen

Tubulinwerten normalisiert (Proteinwert / Tubulinwert = normalisierter Wert).

2.4.2 Reinigung von GST-Fusionsproteinen

Fiir die Expression eines Fusionsproteins wurde eine 10 ml Ubernachtvorkultur in 400 ml
Luria Bertoni (LB)-Medium (Sambrook et al., 1989) lberimpft und bei 37°C bis zu einer
ODgoo = 0,6-1,0 inkubiert. Nachdem 100 pl als Negativkontrolle abgenommen wurden, wurde
die Fusionsprotein-Expression mit 1 mM Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert.
Nach zwei Stunden Inkubation bei 37° wurden erneut 100 pl abgenommen und die restliche
Bakterien-Suspension wurde zentrifugiert (GSA Sorvall, 5000 rpm, 4 °C, 15 Minuten). Das
Bakterien-Pellet wurde zweimal in 20 ml STE-Puffer (150 mM NaCl; 10 mM Tris pH 8; 5 mM
EDTA) resuspendiert, dann mit je 200 pyl PMSF und Lysozym (10mg/ml) versetzt und 20
Minuten auf Eis inkubiert. Die lysierten Bakterien wurden entweder Uber Nacht bei -20°C
eingefroren oder funfmal mit funf Sekunden Ultraschall-Pulsen behandelt. Da das
Fusionsprotein GST-FMRP in Inclusion Bodies aggregierte, wurden anschlieBend 100pl 1M
DTT und 3,15 ml N-Lauroylsarcosin (10% in STE) hinzugegeben und der Ansatz 15 Minuten
auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 8,4 ml Triton X 100 (10% in PBS), 15 Minuten auf Eis,
Zugabe des gleichen Volumen eiskaltes STE-Puffer pH 6,8 und weiteren zehn Minuten auf
Eis, wurde der Ansatz 25 Minuten bei 20.000 x g und 4°C zentrifugiert. Vom Uberstand
wurden 100 pl als Kontrolle fiir die erfolgreiche Aufreinigung abgenommen und der Rest mit
1-2 ml gewaschener Glutathion-Sepharose (GE Healthcare; 2x mit STE-Puffer gewaschen
und bei 500 x g fir finf Minuten pelletiert) Gber Nacht bei 4°C rotierend inkubiert. Am
nachsten Tag wurde das an die Sepharose gekoppelte Fusionsprotein nach drei bis vier
Waschschritten (mit 10 ml eiskaltem STE-Puffer, pelletiert bei 500g fiir finf Minuten) dreimal
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mit je 500 pl Elutionspuffer von der Sepharose geldst. Die Protein-Konzentration der Eluate
wurde anschlieBend im Proteingel bestimmt. Dazu wurden definierte Mengen BSA (1 ug, 2
Mg, 5 pg und 10 pg) in Lammli-Puffer parallel zu Aliquots der Eluate denaturiert und mittels
SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde anschlieBend mit Coomassie brilliant blue (Sambrook
et al., 1989) gefarbt und nach der Entfarbung wurde die Menge des Fusionsproteins

geschatzt.

2.4.3 Aufreinigung polyklonaler Antikorper aus Serum (anti-FMRP)

Fir die Affinitatsaufreinigung des polyklonalen FMRP-Antikorpers aus den Kaninchen-Seren
wurden ca. 500 pg des GST-FMRP-Fusionsproteins in einem Proteingel mit nur einer groBen
Tasche aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran wurde die
Fusionsprotein-Bande mittels Ponceau S Farbung (Sigma-Aldrich) sichtbar gemacht und
ausgeschnitten. Wahrend des Blockens in 3%BSA in 1x PBS fiir eine Stunde wurden 500 pl
des Serums bei 56°C fir 30 Minuten hitzeinaktiviert und 1:10 in Blocking-Puffer verdinnt.
Nach der Inkubation Uber Nacht bei 4°C wurde der Membranstreifen zweimal fir zehn
Minuten mit 0,15 M NaCl und dreimal mit 1x PBS fir finf Minuten gewaschen. Im AnschluB
wurde der Antikdrper mit 5 ml Elutionspuffer [0,2 M Glycin (pH 2,8); 1 mM EGTA] fir zehn
Minuten bei Raumtemperatur vom Fusionsprotein abgetrennt. Das Eluat wurde sofort mit
1ml 2 M Tris-HCI (pH 8,0) neutralisiert und Uber Nacht bei 4°C mittels Dialyse in PBS

umgepuffert.

2.4.4 Immunprazipitationen von Proteinen und assoziierten RNA-
Molekiilen

Fir die Aufreinigung von Proteinen und assoziierten RNA-Molekilen (RNA-Ko-
Immunprazipitation, IP) wurden jeweils sechs WT und FMRP ko Mausgehirne prapariert und
nach Zalfa et al. (2003) in RNA-IP-Puffer mit Protease- und RNase-Inhibitoren homogenisiert
und weiterverarbeitet. Das klare Lysat wurde fiir 30 Minuten bei 4°C mit Protein A Agarose
(Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, USA) inkubiert und diese anschlieBend bei 500 x
g fur finf Minuten pelletiert und entfernt. Das so vorgereinigte Ausgangslysat wurde je
Genotyp in drei ReaktionsgefaBe zu gleichen Volumina aufgeteilt. Die einzelnen GefaBe
wurden mit je 30pg Immunglobulin G (IgG), anti-PABP oder anti-FMRP (iber Nacht bei 4°C
inkubiert. Am nachsten Tag wurden pro Ansatz 100 pl geblockte Protein A Agarose (Zalfa et
al., 2003) fir 40 Minuten hinzugegeben und nach dem Pelletieren der Agarose (5009 fir flnf
Minuten) wurde das Prazipitat sechmal mit RNA-IP-Puffer gewaschen. Die Agarose wurde in
200pl Wasser resuspendiert und 10% der Suspension wurde fiir eine Western Blot Analyse

abgenommen. Der Rest wurde mit 10 pl Proteinase K (18mg/ml, Roche) bei 37°C fiir 15
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Minuten inkubiert. Aus dem Uberstand wurde danach mittels RNeasy Mini Kit die RNA nach
Herstellerangaben isoliert.

2.4.5 Messung der Luciferase-Aktivitat

Alle fir die Luciferase-Messungen bendtigten Puffer und Reagenzien stammten aus dem
Dual Luciferase Assay System (Promega) und wurden nach Herstellerangaben verwendet.

Die mit entsprechenden Luciferase-Plasmiden (2.1.3) transfizierten Zellen wurden nach 24
Stunden geerntet. Die Enzym-Aktivitdten von Photinus- und Renilla-Luciferase wurden mittels
Luminometer (MicroLumat LB96P; Berthold, Bad Wildbad, Deutschland) in den Zelllysaten
bestimmt. Die Aktivitat der Photinus-Luciferase wurde mit dem der Renifla-Luciferase
normalisiert. Fir die graphische Darstellung wurde der normalisierte Wildtyp Wert jeder
Messung 100% gesetzt und der FMRP ko Wert entsprechend ausgerechnet, fiir die

statistische Auswertung wurden die normalisierten Originalwerte verwendet.

2.4.6 Isolierung von Synaptosomen und postsynaptischen Dichten

Die Isolierung postsynaptischer Dichten aus Mausgehirnen bzw. aus verschiedenen
Gehirnregionen wurde nach Carlin et al. (1980) durchgefiihrt. Verwendet wurden daftir
sieben bis zehn Maugehirne. Fir die Bestimmung der RNA-Konzentration in Synaptosomen
wurde das Protokoll unter RNase-freien Bedingungen bis zur Zentrifugation des Materials im
Sucrosegradienten durchgefiihrt. Die Proteinbande mit den angereicherten Synaptosomen
wurde isoliert und aus ihr die Gesamt-RNA mittels RNeasy Mini Kit (Qiagen) aufgereinigt.

2.5 Statistische Auswertung der Daten und StichprobengroBe

Die statistische Auswertung der generierten Daten erfolgte im Programm Excel (Microsoft)
mit dem zwei-seitigen t-Test und einem Signifikanzniveau von a= 0,05 wenn die Daten aus
unabhangigen Messungen oder Experimenten generiert wurden. Fir die Protein- und RNA-
Quantifizierungen wurde die Aufarbeitung der Daten mit dem Programm SPSS (SPSS Inc.)
vorgenommen. Da aus einzelnen Prdparationen jeweils mehrere Messergebnisse generiert
wurden, erfolgte die statistische Auswertung Uber die Analyse im linearen gemischten
Modell, das die Struktur der Versuche (nach Praparation und Experiment) berlicksichtigt. Das
Signifikanzniveau betrug dabei auch a= 0,05.

Fir die Quantifizierung der Proteinkonzentrationen in PSD-Praparationen wurden mindestens
drei unabhangige PSD-Isolierungen durchgefiihrt. Je Praparation wurden mindestens zwei
Western Blots pro unverdandertem Protein bzw. mindestens drei pro verdandertem Protein
analysiert. Die statistische Analyse wurde mit dem linear gemischten Modell (SPSS)

durchgefiihrt. Fir die relative Quantifizierung der RNA aus Wildtyp und FMRP-defizienten
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Mausgehirnen wurden mindestens zwei unabhdngige Prdparationen genutzt. Mit jeder
Praparation wurden mindestens zwei Quantifizierungen pro Transkript durchgefiihrt. Die
einzelnen Proben wurden in der RT-qPCR in Duplikaten quantifiziert. Die statistische Analyse
wurde mit dem linear gemischten Modell (SPSS) durchgeftihrt.

Fir die Identifizierung von mRNA Molekiilen, die von FMRP gebunden werden, wurden je
untersuchte mRNA mindestens drei unabhdngige Prazipitationen durchgefiihrt. Aus jeder
Prazipitation wurden pro Transkript mindestens zwei Analysen in Duplikaten mittels RT-qPCR
durchgeflihrt. Die statistische Auswertung mittels t-Test (gepaart) wurde flr jede mRNA an
den Ct-Werten von wtF-IP und koF-IP vorgenommen. Die statistische Analyse der beiden
subjektiv eingeteilten Klassen erfolgt mit dem Linear Gemischten Modell (SPSS). Die
Luciferase-Messungen wurden mit dem t-Test analysiert. Die jeweilige Anzahl der

durchgeflihrten Messungen pro Experiment sind dem Ergebnisteil zu entnehmen.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung von Fmrl1” Tieren

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Fmri” Mauslinie als FRAX Modell verwendet. Diese
stammte aus den Jackson Laboratories (Bar Harbour, USA) und besitzt genetisch einen
C57bl/6] Hintergrund.

3.1.1 Genotypisierung von Fmr1”/” Tieren

Zur Analyse neuer Nachkommen wurde genomische DNA aus Schwanzbiopsien isoliert und
fur eine Genotypisierung mittels PCR eingesetzt. Fir jedes Individuum wurden zwei
Reaktionen zur Detektion des WT und FAmri” Allels durchgefiihrt. Bei homo- oder
hemizygoten WT Tieren entsteht mit den Primern FMR1s und FMR2as ein 274 bp groBes
Amplifikat, waéhrend das Primemaar FMR1s und neolas zu keinem PCR-Produkt fihrt. Bei
homo-/hemizygoten FMRP-defizienten Tieren entsteht mit den Primern FMR1s und neolas
ein Produkt von 590 bp und aufgrund der inserierten Neomycin Phosphotransferase-Kassette
in einigen Reaktionen ein 1000 bp groBes Produkt in Ansatzen mit den Primern FMR1s und
FMR2as (Abbildung 3.1). Bei Heterozygotie entsteht mit den Primern FMR1s und FMR2as ein
274 bp groBes Amplifikat und mit FMR1s und neolas ein Produkt von 590 bp.
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Abbildung 3.1: Genotypisierung von WT und Fmr1”/” Mausen

(A) Elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte verschiedener Genotypisierungs-PCR. Das obere Gel zeigt
Ansatze mit den Primern FMR1s und FMR2as. Das untere Gel zeigt die Ansdtze mit den Primern FMR1s und
neolas. Bei Heterozygotie (+/-) entstanden in beiden PCR-Ansdtzen Amplifikate von 274 bp (oben) und 590 bp
(unten, linke Spur). Bei homozygoten WT Tieren (+/+) entstand nur bei der PCR mit FMR1s und FMR2as eine
Bande von 274 bp (oben, mittlere Spur). Bei FMRP-defizienten Tieren (-/-) wurde in der Amplifikation mit FMR1s
und neolas ein 590 bp groBes Produkt generiert (unten). In manchen Fallen konnte parallel in der PCR mit
FMR1s und FMR2as ein 1000 bp groBes Produkt amplifiziert werden (oben, rechte Spur) (B) Schematische
Darstellung der Exons 4-6 von Fmr1 Allelen auf dem X-Chromosom. Die Anlagerungsregion der in dieser Arbeit
verwendeten Primer (schwarze/ rote Pfeile) sowie die GréBe der zu erwartenden PCR-Produkte sind angegeben.
Boxbereiche reprasentieren exonische, Striche intronische Genomabschnitte. Die Neomycinresistenz-Kassette
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(neo-Kassette) beeinhaltet das Neomycin Phosphotranferase Gen sowie Promotorfragmente und ein
Polyadenylierungssignal und ist im Vergleich zu Fmr! in gegenlaufiger Orientierung inseriert (grauer Pfeil).

