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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das “Fat mass and obesity associated*“-Gen

Das Fto-Gen wurde 1999 erstmals als eines von 6 deletierten Genen in der Fused-toes
(Ft) Mausmutante beschrieben (Peters et al., 1999). Diese Méuse zeigen bei heterozygoter
Auspragung eine Fusion der ersten drei bis vier Zehen an den anterioren GliedmaBen,
sowie eine Vergroflerung (Hyperplasie) des Thymus (van der Hoeven et al., 1994).
Homozygote Ft-Mausmutanten sind embryonal letal und sterben zwischen Embryonaltag
10 und 14,5 an ihren schweren Missbildungen. Zu diesen gehdren unter anderem
gravierende kraniofaziale Fehlbildungen, eine gestorte oder génzlich ausbleibende
Hirnentwicklung, sowie Defekte in der Rechts-Links-Asymmetrie (van der Hoeven et al.,
1994; Heymer et al., 1997). Mit insgesamt 250 Kb ist Fro das groBte der 6 deletierten
Gene, weshalb es nach seiner Identifizierung vorerst als Fatso bezeichnet wurde. Es
codiert fiir ein 502 Aminosduren grof3es Protein, welches primér im Zellkern lokalisiert
ist. Trotz seiner GroBe belduft sich der kodierende Teil des Gens auf nur 1506
Basenpaare, welche sich auf neun Exons verteilen. Auffallend ist dabei, dass vor allem
die ersten und letzten beiden Exons durch eine {iber 100 Kb lange Intronsequenz getrennt
sind. Vergleiche mit dem humanen F70O-Gen zeigten eine Homologie von 85 % in den
proteinkodierenden Bereichen des murinen Fto-Gens. Sowohl in Menschen, als auch in
Maiusen wird es ubiquitdr in embryonalem und adultem Gewebe exprimiert, wobei es vor
allem im Hirn eine hohe Expressionsrate aufweist. Das Frfo-Gen ist in den meisten
Vertebraten und Algen hochkonserviert, konnte jedoch in Invertebraten, Pilzen und
Griinpflanzen nicht nachgewiesen werden, was darauf schlie3en l4sst, dass es bereits seit
mindestens 450 Millionen Jahren existiert (Peters et al., 1999; Peters et al., 2002; Frayling
et al., 2007; Gerken et al., 2007; Fredriksson et al., 2008).

Trotz der molekularen Entschliisselung konnten bis ins Jahr 2007 keine konkreten
Erkenntnisse zu den genauen Funktionen von Fto oder dessen Involvierung in
Signalwegen gewonnen werden. Dann jedoch riickte das Gen weltweit in den Fokus der
Wissenschaft, als vier unabhéngige Arbeitsgruppen nahezu zeitgleich veroffentlichten,
dass in genomweiten Assoziationsstudien ein signifikanter Zusammenhang zwischen
Polymorphismen im ersten Intron des humanen F70-Gens und dem Body-Mass-Index
(BMI) besteht (Dina et al., 2007; Frayling et al., 2007; Hinney et al., 2007; Scuteri et al.,

2007). Dabei konnte unter anderem gezeigt werden, dass Tridger des homozygoten
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Risikoallels im Durchschnitt 3-4 kg mehr wiegen und ein um 1,67-fach erhohtes Risiko
aufweisen an Adipositas zu erkranken. Des Weiteren konnten verschiedene, mit
Adipositas assoziierte Syndrome identifiziert werden, welche mit 70 Einzelnukleotid-
Polymorphismen (single nucleotide polymorphism; SNP) in Verbindung stehen. Dazu
gehdren unter anderem ein verdnderter Leptin-, Insulin- und Glukosespiegel, sowie ein
verringerter Plasma-HDL-Cholesterol-Spiegel, Verdnderungen in der Energie und
Nahrungsaufnahme und dem Séttigungsgefiihl. Dabei konnten die Symptome bereits im
Kindesalter ab zwei Wochen nach der Geburt beobachtet werden (Cecil et al., 2008;
Freathy et al., 2008; Jacobsson et al., 2008; Speakman et al., 2008; den Hoed et al., 2009;
Haupt et al., 2009; Tanofsky-Kraff et al., 2009; Wardle et al., 2009). Bis zum heutigen
Zeitpunkt wurden zahlreiche Populationen unterschiedlicher ethnischer Herkunft,
unterschiedlichen  Alters und  Geschlechts beziiglich  Assoziationen  von
FTO-Polymorphismen mit Fettleibigkeit und mit Fettleibigkeit assoziierten
Erkrankungen beschrieben (Cornes et al., 2009; Tonjes et al., 2010; Jacobsson et al.,
2012; Kamura et al., 2016; Reuter et al., 2016; Saldana-Alvarez et al., 2016). Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass Individuen trotz eines homozygot vorliegenden
Risikoallels von F'7TO, durch korperliche Betétigung oder einer energiearmen Diét einem
fettleibigen Phanotyp entgegenwirken konnen (Kilpelainen et al., 2011; Phillips et al.,
2012).

Im Gegensatz zu den eindeutigen Ergebnissen aus genomweiten Assoziationsstudien,
dass FTO-Polymorphismen mit Fettleibigkeit assoziiert sind, konnten in verschiedene
Expressionsanalysen bis heute keine einheitlichen Aussagen getroffen werden, welche
einen Zusammenhang zwischen dem F'7O-Genotyp und der F'7TO-Expression beschreiben
(Grunnet et al., 2009; Zabena et al., 2009). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die
FTO-Expression unabhidngig vom Genotyp im viszeralen Fettgewebe von fettleibigen
Individuen im Gegensatz zu nicht fettleibigen erhoht ist (Terra et al., 2010).
Expressionsanalysen in Teilen des Gehirns, welche fiir die Nahrungsaufnahme und
Sattigungsregulation zustindig sind, zeigten bisher, dass die Expression von F70O durch
Fasten im Nucleus arcuatus (Ansammlung von Nervenzellkorpern im Hypothalamus)
beeinflusst wird. Die Ergebnisse der einzelnen Gruppen zeigten jedoch gegensitzliche
Ergebnisse, sodass die 70 Expression nach dem Fasten sowohl positiv, als auch negativ
reguliert werden kann (Stratigopoulos et al., 2008; Olszewski et al., 2009; McTaggart et
al., 2011; Wang et al., 2011).
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1.2. Die Funktion von Fto

Nach der Entschliisselung der Aminosdurensequenz, konnte anhand von
bioinformatischer Analysen gezeigt werden, dass Fto homolog zu Enzymen der Fe(II)-
und 2-Oxogluterat-abhdngigen Dioxygenasen-Superfamilie ist. Hierbei dhnelt die Fro-
Sequenz vor allem der in Escherichia coli (E. coli) vorkommenden Dioxygenase AlkB
und den eukaryotischen Homologen ALKBH1, ALKBH2 und ALKBH3 im Menschen
(Gerken et al., 2007; Sanchez-Pulido und Andrade-Navarro, 2007; Han et al., 2010).
Enzyme dieser Familie spielen eine wichtige Rolle in der DNA-Reparatur, der
Genregulation und der epigenetischen Modifikation von Genen. In 2007 konnten Gerken
und Kollegen erstmalig in vitro nachweisen, dass murines Fto eine Demethylase-
Funktion hat und die Demethylierung von 3-Methylthymidin (3-meT) in ssDNA
katalysiert (Gerken et al., 2007). AnschlieBende Analysen konnte zeigen, dass humanes
Fto neben 3-meT in ssDNA auch 3-Methyluridin (3-meU) in ssSRNA demethyliert und
dabei eine 2-fach hohere Préferenz fiir die ssSRNA als fiir die ssDNA aufweist (Jia et al.,
2008). Durch die Entschliisselung der kristallinen Struktur von Fto konnten Han und
Kollegen zeigen, dass fiir diese Selektivitit eine bisher unbekannte Tertidrstruktur am C-
terminalen Ende von Fto verantwortlich ist. Diese verhindert den Zugang von
doppelstrangiger nicht-methylierter DNA oder RNA zum katalytischen Zentrum in der
N-terminalen Doméne (Han et al., 2010). Spétere in vitro- und in vivo-Analysen konnten
N®-Methyladenosin (m®A) als primires Substrat von Fto identifizierten, welches die am
héufigsten vorkommende Methylierungsform in mRNA darstellt. Durch die Transfektion
von Fto-spezifischer siRNA oder Fto-exprimierenden Vektoren in Zellen konnte gezeigt
werden, dass die Menge der m®A-Methylierung in zellulirer mRNA abhingig von der
Fto-Expression ist (Jia et al., 2011). Diese Erkenntnis konnte ein Jahr spéter durch eine
mSA-Lokalisationsstudie des gesamten Transkriptoms in FTO-iiberexprimierenden
HEK-Zellen ("Human Embryonic Kidney"-Zellen) bestitigt werden. Mayer und Kollegen
konnten dabei zeigen, dass die Uberexpression von FTO in diesen Zellen zu einer rapiden
Abnahme der m°A-Methylierung im gesamten Transkriptom fiihrt (Meyer et al., 2012).

Neben der Funktion als Demethylase gibt es einige Hinweise darauf, dass Fto eine
Funktion als Sensor fiir Wachstumsmechanismen besitzt. So konnte in MEFs (,,mouse
embryonic fibroblasts*) und HEKs gezeigt werden, dass sowohl die Expression, als auch
die Translation von Fto von der Verfiigbarkeit von Glucose und Aminoséuren beeinflusst

wird. Der Entzug dieser Wachstumsfaktoren fiihrt in den Zellen zu einer Reduktion der
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Fto-mRNA und der Fto-Proteinmenge (Cheung et al., 2013). Weitere Analysen konnte
zeigen, dass die Aktivitit von Fto direkt Einfluss auf zwei, fiir das Wachstum
entscheidende Regulatoren hat: Den MSC (engl. multi-synthetase complex) und
mTORCI1 (engl. mechanistic target of rapamycin complex 1). So fiihrte eine Fto-
Defizienz in vitro zu einer verringerten Aktivitit des MSC. Dieser Komplex organisiert
die Funktion der Aminoacyl-tRNA-Synthetase, welche bei der Translation die tRNA-
Molekiile entsprechend ihrer Anticodon-Sequenz mit den korrekten Aminosduren
verknlipft. mTORCI1 hingegen gilt als entscheidendes Signaltransduktionsenzym,
welches in Zellen abhingig von der Verfligbarkeit von Wachstumsfaktoren,
Signalkaskaden fiir das Zellwachstum oder bei Mangel an Wachstumsfaktoren fiir die
Apoptose aktiviert. Hier konnte gezeigt werden, dass eine durch Aminosdurenmangel
hervorgerufene Herunterregulation von mTORCI1, durch die Expression von Fro
verhindert werden kann (Gulati et al., 2013). Wie Fto auf molekularer Ebene die
Verfligbarkeit von Aminosduren an den mTORC1-Signalweg koppelt ist bis zum jetzigen
Zeitpunkt nicht bekannt. Die Erkenntnisse konnten jedoch eine Erkldrung fiir die
phinotypische Auspriagung der postnatalen Wachstumsretardierung in Fro-defizienten

Mausen sein.

1.3. Erkenntnisse aus Fro-Mausmutanten

Trotz der Erkenntnisse, dass Fto als eine Demethylase mit m°A als primirem Substrat
fungiert, eine Funktion als Sensor fiir Wachstumsmechanismen besitzt und FTO-SNPs
mit dem BMI assoziiert sind, konnten keine klaren Aussagen getroffen werden, fiir
welche spezifischen physiologischen Vorgiange Fto von Bedeutung ist. Die Untersuchung
von gentechnisch verdnderten Tieren stellt eine gute Moglichkeit dar, um die in vivo-
Funktionen eines Gens genauer zu untersuchen. Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurden
verschiedene Fto-Mausmutanten analysiert, welche teils Fro-defizient sind und teils Fto
iiberexprimieren. Eine der ersten Ffo-Mausmutanten wurde im Institut fiir Entwicklungs-
und Molekularbiologie der Tiere an der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf generiert
und charakterisiert (Fischer et al., 2009). Durch die Deletion von Exon 2 und 3 des Fto-
Gens und das Einsetzen einer Neomycin-Resistenzkassette konnte eine vollstindige Gen-
Inaktivierung in den Mausmutanten erzeugt werden. Wihrend Ffo™-Miuse keinen

signifikanten Unterschied zu Fro™"-Miusen zeigten, konnte bei Fto”-Miusen ein
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komplexer Phiinotyp beschrieben werden. So wurde gezeigt, dass Ffo”"-Mausembryonen
zwar im erwarteten Mendel-Verhiltnis geboren werden, jedoch eine erhohte postnatale
Sterblichkeit von bis zu 50 % im Vergleich zu Fto™"- und Fto™"-Mausembryonen zeigen.
Des Weiteren wurde eine signifikante Wachstumsretardation ab dem zweiten Tag nach
der Geburt beobachtet. Im Alter von sechs Wochen wiegen Fto”"-Miuse durchschnittlich
30-40 % weniger als Fto™”*-Miuse, was sowohl an einer Reduktion des weien
Fettgewebes (engl.: white adipose tissue; WAT), als auch an einer geringeren
Muskelmasse (engl.: lean mass) liegt. Durch eine zwolfwochige kalorienreiche Didt
konnte gezeigt werden, dass Fto”-Miuse im Vergleich zu Fro""-Miusen weniger

Gewicht zunehmen und signifikant weniger WAT anreichern. Auflerdem konnten im

Blutplasma erhohte Adrenalin- und Noradrenalin-Werte ermittelt werden (siche

Abbildung 1.1).

W Fto*'*
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Abbildung 1.1: Vergleih von Fto”*- und Fto”-Miusen beziiglich des duBeren Phiinotyps
und der Stresshormone Adrenalin und Noradrenalin.