3.1.2 Herstellung und Testung eines FMRP-Antikorpers

Um einen Antikdrper gegen FMRP zu generieren, wurden die ersten 1338 Nukleotide der
kodierenden Region des Fmrl Gens aus Rattus norvegicus an das 3 Ende des Glutathion-S-
Transferase (GST) Gens in den pGEX-Vektor kloniert. Dieses Konstrukt wurde mittels IPTG in
Bakterien zur Expression gebracht, so dass die Zellen das Fusionsprotein GST-FMRP
synthetisierten. Das GST-FMRP-Fusionsprotein wurde nach einem Sarkosylaufschluss aus den
Bakterien aufgereinigt, mittels GST-Sepharose isoliert und als Antigen Kaninchen zur
Synthese von Antikdrpern injiziert (Pineda, Berlin, Deutschland). Nach 235 Tagen zeigte das
Serum FMRP-T1 im Vergleich zu einem vor der Immunisierung entnommenen Serum Pra-T1
im Western Blot eine starke Reaktion mit dem GST-FMRP-Fusionsprotein und mit FMRP in
Gehirnlysaten, so dass das Tier ausgeblutet werden konnte. Das Serum FMRP-T1 wurde bei
-80°C gelagert. Ein Teil des Serums wurde Uber das Antigen (GST-FMRP-Fusionsprotein)
mittels Western Blot affinitatsaufgereinigt (aFMRP-T1), um unspezifische Immunreaktionen
zu vermindern. Im Western Blot mit Mausgehirnlysaten konnte nach Inkubation mit aFMRP-
T1 nur im WT eine 75 kDa groBe Bande detektiert werden, die im Lysat aus FMRP-
defizienten Tieren fehlte (Abbildung 3.2A). Der generierte und aufgereinigte Antikdrper
aFMRP-T1 reagierte demnach spezifisch mit FMRP und zeigte keine unspezifische
Kreuzreaktion in Material aus FMRP-defizienten Tieren. Der Antikbrper aFMRP-T1 wurde fir
immunzytochemische Untersuchungen an hippocampalen Neuronen eingesetzt. Die
endogene Farbung in Neuronen aus Ratten zeigte eine Lokalisation von FMRP im Soma und
in Dendriten (Abbildung 3.2B). Diese Beobachtung stimmt mit den bisher publizierten Daten
zur subzelluldren Lokalisation des Proteins (berein (Castren et al.,, 2001). Bei
Immunzytofarbungen von Neuronen aus WT und FAmri”” Mausembryonen zeigte sich eine
leicht unspezifische Farbung in den FMRP-defizienten Zellen (Abbildung 3.2C). Die WT
Mausneurone wiesen jedoch bei gleichen Aufnahmebedingungen (Belichtungszeit der

Kamera) wesentlich starkere Signale auf.
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wt ko
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Abbildung 3.2: Nachweis von FMRP in Mausgehirnlysaten und kultivierten Neuronen mittels
Western Blot und Immunzytochmie

(A) Elektrophoretische Auftrennung von je 50 pg Gehirnlysat aus WT und Fmr1’ Mausen. Im anschlieBenden
Western Blot wurde B-Tubulin (50 kDa) mittels Antikdrper detektiert. Die gleich starken Signale belegen, dass
identische Proteinmengen in beiden Spuren aufgetrennt wurden. Der Antikdrper aFMRP-T1 zeigte nur im WT
Lysat (wt, linke Spur) ein Signal aus mehreren Banden bei ca. 75 kDa. Im Fmri’" Lysat (ko, rechte Spur) wurde
kein Protein detektiert. Die Detektion der an die Proteine gebundenen primdren Antikdrper erfolgte mittels
Chemiluminiszenzreaktion an einem HRP (horseradish peroxidase)-gekoppelten spezies-spezifischen sekundaren
Antikérper. (B) In primdren Rattenneuronen (7. Tag in Kultur) konnte FMRP immunzytochemisch mit aFMRP-T1
und einem fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikérper (Cy3-Anti-Kaninchen-IgG) nachgewiesen werden. Die
rote Fluoreszenz ist sowohl im Soma als auch punktférmig im Dendriten zu detektieren (unteres Bild
VergrdBerung des Dendriten). WeiBer Balken = 10 pm (C) In FmrI’- Mausneuronen (7. Tag in Kultur) konnte im
Vergleich zu WT Neuronen bei identischer Belichtungszeit ein deutlich schwacheres Signal bei der
Immunzytochemie mit aFMRP-T1 (siehe auch B) detektiert werden. Weie Balken = 10 pm

3.2 Quantitative Analyse von Proteinen der postsynaptischen
Dichte in Wildtyp und Fmr1 /- Mausen

Aufgrund der morphologischen Veranderungen der dendritischen Dornen in FMRP-defizienten
Mausen stellte sich die Frage, ob Proteine der in den Dornen lokalisierten postsynaptischen
Dichte (PSD) gegenliber den WT Tieren in ihrer Konzentration verandert waren. Um dies zu
untersuchen, wurden die Proteine der PSD nach einem biochemischen Protokoll (Carlin et al.,
1980) aus Gehirnlysaten isoliert. Nach verschiedenen Zentrifugationsschritten wurden Uber
einen Sucrosegradienten Synaptosomen angereichert. Diese enthalten sowohl post- als auch
prasynaptische  Bestandteile. Aus den  Synaptosomen konnte nach  einer
Detergenzbehandlung die PSD-Fraktion isoliert werden. An verschiedenen Schritten der
biochemischen Fraktionierung wurden Proben genommen, davon gleiche Proteinmengen in

einem Gel aufgetrennt und das postsynaptische Protein NR1 sowie das prasynaptische
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Protein Synaptophysin mit jeweils anti-NR1 und anti-Synaptophysin Antikoérper detektiert
(Abbildung 3.3). Synaptophysin liess sich bis zur Synaptosomen-Fraktion in steigender
Konzentration detektieren (B). In der PSD-Fraktion war kein Signal vorhanden. Die
Rezeptoruntereinheit NR1 war in allen Fraktionen zu detektieren, wobei das starkste Signal in
der PSD-Fraktion zu beobachten war (A). Die Anreicherung des postsynaptischen Proteins
bewies, dass die PSD-Fraktion erfolgreich isoliert wurde. Das Fehlen prasynaptischer Proteine
bestdtigte die Reinheit dieser Fraktion.
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Abbildung 3.3: Biochemische Fraktionierung von Gehirnlysaten

(A) Wahrend der Isolierung der PSD-Fraktion aus WT und Fmri”" Gehirnlysaten wurden an verschiedenen
Punkten Proben entnommen und im Proteingel aufgetrennt. Mittels Immundetektion im nachfolgenden Western
Blot wurde NR1, ein Protein der PSD, nachgewiesen. Zu sehen ist die schrittweise Anreicherung des Proteins in
Homogenat (H), lber das Pellet der zweiten Zentrifugation (P2) und die Synaptosomenfraktion (Syn) bis hin zur
PSD-Fraktion (PSD). Box I und II zeigen unterschiedliche Belichtungszeiten (1 min und 5 min) der Réntgenfilme
zur NR1-Detektion. In Box III weist die Detektion von B-Tubulin identische Proteinmengen in jeder Spur nach. (B)
Im Gegensatz zu postsynaptischen Proteinen lieB sich der prdasynaptische Marker Synaptophysin mittels anti-
Synaptophsin Antikérper in der Immundetektion nur bis zur Synaptosomenfraktion nachweisen und fehlte in der
PSD-Isolierung. Weitere Details zur Detektion siehe Abbildung 3.2A.

3.2.1 Veranderte Zusammensetzung der postsynaptischen Dichte in
adulten Fmr1”" Tieren

Um die Konzentrationen der PSD-Proteine zu vergleichen, wurden die postsynaptischen
Dichten (PSDs) aus Gehirnen adulter WT und Fmrf”~ Méiuse isoliert und gleiche
Proteinmengen im Gel aufgetrennt. Mit spezifischen Antikérpern wurden sowohl
Gerlstproteine als auch Rezeptoruntereinheiten der PSD im Western Blot detektiert. Die
Signale eines Proteins in WT und Fmri’~ PSD-Fraktion wurden miteinander verglichen.
Reprasentative Ergebnisse der untersuchten PSD-Proteine sind in Abbildung 3.4
zusammengefasst. Die densitometrische Auswertung der Signale erfolgte mit dem Programm
ImageJ. Dazu wurden die Signale eines Proteins in WT und FAmri’ PSD-Fraktion vermessen

und die Bandenintensitdt und —gréBe vom Programm in eine Kurve umgerechnet. Die
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Flachen unterhalb der Kurven der beiden zu vergleichenden Signale (z.B. PSD-95 in WT und
Fmr1” PSD) wurden berechnet. Die einzelnen Werte wurden mit den dazugehérigen
Tubulinwerten normalisiert (Proteinwert / Tubulinwert = normalisierter Wert). Fur die
statistische Auswertung wurden die normalisierten Messwerte logarithmiert und mittels SPSS
Uber mixed models statistisch analysiert. Fir die Zusammenfassung der Einzelwerte wurde
fir jedes Protein der Mittelwert der Quotienten aus normalisierten FmrI’” zu WT Werten
(Qpspko/wt) gebildet und im Balkendiagramm mit Standardabweichung dargestellt (Abbildung
3.5, auch fir Details).
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Abbildung 3.4: Vergleichende Immundetektion verschiedener Proteine aus PSD-Fraktionen von
adulten WT und FmirZ/" Tieren im Western Blot

Fir jedes untersuchte Protein ist ein reprasentatives Ergebnis der Detektion im Western Blot aus cortikaler und
hippocampaler PSD-Fraktionen gezeigt. Die entsprechenden GroéBen der einzelnen Proteine sind in 2.1.5
aufgefiihrt. Die Detektion von B-Tubulin zeigte gleiche Proteinmengen in WT und Amr1’" Spur an.

In den PSD-Fraktionen aus Fmrl’” Cortex konnten Konzentrationsdnderungen bei
GerUstproteinen und Rezeptoruntereinheiten im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen
werden (Abbildung 3.5). So sind in der Familie der SAP-Proteine sowohl SAP-97 (Qpspko/wt:
0,29 + 0,21; p=0,001) als auch Chapsyn-110 (0,78 * 0,15; p=0,031) in der Fmr1’" PSD-
Fraktion in geringerer Konzentration vorhanden. In der Familie der SAP-assoziierten Proteine
(SAPAPs) lag SAPAP1 (2,48 + 1,54, p=0,001) in erhodhter Konzentration vor. Die
Konzentrationen der beiden untersuchten Shank-Proteine Shankl (2,64 + 1,64; p<0,001)
und Shank3 (1,36 + 0,33; p=0,04) waren in der Fmr1’" PSD-Fraktion des Cortex signifikant
erhdoht. Bei den untersuchten Untereinheiten glutamaterger Rezeptoren waren in den
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cortikalen Fmr1” PSDs NR1 (2,38 + 0,86; p=0,013) und GluR1 (2,21 £ 1,04; p=0,001) in
erhdhter Konzentration zu finden. Im Unterschied dazu waren in den hippocampalen PSD-
Fraktionen von FAmr1’- M3usen die Konzentrationen der SAP-Proteine unveréndert. Bei den
SAPAPs kamen SAPAP2 (2,28 + 0,9; p<0,001) und SAPAP3 (1,92 £ 0,62; p<0,001) in der
FmrI” PSD in erhdhter Konzentration vor. Wie auch im Cortex war Shankl in der
Hippocampus-PSD verstarkt zu finden (2,51 £ 1,23; p<0,001). Des Weiteren lagen IRSp53
(2 £ 0,88; p=0,005) und die Rezeptoruntereinheiten NR1 (1,98+ 0,77; p<0,001) und NR2B
(1,79 + 0,68; p=0,016) in den FmrI’ PSD-Fraktionen in erhdhter Konzentration vor. Mit den
vorangegangenen Analysen konnte gezeigt werden, dass in den adulten FMRP-defizienten
Tieren die molekulare Zusammensetzung der PSD verandert ist und dass im Cortex und
Hippocampus unterschiedliche Veranderungen auftreten. Dabei sind sowohl Rezeptoren als
auch Gerlstproteine der PSD betroffen.
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Abbildung 3.5: Relative Quantifizierung der Proteine aus PSD-Fraktionen von adulten Fmr1/" und
WT Mausgehirnen

(A) Auswertung der relativen Quantifizierungen cortikaler PSD-Préparationen. Aus den normalisierten Signalen der
FmrI” und WT Signale wurde fiir jedes Protein der Qpspko/wt gebildet. Ein Wert von 1 bedeutete, dass das
entsprechende Protein in gleicher Konzentration in der PSD-Fraktion von Amr1’” bzw. WT Mé&usen vorliegt. Werte
>1 zeigten eine erhdhte Konzentration des Proteins in der Amr1’- PSD an, Werte <1 eine geringere Menge. (B)
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Identische Auswertung wie in A an den hippocampalen PSD-Fraktionen. * Die mit einem Stern markierten Balken
im Diagramm sind signifikant nach Auswertung in mixed mode/s mit einem Signifikanzniveau von a=0,05.

3.2.2 Entwicklungsabhangige Veranderungen in der
postsynaptischen Dichte von Fmr1 /" Tieren

FMRP ist neonatal im Gehirn in groBeren Mengen zu finden als im adulten Gehirn (Lu et al.,
2004). Daher sollte Uberpriift werden, ob die in den adulten PSDs identifizierten
Veranderungen bereits in juvenilen FmrI’ Tieren vorhanden sind. Dazu wurden aus zwei
Wochen alten WT und Fmr1”” Mausen PSD-Fraktionen isoliert. Bei den adulten Fmri”” Tieren
war die Konzentration der Proteine SAP97, SAPAP1, Shankl, NR1 und GIuR1 im Cortex stark
verandert. Daher sollten diese Proteine auch in den juvenilen Tieren untersucht werden. Die
Proteine PSD-95 und SAPAP3 wurden im Cortex juveniler Tiere ebenfalls untersucht. In der
Hippocampus-PSD von adulten Amr1”” Tieren kamen SAPAP2, SAPAP3, Shank1, IRSp53, NR1
und NR2B in groBerer Menge als in den WT PSD-Fraktionen vor und wurden daher in den

juvenilen Tieren analysiert.
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' 2.1.5 aufgefiihrt. Fir weitere Details siehe Abbildung
3.2.