In A ist deutlich zu erkennen, dass Fto”-M#use eine Wachstumsretardation und weniger
weiBes Fettgewebe aufweisen als Fro"*-Miuse. In B zeigen Fto”-Miuse im Blutplasma
signifikant erhohte Adrenalinwerte und tendenziell hohere Noradrenalinwerte im

Vergleich zu Fto™*-Miusen. Modifiziert nach Fischer et al., 2009.

Weitere kalorimetrische Analysen ergaben, dass Fro”-Miuse an einer relativen
Hyperphagie leiden, mehr Sauerstoff verbrauchen und mehr Kohlendioxid produzieren
als Fto™*-Miuse, obwohl sie eine geringere Bewegungsaktivitit aufweisen. Diese
Ergebnisse fiihrten zu der Hypothese, dass der schlanke Phinotyp der Fro”-Méause aus
einem erhdhten Energieumsatz resultiert, eine Fto-Defizienz vor Fettleibigkeit schiitzt

und Fto eine wichtige Rolle im Energiehaushalt hat (Fischer et al., 2009).
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In einer weiteren Fto-Mausmutante wurde mittels ENU-(engl.: N-ethyl-N-nitrosourea)
Mutagenese die katalytische Aktivitit von Fto reduziert, indem eine Substitution von
Phenylalanin fiir Isoleucin an Position 367 des Fto-Proteins erfolgte (Church et al., 2009).
Diese Miuse zeigten ebenfalls eine Reduktion des weillen Fettgewebes und einen
erhohten Energieumsatz, jedoch keine der weiteren phéanotypischen Ausprigungen der
Fto”-Miuse.

In Miusen durchgefiihrte Expressionsanalysen konnten zeigen, dass Ffo in den meisten
Geweben des Korpers exprimiert wird. Die hochsten Expressionsraten konnten dabei im
Hirn festgestellt werden, wobei vor allem Regionen mit einer hohen neuronalen Dichte,
wie dem Hypothalamus, dem Hippocampus und dem Cerebellum eine auffallend hohe
Expression aufweisen (McTaggart et al., 2011). Aufgrund der Erkenntnisse aus den
GWASs und den Fto-Mausmutanten, dass Fto eine wichtige Rolle im
Energiestoffwechsel hat, wurde bis zum jetzigen Zeitpunkt primir die Funktion und
Expression von Fto im Hypothalamus, als Schliisselregion fiir die Regulation des
Energiehaushalts, untersucht. Die in den Tieren durchgefiihrten Expressionsanalysen
zeigten jedoch teils widerspriichliche Ergebnisse. So publizierten verschiedene Gruppen
eine Abnahme der Ffo-Expression im Hypothalamus nach einem Futterentzug (Gerken et
al., 2007; Stratigopoulos et al., 2008), wéihrend eine andere Gruppe eine Zunahme der
Expression nach einem Futterentzug feststellte (Fredriksson et al., 2008). So konnte bis
zum jetzigen Zeitpunkt zwar gezeigt werden, dass die Fto-Expression im Hypothalamus
durch die Nahrungsaufnahme beeinflusst wird, jedoch bleibt bis heute unklar, ob
Verdnderungen der Ffo-Expression die Ursache fiir Fettleibigkeit sind oder nur eine Folge
dieser.

Die teils widerspriichlichen Ergebnisse aus den Analysen des Hypothalamus und die
Tatsache, dass Fto noch in anderen wichtigen Hirnarealen exprimiert wird, geben Grund
zur Vermutung, dass Fro den Energichaushalt bzw. den Energieumsatz noch {iiber
Hypothalamus-unabhingige Modulationen beeinflusst und fiir stoffwechselunabhéngige

Prozesse im Hirn von groBer Bedeutung ist.
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1.4. Die Rolle von Fto im Zusammenhang mit neurologischen

Erkrankungen

Neben den Zusammenhingen von Fro mit Stoffwechselparametern gibt es einige
Analysen, welche einen Zusammenhang von Ffo mit neurologischen Erkrankungen und
Entwicklungsstérungen zeigen. Wihrend in den Fto”"-Méausen hauptsichlich metabolisch
relevante Prozesse charakterisiert wurden, konnten bei Menschen mit F7TO-Mutationen
primdr Entwicklungs- und Funktionsstorungen des zentralen Nervensystems beschrieben
werden. Bis zum heuten Zeitpunkt sind insgesamt nur zwei Félle mit pathogenen F7TO-
Mutationen beim Menschen beschrieben. Im Jahre 2009 wurde erstmals eine FTO-
Mutation im Menschen charakterisiert, welche zu einem vollstdndigen Verlust der FTO-
Funktion fiihrte (Boissel et al., 2009). Boissel und Kollegen entdeckten in acht Individuen
einer paldstinensischen Grof3ifamilie eine Punktmutation an Position 947 der FTO-cDNA
die zur Folge eine Substitution von Arginin zu Glutamin an Position 316 der FTO-
Aminosdurensequenz hatte. Phianotypisch duferte sich der Verlust der FTO-Funktion in
allen acht Individuen durch postnatale Wachstumsretardation, eine verzdgerte neuronale
Entwicklung, postnatale Mikrozephalie, sowie psychomotorische Retardierung in Form
von Storungen des extrapyramidalmotorischen Systems. Letztgenanntes System
organisiert grundliegende motorische Funktionen, wie zum Beispiel das aufrechte Sitzen
und das Gleichgewicht. Neben diesen neuronalen Defekten konnten auch
Kardiomyopathien und proportionale Fehlbildungen des Gesichts beschrieben werden,
sowie eine postnatale Sterblichkeit nach spdtestens drei Jahren. Im Gegensatz zu den
Maiusen zeigte keines der acht humanen Individuen mit Fto-Verlust einen auffilligen
metabolischen Phinotyp in Form von Fettleibigkeit oder Untergewicht. Im Gegenzug
wurden in den Fto”-Miusen keine Entwicklungs- oder Funktionsstdrungen im zentralen
Nervensystem oder dem kardiovaskuldren System beschrieben (Fischer et al., 2009).
Einzig erhohte Plasma-Adrenalin und -Noradrenalin Werte, sowie eine Beeintrdchtigung
des dopaminergen Systems im Mittelhirn deuten auf eine wichtige Funktion von Fto in
metabolisch unabhingigen Gehirnfunktionen hin (Fischer et al., 2009; Hess et al., 2013).
Weitere Analysen geben Grund zur Vermutung, dass es einen Zusammenhang von Fto
mit neurologischen Verdnderungen wie der Neuroplastizitéit gibt (Rask-Andersen et al.,

2011).
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Diese Hypothesen werden durch Untersuchungen von FTO-Polymorphismen gestiitzt.
Verschiedene Gruppen konnten zeigen, dass F'7TO-SNPs mit diversen strukturellen und
funktionellen neuronalen Erkrankungen assoziiert sind. So konnten Variationen von F70
mit einem erhohten Risiko fiir Alzheimer, einem reduzierten Gehirnvolumen,
eingeschriankten kognitiven Féhigkeiten und psychischen Erkrankungen wie der
Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivititsstorung (ADHS) in Verbindung gebracht
werden (Zimmermann et al., 2009; Ho et al., 2010; Benedict et al., 2011; Keller et al.,
2011). Welche molekularen Signalwege Fto beziigliche neuronaler Funktionen dabei
beeinflusst oder in welchen Hirnarealen Fto dabei eine wichtige Funktion hat, ist bisher

nicht genauer untersucht worden.
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Abbildung 1.2: Kortikosteron-Konzentration im Blutplasma von Fro™*-, Fto™"- und Fto”-
Miusen.

Mittels Enzym-gekoppeltem Immunadsorptionstest wurde die Kortikosteron-Konzentration im
Blutplasma von Fto"*-, Fto™ - und Fto”"-Mause in ng/ml gemessen (n(3) = 16/5/19; n(}) =
5/9/6). Ménnliche Ffo”-Miuse weisen eine signifikant erhohte Kortikosteron-Konzentration im

Blutplasma auf (p-Wert = 0,0039) (Spychala, 2013).

In initialen Analysen konnte beobachtet werden, dass sich Fzo”"-Miuse unter normalen
Haltungsbedingungen im Vergleich zu wildtypischen Miusen héufiger kratzen und
putzen. Besonders in Stresssituationen, wie der Labor-iiblichen Handhabung, zeigten
Fto"-Miuse ein deutlich nervoseres Verhalten, Myoklonie (rasche unwillkiirliche
Muskelzuckungen), hédufiges Springen ohne Grund wund eine niedrigere
Aggressionsgrenze (Schwanzschlagen) im Vergleich zu wildtypischen Maiusen

(Spychala, 2013). Aus diesem Grund wurden verschiedene Stressparameter in
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Fto”"-Miusen genauer untersucht (Spychala, 2013). Es zeigte sich, dass Fro”-Miuse
chronisch erhohte Werte des neuroendokrinen Stresshormons Kortikosteron im
Blutplasma aufweisen (sieche Abbildung 1.2). Des Weiteren konnte in zwei
unkonditionierten Verhaltenstests gezeigt werden, dass Ffo”-Miuse ein erhohtes
Angstverhalten  zeigen (siche Abbildung 1.3). Alle zuletzt genannten
Verhaltensauffilligkeiten sind ein typisches Anzeichen fiir eine erhohte Stress-

Sensibilitit in Fro”-Méausen.
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Abbildung 1.3: Initiale Verhaltenstests zur Quantifizierung des Angstverhaltens.

A-B: Dargestellt sind die Ergebnisse des Elevated Plus Maze Tests mit Mdusen im Alter von
(A) 8 Wochen und (B) 16 Wochen. Ffo”-Miuse zeigen ein deutlich gesteigertes Angstverhalten
indem sie weniger Zeit auf den offenen Armen des Elevated Plus Maze verbringen.

n(A)=6/8/6;n(B)=12/10/9. C-D: Dargestellt sind die Ergebnisse des Cage Emergence
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Test im Alter von (C) 8 Wochen und (D) 16 Wochen. Fto”-Miuse zeigen ein deutlich
gesteigertes Angstverhalten, da sie mehr Zeit bendtigen, bis sie aus einem sicheren Bereich

ein offenes Areal erkunden. n (C)=24/21/20;n(D)=11/12/18 (Spychala, 2013).

1.5. Stress

Stress wird als eine nicht spezifische Reaktion eines Korpers auf dullere Reize definiert
(Selye, 1976). In der Natur ist die schnelle Reaktion eines Lebewesens auf dullere Reize
iberlebenswichtig, wie z. B. beim plotzlichen Kontakt eines Beutetiers mit einem
Préadator. Aus diesem Grund kommt es in einer Stresssituation zu einer Intensivierung der
Korperfunktionen, welche die Reaktionsfahigkeit eines Tieres in Bezug auf Kampf oder
Flucht erhdhen und das Tier aus seinem dynamischen Gleichgewicht, der so genannten
Homoostase, bringt. Die Intensivierung der Korperfunktionen kann sowohl auf
endokrinem, also durch Hormone vermitteltem Weg oder auf neurologischem Weg
erfolgen und ist abhidngig von der Art des Stressreizes. Neben der Quantitdt und Intensitét
spielt auch die Qualitidt des Stressreizes eine wichtige Rolle fiir die darauffolgende
Reaktion. Qualitativ wird dabei zwischen physikalischen (Strom, Larm, Kélte),
chemischen (Gift, Narkose), sozialen (Isolation) und psychischen (Angst) Stressoren
unterschieden (Carrasco und Van de Kar, 2003).

Die subjektive Intensitét eines Stressors fiir Tiere zu bestimmen, gilt als schwierig. Aus
diesem Grund hat in Tierversuchen die Dauer des einwirkenden Stressors eine groflere
Bedeutung fiir die Beurteilung seiner Wirkung, als der Stressor selbst. Haufig wird dabei
nur zwischen akutem und chronischem Stress unterschieden. Bei chronischen Stressoren
kann es iiber einen gewissen Zeitraum zu einer Desensibilisierung des Tieres kommen,
was zu einer verminderten Stressreaktion fiihrt. Dieser Anpassungsprozess ist jedoch sehr
Stressor-spezifisch und hat keine Auswirkungen auf die allgemeine Stressantwort.

Bei der Verarbeitung und Vermittlung von Stresssignalen spielt vor allem das zentrale
Nervensystem eine entscheidende Rolle. Ein sehr wichtiger Schaltkreis ist dabei die

Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HHN-Achse).
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1.6. Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse

Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse ist ein Regulationskreislauf,
der fiir die Umwandlung der durch Stress ausgeldste Nervenimpulse in hormonelle
Signale zustindig ist. Dieser Vorgang wird auch als neuroendokrine Kopplung
bezeichnet, welche vom Hypothalamus als Schliisselregion im Hirn initiiert wird. Der
Hypothalamus wird von verschiedenen Hirnregionen beeinflusst und setzt je nach Reiz
unterschiedliche Hormone frei. Im Falle von Stress, welcher emotional vom
Amygdala/Hippocampus-Komplex des limbischen Systems und Hirnstammbereichen
des sympathischen Nervensystems verarbeitet wird, kommt es in parvizelluldren
Kernarealen des paraventrikuldren Nukleus (PVN) im Hypothalamus zur Sekretion des
Corticotropin-releasing Hormone (CRH). Das CRH gelangt iiber den hypophysdren
Pfortaderkreislauf in den Hypophysenvorderlappen, wo es in den basophilen Zellen die
Synthese von Adrenokortikotropin (ACTH, Adrenokortikotropes Hormon) initiiert.
ACTH wird daraufhin in den Blutkreislauf sekretiert und wirkt als glandotropes Hormon
auf ein weiteres endokrines Organ, die Nebennierenrinde. Hier bindet ACTH als ein
Agonist der Melanokortinrezeptoren an den Melanokortinrezeptor 2 und initiiert die
Bildung und Sekretion von Glukokortikoiden, Mineralokortikoiden und Sexualhormonen
(Chrousos, 1995). Von diesen Hormonen sind jedoch hauptsichlich die Glukokortikoide
fiir die Vermittlung von Stress verantwortlich (sieche Abbildung 1.4).