@== S |Shanki - ==

In Abbildung 3.6 sind exemplarisch die Immundetektionen von PSD-Proteinen aus juvenilen
WT und Fmr1” Tieren gezeigt. Der Qpspko/wt der untersuchten Proteine aus juvenilen
Mausen konnte errechnet und anschlieBend mit dem korrelierenden Qpspko/wt der adulten

Mause verglichen werden (Abbildung 3.7).
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Fiir SAP97 zeigte sich im Cortex der PSD-Fraktion aus jungen Fmri” Tieren eine deutliche,
aber nicht signifikante Reduktion in der Konzentration (0,5 £ 0,5; p=0,228). Ebenso konnte
fir SAPAP3 eine signifikante Reduktion (0,7 + 0,23; p=0,03) in den FmrI /- PSD-Fraktionen
festgestellt werden. Alle anderen untersuchten Proteine waren, bis auf PSD-95, in ihrer
Konzentration signifikant erhéht (SAPAP1: 4,46 £ 4; p=0,01; Shankl: 2,12 £ 1,47; p=0,012;
NR1: 2,71 £+ 1,85; p<0,001; GluR1: 1,44 + 0,51; p=0,024). Fiir das Protein PSD-95 konnte
in den juvenilen PSD-Fraktionen des Cortex keine Verdanderung festgestellt werden. In den
hippocampalen PSD-Isolaten der jungen Tiere konnte flir die Proteine SAPAP3 (1,1 £ 0,2;
p=0,188), Shankl (1,2 + 0,6; p=0,774), IRSp53 (0,99 + 0,41; p=0,964) und NR2B (1,15 *
0,57; p=0,607) keine verdnderte Konzentration zwischen WT und FAmri’" detektiert werden.
Einzig SAPAP2 (1,8 + 0,38; p=0,028) und NR1 (1,7 £ 0,74; p=0,008) zeigten eine
Konzentrationszunahme im FAmr1’ Tier. Die SAP97 Proteinkonzentration war im Cortex
adulter FmrI’ Tiere signifikant niedriger als in WT Tieren, diese deutliche Reduktion war
bereits in der PSD aus jungen Fmri”” Tieren zu erkennen, aber nicht signifkant. In den
adulten Tieren konnte keine veranderte Proteinkonzentration von SAPAP3 identifiziert
werden. In den juvenilen Tieren dagegen, war SAPAP3 in seiner Konzentration signifkant
reduziert. Die weiteren im adulten Tier veranderten Proteine waren bereits im juvenilen
Cortex signifikant verandert (SAPAP1, Shankl, NR1, GIuR1). Fiir PSD-95 konnte weder in der
adulten noch in der juvenilen Fmri’ PSD-Fraktion eine Anderung in der Proteinkonzentration
gegeniiber den WT Tieren festgestellt werden. Bei den PSD-Isolaten aus dem Hippocampus
junger Tiere zeigte sich interessanterweise nur eine geringe Ubereinstimmung zwischen den
Veranderungen in juveniler and adulter Fmr1’ PSD-Fraktion. Die Proteine SAPAP3, Shank1,
IRSp53 und NR2B waren bei den zwei Wochen alten Amri’ Tieren in ihrer Konzentration
noch nicht erhéht. Die Proteinkonzentrationen von SAPAP2 und NR1 zeigten eine der adulten
PSD-Fraktion &hnliche Konzentrationszunahme im Fmr1’ Tier.

Zusammenfassend konnte in den vergleichenden Analysen gezeigt werden, dass vor allem im
Cortex von FMRP-defizienten Tieren die verdanderten Proteinkonzentrationen einzelner PSD-
Proteine bereits in zwei Wochen alten Mausen nachzuweisen sind. Im Unterschied zum
Cortex waren im Hippocampus die meisten Proteine erst im Alter von zwei Monaten

verandert.
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Abbildung 3.7: Relative Quantifizierung der untersuchten Proteine nach PSD-Isolierung aus
juvenilen FmrI’" und WT Mausgehirnen

(A) Auswertung der relativen Quantifizierung der cortikalen PSD-Praparationen aus juvenilen Tieren (schwarze
Balken). Aus den normalisierten Signalen der Fmirl  und WT Signale wurde fiir jedes Protein der Qpspko/wt
errechnet. Verdnderungen in der PSD aus Cortex von juvenilen Fmri’~ Tieren korrelierten meist mit den
beobachteten Verdanderungen in adulten Mausen (hellgraue Balken). (B) Auswertung der relativen Quantifizierung
der hippocampalen PSD-Praparationen aus jungen Tieren (dunkelgraue Balken, Auswertung wie in A). In der PSD
aus Hippocampus-Gewebe von juvenilen Fmri’ Tieren sind viele der im adulten Tier verdnderten Proteine
(hellgraue Balken) noch nicht verandert. * Die mit einem Stern markierten Balken im Diagramm sind signifikant
nach Auswertung in mixed models mit einem Signifikanzniveau von a=0,05. Fiir weitere Details siehe Abbildung
3.5 und Text.
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3.3 Quantitative Analyse von PSD Protein kodierenden mRNA-
Molekiilen in Wildtyp und Fmrz/- Mausen

Im ersten Teil der Arbeit wurden zahlreiche in ihrer Konzentration veranderte Proteine der
postsynaptischen Dichte in den Fmrl” Mausen identifiziert. Im Weiteren sollte {iberpriift
werden, ob diese Veranderungen der Proteinkonzentration mit Konzentrationsveranderungen
der entsprechenden mRNA-Molekiile korrelieren. Dazu wurde RNA aus Cortex und
Hippocampus isoliert. Bei undegradierter RNA kdnnen zwei distinkte rRNA Banden von 4,7
und 1,9 kb in der Gelelektrophorese nachgewiesen werden. Erst nach dieser Kontrolle wurde

die isolierte RNA weiterverwendet.

3.3.1 Relative Quantifizierung von mRNA aus adulten WT und Fmir1/"
Mausgehirnlysaten mittels Northern Blot

Um die Konzentrationen verschiedener mRNAs in WT und FAmr1’" Gehirnen miteinander zu
vergleichen, wurden zunachst Northern Blot Experimente mit cortikaler RNA durchgeftihrt.
Nachdem spezifische Sonden gegen PSD-95, GIuR1 und NR1 mRNAs generiert wurden,
konnten die entsprechenden Transkripte mittels Hybridisierung nachgewiesen werden. Fir
PSD-95 und GIluR1 mRNAs wurde jeweils nur ein Experiment durchgefihrt (Abbildung 3.8;
linke Spalten). Zwischen WT und FmrI” konnte in beiden Féllen kein Unterschied in der
mRNA Konzentration festgestellt werden. Die Hybridisierung mit der NR1-Sonde wurde in
verschiedenen Versuchen (n=8) wiederholt und die radioaktiven Signale quantifiziert
(Abbildung 3.8; rechte Spalten). Auch fiir diese mRNA konnte kein Unterschied detektiert

werden.
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Abbildung 3.8: Quantifizierung von PSD-95, NR1 und GluR1 mRNA im WT und FmrI/" Cortex mittels
Northern Blot

Elektrophoretisch aufgetrennte Gesamt-RNA (40 pg) wurde im Northern Blot Verfahren auf eine Nitrocellulose
Membran transferiert. Mittels Radionuklid-markierter sequenzspezifischer Sonden wurden die mRNAs von PSD-95
(3,3kb), GluR1 (5,7kb) und NR1 (4,2kb) detektiert (Reihe I). Die Aktin-mRNA diente als Ladekontrolle (II; 1,8 kb).
Fir die NR1 mRNA wurden mehrere Northern Blots (n=8) angefertigt und die Signalintensitdt wurde quantitativ
ausgewertet (siehe Balkendiagramm rechts). Fiir keine der untersuchten mRNAs konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen WT (wt Spur) und Amr1’~ (ko Spur) Tier detektiert werden.
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3.3.2 Relative Quantifizierung von mRNA aus adulten WT und FmirZ/
Mausgehirnlysaten mittels Rea/-Time PCR

Fir weitere Analysen wurde eine sensitivere und exakter quanitifizierbare
Untersuchungsmethode, die reverse Transkription quantitative Rea/-7ime PCR (RT-qPCR),
eingesetzt. Dafiir wurden gleiche Mengen von WT und Fmr1” RNA (40ng) in eine RT-qPCR
eingesetzt, bei der zunachst die RNA in cDNA umgeschrieben wurde und sich hieran direkt
die Gen-spezifische PCR anschloss. Die in der Reaktion entstehenden Fluoreszenzkurven
zeigen die Entstehung des Produktes wahrend der PCR an. Fiir die Fluoreszenzkurven wurde,
separat fiir jedes Oligonukleotidpaar, der Ct-Wert (Cycle Threshold) ermittelt. Der Ct-Wert ist
der Zyklus des jeweiligen PCR-Ansatzes an dem sich die Fluoreszenzkurve im exponentiellen
Bereich mit dem Schwellenwert, der Uber die unspezifische Fluoreszenz der ersten finf bis
zehn Zyklen gesetzt wird, schneidet. Die Ct-Werte wurden fir das zu analysierende
Transkript ~ und das  Transkript des  Gens HPRT  (Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase, dient als Normalisierungsfaktor) mittels REST 2005 ausgewertet
und als relative Konzentration FmriI” zu WT (Qgruako/wt) dargestellt. Dabei bedeutete ein
Qrnako/wt von 1, dass keine Konzentrationsunterschiede des Transkriptes zwischen WT und
Fmr1” Gehirn bestanden. Ein Qgryako/wt von >1 bedeutete, dass die untersuchte mRNA im
FmrI’”" Gehirn im Vergleich zum WT Gehirn angereichert war und ein Qguako/wt von <1
zeigte entsprechend eine geringere Konzentration der mRNA im Fmr1’” Gehirn.

Im ersten Schritt wurde, analog zu den Proteinquantifizierungen, die Gesamt-RNA aus Cortex
und Hippocampus adulter (zwei Monate alter) WT und FAmri’ Méuse isoliert. Fiir Proteine,
deren Konzentration in den FmrI’ PSD-Fraktionen stark verandert war und fiir PSD-95,
wurde die relative Konzentration der enstprechenden mRNAs zwischen Fmrf’”” RNA und WT
RNA ermittelt (Abbildung 3.5). In den Cortex-Praparationen waren die untersuchten mRNAs
SAP97 (Qrnako/wt: 1,11 £0,13), SAPAP1 (0,94 + 0,49), SAPAP2 (1,09 * 0,46), SAPAP3 (1,04
+ 0,53), Shank1 (1,14 + 0,58), IRSp53 (0,96 + 0,28) und NR2B (1,19 + 0,36) in den Fmr1”
Mausen in ihrer Konzentration nicht verandert (Abbildung 3.5A). Die bereits im Northern Blot
analysierten Transkripte von PSD-95 (Qgrnako/wt: 1,2 + 0,46), NR1 (1,18 £+ 0,53) und GluR1
(0,9 £ 0,18) zeigten auch in der RT-gPCR keinen Unterschied in der Konzentration zwischen
adulten WT und FmrI” Tieren. Ebenso waren die Konzentrationen der im Hippocampus
untersuchten mRNAs PSD-95 (Qrnako/wt: 1,08 + 0,32), SAP97 (0,97 £ 0,42), SAPAP1 (1,04
+ 0,52), IRSp53 (1,05 = 0,46), NR1 (1,1 + 0,39), NR2B (0,96 = 0,21) und GIuR1 (0,94 %
0,26) im FmrI’ Tier nicht verandert. Einzig die SAPAP2 mRNA (1,69 + 0,46; p= 0,001 mixed
models) lag in erhéhter Konzentration vor (Abbildung 3.5B). Dieses korrelierte mit der bereits
beobachteten erhohten Proteinkonzentration von SAPAP2 in hippocampalen PSDs von

adulten Fmr1’" Tieren. Die Transkripte von Shankl (0,75 + 0,25) und SAPAP3 (0,74 £ 0,24)
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waren im Hippocampus FMRP-defizienter Tiere in leicht geringerer Konzentration gegenuber
dem Wildtyp vorhanden, diese Anderungen waren jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 3.9: Relative Quantifizierung PSD-Protein kodierender mRNAs in Homogenat adulter
FmrI!" und WT Miuse

(A) Gleiche Mengen RNA aus WT und FmrI’- Cortexlysaten wurden in transkriptspezifischen RT-qPCRs analysiert.
Mittels REST2005 wurden die ermittelten Ct-Werte unter Normalisierung relativ zum Qrnako/wt der HPRT mRNA
in relative Konzentrationen zwischen WT und FAmri’ umgerechnet. Der Qrnako/wt war fiir alle untersuchten
mRNAs unverandert. (B) Im FmrI’™ Hippocampus Gewebe konnte signifikant mehr SAPAP2 mRNA nachgewiesen
werden als im WT Hippocampus (1,69 £+ 0,46; p=0,001; mixed models). Die Konzentrationen der weiteren
untersuchten mRNAs waren nicht verandert. Flr weitere Details, siehe Text.

3.3.3 Relative Quantifizierung von mRNA aus juvenilen WT und
Fmrl1 ™'~ Mausgehirnlysaten mittels RT-qPCR

In weiteren Analysen sollten dieselben mRNAs auch in jungen (zwei Wochen alten) cortikalen
und hippocampalen RNA-Préparationen aus WT und Amri’~ Méusen quantifiziert werden.
Weder in den juvenilen Cortices [PSD-95 (Qrnako/wt: 0,82 £ 0,16); SAP97 (1,02 £ 0,48);
SAPAP1 (0,84 + 0,26); SAPAP2 (0,78 £ 0,26); SAPAP3 (0,84 £ 0,24); Shank1 (0,82 + 0,23);
IRSp53 (0,98 + 0,14); NR1 (1,06 + 0,38); NR2B (0,95 £ 0,2); GluR1 (0,81 + 0,19)] noch in
den Hippocampi [PSD-95 (0,99 + 0,25); SAP97 (1,08 £+ 0,31); SAPAP1 (0,98 * 0,28);
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SAPAP2 (1,04 + 0,07); SAPAP3 (1,1 + 0,28); Shankl (1,08 £ 0,25); IRSp53 (0,89 + 0,17);
NR1 (1,2 £ 0,42); NR2B (0,92 + 0,15); GluR1 (0,93 £ 0,09)] konnte ein Unterschied in den
mRNA Konzentrationen zwischen FAmri’” und WT Tieren festgestellt werden (Abbildung
3.10). Wie die anderen mRNAs war auch die SAPAP2 mRNA im Fmrf’" Hippocampus
juveniler Tiere nicht verdndert, wahrend die Proteinkonzentration in den jungen Fmr1’
Tieren bereits erhdht war (vgl. Abbildung 3.7B).
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Abbildung 3.10: Relative Quantifizierung der mRNA in Homogenat juveniler Fmrf/" und WT Mause
(A)Gleiche Mengen RNA aus WT und Amr1’ Cortexlysaten junger Mause wurden in transkriptspezifischen RT-
gPCRs analysiert. Mittels REST2005 wurden die ermittelten Ct-Werte in relative Expressionen zwischen Fmiri’
und WT umgerechnet. Es konnte fiir keines der untersuchten Transkripte ein signifikanter
Konzentrationsunterschied zwischen WT und Amr1’- Cortex detektiert werden. (B) Die gleichen mRNAs wurden in
hippocampalen Gewebe untersucht (wie in A). Keine der untersuchten mRNAs war in ihrer Konzentration
verandert. Fir weitere Details, siehe 3.3.2.
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3.3.4 Relative Quantifizierung von mRNA aus Synaptosomen von WT
und Fmrl’" Mausen mittels RT-qPCR

FMRP ist sowohl im Soma als auch in den Dendriten lokalisiert (Castren et al., 2001). An
Synapsen spielt FMRP bei der lokalen aktivitdtsabhdangigen Translation bestimmter
assoziierter mRNAs eine Rolle (Park et al., 2008), daher kdnnte bereits der Transport oder
die subzelluldre Stabilitdt dieser mRNAs in Fmrl’” M&usen beeinflusst sein. Im Folgenden
sollte daher untersucht werden, ob die Konzentration bestimmter mRNAs an Synapsen von
FmrI" M3usen verdndert ist.

Aus dem Cortex und Hippocampus von WT und FmrI” Mé&usen wurde RNA aus
Synaptosomen isoliert. Dann wurden zundchst RNA-Proben aus Synaptosomen und aus
Homogenat in RT-qPCR mit verschiedenen Oligonukleotiden analysiert (weitere Details siehe
Abbildung 3.11). Die mRNAs von CamKII (Ca®*/Calmodulin abhédngige Proteinkinase II),
SAPAP3 und Shankl kamen im Vergleich zum Homogenat in der synaptosomalen RNA-
Praparation in erhdhter Konzentration vor (Abbildung 3.11). Auf der anderen Seite war die
Konzentration der mRNAs von GAPDH, HPRT und alpha-Tubulin in der Synaptosomen-
Fraktion gegeniiber dem Homogenat niedriger. Die mRNAs, die fiir weitere Proteine der
postsynaptischen Dichte kodieren (PSD-95, NR1, GIuR1), waren in Synaptosomen und
Homogenat ungefdhr in gleicher Konzentration vorhanden. Die Transkripte von CamKII,
SAPAP3 und Shankl sind bekanntermaBen dendritisch (Kindler et al., 2004; Welch et al.,
2004) und die GAPDH, HPRT und Tubulin mRNA-Molekiile eher im Soma lokalisiert. Es
konnten demnach durch die Isolierung von RNA aus Synaptosomen praferentiell synaptische
mRNA-Molekiile prapariert werden. Fir die Transkripte von PSD-95 und GIuR1 wurde
ebenfalls eine dendritische Lokalisation beschrieben (Ju et al., 2004; Zalfa et al., 2007).
Anhand der hier gezeigten Experimente lasst sich folgern, dass diese mRNAs zwar in
Synaptosomen zu finden sind, ihre Konzentrationen jedoch im Vergleich zu den anderen

synaptischen Transkripten deutlich geringer ist.
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Abbildung 3.11: Anreicherung von dendritisch lokalisierten mRNAs in Synaptosomen

Die relativen Transkriptmengen verschiedener mRNAs wurden aus Gesamt-RNA eines Gehirnhomogenates und
der Synaptosomen bestimmt. Gleiche Mengen RNA aus Homogenat bzw. Synaptosomen wurden parallel in RT-
gPCRs mit sequenzspezifischen Oligonukleotiden analysiert. Aus dem Abstand der Ct-Werte von Homogenat und
Synaptosomen einer mRNA (ACt) wurde der x-fache Konzentrationsunterschied berechnet (ACt /0,333) und im
Diagramm logarithmisch dargestellt. Die dendritisch lokalisierten Transkripte von SAPAP3, CamKII und Shankl
waren in den Synaptosomen deutlich starker konzentriert als im Homogenat. Die im Soma lokalisierten
Transkripte von GAPDH, HPRT und alpha-Tubulin waren dagegen im Homogenat starker konzentriert als in den
Synaptosomen. Die Transkripte von PSD-95, NR1 und GIuR1l kamen in Homogenat und Synaptosomen in
ungefahr gleicher Konzentration vor.

Die aus den Synaptosomen isolierte Gesamt-RNA von WT und FAmrf”" Méusen wurde
anschlieBend flr die relative Quantifizierung der bereits in 3.3.2 und 3.3.3 untersuchten
mRNAs verwendet. Die mRNAs PSD-95 (Qgrnako/wt: 0,88 £+ 0,11); SAP97 (0,96 = 0,16);
SAPAP1 (1,04 + 0,12); SAPAP2 (0,97 + 0,19); SAPAP3 (1,15 £ 0,22); Shank1 (0,87 £ 0,06);
IRSp53 (1,05 = 0,15); NR1 (1,0 £ 0,31); NR2B (0,93 £ 0,28); GIuR1 (0,94 + 0,19) aus
cortikalen Synaptosomen waren in den Fmr’ Tieren in ihrer Konzentration gegeniiber dem
WT nicht verandert (Abbildung 3.12). Die Konzentrationen der synaptosomalen mRNAs PSD-
95 (Qrnako/wt: 1,22 £ 0,06); SAP97 (1,04 + 0,14); SAPAP1 (1,03 + 0,28); SAPAP2 (1,07 £
0,18); SAPAP3 (0,95 + 0,18); Shank1 (1,16 + 0,18); IRSp53 (1,0 £+ 0,24); NR1 (1,01 + 0,3);
NR2B (0,8 £ 0,22); GIuR1 (1,1 + 0,3) aus dem Hippocampus waren in den FMRP-defizienten
Tieren ebenfalls nicht verandert. Das Fehlen von FMRP wirkt sich folglich flir die hier
untersuchten mRNAs nicht auf die mRNA-Konzentration an der Synapse aus. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass in Abwesenheit von FMRP weder der subzelluldre
Transport noch die mRNA-Stabilitit verdndert sind. Die beobachteten Anderungen in den
Proteinkonzentrationen beruhen demnach auf einer verdnderten Translation der

entsprechenden mRNAs.
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Abbildung 3.12: Relative Quantifizierung der synaptosomalen mRNA aus adulten Fmrz/ und WT
Mausen

(A) Gleiche Mengen RNA aus WT und Fmri’~ Synaptosomen des Cortex wurden in transkriptspezifischen RT-
gPCRs analysiert. Mittels REST2005 wurde aus den ermittelten Ct-Werten der Qgnako/wt errechnet (weitere
Details siehe 3.3.2 und Abbildung 3.9) Es konnte fiir keines der untersuchten Transkripte ein signifikanter
Konzentrationsunterschied zwischen WT und FAmri’~ Synaptosomen detektiert werden (B) Auch die
Quantifizierung von RNA in WT und FAmr1’ Synaptosomen aus adultem Hippocampusgewebe ergab keinen
Unterschied zwischen den beiden Genotypen.

3.4 Identifizierung von FMRP Ziel-mRNA-Molekiilen

In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass bei Abwesenheit von
FMRP wichtige Proteine der PSD in Abhangigkeit von Gehirnregion und Alter des Tieres in
veranderter Konzentration vorliegen. Dies ist nicht auf eine veranderte Konzentration der
entsprechenden mRNA in Neuronen oder an der Synapse zuriickzuflihren. Im Folgenden
sollte untersucht werden, ob mRNAs deren Translation in Abwesenheit von FMRP dereguliert
ist in vivo im Mausgehirn mit FMRP assoziiert sind. Um dieser Fragestellung nachzugehen
wurden verschiedene Immunprazipitationen unter RNase-freien Bedingungen durchgefiihrt.
Als Positivkontrolle diente die Prazipitation des Poly(A)-Bindeproteins (PABP) aus WT und
FmrI” Gehirnlysaten. Da PABP an alle polyadenylierten mRNAs sowie BC1 RNA bindet
(Gorlach et al., 1994; Muddashetty et al., 2002; Munroe and Jacobson, 1990), sollte in
entsprechenden Prazipitaten jede neuronale mRNA nachweisbar sein. Die Prazipitation mit

unspezifischen Immunglobulin G (IgG) wurde als Negativkontrolle zur Identifikation
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unspezifischer Prazipitationen verwendet. Zum Nachweis einer /n vivo Interaktion zwischen
FMRP und einer bestimmten mRNA wurde ein FMRP-Antikérper mit WT und Fmrl”
Gehirnlysaten inkubiert. Aus den FmirI” Lysaten ist keine Prizipitation von FMRP méglich
und daher fungierte dieser Ansatz als weitere Negativkontrolle. Von den Prazipitaten wurden
jeweils 10% im Proteingel aufgetrennt und zur qualitativen Uberpriifung der Prézipitation mit
den entsprechenden Antikérpern gegen FMRP bzw. PABP im Western Blot analysiert
(Abbildung 3.13). Mittels FMRP-Antikorper liess sich FMRP (ca. 75 kDa) nur aus WT Lysaten
(WtF-IP) und nicht aus FmrI” Gehirnen (koF-IP) prézipitieren. AuBerdem wurde in der
Prazipitation mit unspezifischen IgG aus WT Gehirnlysat kein FMRP isoliert (wtIgG-IP). PABP
lieB sich aus WT und FmrI” Lysaten (wtP-I und koP-IP) gleichermaBen prazipitieren. Die
hier eingesetzten Antikérper waren demnach flr Immunprazipitationen geeignet und

konnten flir die weiteren Experimente verwendet werden.
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Abbildung 3.13: Immunprazipitation von FMRP und PABP aus Gehirnlysaten

FMRP und PABP wurden mittels anti-FMRP und anti-PABP aus WT und FmrI’" Gehirnlysaten prazipitiert. Im
Western Blot (WB) wurden die Prazipitate mit primdren Antikdrpern gegen FMRP bzw. PABP analysiert (weitere
Details siehe Abbildung 3.2A). Mittels FMRP-Antikorper liess sich FMRP (ca. 75 kDa) nur aus WT Lysaten (wtF-IP)
und nicht aus Fmr1’- Gehirnen (koF-IP) prézipitieren. PABP lieB sich aus WT und FmrI’" Lysaten (wtP-I und koP-
IP) gleichermaBen prazipitieren. In einer Prazipitation mit unspezifischen IgG aus WT Gehirnlysat konnte kein
FMRP isoliert werden (wtIgG-IP, WB mit anti-FMRP).