Das bei der Stressantwort in Nagetieren wichtigste Glukokortikoid ist das zur Gruppe der
Steroidhormone gehorende Kortikosteron. Die Relevanz von Kortikosteron fiir die
Umsetzung der glukokortikoiden Wirkung ist dabei in den einzelnen Tierarten sehr
unterschiedlich. Wahrend in Nagetieren Kortikosteron ca. 95 % und Kortisol ca. 5 % der
Glukokortikoid-Aktivitdt ausmachen, ist das Verhéltnis im Menschen umgekehrt.
Kortikosteron hat sowohl eine mineralokortikoide, als auch eine glukokortikoide
Wirkung und wird deshalb sowohl den Mineralokortikoiden als auch den
Glukokortikoiden zugesprochen. Als wichtigstes Stresshormon in Nagetieren aktiviert
Kortikosteron vor allem katabole Stoffwechselvorgidnge und beeinflusst die kdrpereigene
Energiebereitstellung positiv. So fordert Kortikosteron die Glukoneogenese aus
Aminosduren in der Leber, was zu einem erhdhten Glukosespiegel im Blut flihrt. Des
Weiteren wirkt Kortikosteron katabol auf die Muskulatur, wodurch Aminosduren

freigesetzt werden und lipolytisch auf das Fettgewebe. Dies flihrt zu einer Erh6hung der
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freien Fettsduren im Blut, welche als weitere Energiespender fungieren konnen (Munck

et al., 1984; Klinke et al., 2005).
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Abbildung 1.4: Schematische Ubersicht der neuroendokrinen Vorginge der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HHN-Achse).

Dargestellt ist die HHN-Achse und die Sekretion der einzelnen neuroendokrinen Faktoren
wihrend einer Stressreaktion und dessen Riickkopplung (blauer Kreislauf). AuBBerdem ist die
sympathische Stressreaktion vereinfacht skizziert (Rot). Modifiziert nach (OpenStax College,
2016; Veterindr-Anatomisches Institut Leipzig, 2017).

Neben der Funktion als Stresshormon mit Einfluss auf Stoffwechselfunktionen hat
Kortikosteron auch eine supprimierende Wirkung auf die Immunantwort, indem es die

Proliferation von Lymphozyten hemmt und die Freisetzung von Zytokinen verhindert.
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Diese Wirkung ist Teil eines wichtigen Kontrollsystems, da im Falle einer Entziindung
in einem Gewebe vermehrt Zytokine gebildet werden, welche durch die Aktivierung der
HHN-Achse die Sekretion von Kortikosteron induzieren. Durch seine supprimierende
Wirkung unterdriickt Kortikosteron darauthin eine iibermdflige Entziindungsreaktion
oder allergische Reaktionen (Auernhammer und Melmed, 1999; Distelhorst, 2002).
Seine Wirkung realisiert Kortikosteron durch die Aktivierung von zwei verschiedenen
Rezeptortypen, dem Glukokortikoid- (GR) und dem Mineralokortikoidrezeptor (MR)
(Hollenberg et al., 1985). Wihrend der MR primir Unterschiede in der basalen Sekretion
von Kortikosteron registriert und darauf reagiert, wird der GR nur aktiviert, wenn es zu
einem starken Anstieg des Kortikosteronspiegels im Blut kommt, wie im Falle einer
Stresssituation. Dies liegt unter anderem daran, dass der MR eine zehnfach hohere
Affinitdt zum Kortikosteron hat als der GR. Somit hat der GR wéhrend einer
Stresssituation eine wichtigere Rolle als der MR und ist fiir die negative Riickkopplung
und die Vermittlung der Stressreaktionen verantwortlich (Reul und de Kloet, 1985; Arriza
et al., 1988). Um diese zu realisieren, wird der GR ubiquitér im Kdorper in den meisten
Zelltypen exprimiert, wobei er die hochste Dichte in definierten Bereichen des Gehirns
hat. Dort kommt der GR vor allem in Zellen des zerebralen Kortex, des Thalamus, des
paraventrikuldren Kerns des Hypothalamus und im Hippocampus vor.

Die gesamte neuroendokrine Stressreaktion iiber die HHN-Achse verlduft in
unterschiedlichen Zeitabschnitten. Dabei erfolgt die Ausschiittung von CRH im
Hypothalamus und die darauffolgende Synthese von ACTH in der Hypophyse innerhalb
von 10 Sekunden (Van de Kar und Blair, 1999). Die Sekretion der Glukokortikoide aus
der Nebennierenrinde ist zeitlich jedoch sehr variabel und erfolgt verzogert. Um dennoch
auf Stresssituation angemessen schnell reagieren zu konnen, gibt es neben der HHN-
Achse noch eine weitere, wichtige Stressachse, welche im Korper sehr viel schneller eine
Stressantwort auslosen kann, die Sympathikus-Nebennierenmark-Achse.

Das im Hypothalamus ausgeschiittete CRH bewirkt neben der Synthese von ACTH in der
Hypophyse auch die Ausschiittung von Noradrenalin im Locus coeruleus. Dies fiihrt zu
einer gesteigerten Sympathikusaktivitit, wodurch umgehend die Katecholamine
Adrenalin und Noradrenalin aus dem Nebennierenmark ins Blut sekretiert werden
(siche Abbildung 1.4). Zusammen mit neuronalen Signalen aus dem Sympathikus
bewirken diese Hormone verschiedenste korperliche Reaktionen. Unter anderem wird
dabei der Herzschlag erh6ht, es kommt zur Glykolyse in Muskeln und Leber, Fettsduren

des Fettgewebes werden mobilisiert und die Blutgefdfle der Skelettmuskeln erweitern
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sich. All diese MaBBnahmen fiihren zu einer gesteigerten, korperlichen Leistungsfahigkeit,
um auf eine plotzliche Gefahrensituation mdglichst schnell reagieren zu konnen.

Die Beendigung der neuroendokrinen und sympathischen Stressantwort erfolgt durch
eine negative Riickkopplung zwischen den aus der Nebennierenrinde sekretierten
Glukokortikoiden und den einzelnen Strukturen der HHN-Achse. Vor allem Kortisol
bzw. Kortikosteron bewirkt mit der Bindung an spezielle Glukokortikoidrezeptoren im
Hypothalamus, der Hypophyse und in Teilen des Amygdala/Hippocampus-Komplexes
eine Hemmung der CRH-Sekretion im Hypothalamus und fiihrt damit zu einer negativen
Beeinflussung der HHN-Achse (De Kloet et al., 1998; Tsigos und Chrousos, 2002).
Dieser empfindliche Regelkreis stellt fiir jedes Individuum eine iiberlebenswichtige
Funktion dar, denn er garantiert sowohl die schnelle Reaktion auf einen Stressor durch
die Sekretion von Kortikosteron und anderen Glukokortikoiden aus der
Nebennierenrinde, als auch eine moglichst ziigige Riickkehr zur Homdostase durch die
direkte Riickkopplung, um so wenig Energie wie moglich fiir eine angemessene Reaktion
zu verbrauchen. Eine Fehlregulation der HHN-Achse hitte schwerwiegende Folgen fiir
den gesamten Organismus. So wiirde eine chronische Hyperaktivierung der HHN-Achse
und die damit verbundene dauerhafte Ausschiittung von Kortikosteron schnell zu einer
Suppression des Immunsystems, zur Unterdriickung anaboler Prozesse im Korper und der
damit verbundenen Erschopfung der Energiereserven fiihren (Jacobson und Sapolsky,
1991; Kofman, 2002). Neben diesen metabolischen Effekten sind verschiedene neuronale
Auswirkungen mit einer Fehlregulation der HHN-Achse assoziiert, welche teils zu
psychologischen Erkrankungen fithren. So konnte gezeigt werden, dass eine krankhafte
Hyperaktivierung der HHN-Achse zum Beispiel durch chronischen Stress zu
Depressionen (Kendler et al., 1999), Schizophrenie (Holtzman et al., 2013), bipolaren
Storungen (Agnew-Blais und Danese, 2016) und Angsterkrankungen (Moreno-Peral et
al., 2014) fiihren kann. Durch chronisch erhohte Glukokortikoide als Folge einer
Fehlregulation der HHN-Achse kann es auch auf zelluldrer und molekularer Ebene zu
pathogenen Verdanderungen im Gehirn kommen. Vor allem in Kompartimenten mit einer
hohen GR-Dichte tritt bei einer lang andauernden Stress-Exposition eine Atrophie der
Dendriten auf, welche zusammen mit einer verringerten Neurogenese zu einer Abnahme
der neuronalen Plastizitit fiihrt (Stockmeier et al., 2004; Lucassen et al., 2010; Sterner
und Kalynchuk, 2010). Haufig fiihren diese Effekte in der betroffenen Hirnregion zu einer
verringerten Funktionalitdt. Speziell der Hippocampus, welcher die hochste Dichte an GR

im Hirn aufweist, ist davon betroffen. So konnte gezeigt werden, dass die durch Stress
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induzierte verringerte neuronale Plastizitit im Hippocampus zu eingeschrinkten
kognitiven Leistungen wie dem Orientierungssinn und dem Erinnerungsvermogen fiihrt
(Korte et al., 1995; Kim und Diamond, 2002; Sapolsky, 2003). Der Hippocampus hat fiir
die negative Riickkopplung der HHN-Achse eine entscheidende Bedeutung, indem er
inhibierend auf die CRH-Ausschiittung des Hypothalamus wirkt. Somit kann eine
gestorte hippocampale Funktionalitit sowohl Folge als auch Ausloser einer HHN-

Achsen-Dysfunktion sein (Pittenger und Duman, 2008).

1.7. Der Hippocampus

Der Hippocampus ist Teil des limbischen Systems im Gehirn und liegt als bilaterale
Struktur in beiden Hemisphiren als Teil des medialen Temporallappens vor. Er ist eine
zentrale Schaltstelle im Gehirn und ist vor allem fiir kognitive Fihigkeiten wie die
Emotionsverarbeitung, die Verhaltenssteuerung und die Gedéchtnisbildung
verantwortlich. Dabei transferiert er Informationen aus dem Kurzzeitgedachtnis ins
Langzeitgedachtnis, weshalb er auch als ,,Tor zur Erinnerung® bezeichnet wird. Des
Weiteren hat der Hippocampus bei Tieren eine grofle Bedeutung fiir die rdumliche
Orientierung und spielt wie in Abschnitt 1.6 erwéhnt, eine wichtige Rolle in der Induktion
und der negativen Riickkopplung der HHN-Achse.

Innerhalb der Klasse der Sdugetiere ist die Anatomie, sowie der zytoarchitektonische
Aufbau des Hippocampus weitestgehend konserviert (Manns und Eichenbaum, 2006).
Insgesamt ldsst sich der Hippocampus in drei verschiedene Areale unterteilen, welche
zusammen auch als Hippocampusformation bezeichnet werden: dem Gyrus dentatus, das

Cornu Ammonis und das Subiculum (siche Abbildung 1.5).
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des Hippocampus.

Gezeigt ist eine vereinfachte Darstellung des Hippocampus mit den beiden Arealen Gyrus
dentatus (bldulich) und Cornu Ammonis (rétlich). Die Pfeile markieren den Informationsfluss
vom entorhinalen Kortex durch den Gyrus dentatus, iiber die Moosfaser und Schaffer-
Kollateralen durch das Cornu Ammonis bis hin zum Subiculum. Die K6rnerzellen sind in blau
dargestellt und die Pyramidenzellen in rot in der CA3-Region bzw. in lila in der CA1-Region.
Modifiziert nach (Veterindr-Anatomisches Institut Leipzig, 2017).

Der Gyrus dentatus ist flir die initiale Informationsverarbeitung innerhalb der
Hippocampusformation verantwortlich. Er empfingt Informationen aus dem
benachbarten entorhinalen Kortex und projiziert diese, abhéngig von der Intensitét an die
CA3-Region des Cornu Ammonis. Als trilaminare Struktur ldsst sich der Gyrus dentatus
in drei unterschiedliche Schichten einteilen: die duBlere Molekularzellschicht (Stratum
moleculare), die mittlere Kornerzellschicht (Stratum granulare) und der innere Hilus.
Dabei machen die Kornerzellen den GroBteil der hippocampalen Zellen aus. Diese liegen
in der gleichnamigen Kornerzellschicht und bilden apikale Dendriten in die
Molekularzellschicht und Axone (Moosfasern) in den Hilus aus. Die apikalen Dendriten
der Kornerzellen empfangen in der Molekularzellschicht zahlreiche kortikale Afferenzen
aus dem entorhinalen Kortex welche iiber den Tractus perforans in die

Molekularzellschicht geleitet werden. Von den Kdrnerzellen des Gyrus dentatus werden
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diese Signale weiter iliber sogenannte Moosfasern, durch den Hilus zum Cornu Ammonis
geleitet.