Aus den restlichen 90% des jeweiligen Prazipitats wurde die Gesamt-RNA isoliert und mittels
RT-PCRs analysiert. Die Produkte wurden im Anschluss mittels Gelelektrophorese aufgetrennt
(Abbildung 3.14). Die untersuchten mRNAs PSD-95, BC1, Shankl und NR2B konnten alle im
PABP-Prazipitat aus WT Gehirnlysat detektiert werden (wtP-IP) und waren in der
Prazipitation mit unspezifischem IgG nicht nachzuweisen. Die Prdazipitation war demnach
erfolgreich, aber nicht unspezifisch. Die PSD-95 mRNA lag im FMRP-Prazipitat des WT
Lysates (wtF-IP) in gréBerer Menge als im FAmri’ Lysat (koF-IP) vor. Die Shankl mRNA
konnte im Prazipitat aus WT Lysat (wtF-IP), aber nicht im Prazipitat aus Fmirl’ Lysat (koF-

IP) detektiert werden. Die Produkte der NR2B mRNA spezifischen PCR konnten in den FMRP-
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Prazipitaten aus WT und FmrI’ Lysat (wtF-IP und koF-IP) quantitativ nicht voneinander
unterschieden werden. Die BC1 RNA konnte nicht zusammen mit FMRP aus WT Lysaten
prazipitiert werden (wtF-IP und koF-IP). Anhand der erfolgreichen Prazipitation von BC1
durch PABP (wtP-IP) konnte aber gezeigt werden, dass der Versuch und die Oligonukleotide
funktionierten. Diese Ergebnisse zeigen, dass FMRP mit den Transkripten von Shankl und
PSD-95 assoziiert ist. Die Assoziation von PSD-95 mRNA mit FMRP bestdtigt bereits
publizierte Daten (Zalfa et al., 2007) und kann flir folgende Versuche als Positivkontrolle
verwendet werden. AuBerdem konnte bestatigt werden, dass FMRP nicht mit BC1, einer RNA
aus 152 Nukleotiden, die kein Protein kodiert (Anzai et al., 1986; Kobayashi et al., 1988),
interagiert. Diese Beobachtung geht mit friiheren Publikationen einher (Iacoangeli et al.,
2008). Die analysierten Produkte der NR2B mRNA spezifischen PCR lassen keine eindeutige
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Abbildung 3.14: Die Shankl mRNA bindet an FMRP

Elektrophoretische Analyse der Amplifikate aus reversen Transkriptionen mit anschlieBender transkriptspezifischer
PCR von den verschiedenen Prazipitaten. Die PSD-95 mRNA lag im FMRP-Prazipitat des WT Lysates (wtF-IP) in
gréBerer Menge als im ko Lysat (koF-IP) vor. Die BC1 RNA konnte mittels FMRP nicht prazipitiert werden (wtF-IP
und koF-IP). Anhand der erfolgreichen Prazipitation mit PABP (wtP-IP) konnte gezeigt werden, dass der Versuch
und die Primer funktionierten. Shankl mRNA war in der FMRP-IP aus WT Lysat angereichert (wtF-IP). Im
Prazipitat aus FmrI’" Lysat konnte keine Shankl mRNA nachgewiesen werden (koF-IP). Die NR2B mRNA konnte
in den Ansatzen wtF-IP, koF-IP und wtP-IP gleichermaBen prazipitiert werden. Nach Inkubation von WT Lysat mit
IgG (wtIgG-IP) konnte im pelletierten Material im Vergleich zu den FMRP- und PABP-Ansatzen eine geringere
Menge bis gar keine mRNA nachgewiesen werden.

Die Betrachtung von verschiedenen Amplifikaten im Agarosegel zeigte nur ihre Konzentration
am Ende einer PCR an. Zu diesem Zeitpunkt haben viele PCR-Produkte aber die gleiche
Konzentration erreicht. Die mdglicherweise bestehenden Unterschiede in der
Ausgangsmenge konnen so nicht mehr festgestellt werden (vgl. Abbildung 3.15,
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Fluoreszenzkurven Zyklus 40). Daher wurde fiir die weitere Identifizierung von FMRP-
Zielmolekulen eine RT-gPCR durchgefiihrt. Anhand der in der RT-gPCR entstandenen
Fluoreszenzkurven konnte beurteilt werden, ob die Prazipitationen qualitativ und quantitativ
erfolgreich waren (Abbildung 3.15 am Beispiel NR2B mRNA). Bei der Amplifikation von NR2B
aus PABP-Préazipitaten der WT und Fmri” Gehirne (berlagerten sich die beiden
Fluoreszenzkurven (wtP-IP und koP-IP) von NR2B exakt (Abbildung 3.15, linke Uberlagerte
Kurven). Bei der Amplifikation von NR2B aus IgG-Prazipitaten erreichten die
Fluoreszenzkurven  (wtIgG-IP und koIgG-IP) deutlich spater die exponentielle
Vervielfaltigungsphase als die wtP-IP und koP-IP, Uberlagerten sich jedoch ebenfalls exakt
(Abbildung 3.15, rechte Uberlagerte Kurven). Die Fluoreszenzkurven der NR2B Amplifikation
aus den WT und FAmri’” FMRP-Prézipitaten (wtF-IP und koF-IP) zeigten im Gegensatz zu den
beiden Kontrollen einen deutlichen Abstand zueinander (mittlere Kurven), wobei die wtF-IP
Kurve vor der koF-IP Kurve die exponentielle Phase erreichte. Es konnten in diesem
Experiment gleiche Mengen NR2B mRNA zusammen mit PABP aus WT und FmrI’ Gehirnen
prazipitiert werden. Fir die Negativkontrolle, der IgG-Prazipitation, konnte im Vergleich zum
PABP-Prazipitat nur eine geringe Menge NR2B mRNA unspezifisch pelletiert werden. Da die
Kurven jedoch auch bei der Amplifikation von NR2B mRNA aus IgG-Prazipitat exakt
Ubereinander lagen, ist diese unspezifische Prazipitation eine gleichmaBige Verunreinigung
zwischen WT und Fmri” Prézipitat. Im FMRP-Prézipitat aus WT Gehirnlysat war im
Unterschied zu den oben gezeigten Kontrollen mehr NR2B mRNA zu detektieren als im
Prazipitat aus Fmr1’” Gehirnlysat. Obwohl zwischen wtF- und koF-IP im Gel kein Unterschied
in der NR2B mRNA Menge zu detektieren war (Abbildung 3.14), konnte mittels RT-gPCR ein
groBer Unterschied in der Ausgangsmenge identifiziert werden. (Abbildung 3.15 und
Abbildung 3.16). FMRP scheint demnach auch mit der NR2B mRNA zu interagieren.
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Abbildung 3.15: Fluoreszenzkurven von RT-qPCRs mit NR2B-Primern nach
verschiedenen Prazipitationen

Die aus den verschiedenen Immunprazipitationen isolierten RNAs wurden jeweils mit gleichem Volumen in RT-
gPCR eingesetzt. Dabei wurde mit genspezifischen Oligonukleotiden eine bestimmte mRNA (hier das NR2B
Transkript) in den Ansatzen detektiert. Anhand der Fluoreszenzkurven konnte gezeigt werden, dass in den
Prazipitaten von PABP (Positivkontrolle, rosa und hellblau) viel NR2B mRNA prazipitiert wurde. Es gab jedoch
keinen Mengenunterschied zwischen WT und Fmri’" Lysat (wtP-IP=koP-IP). Mit dem IgG (Negativkontrolle, gelb
und rot) konnte nur sehr wenig mRNA unspezifisch prazipitiert werden. Auch hier gab es keinen
Mengenunterschied zwischen WT und FAmri’ Lysat. Einzig bei der FMRP-Immunprézipitation gab es einen
deutlichen Unterschied zwischen den Fluoreszenzkurven von WT und ko Lysat (dunkelblau und lila). Anhand des
Abstandes der Ct-Werte (ACt) zwischen den Kurven (Pfeil) kann der relative mRNA-Unterschied im
Ausgangsmaterial (ACt /0,333) errechnet werden.

Mit dieser Methode wurden weitere Transkripte hinsichtlich ihrer Prazipitation mit FMRP aus
WT Lysaten im Vergleich zu Amri’™ Lysaten untersucht und die Mengenunterschiede in den
Prazipitaten relativ zueinander quantifiziert (Abbildung 3.16, Xgnawt/ko). Mit jeder neuen
Praparation wurden fiir jede mRNA die Kurven der Positiv- und Negativkontrollen tberpriift
(PABP- und IgG-IP) und in weiteren Laufen die FMRP-Immunprazipitationen analysiert. Die
Bindung zwischen FMRP und den mRNAs von PSD-95 und Shankl konnte bereits mittels
Endproduktbestimmung bewiesen werden. Die RT-qPCR Analysen bestatigten dieses
Ergebnis, beide Transkripte waren in der wtF-IP starker konzentriert als in der koF-IP (X-
ruaWt/ko PSD-95: 7,5 £ 2,6; p<0,001; Shankl: 5,5 £ 2,2; p<0,001). Alle drei untersuchten
MRNAs der SAPAP-Familie (SAPAP1-3) waren in der wtF-IP ebenfalls starker konzentriert (X-
ruaWt/ko SAPAP1: 6,3 £ 3,8; p<0,001; SAPAP2: 5,5 = 2,1; p<0,001; SAPAP3: 8,8 £+ 2,6;
p<0,001). AuBerdem konnte fiir die NMDAR-Untereinheiten NR1 und NR2 (Xgnawt/ko NR1:
3,9 £ 2,4, p=0,002; NR2B: 5 + 1,3; p=0,003) eine erhdhte Konzentration in der wtF-IP
detektiert werden. Die mRNA des Geristproteins IRSp53 und die BC1 RNA waren in ihrer
Konzentration zwischen wtF-IP und koF-IP nicht verandert (Xgnawt/ko IRSp53: 1,1 £ 0,8;

p=0,38; BC1: 1,2 = 1; p=0,93). Die mRNAs von GIuR1 und SAP97 waren in der wtF-IP
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starker konzentriert als in der koF-IP (Xgnawt/ko GIuR1: 1,8 + 1,2; p=0,02; SAP97: 1,8 =
0,9; p<0,001). Diese Ergebnisse beweisen eine Interaktion zwischen FMRP und den
Transkripten der SAPAP-Familie (SAPAP1-3) sowie den mRNAs von NR1 und NR2B.
Transkripte des Geristproteins IRSp53 und die BC1 RNA werden nicht von FMRP gebunden.
Die mRNAs von GIuR1 und SAP97 waren zwar in der wtF-IP starker konzentriert als in der
koF-IP, da die Anreicherung dieser beiden mRNAs im Gegensatz zu den anderen mRNAs (4-9
fach) aber nicht sehr stark war, handelt es sich bei GIluR1 und SAP97 mRNAs mdglicherweise

um schwach assoziierte oder indirekt gebundenen Interaktionspartner von FMRP.
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Abbildung 3.16: Identifikation neuer mRNA-Zielmolekiile von FMRP mittels Immunprazipitation

Fir die in der Abbildung dargestellten mRNAs wurden RT-qPCRs mit den jeweils spezifischen Primerpaaren
durchgefiihrt. Der Abstand der Ct-Werte aus wtF-IP und koF-IP wurde ermittelt und daraus der x-fache
Unterschied in der WT Prézipitation gegeniiber der Fmr1’" Prazipitation errechnet (ACt/0,333 = XgnaWt/ko). Aus
allen Laufen wurde der Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. *Die Signifikanz der einzelnen mRNAs
beruht auf gepaarten t-Tests der Ct-Werte von wtF-IP und koF-IP. Fir Details siehe Text. ***Die Signifikanz
zwischen den subjektiv eingeteilten Klassen wurde mittels mixed modells errechnet (p<0,001).

Anhand der identifizierten Mengenunterschiede zwischen WT und FmirI’" Prézipitation mit
FMRP-Antikorper lassen sich zwei Klassen bilden: die von FMRP gebundenen mRNAs
(Abbildung 3.16, links vom Strich) und die mRNAs die nicht oder nur schwach von FMRP
gebunden werden (Abbildung 3.16, rechts vom Strich). Diese beiden Klassen unterscheiden
sich signifikant voneinander (mixed models, p<0,001).

3.5 FMRP-abhangige Translationsregulation von SAPAP3 und
Shankl mRNA-Molekiilen

Im vorangegangenen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass FMRP die mRNAs von Shank1
und SAPAP3, zwei wichtigen Gertstproteinen der postsynaptischen Dichte, /n vivo bindet. Da
die Konzentration dieser beiden Proteine in der PSD von Fmri’ Tieren stark erhéht war,

sollte untersucht werden, ob FMRP die Translation dieser mRNAs regulieren kann. Dazu
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wurden sechs verschiedene eukaryotische Expressionsvektoren konstruiert, die alle jeweils
zwei separate Gene enthalten die fiir die Photinus (PhoLuc) bzw. Renilla Luciferase (RenLuc)
kodieren. Die RenLuc kodierenden Gene sind in allen Plasmiden identisch und die jeweilige
gemessene  Enzymaktivitdét ~wurde zur  Normalisierung von  unterschiedlichen
Transfektionsraten verwendet. Die PhoLuc mRNAs, die von den sechs verschiedenen
Vektoren kodiert werden, unterscheiden sich in ihrer 3° UTR Sequenz (untranslatierte
Region, siehe Abbildung 3.17). Wahrend Transkripte des pFiRe Vektors eine kurze
rekombinante 3°UTR enthalten, besitzen von pFiRe:Shankl (1-588) kodierte mRNAs die
ersten 588 Nukleotide der Shankl 3 "UTR inklusive eines dendritic targeting elements (DTE,
Kindler et al., 2004). Die PhoLuc Transkripte der Vektoren pFiRe:Shankl (1-200),
pFiRe:Shankl (200-400) und pFiRe:Shankl (400-588) enthalten jeweils die proximalen
Nukleotide 1-200, 200-400 und 400-588 der Shank1 3 "UTR. Die von pFiRe:SAPAP3 kodierte

PhoLuc mRNA besal3 die komplette 3 "UTR der SAPAP3 mRNA.

, , , Shankl1 3'UTR
5’UTR JUTR 5’UTR 1-588

pFiRe:Shank1
(1-588) ]
komb t

5UTR 3UTR 5'UTR OSUTR
PFiRe
pFiRe:Shankl — [ Renila ] 1-200
(1-200)

5UTR JUTR 5UTR
pFiRe:Shank1 200-400
(200-400)

5UTR JUTR 5UTR
pFiRe:Shankl ——{ Renilla |- ————{__Photinus_ == 400-588
(400-588)

5UTR JUTR 5UTR SAPAP3 3'UTR
PFiRe:SAPAP3

Abbildung 3.17: Aufbau der durch die Luciferase-Konstrukte kodierten mRNA-Molekiile
zur Analyse der Translationsregulation durch FMRP

Alle sechs konstruierten eukaryotischen Expressionsvektoren enthalten zwei separate Gene, die fir die Photinus
(PhoLuc) oder Renifla Luciferase (RenLuc) kodieren. Die RenLuc mRNA war in allen Plasmiden identisch. Die
PhoLuc mRNAs die von den sechs Vektoren kodiert werden, unterscheiden sich in ihrer 3 UTR Sequenz. Die
Boxen reprasentieren die Region der mRNA die fiir die jeweilige Luciferase kodiert. Striche zeigen untranslatierte
Regionen der mRNAs an. Fiir weitere Details, siehe Text.

Fiir die Analyse der Luciferase-Aktivitit in WT und FAmri’" Zellen wurden Mausfibroblasten
(MEF = mouse embryonic fibroblasts) oder kultivierte Cortexneurone der Maus mit den
verschiedenen Luciferase-Konstrukten transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen lysiert
und geerntet. Die Enzym-Aktivitdten von PhoLuc und RenLuc wurden mittels Luminometer in
den Zelllysaten bestimmt, und die Aktivitdt der PhoLuc wurde mit der Aktivitat der RenLuc
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normalisiert (nPhoLuc). Fir die graphische Darstellung wurde der nPhoLuc WT Wert jeder
Messung auf 100% gesetzt und der Fmrl’ Wert entsprechend berechnet (nPhoLucP). Die
statistische Auswertung erfolgte mit dem gepaarten t-Test an den normalisierten
Originalwerten (nPhoLuc).

WT und FmrI” MEF sowie sieben Tage alte Cortex cortikale Mausneurone wurden mit den
eukaryotischen Expressionsvektoren pFiRe und pFiRe:SAPAP3 transfiziert, nach 24 Stunden
geerntet und die PhoLuc und RenLuc Aktivitaten im Luminometer gemessen. In WT und
FmrI” MEF die mit pFiRe transfiziert wurden, konnte kein Unterschied in der nPholLuc
Aktivitit beobachtet werden (siehe Abbildung 3.19). In pFiRe:SAPAP3 transfizierten Fmrl’”
MEF konnte signifikant mehr nPhoLuc Aktivitdt als in den WT MEFS gemessen werden
(nPhoLucP FmrI’: 193% + 112%, n=9, p=0,036; Abbildung 3.18). Mit pFiRe:SAPAP3
transfizierte Neurone hatten dagegen in WT und FAmrI’ Zellen die gleiche nPhoLuc Aktivitét
(nPhoLucP Fmrl’: 122% * 83%, n=13, p=0,97). Die Werte der Einzelmessungen streuten
jedoch stark (rechtes Diagramm). In WT MEF inhibiert FMRP folglich die Translation der
SAPAP3 mRNA (iber eine Interaktion mit der 3 "UTR. Beim Fehlen von FMRP kommt es daher
zu einer verstarkten Translation der SAPAP3 mRNA. Fur Neurone lassen die Daten derzeit
keine eindeutige Aussage Uber eine 3 UTR vermittelte Translationskontrolle der SAPAP3
mRNA durch FMRP zu.
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Abbildung 3.18: FMRP inhibiert in MEF die Translation der SAPAP3 mRNA iiber eine
Interaktion mit der 3 "UTR.

WT oder Fmr1’ MEF und Cortex Mausneurone wurden mit den verschiedenen Luciferase-Vektoren transfiziert.
Die PhoLuc und RenLuc Aktivitaten wurden im Luminometer gemessen und nPholLucP berechnet. Die PhoLuc
mRNA mit SAPAP3 3 UTR besitzt in den Amr1’" MEF signifikant mehr Aktivitat als in den WT MEFS (193% =+
112%, n=9, p=0,036). In den Neuronen wurde in WT und Fmr1’" Zellen die gleiche PhoLuc Aktivitit gemessen.
Die Werte der Einzelmessungen streuten jedoch sehr stark (rechtes Diagramm). Weitere Details, siehe Text.

Die eukaryotischen Expressionsvektoren pFiRe und pFiRe:Shankl wurden in WT und Fmr1’”
MEF sowie sieben Tage alte cortikale Mausneurone eingebracht. Die Zellen wurden nach 24
Stunden geerntet und die PhoLuc und RenLuc Aktivitaten im Luminometer gemessen
(weitere Details siehe oben). Die WT und FAmri’” MEF die mit pFiRe transfiziert wurden
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zeigten keinen Unterschied in der nPhoLuc Aktivitat (nPhoLucP Fmr1’: 88% + 58%, n=7;
Abbildung 3.19). In pFiRe:Shank1 transfizierten Fmrl’ MEF konnte eine leicht, jedoch nicht
signifikant, starkere nPhoLuc Aktivitat als in den WT MEFS gemessen werden (nPhoLucP
FmrI”: 125% =+ 32%, n=11, p=0,098; Abbildung 3.19). In den Neuronen, die mit
pFiRe:Shank1 transfiziert wurden, konnte dagegen in den Fmiri’” Zellen eine signifikant
héhere nPhoLuc Aktivitat (nPhoLucP FAmri’: 172% + 76%, n=29, p<0,001) als in den WT
Zellen gemessen werden. Die Aktivitit der nPholLuc in mit pFiRe transfizierten WT und Fmr ™
Neuronen unterschied sich nicht (nPhoLucP Fmrf’: 101% + 60%, p=0,29). In Neuronen
inhibiert FMRP demnach die Translation der Shankl mRNA (ber eine Interaktion mit der
3’UTR. Die Inhibition fehlt in den FMRP-defizienten Neuronen, so dass es dort zu einer
verstarkten Translation der Shankl mRNA kommt.
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Abbildung 3.19: Die mRNA der PhoLuc mit Shankl 3°UTR (1-588) wird in FmrI’~ Neuronen
verstarkt translatiert.

Cortex-Priméarkulturen aus WT und FAmrf’ Embryonen (E18) sowie WT und FAmri”" MEF wurden mit den
Konstrukten pFiRe und pFire:Shankl 3 "UTR (1-588) transfiziert und 24 Stunden spéter geerntet. Die Auswertung
der im Luminometer gemessenen Pholuc Aktivitdten erfolgte wie im Text beschrieben. Wahrend mit pFiRe
transfizierte Neurone und MEF sowie mit pFiRe:Shank1 transfizierte MEF die gleiche nPhoLuc Aktivitat in WT und
Fmr1! Zellen zeigten, wurde die PhoLuc mRNA mit den ersten 588 Nukleotiden der Shank1 3 UTR beim Fehlen
von FMRP in Neuronen verstarkt translatiert (nPhoLucP Fmri’: 172% + 76%); n=29; gepaarter t-Test; p<0,001).

Es konnte hier gezeigt werden, dass die Regulation der Translation der Shankl mRNA {ber
FMRP und die 3 'UTR des Transkirptes vermittelt wird. Um den Bereich der 3 'UTR, der mit
FMRP interagiert, naher einzugrenzen, wurden die Konstrukte pFiRe:Shankl (1-200),
pFiRe:Shankl (200-400) und pFiRe-Shankl (400-588) in Neurone eingebracht und die
nPholLuc Aktivitaten bestimmt (Abbildung 3.20; Details siehe oben). In mit pFiRe:Shankl (1-
200) transfizierten Neuronen konnte in den Fmr1’™ Zellen eine etwas héhere, obwohl nicht
signifikant veranderte, nPholLuc Aktivitat als in den WT Neuronen gemessen werden
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(nPhoLucP Fmrf’: 142% + 69%); n=13; p=0,06). In Zellen die mit den beiden anderen
Konstrukten pFiRe:Shankl (200-400) und pFiRe:Shankl (400-588) transfiziert wurden,
konnte kein Aktivitdtsunterschied der nPhoLuc zwischen WT und Fmir1’” Zellen beobachtet
werden (nPhoLucP Amri’: 200-400: 106% %+ 64%, n=14, p=0,47 und 400-600: 122% =+
77%, n=9, p=0,35). Vermutlich sind die hier untersuchten Teilregionen fur die FMRP
vermittelte Translationsregulation nicht ausreichend. Es ist jedoch mdglich, dass der vordere
Bereich der 3"UTR (1-200) eine hohere Affinitat als die anderen Regionen zu FMRP besitzt,
da mit diesem Abschnitt die Luciferase-Aktivitat am deutlichsten verandert war.
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Abbildung 3.20: Die Translation der PhoLuc mRNA mit kurzen Fragmenten der Shankl1 3 UTR ist in
FmrI'~ Zellen nicht signifikant erh6ht.

Cortex-Primarkulturen aus WT und AmrI’~ Embryonen (E18) wurden mit den Konstrukten pFiRe:Shankl (1-200),
pFiRe:Shankl (200-400) und pFiRe-Shankl (400-588) transfiziert und 24 Stunden spdter geerntet. Die
Auswertung erfolgte im Text beschrieben. In mit pFiRe:Shank1 (1-200) transfizierten Neuronen konnte in Fmr1’
Zellen eine héhere, obwohl nicht signifikante, PholLuc Aktivitat als in WT Neuronen gemessen werden. In Zellen
die mit den beiden anderen Konstrukten pFiRe:Shankl (200-400) und pFiRe:Shankl (400-588) transfiziert
wurden, konnte kein Aktivitdtsunterschied der PholLuc zwischen WT und Fmiri’ Zellen beobachtet werden
(Details siehe Text). Die Wahrscheinlichkeit, dass eine Sequenzabfolge einer mRNA eine G-Quartet-Struktur
bildet, lasst sich im G-Quartet-Score berechnen. Fiir die Shankl 3 "UTR Sequenz wurden die Wahrscheinlichkeiten
mit dem GQRS Mapper (Kikin et al., 2006) ermittelt. Die blauen Balken zeigen mdgliche G-Quartet-Strukturen.
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3.6 EinfluB von metabotropen Glutamatrezeptoren (mGIuR) auf
die Translation der Shankl mRNA

Verschiedene Untersuchungen deuten darauf hin, dass FMRP in der Translationsregulation
von Transkripten synaptischer Proteine wie z.B. PSD-95 eine Rolle spielt, die durch
Aktivierung von metabotropen Gluatamatrezeptoren moduliert wird (Todd et al., 2003).
Daher sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob die hier gezeigte FMRP-abhdngige
Translationsregulation der Shankl mRNA (3.5) auch Uber eine Aktivierung der metabotropen
Glutamatrezeptoren beeinflusst werden kann. Cortexneurone von WT und FmrI’” Embryonen
(Embryonaltag 18) wurden kultiviert und an Tag 14 in Kultur mit den Vektoren pFiRe bzw.
pFiRe:Shankl (1-588) transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit 0,1 mM DHPG,
einem mGIuR-Agonisten, flir zehn Minuten stimuliert und anschlieBend geerntet. Die
Luciferase-Aktivitdten wurden im Luminometer bestimmt. Die nPhoLuc wurden in den
unstimulierten Kontrollen jeweils 100% gesetzt und die dazugehdrigen Werte aus
stimulierten Zellen entsprechend berechnet (nPhoLucP). Die statistische Auswertung erfolgte
mittels gepaartem zweiseitigen t-Test an den normalisierten Originaldaten.

Die mit pFiRe transfizierten WT und FmrI’ Neurone wiesen nach Stimulation mit DHPG, im
Vergleich zu den unstimulierten Zellen, die gleiche nPhoLuc Aktivitat auf (nPhoLucP + DHPG
in WT: 71% % 27%, n=7, p=0,08; in Fmrl” : 90% % 31%, n=9, p=0,38). In den WT
Neuronen die mit pFiRe:Shankl (1-588) transfiziert wurden, konnte nach DHPG-Stimulation
eine erhohte nPholLuc Aktivitat gemessen werden (WT mit pFiRe:Shankl; nPhoLucP +
DHPG: 193% + 91%, n=13, p=0,008). In den entsprechenden FMRP-defizienten Neuronen
wurde nach Stimulation mit DHPG keine verstédrkte PhoLuc Aktivitdt gemessen (Fmrf’™ mit
pFiRe:Shank1; nPhoLucP +DHPG: 119% + 69%, n=10, p=0,6; Abbildung 3.21). Die PholLuc
mRNA mit rekombinanter 3 "UTR wird demnach in der Translation durch Zugabe von DHPG
weder in Wildtyp noch in Fmr1’" Cortexneuronen beeinflusst. In Wildtyp Neuronen wird die
PhoLuc mRNA mit der Shankl 3°UTR (1-588) nach Aktivierung der metabotropen
Glutamatrezeptoren durch DHPG verstarkt translatiert. Dieser Effekt ist in den FMRP-
defizienten Neuronen nicht zu beobachten. Die Translation der PhoLuc mRNA wird demnach
in WT Zellen durch FMRP (ber eine Interaktion mit der Shankl 3 UTR inhibiert. Diese
Inhibierung wird durch Aktivierung von mGIuR in WT Zellen aufgehoben, und die mRNA wird
folglich verstérkt translatiert. Da FMRP in den Amr1’” Zellen und somit auch die Blockierung
der mRNA fehlt, kann es durch die Stimulierung nicht zu einer verstarkten Translation

kommen.
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Abbildung 3.21: Die Translation der PhoLuc mRNA mit Shankl 3°UTR kann durch mGIuR
Stimulierung in WT Neuronen verstirkt werden.