Das Cornu Ammonis oder auch Ammonshorn erstreckt sich vom Gyrus dentatus C-
formig zum Subiculum. Entlang dieser Achse wird das Ammonshorn nochmals in drei
Regionen unterteilt, beginnend am Gyrus dentatus mit der CA3-Region, iiber die CA2-
zur CAl-Region am Ubergang zum Subiculum. Es besteht ebenfalls aus drei
unterschiedliche Schichten: dem Stratum radiatum, dem Stratum pyramidale und dem
Stratum oriens. Wie beim Gyrus dentatus sind auch beim Ammonshorn die Zellsomata
nur in einer der drei Schichten lokalisiert. In der zellreichen mittleren Schicht Stratum
pyramidale liegen zahlreiche Pyramidenzellen, welche mit ihren apikalen Dendriten in
das Stratum radiatum einstrahlen. In der CA3-Region empfangen diese Dendriten der
Pyramidenzellen die Signale der Moosfasern aus dem Gyrus dentatus und leiten diese
iiber Axone weiter. Zum einen werden die Efferenzen der CA3-Region zum Fornix
projiziert, welcher die erste Ausgangsstruktur der Hippocampusformation bildet, zum
anderen werden die Signale iiber spezielle Axone (Schaffer-Kollateralen) zur CAl-
Region geleitet, von wo die Informationen an das Subiculum projiziert werden.

Sowohl der Fornix, als auch das Subiculum bilden somit die Ausgangspunkte fiir
Efferenzen aus der Hippocampusformation. Vom Fornix aus werden die Signale an
subkortikalen Regionen wie die Amygdala (Chrobak et al., 2000), den Hypothalamus,
den Hirnstamm (Swanson und Cowan, 1977) und den Thalamus (Shibata, 1996) geleitet.
Das Subiculum ist die zweite Hauptquelle fiir Efferenzen aus der Hippocampusformation.
Von hier werden die zuvor im Gyrus dentatus und Ammonshorn prozessierten
Informationen an kortikale Strukturen und zuriick an den entorhinalen Kortex projiziert.
Durch diese Riickkopplung an den entorhinalen Kortex entsteht ein
Informationskreislauf, welcher auch als entorhinal-hippokampale Schleife bezeichnet
wird. Dieser Schaltkreis ist entscheidend fiir Lernprozesse und fiir die Uberfiihrung von
Informationen aus dem Kurzzeit- ins Langzeitgeddchtnis. Durch wiederholte Aktivierung
bestimmter Synapsen kommt es zu einer Verstiarkung dieser, wobei gleichzeitig weniger
genutzte Synapsen abgebaut werden. Dieser Vorgang wird auch als Langzeit-
Potenzierung bezeichnet und ist verantwortlich fiir die Modulation der synaptischen
Plastizitdt, welche fiir die Gedachtnisformation verantwortlich ist (Malenka und Bear,
2004).

Wie in Abschnitt 1.6 erwihnt, spielt der Hippocampus durch seine Verbindung zum

Hypothalamus, die hohe Dichte an Glukokortikoidrezeptoren, sowie die Verarbeitung
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von sensorischen Reizen auch eine entscheidende Rolle in der negativen Riickkopplung
der HHN-Achse. Eine chronische Hyperaktivierung der HHN-Achse und die damit
verbundene dauerhafte Sekretion von Kortikosteron ins Blut fiihrt im Hippocampus zu
einer Reduktion der Langzeitpotenzierung und einer verminderten Plastizitéit, was sich
negativ auf das Gedéchtnis auswirkt (Kim und Diamond, 2002; Sapolsky, 2003). Neben
der subventrikuldren Zone ist der Gyrus dentatus des Hippocampus die einzige Region
im adulten Gehirn in der sich neuronale Stammzellen befinden und iiber die gesamte
Lebenszeit Neurogenese stattfindet. Die proliferierten Zellen differenzieren sich
innerhalb kiirzester Zeit zu Kornerzellen aus und tragen zur neuronalen Plastizitdt im
Hippocampus bei. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass es durch erhohte
Kortikosteron-Werte in Folge einer Hyperaktivitit der HHN-Achse, zu einer Reduktion
der hippocampalen Neurogenese und zu einer verlangsamten Differenzierung kommt.
Auf Dauer wird die gesamte Funktion des Hippocampus beeintréchtigt, wodurch auch die
negative Riickkopplung der HHN-Achse ausbleibt. Somit potenzieren sich chronisch
hohe Kortikosteron-Werte und Hippocampus-Fehlfunktionen gegenseitig, was zu
depressionsartigen Verhaltensstorungen, Angstverhalten und zu Einschrdnkungen in den
kognitiven Funktionen, wie Lern- und Gedéchtnisfunktionen fithren kann (Gould et al.,
1997; Kempermann, 2002; Lucassen et al., 2010).

Neben erhohten Glukokortikoiden in Folge einer HHN-Achsen Fehlregulation konnen
auch verschiedene andere Faktoren sich negativ auf den Hippocampus auswirken und
seine Funktion beeintrdchtigen. Der wichtigste molekulare Faktor fiir die korrekte
Funktion des Hippocampus ist das Neurotrophin ,,Brain-derived neurotrophic factor

(Bdnf).

1.8. »Brain-derived neurotrophic factor* (Bdnf)

»Brain-derived neurotrophic factor (Bdnf) wurde 1982 erstmals von Barde und
Kollegen als eines von vier Neurotrophinen beschrieben (Barde et al., 1982; Leibrock et
al., 1989). Es wird ubiquitdir im Gehirn exprimiert, wobei die Expression im
Hippocampus am hochsten ist. Fiir die korrekte Funktion von neuronalen Netzwerken ist
Bdnf von entscheidender Bedeutung. Es wirkt protektiv auf Neuronen und fordert damit
den Erhalt embryonaler Nervenzellpopulationen (Schinder und Poo, 2000). Des Weiteren

ist Bdnf in pre- und postsynaptischen Mechanismen involviert, welche die synaptische
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Plastizitdt regulieren (Bramham und Messaoudi, 2005; Jourdi et al., 2009). So konnte
gezeigt werden, dass Bdnf die Remodellierung vorhandener Dendriten-Verkniipfungen
unterstiitzt (Bosch und Hayashi, 2012). Dieser Vorgang ist vor allem fiir die in Abschnitt
1.7 erwdhnte Langzeitpotenzierung im Hippocampus wichtig. Die Funktionen von Bdnf
machen es zum wichtigsten Neurotrophin fiir den Hippocampus und tragen dazu bei, dass
Bdnf ein entscheidender Faktor fiir kognitive Funktionen wie das Lernvermdgen und die
Orientierung ist (Neeper et al., 1995; Linnarsson et al., 1997). Verringerte Bdnf-Mengen
sind auflerdem mit verschiedenen psychischen Erkrankungen, wie der Auspriagung von
Angst und Depressionen, Schizophrenie und epileptischen Anféllen assoziiert (Chan et
al., 2006; Ansorge et al., 2007; Owen et al., 2011). Neben diesen neurologischen Effekten
scheint Bdnf auch in metabolischen Signalwegen von Bedeutung zu sein. Verschiedene
Studien konnten zeigen, dass Bdnf abhingig von der Belastung im Skelettmuskel
exprimiert wird und als Protein die Oxidation von Fettsduren beeinflusst (Matthews et al.,
2009). Auch konnte nachgewiesen werden, dass Bdnf einen positiven Einfluss auf die
Blutglukose-Regulation hat (Tonra et al., 1999).

Die Synthese und Expression von Bdnf ist im gesamten Nervensystem stark reguliert
(Leibrock et al., 1989; Lessmann und Brigadski, 2009). Wie alle Neurotrophine wird
Bdnf am Endoplasmatischen Retikulum als eine Vorstufe, dem preproBdnf, synthetisiert
und anschlieBend zum Vorlduferprotein proBdnf prozessiert. Uber den Golgi-Apparat
wird proBdnf daraufhin in konstitutive oder sekretorische Vesikel transportiert, welche
sowohl passiv, als auch aktiv, bzw. reguliert Bdnf sekretieren (Heymach et al., 1996;
Mowla et al., 1999; Balkowiec und Katz, 2002). Die weitere Prozessierung von proBdnf
zu mBdnf erfolgt durch proteolytische Prozessierungsschritte, welche sowohl
intrazelluldr, als auch extrazelluldr realisiert werden konnen. Intrazelluldr kann die
Prozessierung im Trans-Golgi-Netzwerk durch die Endoprotease Furin oder in unreifen
sekretorischen Vesikeln durch Proproteinkonvertasen erfolgen (Seidah et al., 1996;
Mowla et al., 2001). Extrazelluldr wird die Prozessierung durch die proteolytische
tPA/Plasmin (engl.: tissue plaminogen activator/plasmin) Kaskade oder durch die
Matrix-Metalloproteinasen -3, -7 und -9 realisiert (Lee et al., 2001; Pang et al., 2004).
Verschiedene Studien konnten zeigen, dass der grofite Teil der Prozessierung von
proBdnf zu mBdnf im Nervensystem extrazelluldr erfolgt und abhdngig von der
neuronalen Aktivitét ist (Pang et al., 2004; Nagappan et al., 2009).

Bis zum Jahr 2005 wurde davon ausgegangen, dass nur die mBdnf-Isoform biologisch

aktiv ist. Dann konnten zwei verschiedene Arbeitsgruppen zeigen, dass proBdnf
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Apoptose in Neuronen induziert und Langzeit-Depression (LTD) im Hippocampus
fordert (Teng et al., 2005; Woo et al., 2005). Aufgrund der gegensitzlichen Wirkung von
proBdnf und mBdnf auf die Funktion von Neuronen, riickte die Regulation der
Prozessierung von Bdnf und die Involvierung in Signalwegen stérker in den Fokus der
Forschung, um mogliche neue Ansatzpunkte fiir die Behandlung neurologischer
Erkrankungen zu finden (Lu et al., 2005).

Ihre Wirkung vermitteln proBdnf und mBdnf {iber zwei verschiedene Klassen von
Rezeptoren: die Tyrosin Rezeptor Kinase B (TrkB) und den p75 Neurotrophin Rezeptor
(P75N™).

Die Familie der Trk-Rezeptoren wurde erstmals als Onkoproteine in menschlichen
Tumoren entdeckt und umfasst drei verschiedene Typen: TrkA, welcher als Rezeptor fiir
NGF (engl.: nerve growth factor) fungiert, TrkB, als Rezeptor fiir mBdnf und
Neurotrophin-4 (NT-4) und TrkC, als Rezeptor flir Neurotrophin-3 (NT-3) (Martin-Zanca
et al., 1986; Klein et al., 1989; Kaplan et al., 1991; Lamballe et al., 1991). TrkB als
Rezeptor fiir mBdnf wird im gesamten Nervensystem exprimiert und besitzt im
zytoplasmatischen Teil eine Tyrosin-Kinase, welche bei der Bindung von mBdnf fiir die
Autophosphorylierung des Rezeptors verantwortlich ist (Allen et al., 1994; Nakagawara
et al., 1995). Diese Phosphorylierung fiihrt zur Interaktion mit den Proteinen SHC und
PLCy, welche darauthin verschieden Signalwege aktivieren (siche Abbildung 1.6) (Wu
et al.,, 1996; Yamada et al., 2002). SHC aktiviert dabei den MAPK/Erk- und den
PI3K/Akt-Signalweg und PLCy aktiviert den PLC/PKC-Signalweg (Araki et al., 2000;
Groth und Mermelstein, 2003; Ou und Gean, 2006). Jeder dieser Signalwege vermittelt
eine unterschiedliche Wirkung, welche jedoch primér positiv auf die Funktion der Zelle
wirkt. So fordert der PI3K/Akt-Signalweg die Proliferation sowie das Uberleben von
Neuronen und aktiviert zusdtzlich den mTOR-Signalweg und infolgedessen die
Proteinsynthese (Yamada et al., 2001; Takei et al., 2004). Der MAPK/Erk-Signalweg ist
fiir die Regulation einer Vielzahl von Prozessen verantwortlich. So konnte gezeigt
werden, dass die Aktivierung dieses Signalwegs iiber mBdnf unter anderem das
Wachstum (Sugimoto et al., 2001), die Differenzierung (Yin et al.,, 2010), die
Zellinvasion (Zhang et al., 2010), den Schutz (Szatmari et al., 2007) und die Freisetzung
von Neurotransmittern (Jovanovic et al., 2000) in Neuronen reguliert. Die Aktivierung
des PLCy-Signalwegs wiederum fiihrt zu einer Freisetzung von intrazelluldirem Calcium
aus dem Endoplasmatischen Retikulum in das Cytoplasma, was zu einer Aktivierung der

Kinase CaMKII fiihrt, welche darauthin den Transkriptionsfaktor Creb phosphoryliert
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und damit aktiviert (Finkbeiner et al., 1997). Der PLCy-Signalweg beeinflusst aulerdem
die Migration von Neuronen (Zhao et al., 2009) und die Aufrechterhaltung der neuronalen
Plastizitdt (Groth und Mermelstein, 2003).

SNTR welcher

proBdnf vermittelt seine Wirkung iiber den membranstiandigen Rezeptor p7
zu allen Neurotrophinen, beziehungsweise ihren Vorldufer proNGF, proNT-3, proNT-4
und proBdnf eine geringe Affinitit aufweist (Chao et al., 1986; Terenghi, 1999;
Reichardt, 2006). p75N™ gehort zur Superfamilie der Tumornekrosefaktor-Rezeptoren
und realisiert seine Wirkung nach der Aktivierung iiber drei verschiedene Signalwege:
den NF«kB-, den Jun-Kinasen- und den RhoA-Signalweg (siche Abbildung 1.6). Dabei

fiihrt die Aktivierung des Jun-Kinasen-Signalwegs zu einer verstirkten Expression von
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Abbildung 1.6: Schematischer Uberblick der Signalwege von mBdnf und proBdnf im
Hippocampus.