Cortex-Primarkulturen aus WT und FmrI’- Embryonen mit den Konstrukten pFiRe und pFire:Shankl (1-588)
transfiziert. Nach 24 Stunden wurden je Genotyp und Konstrukt eine Zellpopulation mit Wasser (Kontrolle,
schwarze Balken) und eine mit 0,1mM DHPG (graue Balken) fiir zehn Minuten stimuliert und direkt im Anschluss
geerntet. Wahrend die mit pFiRe transfizierten WT und FAmr1’" Neurone nach Stimulation, im Vergleich zu den
unstimulierten Zellen, die gleiche Aktivitat zeigten, wurde in den WT Neuronen mit pFiRe:Shankl (1-588) nach
DHPG-Stimulation eine erhéhte PholLuc Aktivitat gemessen. In FMRP-defizienten Neuronen wurde nach
Stimulation mit DHPG keine verstarkte PhoLuc Aktivitat gemessen (Details siehe Text).
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4 Diskussion

Der Verlust von FMRP flihrt in Menschen und in Mdusen zu einer veranderten Morphologie
der dendritischen Dornen und einer gestorten Funktion der Synapsen (Bardoni et al., 2006;
Bassell and Warren, 2008; Grossman et al., 2006; Jin and Warren, 2003). Die Morphologie
und Funktion der Synapsen und dendritischen Dornen wird unter anderem Uber die
Zusammensetzung der PSD reguliert. Es wird angenommen, dass FMRP die Translation von
mMRNAs postsynaptischer Proteine u.a. auch lokal in Dendriten reguliert (Bagni and
Greenough, 2005; Darnell et al., 2005b; Garber et al., 2008; Oostra and Willemsen, 2009).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob Proteine der postsynaptischen Dichte
im Mausmodell durch den Verlust von FMRP in ihrer Konzentration verandert sind, diese
Anderungen mit Konzentrationsanderungen der entsprechenden mRNA-Molekiile korrelieren
und die Transkripte von PSD-Proteinen mit FMRP /n vivo assoziiert sind. Zudem sollten die
molekularen Grundlagen einer aktivitatsabhdngigen Translationsregulation durch FMRP
charakterisiert werden, um den Einfluss des Proteins auf bestimmte Proteine der PSD zu
untersuchen, die moglicherweise zum Krankheitsbild des FRAX beitragen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Rezeptoruntereinheit NR1 sowohl in
cortikalen als auch in hippocampalen PSD-Fraktionen FMRP-defizienter Tiere in erhdhter
Konzentration vorkommt. Des Weiteren waren die Untereinheit NR2B im Hippocampus
FMRP-defizienter Tiere vermehrt in der PSD zu detektieren. Es wurde nachgewiesen, dass
die Transkripte der beiden NMDA-Rezeptoruntereinheiten NR1 und NR2B von FMRP /n vivo
gebunden werden. Da die mRNA Konzentrationen im Zytoplamsa und an Synapsen
unverandert waren, zeigen diese Befunde zusammengenommen, dass FMRP die Translation
der NR1 und NR2B mRNAs vermutlich reprimiert, so dass die beobachtete erhohte
Proteinkonzentration in den PSD-Fraktionen FMRP-defizienter Tiere auf das Fehlen einer
Translationsregulation durch FMRP zurlickzufiihren ist. In den PSD-Fraktionen adulter und
juveniler FMRP-defizienter Tiere war die Konzentration der AMPAR-Untereinheit GIuR1 im
Vergleich zu WT Tieren signifikant erhoht, wahrend die entsprechenden mMRNA-
Konzentrationen in Neuronen und an Synapsen unverandert waren. Dies liess vermuten,
dass FMRP in WT Zellen die Translation der GIuR1 mRNA reprimiert und es daher in
Abwesenheit von FMRP zu einer verstarkten Synthese des Proteins kommt. Allerdings
konnten die IP-Ergebnisse eine /n vivo Assoziation der GIuR1 mRNA mit FMRP nicht
zweifelsfrei belegen. Diese geringe Affinitdt kann dadurch begriindet sein, dass die
Versuchsbedingungen sehr stringent gewahlt wurden und das GIuR1-Transkript in der Zelle

nur mit Hilfe eines Ko-Faktors oder indirekt von FMRP gebunden werden kann. Eine Folge
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kdnnte sein, dass FMRP die Translation der GIuR1 mRNA gar nicht direkt reguliert. Die
resultierende Anderung der Proteinkonzentration in den PSDs FMRP-defizienter Tiere kénnte
in diesem Fall eine indirekte Folge der FMRP Abwesenheit sein. Zusammengefasst kénnten
die hier gemessenen Konzentrationsanderungen einzelner Glutamatrezeptor-Untereinheiten
eine veranderte Zusammensetzung von Glutamatrezeptoren in der Synapse bewirken. Die
Zusammensetzung beeinflusst die Physiologie des Rezeptors und somit auch die
Weiterleitung eingehender synaptischer Signale. Bei einer aberranten Rezeptorkomposition
kann es daher zu kognitiven Beeintrachtigungen kommen (Groc et al., 2009; Lau and Zukin,
2007), die auch beim FRAX eine Rolle spielen kdnnten.

Im Unterschied zu den Rezeptoruntereinheiten war die postsynaptische Konzentration von
SAP97 im Cortex von adulten FMRP-defizienten Tieren signifikant niedriger als in WT Tieren.
Diese Tendenz war bereits in den zwei Wochen alten Tieren, wenn auch nicht signifikant, zu
detektieren. Da die Transkriptkonzentrationen von SAP97 weder in der gesamten Zelle noch
in den Synaptosomen verandert waren, lasst sich daraus folgern, dass FMRP in WT Zellen die
Translation der SAP97 mRNA fordert. Es konnte bereits gezeigt werden, dass FMRP die
Translation nicht nur negativ beeinflussen, sondern auch als translationsaktivierender Faktor
agieren kann (Bechara et al., 2009; Fahling et al., 2009). Aufgrund der hier gezeigten relativ
schwachen /n vivo Assoziation von SAP97 mRNA und FMRP konnte die
Konzentrationsanderung  auf  Proteinebene allerdings auch aufgrund  anderer
Konzentrationséanderungen indirekt entstanden sein. Die Proteine SAP102 und PSD-95,
welche mit SAP97 verwandt sind, waren sowohl in Cortex als auch in Hippocampus PSD-
Praparationen von FMRP-defizienten und WT Tieren in gleicher Konzentration vorhanden.
Zalfa et al. (2007) untersuchten die Konzentration von PSD-95 Transkripten und Proteinen
im Hippocampus FMRP-defizienter Mause und wiesen eine niedrigere Konzentration von PSD-
95 mRNA und Protein im Vergleich zu WT Tieren nach. Aufgrund dieser Ergebnisse, wurde
eine stabilisierende Wirkung von FMRP auf die PSD-95 mRNA im Hippocampus postuliert. Auf
der anderen Seite zeigten Muddashetty et al. (2007), dass in kultivierten Primarneuronen
von FMRP-defizienten und WT Madusen keine Veranderung in der PSD-95 mRNA
Konzentration im Dendriten oder an der Synapse zu detektieren ist. Diese Beobachtung
stimmt mit den Ergebnissen dieser Arbeit liberein, dass weder die PSD-95 mRNA in der
gesamten Zelle oder selektiv an Synapsen, noch die Proteinkonzentration in der PSD FMRP-
defizienter Tierer verandert ist. Zwar konnte hier und in anderen Publikationen gezeigt
werden, dass die PSD-95 mRNA und FMRP miteinander assoziiert sind (Iacoangeli et al.,
2008; Muddashetty et al., 2007; Todd et al., 2003; Zalfa et al., 2007), die zelluldren
Konsequenzen dieser Interaktion bleiben jedoch unklar. Und obwohl SAP102- und PSD-95-

defiziente Mause verminderte Lernfahigkeit besitzen (Cuthbert et al., 2007; Migaud et al.,
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1998) und der Funktionsverlust von SAP102 beim Menschen zu mentaler Retardierung fuhrt
(Tarpey et al., 2004), deuten die hier gezeigten Ergebnisse darauf hin, dass diese Proteine
nicht zum Phanotyp des FRAX beitragen.

Die SAPAP2 Proteinkonzentration war in den hippocampalen PSD-Praparationen adulter
FMRP-defizienter Tiere gegentber den WT Tieren signifikant erhdht. Die entsprechende
mRNA war in den adulten Fmri”" Tieren ebenfalls in ihrer Konzentration erhéht. FMRP
kdnnte demnach an der Regulation der SAPAP2 mRNA Stabilitdt beteiligt sein. Allerdings war
die Proteinkonzentration in PSD-Fraktionen aus juvenilen Hippocampi signifikant erhéht,
obwohl die Konzentration der entsprechenden mRNA nicht veréndert war. Zudem konnte
hier gezeigt werden, dass die SAPAP2 mRNA und FMRP /n vivo interagieren.
Zusammenfassend deuten die Befunde daraufhin, dass FMRP vermutlich ebenfalls Einfluss
auf die Translationsregulation der mRNA und nicht nur auf die Umsatzrate oder Stabilitat des
Transkriptes hat. Die Konzentration der SAPAP1 und SAPAP3 Transkripte waren weder in der
gesamten Zelle noch an Synapsen in den FMRP-defizienten Tieren gegeniiber WT Tieren
verandert. Da die SAPAP3 mRNA dendritisch lokalisiert ist (Kindler et al., 2004), in den
FMRP-defizienten Tieren aber keine Konzentrationsanderung in Synaptosomen zu detektieren
war, lasst sich folgern, dass FMRP weder den subzelluldren Transport noch die Stabilitat des
Transkriptes beeinflusst. Die Proteinmenge war dagegen in den PSDs im Cortex (SAPAP1)
bzw. im Hippocampus (SAPAP3) von FMRP ko Tieren deutlich gréBer als in den Wildtyp
Tieren. Da in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die Transkripte von SAPAP1 und
SAPAP3 /n vivo mit FMRP interagieren, sind die Anderungen in der Proteinmenge von FMRP-
defizienten Tieren vermutlich auf eine fehlende Translationsregulation in Abwesenheit von
FMRP zuriickzufilhren. In Ubereinstimmung mit der hier beschriebenen erhéhten SAPAP3
Konzentration in PSD-Fraktionen von FMRP-defizienten Mausen beobachteten Narayanan et
al. (2008) sowohl bei einer funktionellen Inhibition von FMRP als auch in FMRP-defizienten
hippocampalen Lysaten ebenfalls eine erhéhte Konzentration von SAPAP3 im Vergleich zu
WT Lysaten. Zudem wurde in der Studie von Brown et al. (2001) die SAPAP3 mRNA als eine
der elf bedeutendsten neuronalen mRNAs, die mit FMRP assoziiert sind, identifiziert. In
dieser Arbeit konnte die 3" UTR der SAPAP3 mRNA als potentielle Bindungsregion von FMRP
identifiziert werden. Die untersuchten Luciferase mRNAs mit SAPAP3 3°UTR wurden in
FMRP-defizienten Mausfibroblasten signifikant starker translatiert als in den Kontrollzellen.
Die Translationsniveaus die in den Cortexneuronen aus WT und FMRP-defizienten Mausen
gemessen wurden, zeigten im Unterschied zu den MEF kein eindeutiges Ergebnis.
Mdglicherweise kann FMRP die Translation der SAPAP3 mRNA sowohl positiv als auch
negativ, in Abhangigkeit vom Zustand bzw. der Aktivitdit der untersuchten Zellen,

beeinflussen. Narayanan et al. (2007) konnten z.B. zeigen, dass nach Stimulation
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metabotroper Glutamatrezeptoren mit DHPG in kultivierten Cortexneuronen weniger SAPAP3
gebildet wird. AuBerdem war SAPAP3 in den hippocampalen PSD-Fraktionen adulter Tiere in
erhdhter Konzentration zu finden, wahrend die cortikalen PSD-Fraktionen juveniler Tiere eine
verringerte Menge SAPAP3 aufwiesen. Zusammen mit den hier generierten Daten lasst sich
folgern, dass FMRP die Translation aller Mitglieder der SAPAP-Familie reguliert und somit
einen direkten Einfluss auf die Geristproteinzusammensetzung in der PSD hat. SAPAP3-
defiziente Mduse zeigen phanotypische Verhaltensweisen, die an Zwangsneurosen von
Menschen erinnern (Welch et al., 2007). Diese Beobachtung veranschaulicht die Bedeutung
der SAPAP-Gerustproteine flir die korrekte Funktion von Synapsen und unterstitzt die
Hypothese, dass veranderte Mengen dieser Proteinfamilie zur Fehlfunktion der Synasen beim
FRAX beitragen.

Wie auch die Proteine der SAPAP-Familie kann IRSp53 liber PSD-95 Glutamatrezeptoren mit
Shank-Proteinen verbinden. Die hier gezeigte Anreicherung von IRSp53 in den
hippocampalen PSD-Fraktionen adulter FMRP-defizienter Maduse gegeniiber WT Mausen
kdnnte demnach eine ahnliche Rolle beim FRAX spielen wie die Konzentrationserhéhung der
SAPAPs. Die Bedeutung von IRSp53 flr die Funktion von Synapsen wird deutlich in IRSp53-
defizienten Mausen, die ein vermindertes Lern- und Erinnerungsvermdgen aufweisen (Kim et
al., 2009; Sawallisch et al., 2009). Da in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die mRNA
von IRSp53 /n vivo nicht von FMRP gebunden wird, ist es jedoch eher unwahrscheinlich, dass
FMRP direkt die Translation der IRSp53 mRNA reguliert und die erhdhte Konzentration von
IRSp53 in der hippocampalen PSD-Fraktion mit der fehlenden Translationsinhibition
zusammenhangt. IRSp53 kdnnte mdglicherweise infolge der verstarkten Synthese und
folglich erhéhten Konzentration von Shankl, SAPAP2 und SAPAP3 in der PSD vermehrt in
diese rekrutiert werden.