Dargestellt sind die verschiedenen Signalwege von mBdnf und proBdnf, sowie ihre Rezeptoren
TrkB und p75N™ und ihre unterschiedlichen Wirkungen. Fiir mBdnf ist der MAPK/Erk- (rot), der
PI3K/Akt- (lila) und PLCy-Signalweg (griin) skizziert. Fiir proBdnf sind die Signalmolekiile Jun-
Kinase, RhoA und NFxB in gelb dargestellt. Durch mBdnf aktivierte Signalwege sind
hauptséchlich forderlich fiir die neuronale Plastizitdt im Hippocampus, wiahrend die Aktivierung

von p75N® durch proBdnf primér negative Wirkungen vermittelt.
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proapoptotischen Genen und die Aktivierung von RhoA zu einem Zellzyklus-Arrest
(Casaccia-Bonnefil et al., 1996; Yamashita et al., 1999). Der NFxB-Signalweg dagegen
aktiviert Gene fiir das Zelliiberleben, wobei gezeigt werden konnte, dass dieser Signalweg
auch abhéngig von der Aktivitdt des Trk-Signalwegs ist (Yoon et al., 1998; Hamanoue et
al., 1999; Middleton et al., 2000).

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass mBdnf und proBdnf gegensétzliche Effekte in
Zellen auslosen, wobei durch mBdnf und TrkB primér Signalwege fiir das Zelliiberleben,
die Differenzierung und die neuronale Plastizitit und durch proBdnf und p75NR
Signalwege fiir Apoptose und Zellzyklus-Arrest aktiviert werden. Dieses komplexe

Zusammenspiel wird reguliert durch die Prozessierung von proBdnf zu mBdnf, sowie

durch weitere sekundire Faktoren, wie zum Beispiel Stresshormone.
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1.9. Zielsetzung

Vorangegangene Analysen konnten einen Zusammenhang zwischen Fto mit erhéhten
Stresshormonen und begleitenden Verhaltensauffélligkeiten in Maiusen aufzeigen
(Spychala, 2013). Dies legt eine Funktion von Fto in dafiir spezifischen Hirnarealen nahe.
Der Hippocampus gilt als wichtigste Hirnregion fiir die negative Riickkopplung der
HHN-Achse und ist fiir verschiedene kognitive Leistungen verantwortlich. Eine
eingeschriankte Hippocampus-Funktion geht daher meist einher mit einer Dysregulation
der HHN-Achse und Verhaltensauffilligkeiten, wie Depression und Lerndefizite. Zu
Beginn dieser Arbeit waren keine Einfliisse von Fto auf den Hippocampus und die HHN-
Achse bekannt. Zielsetzung dieser Arbeit war daher, den Einfluss von Fto auf den
Hippocampus und die HHN-Achse zu evaluieren, um mdgliche neue Funktionen von Fto
aufzudecken und die Bedeutung von Fto fiir verschiedene Signalwege zu

charakterisieren.
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2. Material und Methoden

Fiir die folgenden, molekularbiologischen Arbeiten wurde, falls nétig, hochreines Wasser
aus einer Millipore-MilliQ-Anlage eingesetzt. Soweit erforderlich wurden die
verwendeten Losungen, Gefdle und Verbrauchsmaterialien durch Autoklavieren bei
121 °C, 2 bar fiir 30 Minuten sterilisiert. Gerdte und Verbrauchsmaterialien, die in diesem

Kapitel nicht benannt werden, sind iiblich in einem molekularbiologischen Labor.

2.1. Arbeiten mit Mausen

2.1.1. Tierschutz

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen an Madusen wurden gemal3 § 8 Abs. 1 des
Deutschen Tierschutzgesetzes in der Neufassung des Tierschutzgesetzes vom
18.05.2006, BGBI. I S. 1206 von Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
NRW (LANUYV) genehmigt. Fiir die Durchfiihrung der Versuche wurde geméal3 § 9 Abs.
1 Satz 4 des Tierschutzgesetzes in der Neufassung vom 25.05.1998, BGBI. I S. 1105 eine

ordnungsbehdrdliche Ausnahmegenehmigung erteilt.

2.1.2. Tierhaltung und Verpaarung

Die fiir diese Arbeit bendtigten Méause wurden in der zentralen Einrichtung fiir
Tierforschung und wissenschaftlichen Tierschutzaufgaben (ZETT) der medizinischen
Fakultit der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf gehalten und geziichtet. Die Fto™*-
und Fto”-Miuse entstanden aus einer Verpaarung von weiblichen Fzo”--NMRI-M#usen
mit mannlichen Fto™-C57BL/6J-Miusen, welche im Institut fiir Entwicklungs- und
Molekularbiologie der Tiere an der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf generiert
wurden (Fischer et al. 2009). Die Haltung erfolgte in Makrolon-Kéfigen des Typs 2 bzw.
3, welche mit entstaubtem und entkeimtem Weichholzgranulat (Fa. Altromin,
Lage/Lippe) ausgestreut waren, bei definierten Bedingungen von 22 — 24 °C und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 60 — 80 %, sowie einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12 h
Licht und 12 h Dunkelheit, wobei die Intensitét in der Helligkeitsphase im Kéfig 50 bis
100 Lux erreichte. Das Futter bestand aus speziell fiir Ratten und Méuse hergestellten

Pellets (Alleinfuttermittel Haltung, Fa. Sniff Spezialdidten GmbH, Soest) und die Tiere

hatten dauerhaft Zugang zu Futter und Trinkwasser ad libitum. Im Alter von 3 Wochen
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wurden die Tiere durch Ohrmarkierungen nummeriert und Schwanzspitzen-Biopsien zur

Genotypisierung genommen.

2.1.3. Praparation von Miusen

Die Méuse wurden im Alter zwischen 8 und 16 Wochen fiir die einzelnen Analysen
prapariert. Hierzu wurden die Tiere zunéchst in einer Kammer durch die Einleitung einer
Inhalationsnarkose mit Isofluran getdtet. AnschlieBend wurde der Thorax gedftnet, das
Herz freiprédpariert und das Blut aus dem rechten Ventrikel mit einer Spritze mit Kaniile
entnommen. Um eine Gerinnung des Blutes zu verhindern wurde die Spritze inklusive
Kaniile zuvor mit 250 mM EDTA ausgespiilt. Das Blut wurde gekiihlt und nach
Beendigung der Prédparation fiir 10 min bei 2000 x g zentrifugiert. Das iiberstehende
Plasma wurde in ein neues Eppendorf-Gefal3 tiberfiihrt und bis zur weiteren Verwendung
bei -20 °C aufbewahrt. Vor der weiteren Praparation wurden die Méuse mit Hilfe einer
Fliigelkaniile mit 4 % PFA perfundiert. AnschlieBend wurde der Kopf der Maus
abgetrennt und das Hirn heraus prépariert. Fiir die einzelnen Analysen wurde entweder
das ganze Gehirn zur weiteren Verwendung in 4 % PFA iberfiihrt und bei 4 °C gelagert
oder die beiden Hippocampi aus der rechten und linken Gehirnhélfte auf Eis isoliert und
sofort in ein Eppendorf-Gefd3 tiberfithrt und in fliissigem Stickstoff gefroren und
bei -80 °C gelagert.

Verwendete Materialien:

EDTA: 250 mM in H2O, pH 8 AppliChem #A2937.1000
4 % PFA: 4 % Paraformaldehyd Merck #8.18715

in PBS (w/v)
Spritze 0,01-1 ml, Omnifix-F Braun #3B18048
Kaniile 0,45 x 25 mm Braun #4657683
Fliigelkaniile 0,8 x 19 mm, Surflo Terumo #SV-21BL
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2.14. Verhaltensanalysen

2.1.4.1. Radial Arm Maze

Die kognitive Leistung beziiglich des Arbeitsgeddchtnisses der Méuse wurde mit Hilfe
eines 8-Arm Radial Maze analysiert (Morris, 1984). Dieses bestand aus einer oktogonalen
zentralen Plattform und acht davon ausgehenden Armen. Die einzelnen Arme hatten
einen Winkel von 45° zueinander und waren von undurchsichtigen Seitenwinden
umgeben. Um die Orientierung der Tiere im Radial Maze zu gewihrleisten wurden vier
visuelle Landmarken an den Enden von vier der acht Arme kreuzstindig angebracht.
AulBlerdem befanden sich im Versuchsraum weitere distale visuelle Orientierungspunkte
wie Regale, Tisch, Tiir und Wand. Die Bewegungen der Tiere wéhrend des Versuchs
wurden von einer Videokamera, welche ca. 1,5 Meter tiber dem Radial Maze montiert
war, dokumentiert. Zu Beginn des Versuchs wurden die Miuse einzeln in das Zentrum
des Maze gesetzt, welches sie darauf hin fiir hochstens 5 Minuten frei explorieren durften.
Idealerweise wiirden die Méduse bei der Erkundung des Maze jeden Arm vom Zentrum
aus genau einmal betreten, bevor sie in einen bereits erkundeten Arm erneut eintreten
wiirden. Das Eintreten in einen bereits erkundeten Arm bevor alle 8 Arme einmal
erkundet wurden, wurde dabei als Fehler definiert. Aulerdem wurde die Zeit gemessen,
welche das Versuchstier bendtigte, um mindestens einmal alle acht Arme aufgesucht zu
haben. Sowohl eine erhohte Anzahl an Widereintritten in bereits besuchte Arme, als auch
ein erhohter Zeitaufwand fiir die Erkundung jedes Armes wurden dabei als Defizit in der
Leistung des Arbeitsgedédchtnisses verstanden. Die Auswertung erfolgte nach den Tests
anhand der Videoaufnahmen. Zwischen den einzelnen Versuchsldufen wurde das Radial

Maze mit 70 % Ethanol gereinigt.

2.1.4.2. Morris Water Maze

Die kognitive Leistung der Méause beziiglich des rdumlichen Lernens und Gedéchtnisses
wurde mit Hilfe des Morris Water Maze-Test analysiert (Olton und Samuelson, 1976).
Dieser Test gilt als Standard-Paradigma fiir die Quantifizierung der Hippocampus-
abhédngigen Gedéchtnisleistung bei Nagetieren und beruht auf dem Prinzip, dass die Tiere
in einem mit Wasser gefiillten Becken eine unter der Wasseroberflache versteckte
Plattform finden miissen, welche es ithnen ermoglicht aus dem Wasser zu entkommen.

Dabei soll sich die Position der Plattform anhand von stabilen visuellen
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Orientierungspunkten ~ gemerkt  werden, sodass  diese nach  mehreren
Versuchsdurchgidngen von den Tieren schneller gefunden werden kann. Im Vergleich zu
anderen Gedéichtnistests hat der Morris Water Maze den Vorteil, dass die Tiere
automatisch eine aversive Lernmotivation aufweisen, da durch die erzeugte
Stresssituation ein mdglichst schnelles Verlassen des Wassers von den Tieren angestrebt
wird.

Fiir die Durchfiihrung des Tests wurde ein rundes Becken mit einem Durchmesser von
ca. 130 cm genutzt. Dieser wurde mit 19-22 °C warmen Wasser bis zu einer Hohe von
25 cm gefiillt und das Wasser durch die Zugabe von Titandioxid eingetriibt. Die 1 cm
unter der Wasseroberfldche versteckte Plattform hatte einen Durchmesser von 10 cm und
war an der Oberseite mit einem Stiick weilen Styropor beklebt, um den Tieren einen
sicheren Halt zu gewéhrleisten. Zur Orientierung wurden vier unterschiedliche visuelle
Orientierungspunkte kreuzstindig am Rand des Beckens angebracht. Des Weiteren
konnten die Tiere sich an distalen Orientierungspunkten im Raum orientieren, welche aus
Regalen, Tisch, Tiir und Wand bestanden. Aufgrund einer Klimaanlage im Raum konnten
die Tiere sich auch an einem auditiven Reiz orientieren. Der Test fand iiber einen
Zeitraum von 5 Tagen statt, wobei jedes Tier pro Tag einmal getestet wurde. Es wurde
daflir mit dem Kopf zum Rand des Beckens téglich an unterschiedlichen Punkten ins
Wasser gesetzt und durfte fiir maximal 180 Sekunden das Becken erkunden. Wenn nach
dieser Zeit die Plattform nicht erreicht werden konnte, wurde das Tier manuell zur
Plattform gefiihrt. Nach Erreichen der Plattform durften die Tiere 10 Sekunden auf dieser
verweilen um sich zu Orientieren und die Position zu merken. Der ganze Versuch wurde
mit Hilfe einer Kamera, welche iiber dem Becken montiert war videodokumentiert und
anschliefend ausgewertet, indem die Zeit bis zum Erreichen der Plattform gemessen und

zwischen den Tieren verglichen wurde.

2.1.4.3. Enriched Environment

Um zu untersuchen, in wie weit Fto die Auswirkungen von sensorischen Reizen auf die
neuroendokrine Stressantwort und Bdnf beeinflusst, wurde eine Gruppe von Miusen fiir
6 Wochen unter Enriched Environment Bedingungen gehalten und anschlieend mit
Maiusen aus Standard-Haltungsbedingungen verglichen. Beim Enriched Environment
handelt es sich um Haltungsbedingungen mit erhohter kognitiver, sensorischer und

motorischer Stimulation, welche sowohl Einfluss auf die neuroendokrine Stressantwort,
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als auch auf die Neuroplastizitdt und Expressionsmuster im Hippocampus haben kdnnen
(Tang et al., 2001; Lee et al., 2003; Rossi et al., 2006). Fiir das Enriched Environment
wurden die Tiere in einem gréBeren Kéfig (Makrolonkéfig Typ 4) gehalten, welcher mit
Gegenstdnden bestiickt war, die das Explorationsverhalten der Tiere fordert. Dazu zéhlten
verschiedene Tunnel aus Holz und Pappe, Zellstofftiicher fiir den Nestbau, kleine
Kunststoftbille, Klettermoglichkeiten sowie 2 Glocken fiir die akustische Stimulation.
AulBlerdem war der Kifig mit einem Laufrad ausgestattet, um den Tieren eine erhohte
motorische Stimulation zu bieten. Neben diesen rdumlichen Verdnderungen erfuhren die
Tiere eine gesteigerte soziale Interaktion durch eine erhdhte Gruppengrofle von 8 Tieren
im Kéfig. In dieser Arbeit wurden die Tiere im Alter von 4 Wochen fiir insgesamt 6
Wochen unter diesen Bedingungen gehalten. Dabei wurden alle Bestandteile des Kéfigs
einmal wochentlich gereinigt und in einer neuen Variante arrangiert, um eine Gewohnung
zu vermeiden. Das Gewicht der Tiere wurde zu Beginn des Enriched Environment und
von da an jeweils einmal wochentlich dokumentiert. Als Kontrolltiere dienten Méuse,
welche im selben Alter unter Standard-Bedingungen (siehe 2.1.2) in einer Gruppengrof3e
von drei Tieren gehalten wurden. Nach sechs Wochen unter Enriched Environment
wurden die Tiere prépariert (siche 2.1.3) und das Blutplasma beziiglich der
Kortikosteron-Menge und der Hippocampus beziiglich der Bdnf-Menge analysiert.

2.2 Isolation und Aufreinigung von Nukleinsiuren

In dieser Arbeit wurden sowohl Desoxyribonukleinsduren (DNA), als auch
Ribonukleinséduren (RNA) aufgereinigt und analysiert. Dabei wurde besonders beim
Arbeiten mit RNA darauf geachtet, moglichst ziigig und bei niedrigen Temperaturen (auf
Eis) zu arbeiten, um ein Degradieren der RNA durch RNasen, welche als Teil unseres

Immunsystems zum Beispiel auf der menschlichen Haut vorkommen, zu verhindern.

2.2.1. DNA-Isolation und Aufreinigung aus Schwanzspitzenbiopsien

Zur Isolierung der DNA aus den Schwanzspitzenbiopsien wurden diese in ein 1,5 ml
Eppendorf-Gefi3 gegeben und mit 750 pl ,,7ail*“-Puffer und 30 pl Proteinase-K versetzt.
Zum vollstindigen Zell- und Membranaufschluss erfolgte eine Inkubation iiber Nacht bei
56 °C unter leichtem Schiitteln. Am néchsten Tag wurde dem Ansatz 250 pul gesittigte
NaCl-Losung (>6 M) hinzugefligt, der Ansatz invertiert und 10 min bei 13000 U/min
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zentrifugiert (Eppendorf #5415D). Dadurch wurden ausgefillte Proteine, Salze und Haare
pelletiert. Aus dem Uberstand wurden 750 pl entnommen, in ein neues Eppendorf-GefiB
iiberfiihrt und die DNA durch Zugabe von 500 ul Isopropanol prazipitiert. Durch eine
anschliefende 10-miniitige Zentrifugation bei 13000 U/min wurde die DNA pelletiert,
der Uberstand verworfen und die pelletierte DNA durch die Zugabe von 500 ul 70 %igem
Ethanol und einer erneuten Zentrifugation tiber 10 Minuten bei 13000 U/min gewaschen.
AbschlieBend wurde der Uberstand verworfen und das DNA-Pellet eine halbe Stunde bei
50 °C getrocknet, bevor es in 300 ul ddH>O resuspendiert wurde. Bis zur weiteren

Verwendung wurde die geloste DNA bei 4 °C aufbewahrt.

Verwendete Materialen:

Tail-Puffer: 100 mM NacCl
50 mM Tris-HCI, pH 8
100 mM EDTA
1 % SDS (w/v)
SDS Serva Electrophoresis
#20760
HCl Prolabo #20252.290
Tris Prolabo #103156
ProtK 10 mg/ml Roche #1000144
EDTA AppliChem #A2937.1000
NaCl-Ldsung, gesittigt: NaCl, >6 M Prolabo #27810.295
demin. H>O
Isopropanol Fuka #59300
70 % Ethanol 70 ml Ethanol Sigma-Aldrich #32213

30 ml demin. H,O

2.2.2. RNA-Isolation aus dem Hippocampus

Je nach Analyse wurden die Hippocampi im Alter zwischen 8 und 16 Wochen heraus
préapariert, direkt in fliissigem Stickstoff gefroren und bei -80 °C gelagert. Die
Homogenisierung der Hippocampi erfolgte mit Hilfe des Precellys24-Dual Systems
(Peqlab Biotechnologie, #EQ03119.200.RD000.0). Dafiir wurden die Organe mit 600 pl
RLT Puffer und B-Mercaptoethanol (1/100) versetzt und anschlieBend im Precellys24-
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Dual bei 5000 U/min fiir 30 Sekunden homogenisiert. Der Precellys24-Dual wurde zuvor
mittels Cryolys (Peqlab Biotechnologie, EQ05068-200-RD000.0) auf 4 °C gekiihlt.
AnschlieBend wurden die Zellfragmente mittels 10-miniitiger Zentrifugation bei
13000 U/min pelletiert, der RNA-haltige Uberstand in ein neues 1,5 ml-Eppendorf-Gefil3
tiberfiihrt und mit 350 pl 70 % Ethanol versetzt und gemischt. Das Lysat wurde danach
auf eine Séule gegeben, fiir 15 Sekunden bei 10000 U/min zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Um Verunreinigungen der RNA durch genomische DNA zu
verhindern, wurde darauthin ein DNase-Verdau durchgefiihrt. Dazu wurden die Sdulen
mit 350 ul RW1-Puffer beladen und 15 Sekunden bei 10000 U/min zentrifugiert.
AnschlieBend wurden 80 pl eines DNase-Gemischs (hergestellt nach den Angaben des
Herstellers) auf die Sédulen gegeben und diese flir 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Darauf folgten 2 Waschschritte mit je 350 pul und 700 ul RW1-Puffer und
anschlieBender Zentrifugation fiir 15 Sekunden bei 10000 U/min. AbschlieBend wurden
die Sdulen 2-mal mit 500 ul RPE-Puffer beladen und je 15 Sekunden bei 10000 U/min
zentrifugiert. Bis zu diesem Schritt wurden alle Durchfliisse verworfen. Die RNA wurde
schlieBlich, nach einem erneuten Zentrifugationsschritt fiir 1 Minute bei 10000 U/min,
mit Hilfe von RNA-freiem Wasser aus der Sdule gewaschen und in einem Eppendorf-
Gefdl gesammelt. Hierzu wurden die Sadulen 2-mal mit je 15 ul RNase-freiem Wasser
beladen und je 1 Minute bei 10000 U/min zentrifugiert. Die Konzentration der
aufgereinigten RNA wurde direkt im Anschluss mittels spektralphotometrischer

Konzentrationsbestimmung analysiert (siche 2.2.3). Bis zur weiteren Verwendung wurde

die RNA bei -80 °C aufbewahrt.

Verwendete Materialen:

70% EtOH 70 ml Ethanol, Sigma-Aldrich #32213
30 ml demin. H>O

RNase-Free DNase Set Qiagen #79254

RNeasy Kit Qiagen #74104
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2.2.3. Spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung von

Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmungen der in Abschnitt 2.2.2. isolierten RNA-Proben erfolgte
mit Hilfe eines Spektralphotometers (Pharmacia, Ultrospec2000). Nukleinsduren haben
ein Absorptionsmaximum bei 260 nm. Die Messung der Absorption erfolgte in einer
Quarzglaskiivette (Japan Spectroscopie Co.) mit einer Schichtdicke von 1 cm. Eine
Absorptionseinheit Azeo entspricht dabei nach Abzug des Referenzwertes fiir das

verwendete Losungsmittel einer Konzentration von ca. 25 ug RNA/ml.

2.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR) wurde 1987 von
Kary B. Mullis entwickelt. Mit dieser Methode ist es mdglich, selbst geringste Mengen
DNA in vitro zu amplifizieren. Durch den Einsatz von sequenzspezifischen Primern
gelingt es, aus einem Gemisch von Nukleinsduren nur bestimmte Sequenzabschnitte auf
der DNA zu amplifizieren. Dafiir werden die DNA-Doppelstringe einer Ausgangsprobe
(Template) durch kurzzeitiges Erhitzen voneinander getrennt. Bei einer definierten
Temperatur lagern sich die sequenzspezifischen Primer an das 3‘- und 5°-Ende des zu
amplifizierenden Bereiches der DNA-Einzelstrange an. Dieser Vorgang wird auch als
Annealing bezeichnet. Die Primer fungieren als kiinstlich geschaffene Ansatzpunkte fiir
eine DNA-abhingige DNA-Polymerase, welche an das freie 3’OH-Ende der Primer
bindet. DNA-Polymerasen gehoren zur Gruppe der Replikasen und kommen in allen
Lebewesen vor. Sie sind verantwortlich fiir die Replikation der DNA vor jeder
Zellteilung. Dazu nutzen sie den vorhandenen DNA-Einzelstrang als Matrize und
katalysieren die Verkniipfung neuer Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs) zu einem
neuen, komplementéiren Strang unter Abspaltung von Diphosphaten. Dieser Schritt wird
auch als Elongation bezeichnet. So entstehen aus den beiden zuvor getrennten DNA-
Einzelstringen zwei neue DNA-Doppelstriange. Diese werden im nichsten Zyklus erneut
voneinander getrennt und wieder als Matrize von der DNA-Polymerase genutzt. Es
kommt zu einer exponentiellen Amplifikation des, durch die Primer festgelegten, DNA-
Abschnittes. Zusammenfassend ldsst sich die PCR in folgendes Schema unterteilen:

1. Denaturierung: Auftrennung der doppelstrangigen DNA in Einzelstringe.
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2. Annealing:  Anlagern spezifischer Primer am 5°- und 3’-Ende des zu
amplifizierenden Bereiches der als Einzelstrange vorliegenden DNA.
3. Elongation: Verldngern der angelagerten Primer mittels einer DNA-abhidngigen
DNA-Polymerase bei Anwesenheit freier ANTPs.
Diese drei Phasen werden in mehreren Zyklen durchlaufen. Um eine automatisierte und
ununterbrochene Durchfiihrung der PCR zu ermdglichen, sind alle heutzutage
eingesetzten DNA-Polymerasen hitzestabil. Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Analysen wurde ausschlieBlich die sogenannte P-7Tag-Polymerase aus dem thermophilen
Eubakterium Thermus aquaticus verwendet, welche im Institut fiir Entwicklungs- und
Molekularbiologie der Tiere an der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf nach dem

Protokoll von Pluthero et al., 1993 hergestellt wurde.

23.1. PCR-Amplifikation

Alle Reaktionen wurden in diinnwandigen 0,2 ml PCR-Gefédf3en in Thermocyclern der
Marke MWG Biotech (Primus 25) oder Eppendorf (Mastercycler Gradient) realisiert. Fiir
die Genotypisierung des Fto-Genotyps wurden zwei unabhéngige PCRs durchgefiihrt,
eine mit Fro-Primern, welche das wildtypische, intakte Allel amplifizieren und eine mit
Neo-Primern, welche eine, zur Inaktivierung in das Ffo-Gen eingesetzte, Neomycin-
Kassette amplifizieren. Zur Kontrolle der PCR und des Fro-Genotyps wurde neben der
Template-DNA zusitzlich eine Positiv- (bekannte DNA einer Ffo”-Maus) und eine
Negativkontrolle (H2O anstelle der Template DNA) angesetzt. Es wurden
Standardansitze mit einem Volumen von 20 pl eingesetzt. Die einzelnen Bestandteile fiir

den PCR-Ansatz wurden wie folgt zusammengesetzt:
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Tabelle 2.1: Zusammensetzung pro PCR-Ansatz

ddH>O 12,5 pl
PCR-Puffer (5x) 4 ul
dNTPs (10 mM) 0,4 ul
Primer fwd. (10 uM) I ul
Primer rev. (10 uM) 1 ul
P-Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,1 pul
DNA (Template) 1 ul

> 20 ul

Folgende Reaktionsbedingungen wurden fiir eine Standard-PCR festgelegt:
Tabelle 2.2: PCR-Reaktionsbedingungen

Schritt Temperatur | Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung 94 °C 5 min Ix
Denaturierung 94 °C 30s
Primer-Hybridisierung 56 °C 30s 35x
Elongation 72 °C 30s

Abschlielende Elongation 72 °C 5 min Ix

Die PCR-Produkte wurden anschlieBend bis zur spéteren Auftrennung im Agarosegel bei

4 °C bzw. fir die semiquantitativen Analysen bei -20 °C gelagert.

Verwendete Materialien:

dNTP-Gemisch:

PCR-Puffer:

10 mM dATP
10 mM dCTP
10 mM dGTP
10 mM dTTP

5x Green GoTaq Reaction Buffer

Roche #1969064

Promega #M7911
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2.3.2. Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide

Fiir die Genotypisierung wurden folgende Primer verwendet:

Tabelle 2.3: verwendete Primersequenzen (von5' nach 3")

Bezeichnung | Sequenz Methode

FtoKO fwd. | CGCCTCTCCCCCATCTAAATCCT Fto-Genotypisierung

FtoKO rev. | AAGCCAAGAACAAGTCCATACCTG Fto-Genotypisierung

Neo fwd. CTGTGCTCGACGTTGTCACTG Fto-Genotypisierung

Neo rev. GATCCCCTCAGAAGAACTCGT Fto-Genotypisierung

Fiir semiquantitative PCR-Analysen wurden nachstehende Primer verwendet:

Tabelle 2.4: Primersequenzen fiir semiquantitative PCR-Analysen (von 5' nach 3")

Bezeichnung | Sequenz Methode
Hprt for. CACAGGACTAGAACACCTGC Hprt-Abgleich
Hprt rev. GCTGGTGAAAAGGACCTCT Hprt-Abgleich

2.3.3. Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wird zuvor isolierte RNA mittels einer speziellen
Polymerase in komplementire DNA (Abk.: ¢cDNA) umgeschrieben. Die aus Viren
stammende Polymerase nutzt dabei die vorhandene RNA als Matrize und kann mittels
einer RNA-abhidngigen DNA-Polymerase-Aktivitdt einen komplementdren DNA-Strang
transkribieren. AnschlieBend wird der RNA-Anteil dieses RNA-DNA-Hybridstrangs
iiber eine unspezifische Endoribonuklease-Aktivitit der reversen Transkriptase
hydrolysiert. AbschlieBend wird der freie DNA-Einzelstrang als Matrize genutzt und
durch eine zusitzliche inhdrente DNA-abhidngige DNA-Polymerase-Aktivitit der
reversen Transkriptase zu einem DNA-Doppelstrang synthetisiert.