Die vorherrschende Hypothese zur Ursache der synaptischen Fehlfunktion und der mentalen
Retardierung beim FRAX ist, dass durch das fehlende Protein FMRP eine verstarkte
Proteinsynthese an den Synapsen stattfindet (Bassell and Warren, 2008; Bear et al., 2008;
Pfeiffer and Huber, 2009). Diese Hypothese ist mit den hier dargestellten Ergebnissen
konform, da bis auf SAP97 im adulten und SAPAP3 im juvenilen Cortex, alle weiteren
untersuchten Proteine, wenn sie in ihrer Konzentration verandert waren, in den FMRP-
defizienten PSD-Fraktionen in erhdhter Konzentration zu finden waren. Diese verstarkte
Synthese in Abwesenheit von FMRP konnte in dieser Arbeit erstmals auch fiir Shankl gezeigt
werden. Shankl ist ein weiteres sehr wichtiges Protein des PSD, dessen mRNA dendritisch
lokalisiert ist (Falley et al., 2009). In der Analyse von Shankl in PSD-Fraktionen konnte
sowohl im Cortex als auch im Hippocampus FMRP-defizienter Mause in dieser Arbeit eine

erhdhte Proteinkonzentration beobachtet werden. Die zytoplasmatische sowie die
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synaptische Menge des Shank1 Transkriptes war in WT und Amr1”” Gehirnlysaten, sowohl im
Cortex als auch im Hippocampus gleich. Diese Ergebnisse gehen mit Experimenten in
kultivierten Hippocampusneuronen von FMRP-defizienten und Wildtyp Mausen einher, in
denen kein Unterschied in der Shankl mRNA Konzentration detektiert wurde (Zalfa et al.,
2007). FMRP scheint demnach keinen Einfluss auf die Stabilitat des Shank1 Transkriptes oder
den Transport der mRNA in Dendriten zu haben. In dieser Arbeit konnte erstmals die /n vivo
Assoziation von Shankl mRNA und FMRP nachgewiesen werden, so dass die erhdhte
Proteinkonzentration in der PSD FMRP-defizienter Tiere direkt auf eine fehlende
Translationsinhibition durch FMRP zuriickgefuhrt werden kann. In FMRP-defizienten
Neuronen wurde im Vergleich zu WT Neuronen eine erhdhte Translationsrate flr eine
Reporter mRNA mit Shankl 3°UTR gemessen. Das lasst den SchluB zu, dass die
Translationsregulation der Shankl mRNA durch FMRP {iber eine Interaktion mit der 3 "UTR
der mRNA vermittelt wird. Durch diese Interaktion zwischen Shankl mRNA 3°UTR und
FMRP wird in Neuronen aus WT Tieren demnach die Translation des Shankl Transkriptes
normalerweise blockiert. Da diese Blockierung der Translation in FMRP-defizienten Zellen
fehlt, kommt es dort zu einer verstarkten Translation der Shankl mRNA. Diese Beobachtung
geht einher mit der héheren Shankl Konzentration in der postsynaptischen Dichte FMRP-
defizienter Tiere gegenliber WT Tieren (Abbildung 4.1). Wahrend dieser Effekt in Neuronen
eindeutig beobachtet werden konnte, gab es in der Analyse der Translation von Reporter
mRNA mit Shankl 3°UTR in Mausfibroblasten keinen Unterschied zwischen WT und FMRP-
defizienten Zellen. Dies konnte daran liegen, dass in den Fibroblasten wichtige Faktoren
fehlen, die zur Translationsregulation neuronaler mRNAs bendtigt werden, und die im
Unterschied zu den Fibroblasten in den Neuronen endogen vorhanden sind.

Neben der gezeigten translationalen Fehlregulation im Grundzustand eines Neurons wurde
fir FMRP auch bereits eine Beteiligung an der Translationsregulation von mRNA-Molekiilen
nach synaptischer Aktivierung gezeigt, welche bei FMRP-Defizienz ebenfalls gestort ist
(Bassell and Warren, 2008; Bear et al., 2008; Pfeiffer and Huber, 2009). Die Inhibierung der
Translation einer mRNA durch FMRP kann durch die Aktivierung metabotroper
Glutamatrezeptoren aufgehoben werden, so dass die entsprechende mRNA anschlieBend
vermehrt translatiert wird. Diese aktivitatsabhdngige mGIluR-vermittelte Translation konnte in
dieser Arbeit erstmals auch fiir das Shankl Transkript gezeigt werden. Nach Stimulierung
von mGIuR mit dem Agonisten DHPG wurde eine Reporter mRNA mit den ersten 588
Nukleotiden der Shankl 3°UTR starker translatiert als im Kontrollversuch. Diese durch
Aktivitét induzierte Translation konnte in Neuronen aus FMRP-defizienten Mdusen nicht
gezeigt werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass durch das Fehlen von FMRP zum

einen bereits eine exzessive Translation der sonst inhibierten Transkripte besteht und dass
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zum anderen ohne FMRP keine Translationsinhibition vorhanden ist, die nach Aktivierung der
mGIuR aufgehoben werden kann und eine verstarkte Translation zur Folge hatte (Abbildung
4.1). Um den Interaktionsbereich der Shankl 3"UTR mit FMRP naher einzugrenzen, wurden
kleinere Fragmente des untersuchten proximalen Endes des 3 UTR zur weiteren Analyse
verwendet. Dabei konnte die Assoziationsregion nicht weiter eingegrenzt werden. Aufgrund
der groBeren Wahrscheinlichkeit fur die Bildung von G-Quartett-Strukturen und dem, wenn
auch nicht signifikanten, gréBten Einfluss auf die Translation einer Reporter mRNA, sind die
ersten 200 Nukleotide der Shankl 3°UTR als Interaktionsbereich mit FMRP am
wahrscheinlichsten. Allerdings kdénnte die Fragmentierung der ersten 588 Nukleotide der
Shankl mRNA 3°UTR in drei kleinere Teile auch dazu gefilhrt haben, dass das dort
lokalisierte Dendritic Targeting Element (DTE) zerstdrt wurde (Boeckers et al., 2004) und
somit ein Transport der Reporter mRNA mit den verschiedenen proximalen Shankl mRNA
3'UTR Fragmenten aus den Nukleotiden 1-200, 200-400 bzw. 400-588 an Synapsen ohne
das vollstéandige DTE im Versuch nicht mehr méglich war. Da nicht auszuschlieBen ist, dass
FMRP auch mit anderen Regionen der Shankl mRNA interagiert z.B. in der kodierenden
Region, die nicht mit dem Luciferase-Reportersystem analysiert wurde, wurde bereits
begonnen einen neuen experimentellen Ansatz zu etablieren, um die Kontaktstelle zwischen
RNA und Protein genauer zu kartieren und charakterisieren. Dabei wird wie in den Versuchen
zur /n vivo Interaktion zwischen FMRP und bestimmten mRNAs verfahren. Nach der
Prazipitation wird jedoch das isolierte FMRP mit den gebundenen mRNA-Molekilen mit
Ribonuklease behandelt. Man geht davon aus, dass alle ungeschitzten Teile der RNA verdaut
werden, wahrend die direkt an FMRP bindenden Regionen vor dem Abbau geschiitzt sind. In
anschlieBenden RT-gPCR kdnnen dann die geschiitzten RNA-Bereiche identifiziert werden.
Dazu werden mehrere Oligonukleotidpaare eingesetzt, die kleine Amplifikate (200 bp) in der
PCR bilden, mit denen alle Bereiche einer mRNA analysiert werden. Wenn diese Methode
etabliert ist, lieBe sich auch fiir alle anderen von FMRP gebundenen mRNAs die genaue
Bindungsstelle, ohne Radioaktivitat benutzen zu missen, kartieren.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass FMRP die Transkriptmenge von Shankl in
Neuronen nicht beeinflusst, beim Fehlen von FMRP aber die Translation der Shankl mRNA
gestort ist, so dass im Grundzustand der Zelle zuviel Shankl synthetisiert wird (Abbildung
4.1). Da Shank1 alleine einen starken Einfluss auf die Morphologie der dendritischen Dornen
hat (Sala et al., 2001), kdnnten die hier gezeigten Stérungen in der Translationsregulation
von Shankl Transkripten zur Krankheitsauspragung des Fragilen X Syndroms erheblich
beitragen. Hohe Konzentrationen Shank1 kénnen die verstarkte Bildung dendritischer Dornen

induzieren (Roussignol et al., 2005).
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Abbildung 4.1: Translationsregulation der Shankl mRNA durch FMRP in Dendriten

Dargestellt ist schematisch die Translationsregulation von dendritisch lokalisierter Shankl mRNA durch FMRP in
Dendriten. Bild A zeigt den Grundzustand in Neuronen von Wildtyp Tieren. FMRP inhibiert die Synthese von
Shank1, so dass nur eine geringe Menge Protein vorhanden ist und in die PSD eingebaut werden kann. In Bild B
wird in den Neuronen FMRP-defizienter Mause die Translation der Shankl mRNA nicht inhibiert, da FMRP fehlt.
Das Protein wird verstarkt synthetisiert und in die PSD eingebaut. Bild C und D stellen die Situation in den beiden
Neuronen dar, wenn synaptische Aktivitat metabotrope Glutamatrezeptoren beeinflusst. Wahrend die Translation
synaptischer Proteine in Wildtyp Neuronen gesteigert wird (C), kann die bereits im Grundzustand gesteigerte
Syntheserate in FMRP-defizienten Neuronen (B) durch synaptische Aktivitdt nicht noch weiter verstarkt werden
(D), da es keinen Inhibitor (FMRP) gibt, der daraufhin die Translation nicht mehr reprimiert.

Bei Patienten mit Fragilem X Syndrom kénnten die erhdhten Mengen Shankl mdglicherweise
auch dendritische Dornen stabilisieren, die ansonsten wahrend der Reifung des Gehirns
verloren gegangen waren. Es scheint fiir eine korrekte Funktion der Synapse essentiell zu
sein, dass die Shank-Menge in der PSD exakt reguliert wird. Diese These wird durch die
Tatsache unterstiitzt, dass der Verlust von nur einer Kopie des Shank3 Gens beim Menschen
im 22q13 Deletions-Syndrom (Phelan-McDermid Syndrom) zur mentalen Retardierung flhrt
(Bonaglia et al., 2001; Wilson et al., 2003). Proteine der Shank-Familie zahlen zu den
Hauptgerlstproteinen der postsynaptischen Dichte und regulieren die GroBe und Gestalt von
dendritischen Dornen aufgrund ihrer Fahigkeit mit vielen verschiedenen PSD-Bestandteilen
direkt zu interagieren (Gundelfinger et al., 2006). Daher lasst sich vermuten, dass die
erhdhte Shank-Menge in den Synapsen von FMRP-defizienten Individuen groBe
Auswirkungen auf die mentalen Fahigkeiten von Patienten mit Fragilem X Syndrom hat.
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5 Zusammenfassung

Das Fragile X Syndrom ist die zweithdufigste Ursache flir genetisch bedingte mentale
Retardierung beim Menschen. In Neuronen bewirkt das Fehlen des Fragile X Mental
Retardation Proteins (FMRP) morphologische Veréanderungen an dendritischen Dornen
exzitatorischer Synapsen. Die Morphologie dendritischer Dornen beeinflusst die synaptische
Plastizitat und folglich Lern- und Gedachtnisprozesse im Gehirn. FMRP ist ein RNA-bindendes
Protein, welches u.a. die Translation gebundener mRNA-Molekiile reguliert. Besonders bei
der in Abhangigkeit von synaptischer Aktivitat lokalen Translationsregulation in Dendriten
scheint FMRP eine wichtige Rolle zu spielen. Eine zentrale Struktur in dendritischen Dornen
ist die postsynaptische Dichte (PSD), deren Zusammensetzung die Morphologie und Funktion
der dendritischen Dornen beeinflusst. In dieser Arbeit wurden Geristproteine und
Rezeptoruntereinheiten identifiziert, deren Konzentration in der PSD FMRP-defizienter
verandert ist. Derartige Veranderungen konnen zu einer verdanderten Morphologie und
folglich der mentalen Retardierung beitragen. In Abhdngigkeit von der untersuchten
Gehirnregion und dem Alter der Mause konnten verschiedene Proteine wie z.B. Mitglieder der
Shank- und SAPAP-Familie identifiziert werden, deren Konzentration in Abwesenheit von
FMRP verandert war. Diese Proteine sind Hauptbestandteile der PSD, die durch ihre
Interaktion mit vielen weiteren Proteinen einen groBen Einfluss auf die molekulare
Zusammensetzung und  Funktionalitit der PSD haben. Die beobachteten
Konzentrationsanderungen der Proteine korrelierten nicht mit veranderten Konzentrationen
der entsprechenden Transkripte in den untersuchten Gehirnregionen, weder in der gesamten
Zelle noch an Synapsen. Die in den FMRP-defizienten Tieren veranderte Proteinkonzentration
scheint demnach auf eine fehlregulierte Translation und weniger auf eine veranderte
Transkription, mRNA-Stabilitat oder einen veranderten subzelluldren Transport der
Transkripte zurlickzufiihren zu sein. Flir Shankl und SAPAP Transkripte konnte zudem eine
/in vivo Assoziation mit FMRP nachgewiesen werden. Diese Befunde zeigen, dass FMRP die
Translation dieser Transkripte und folglich auch die Konzentration von Shankl und den
SAPAPs in der PSD beeinflusst. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Translationsregulation der Shankl mRNA (ber eine Interaktion der 3 "UTR mit FMRP erfolgt.
Zudem wird die durch FMRP inhibierte Translation der Shankl mRNA durch synaptische
Aktivitat aktiviert. Dieser Mechanismus ist in Abwesenheit von FMRP gestért, so dass die
aktivitdtsabhangige Synthese von Shank1 in FMRP-defizienten Tieren fehlt. Die Konzentration

von Shankl kann nach synaptischer Aktivitdt nicht mehr reguliert werden, was vermutlich
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negative Auswirkungen auf die synaptische Plastizitat hat. Die in dieser Arbeit identifizierten
Veranderungen FMRP-defizienter Mduse beeinflussen die Zusammensetzung der
postsynaptischen Dichte und kénnten daher zum morphologischen Phanotyp und folglich zur
mentalen Retardierung beim Fragilen X Syndrom beitragen.
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