In dieser Arbeit wurde die reverse Transkription mit Hilfe des ,,Expand Reverse
Transcriptase“-Systems (Roche #11785826001) realisiert. Es wurde ca. 1pug
Hippocampus-RNA und 25 pmol Oligo(dT)-Oligonukleotide (Sequenz: 5-TTT TTT
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TTT TTT TTT T-3') in einem 10,5 pl Ansatz fiir 10 Minuten bei 65 °C in einem
Thermocycler (Eppendorf Mastercycler Gradient) inkubiert. Anschlieend erfolgte die
reverse Transkription fiir 1 Stunde bei 42 °C nach Angaben des Herstellers. Fiir jede
Reaktion lag folgender Ansatz zugrunde:

2 ul dNTPs (10 mM)

2 ul DTT

4 ul 5x Puffer

0,5 pl RNase-Inhibitor (40 U/ul)

1 ul Reverse Transkriptase (50 U/ul)

Verwendete Materialien:

Expand Reverse Transcriptase Roche #11785826001
Oligo(dT)-Oligonukleotide MWG
RiboLock RNase Inhibitor Fermentas #E00382

2.34. Quantitative ,,Real-time*“-PCR-Untersuchungen

Die sogenannte ,,Real-time**-PCR basiert auf der von K. B. Mullis 1986 entwickelten
herkdmmlichen PCR. Bei dieser Abwandlung handelt es sich um eine quantitative PCR-
Methode, welche es ermoglicht, primer-spezifisch die neu gewonnene DNA in der
exponentiellen Phase von Zyklus zu Zyklus zu quantifizieren. Diese Quantifizierung
erfolgt durch Fluoreszenz-Messungen am Ende der Elongation von jedem Zyklus. Die
neu synthetisierte DNA wird dafiir fluoreszierend markiert, so dass die Intensitdt der
Fluoreszenz mit der Menge der PCR-Produkte zunimmt. Dafiir hybridisieren nicht nur
sequenzspezifische Primer bei Temperaturen > 50 °C an einem Ziel-DNA-Strang,
sondern auch einzelstringige Oligonukleotide (Sonden), welche an ihren Enden mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. Fiir diese Fluoreszenzmarkierung koénnen
unterschiedliche Farbstoffe und Sonden verwendet werden. In dieser Arbeit wurden zwei
unterschiedliche Fluoreszenzmarkierungen fiir die ,,Real-time“-PCR verwendet:
sogenannte TagMan-Sonden und SYBR-Green 1.

Die TagMan-Sonden sind am 5°‘-Ende mit einem Donor-Fluorochrom (im Falle der
TagMan-Sonden als ,,Reporter bezeichnet) markiert, welches durch eine Lichtquelle
angeregt werden kann und einen Teil der frei werdenden Energie in Form von

Fluoreszenz abgibt. Am 3‘-Ende sind die Sonden {iber eine Thymidin-Base mit einem
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Akzeptor-Fluorochrom (bei TagMan-Sonden ,,Quencher* genannt) markiert, welches
einen Teil der vom Reporter freiwerdenden Energie aufnimmt. Durch diesen auch als
»~Fluorescence resonance energy transfer (FRET) bezeichneten Vorgang wird das
Fluoreszenzsignal des Reporters wéahrend der PCR bis zur Annealing-Phase durch die
Néhe zum Quencher bei einer intakten Sonde unterdriickt. Da die Tag-Polymerase auller
ihrer Polymerase-Aktivitit auch eine 5°-3‘-Exonuklease-Aktivitit besitzt, kommt es in
der Elongationsphase wiahrend der Synthese des komplementdren Stranges am 5‘-Ende
zu einem Abbau der Sonde. Dabei wird der Reporterfarbstoff von der DNA abgelost. Dies
fiihrt zu einer VergroBerung des Abstandes zwischen dem Reporterfluorophor und dem
Quencher, was wiederrum zu einer Zunahme des Fluoreszenzsignals des Reporters fiihrt.
Auf diese Weise kommt es zu einem Anstieg des Fluoreszenzsignals entsprechend der
vorhandenen Amplifikatsmenge.
Bei der SYBR-Green I-Methode nutzt man den Cyaninfarbstoff SYBR-Green, welcher
in die kleine Furche von doppelstringiger DNA interkalieren kann und durch Anregung
griines Licht bei 521 nm emittiert. Wahrend der ,,Real-time*“-PCR kommt es dadurch zu
einem direkten Anstieg der Fluoreszenz proportional zur Anzahl der neu erzeugten PCR-
Amplifikate.
Bei der Verwendung der TagMan-Sonden wurde die cDNA in ein Gemisch aus TagMan
Universal PCR Master Mix, TagMan Assay (Gen-spezifische Primer + Sonde) und H,O
gegeben.
Der Ansatz hatte folgendes Format:

3 ul cDNA

6 ul H2O

10 ul TagMan Universal PCR Master Mix

1 ul TagMan Assay (Gen-spezifischer Primer + Sonde)
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Folgende TagMan Assays wurden verwendet:

Tabelle 2.5: Bestellnummern der verwendeten TagMan Assays

Name des Gens

Name des Herstellers

Bestellnummer des TagMan Assays

Bdnf

Applied Biosystems

Mm04230607 sl

Gapdh

Applied Biosystems

Mm99999915 gl

Fiir die ,,Real-time “-PCR mittels SYBR Green wurden folgender Ansatz und folgende

Komponenten verwendet:

12,5 pl SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2x)
0,75 ul Forward Primer (0,3 puM)

0,75 ul Reverse Primer (0,3 uM)

I ul cDNA Template (<500 ng)

10 H>O (nuclease free)

25 ul TOTAL

Tabelle 2.6: Verwendete Komponenten der SYBR Green "Real-time"-PCR

Produkt DETDEES Bestellnummer
Herstellers

SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) | Thermo Fisher #K 0221

Mmp3 Primer Sigma-Aldrich #M_ Mmp3 1

Mmp7 Primer Sigma-Aldrich #M_ Mmp7 1

Mmp9 Primer Sigma-Aldrich #M_ Mmp9 1

Die ,,Real-Time-PCR* erfolgte im ,,StepOne Real-Time PCR System Thermal Cycling
Block* (Applied Biosystems #4376357). Dabei wurden alle Proben als Triplikate

gemessen. Fiir die Quantifizierung der Amplifikationsraten der untersuchten Gene

wurden die Messwerte als Ct-Werte (Cycle Threshold, zu Deutsch: Schwellenwert-

Zyklus) angegeben. Diese beschreiben den Zyklus, an dem die Fluoreszenz erstmalig

signifikant tiber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt.

Um Unterschiede der absoluten cDNA-Menge in jeder Probe zu normalisieren, wurde

neben dem Zielgen auch ein konstitutives Gen fiir jede Probe gemessen. Die
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Quantifizierung der PCR erfolgte relativ mit Hilfe der AACt-Methode. Dabei werden die
Ct-Werte des Haushalts-Gens von den Ct-Werten des zu untersuchenden Gens
abgezogen. Die daraus resultierenden ACt-Werte der einzelnen Proben (wildtypischer,
Fto-heterozygoter oder Fro-defizienter Hippocampus) werden anschlieBend erneut
voneinander abgezogen, wodurch sich der AACt-Wert ergibt. Dieser wird abschlieend
in die Gleichung ,n-fache Expression (wildtypischer Hippocampus zu Fto-

heterozygotem oder Fto-defizientem Hippocampus) = 2"24C* eingesetzt.

Verwendete Materialien:

TagMan Universal PCR Master Mix Applichem #A1091

24. Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Die Auftrennung der in der PCR amplifizierten Fragmente erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Bei diesem Verfahren werden die DNA-Molekiile in einem
Agarosegel entsprechend ihrer Grofle aufgetrennt. Dabei wird sich zu Nutzen gemacht,
dass DNA-Molekiile, aufgrund ihrer nach aullen gerichteten Phosphatreste, im
Grundgeriist negativ geladen sind und damit in einem elektrischen Feld in Richtung
Anode (Pluspol) wandern. Die Trennung der DNA-Fragmente ihrer Gro3e nach erfolgt
dabei durch die vernetzten Polymerketten des Agarosegels. Diese wirken wie ein
engmaschiges Netz und bewirken, dass die Laufgeschwindigkeit kleiner DNA-Molekiile
hoher ist als die groBerer DNA-Molekiile.

In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich Agarosegele mit einer Konzentration von 1 % in
TAE-Puffer verwendet. Dafiir wurde die entsprechende Menge Agarose in 1 % TAE-
Puffer aufgekocht und dem noch fliissigen Agarosegel 0,05 ul/ml GelRed zugesetzt.
Dieses interkaliert wihrend der Trennung in die DNA und verdndert dadurch sein
Anregungsspektrum, was fiir die spétere Detektion der Nukleinséuren noétig ist. Das
fliissige Gel wurde in einen Schlitten gegossen in dem die Proben-Taschen durch einen
Kamm ausgespart wurden. Nach dem Erstarren des Gels wurde der Schlitten in eine mit
1% TAE-Puffer gefiillte Elektrophorese-Kammer iiberfiihrt. Die in der PCR
amplifizierten Fragmente wurden in die Ladetaschen des im TAE-Puffer liegenden
Agarosegels aufgetragen und bei einer Spannung von 120 V getrennt. Abschlieend

wurden die DNA-Fragmente durch die Fluoreszenz des interkalierten GelReds unter UV-
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Licht (254nm)  sichtbar  gemacht und

Videodokumentationsanlage fotografiert.

Verwendete Materialien:

Agarose:

GelRed:

TAE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat
2 mM EDTA
pH 8.2

2.5. Zellkulturtechniken

In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich mit Fro™*

mit einer PC  gestiitzten

PeQLab #35-120

- und Fto”"-primédren mausembryonalen

Fibroblasten (MEFs) aus der Tgl04N-Mauslinie gearbeitet. Die Zellen wurden zuvor

bei -196 °C in fliissigem Stickstoff in einem Isoliertank auftbewahrt. Die anschlieBende

Kultivierung erfolgte in einem Inkubator bei 37 °C und 5 % (v/v) COz. Alle verwendeten

Medien wurden vor dem Gebrauch ein einem sterilen Wasserbad auf 37 °C erwarmt und

die Arbeiten erfolgten an einer sterilen Arbeitsbank (Heraeus, HeraSafe12).

Verwendete Materialien:

Kultivierungsmedium DMEM
Streptomycin/Penicillin (30 U/ml)

L-Glutamin (200 mM)

Nicht-essentielle Aminosduren NEAA (100 mM)
Natrium-Pyruvat (100 mM)

50 ml fotales Kdlberserum (FCS)

Trypsin

Zellkultur-PBS

Gibco #41965

Gibco #15140-114

Gibco # 25038-024

Gibco #11140-035

Gibco #11360-039

PAA Laboratories #A15-080
Invitrogen #25300
Biochrom #1.1820
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2.5.1. Kultivierung und Passagieren von MEFs

Nach dem Auftauen der Zellen wurden diese in 10 cm Zellkulturschalen mit
Kulturmedium tiberfiihrt und bei 37 °C bei 5 % (v/v) CO» inkubiert. Die Zellen wurden
tiglich auf ihre Konfluenz {iberpriift und das Medium spétestens nach 3 Tagen abgesaugt
und durch frisches ersetzt. Wenn eine sehr dichte Konfluenz erreicht war, wurden die
Zellen passagiert und verdiinnt, um ein frithzeitiges Absterben zu verhindern. Dazu wurde
das Medium abgesaugt und die Zellen durch die Zugabe von 3 ml Trypsin und einer 4-
miniitigen Inkubation bei 37 °C vom Boden der Zellkulturschale abgeldst. Die
Trypsinisierung wurde durch Zugabe von frischem Medium abgestoppt und die
Zellsuspension in ein 15 ml Falcon-Roéhrchen iiberfiihrt. Die Zellen wurden durch 5-
miniitige Zentrifugation bei 800 U/min. pelletiert (Heraeus, Megafuge 1.0), das Medium
im Uberstand abgesaugt und die Zellen in frischem Medium resuspendiert. Abschliefend
wurden die Zellen im gewiinschtem Verhiltnis auf neue Zellkulturschalen aufgeteilt. Die
Passagenzahl der Zellen ergibt sich aus der Anzahl der durchgefiihrten Uberfiihrungen
auf eine neue Zellkulturschale. Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen wurden

alle Zellen bis zur Passage 5 passagiert.

2.5.2. Kultivierung der Zellen auf Deckglischen und Induktion der

Ziliogenese

Fir die Durchfiihrung von Immunfluoreszenzanalysen mussten die Zellen auf
Deckglaschen umgesetzt und fixiert werden. Dafiir wurden die Zellen nach der Passage 4
auf autoklavierte Deckgldschen in 24-Loch-Platten inkubiert. Sobald die Zellen die
gewliinschte Konfluenz auf den Deckgldschen erreicht hatten, wurde die Ziliogenese
durch einen Serumentzug von 24 Stunden induziert. Dazu wurde das alte
Zellkulturmedium abgesaugt und durch neues mit nur 0,5 % FCS ersetzt. Die durch den
Serumentzug ausgeldste Stresssituation in den Zellen veranlasst diese darauthin zur
Ausbildung von Zilien. AbschlieBend wurden die Zellen nach 24 Stunden fiir die
jeweilige Immunfluoreszenzanalyse entweder mit Methanol fiir 5 Minuten bei -20 °C
oder mit 4 % PFA fiir 60 Minuten bei 4 °C fixiert, mit PBS gewaschen und bis zur

weiteren Verwendung in PBS bei 4 °C aufbewabhrt.
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2.6. Immunfluoreszenzanalysen

Mit dieser Methode konnen spezifische Zellen oder Proteine mittels Antikorper/Antigen-
Bindungen selektiv sichtbar gemacht werden. Dazu binden spezifische Antikorper an
Epitope des gewlinschten Proteins (Antigens), welche darauthin durch Spezies-
spezifische Zweitantikdrper, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind,
detektiert werden konnen. Der Nachweis der untersuchten Proteine erfolgt darauthin
unter einem Fluoreszenzmikroskop, welches das am Zweitantikdrper gekoppelte

Fluorochrom mit definierten Licht-Wellenldngen anregt und somit sichtbar macht.

2.6.1. Immunfluoreszenzanalysen auf Zellen

Nach der Fixierung der Zellen auf Deckgldschen folgte ein 3-fach wiederholter
Waschschritt mit PBS, gefolgt von einer 10-miniitigen Inkubation in 0,5 % PBS-T zur
Permeabilisierung der Zellmembran der Zellen. Nach weiteren drei Waschschritten mit
0,1 % PBS-T wurden die Zellen fiir 10 Minuten in 10 % Eselserum/PBS-T inkubiert um
unspezifischen Bindungen vorzubeugen. Anschlieend folgte die Inkubation mit den
entsprechenden Erstantikdrpern in 10 % Eselserum/PBS-T verdiinnt {iber Nacht bei 4 °C.
Am néchsten Tag wurden die Zellen erneut 3-fach mit 0,1 % PBS-T gewaschen, um die
restliche Erstantikorperlosung zu entfernen. Es folgte eine 2 stiindige Inkubation mit dem
entsprechenden  Zweitantikérper  verdiinnt in  10%  Eselserum/PBS-T  bei
Raumtemperatur und drei anschlieBende Waschschritte mit 0,1 % PBS-T. Abschlie3end
wurden die Zellen mit Mowiol, welches falls nétig mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol-
dihydrochlorid (DAPI) versetzt wurde, auf Objekttragern eingedeckelt und iiber Nacht
bei Raumtemperatur getrocknet. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Objekttrager

im Dunkeln bei 4 °C aufbewahrt.

Fiir die Antikorperfarbungen auf Zellen wurden folgende Erstantikdrper verwendet:

Tabelle 2.7: Fiir die Farbung auf Zellen verwendete ErstantikOrper

Erstantikorper Verdiinnung | Bezugsquelle | Bestellnummer
anti-Ift88 1:100 Proteintech 13967-1-AP
anti-acetyliertes-a-Tubulin | 1:2000 Santa Cruz sc-23950
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Folgende Fluorochrom-gekoppelte Zweitantikorper wurden verwendet:

Tabelle 2.8: Fiir die Fiarbung auf Zellen verwendetet Zweitantikorper

ZweitantikGrper Verdiinnung Bezugsquelle | Bestellnummer
Alexa Fluor® 488-konjugiert ) .

Esel anti-Maus IeG 1:200 Dianova 715-545-151
Cy®3-konjugiert ) .

Esel anti-Kaninchen IgG 1:200 Dianova 711-165-152
DyLight® 405-konjugiert ) .

Esel anti-Zicge IeG 1:50 Dianova 705-475-003

Verwendetet Materialien:

Mowiol

DAPI-Losung

PBS

Paraformaldehyd (PFA)
PBS-T

Eselserum

5 g Mowiol in 20 ml PBS gelost ~ Polysciences #17951

10 ml Glyzerin

DAPI-Reagenz Merck #1246530100

in PBS (0,1 pg/ml)

4 mM NaH>PO4*H,0

16 mM Na,HPO4*2H,0

150 mM NacCl

gelost in ddH.O

pH 7,3

autoklav., 121°C, 2 bar; 30 min.

4 % (w/v) in PBS Merck #104004

PBS 0,5 % (v/v) Triton-X-100 Sigma #234729
Millipore
#S30100ML

2.6.2. Immunfluoreszenzfirbung auf Gefrierdiinnschnitten

2.6.2.1. Anfertigung von Gefrierdiinnschnitten

Nach der Praparation der Méuse und der Isolation der Gehirne wurden diese fiir 4 Stunden

in 4% PFA bei 4°C fixiert. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation in 30 %iger

Saccharose Losung fiir mindestens 36 Stunden bei 4 °C, um das Gewebe zu entwissern.

Abschlieend wurden die Organe in Einweg-AusgiefSformen mit O. C. T. eingebettet und
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in -90 °C kaltem Ethanol durchgefroren. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die
gefrorenen Blocke bei -80 °C aufbewahrt.

Vor der Anfertigung der Schnitte wurden die gefrorenen Organe im Kryostat (Leica CM
20508S) bei -20 °C fiir 20 Minuten vorinkubiert und anschlieBend mit Hilfe von fliissigem
O. C. T. auf einen Objekthalter festgefroren. AbschlieBend wurden je nach Analyse 7-
12 um diinne Gefrierdiinnschnitte angefertigt, mittels Objekttrager (SuperFrost Plus,

Roth #H867.1) aufgenommen und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung autbewahrt.

Verwendetet Materialien:

Paraformaldehyd (PFA) 4% (w/v) in PBS Merck #104004
Saccharose 30% (w/v) in PBS Merck #107651
O.C.T.-Einbettmedium Sakura Finetechnical
#4583

PBS 4 mM NaH>PO4*H,0

16 mM Na,HPO4*2H,0

150 mM NacCl

geldst in ddH2O

pH 7,3

autoklav., 121 °C, 2 bar; 30 min.
Kryostat CM 30508 Leica
Objekttrager SuperFrost Plus Roth #H867.1

2.6.2.2. Immunfluoreszenzfirbung

Die zuvor angefertigten Gefrierdiinnschnitte wurden zunédchst mit einem Fettstift
(ImmEdge Pen, Vektor Laboratories) umrandet und dreimal fiir jeweils 10 Minuten mit
PBS-T auf einer Wippe gewaschen, um restliches Einbettmedium zu entfernen.
AnschlieBend wurden die Schnitte fiir 60 Minuten mit 10 % Eselserum in PBS-T
inkubiert, um moglichen unspezifischen Antikérperbindestellen zu blockieren. Uber
Nacht wurde nachfolgend der in 1 % Eselserum in PBS-T verdiinnte Erstantikorper
aufgetragen und die Schnitte bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Am néchsten

Tag wurde die Erstantikorperlosung entfernt und die Schnitte erneut dreimal fiir jeweils
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10 Minuten in PBS-T gewaschen. Darauf folgte eine 4-stiindige Inkubation bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer mit dem Zweitantikorper, welcher ebenfalls
in 1 % Eselserum in PBS-T verdiinnt worden war. Alle weiteren darauffolgenden Schritte
wurden in abgedunkelten Raumen oder lichtundurchldssigen Kammern durchgefiihrt, um
die fluoreszierenden Zweitantikdrper zu schonen. Nach drei abschlieBenden
Waschschritten in 1 % PBS-T wurden die Schnitte mit Mowiol eingedeckelt und iiber
Nacht zum Aushérten bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert. Je nach Analyse enthielt
das Mowiol zur Anfarbung der Zellkerne zusitzlich noch DAPI. Nach der Aushértung
wurden die Objekttrager bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt.

Die folgenden Erstantikdrper wurden fiir die Immunfluoreszenzanalysen auf
Gefrierdiinnschnitten gebraucht:

Tabelle 2.9: Fiir die Farbung auf Gefrierdinnschnitten verwendete Erstantikorper

Erstantikdrper Verdiinnung | Bezugsquelle Bestellnummer
anti-Doublecortin | 1:200 Santa Cruz sc-8066
anti-Adenylyl- 11,549 Santa Cruz sc-588
cyclase 3

Developmental Studies
anti-BrdU 1:50 Hybridoma Bank Universitit G3G4

Towa

Die folgenden Zweitantikorper wurden fiir die Immunfluoreszenzanalysen auf
Gefrierdiinnschnitten gebraucht:

Tabelle 2.10: Fur die Farbung auf Gefrierdiinnschnitte verwendete ZweitantikOrper

Zweitantikorper Verdiinnung Bezugsquelle | Bestellnummer
Cy®3-konjugiert ) .

Esel anti-Maus IgG 1:200 Dianova 715-165-151
Cy®3-konjugiert ) )

Esel anti-Kaninchen IgG 1:200 Dianova 711-165-152
Cy®3-konjugiert 1:200 Dianova 705-165-147

Esel anti-Ziege 1gG

50



Material und Methoden

Verwendete Materialien:

Fettstift ImmEdge Pen Vektor Laboratories
#H-4000
Mowiol 5 g Mowiol in 20 ml PBS gelost Polysciences #17951
10 ml Glyzerin
DAPI-Losung DAPI-Reagenz Merck #1246530100
in PBS (0,1 pg/ml)
PBS 4 mM NaH>PO4*H,O
16 mM Na,HPO4*2H,0
150 mM NacCl
gelost in ddH.O
pH 7,3
autoklav., 121°C, 2 bar; 30 min.
PBS-T PBS 0,1 % (v/v) Triton-X-100 Sigma #234729
Eselserum Millipore
#S30100ML
2.7. Bromdesoxyuridin-Analysen

Bromdesoxyuridin (BrdU) stellt ein Analogon zum natiirlich in der DNA vorkommenden
Nukleotid Thymidin bzw. dem sehr selten in der DNA vorkommenden Desoxyuridin dar.
Aufgrund seiner Analogie kann es von der Zelle aufgenommen und wahrend der S-Phase
des Zellzyklus bei der Replikation der DNA in phosphorylierter Form anstelle des
Nukleotids Desoxythymidintriphosphat (dTTP) in den neu synthetisierten Strang
eingebaut werden. AnschlieBend kann dieses inkorporierte BrdU mittels spezifischer
Antikorper detektiert und somit zur Quantifizierung der Zellproliferation genutzt werden.
Fiir die Applikation des BrdUs, sowie die anschlieBend notwendige Denaturierung der
DNA zur korrekten Bindung des Antikorpers sind spezielle Schritte notwendig, welche
im Folgenden beschrieben werden.

Das BrdU wurde zunichst in einer Konzentration von 20 mg/ml in isotonischer
Kochsalzlosung gelost. Da BrdU eine sehr schlechte Loslichkeit in Wasser hat, erfolgte
dieser Schritt iiber Nacht auf einem Heizblock bei 50 °C unter leichtem Schiitteln. Die
Behandlung der Miuse erfolgte iiber einen Zeitraum von 5 Tagen, wobei die Tiere tiglich

eine Dosis von 200 mg/kg Korpergewicht intraperitoneal injiziert bekommen haben,
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welche zuvor auf 36 °C erhitzt wurde. Am letzten Tag der Behandlung wurden die Tiere
prapariert (siche 2.1.3), das Gehirn in O. C. T. eingebettet und am Kryostat geschnitten
(siehe 2.6.2.1).

Fiir die Detektion des BrdUs mittels Immunfluoreszenztiarbung wurden die Schnitte mit
einem Fettstift auf dem Objekttriger umrandet und zweimal fiir 15 Minuten wippend in
0,5 % PBS-T gewaschen. AnschlieBend erfolgte eine zweistiindige Inkubation der
Schnitte bei 65 °C in 50 % Formamid/2x SSC gefolgt von einer 30-miniitigen Inkubation
in 2N HCI bei 37 °C, um eine Denaturierung der DNA zu bewirken. Zur Neutralisation
des pH-Werts der Schnitte folgte ein 2-facher Waschschritt in 0,1 M Boratpuffer fiir
jeweils 5 Minuten. Das Blockieren unspezifischer Bindestellen erfolgte mit Hilfe einer
30-mintitigen Inkubation in 10 % Eselserum in PBS-T, bevor der BrdU Antikorper tiber
Nacht bei 4 °C auf den Schnitten inkubierte. Am néichsten Tag wurden die Schnitte
dreimal fiir je 15 Minuten in PBS-T gewaschen und anschlieBend 4 Stunden bei
Raumtemperatur mit dem Zweitantikdrper im Dunkeln inkubiert. Nach 2 abschlieBenden
Waschschritten von je 15 Minuten in PBS-T wurden die Schnitte mit Mowiol
eingedeckelt und iiber Nacht zum Aushérten bei Raumtemperatur gelagert. Nach erfolgter

Aushértung wurden die Objekttriager bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt.

Verwendetet Materialien:

BrdU Fluorochem #092742

50 % Formamid/ 50% (v/v) Formamid

2x SSC 2x SSC, pH 4,5 in ddH,O

Salzséure 2 N in H,O Sigma #30721-1L

Boratpuffer 0,1 M Na;B4O7 pH 8,5 Merck #106306

in H2O

anti-BrdU (Erstantikorper) 4 pg/mlin 1 % Eselserum Developmental Studies
Hybridoma Bank
University of lowa
#G3G4

Cy®3-konjugiert 1:200 in 1 % Eselserum Dianova #715-165-151

Esel anti-Maus IgG

Mowiol 5 g Mowiol in 20 ml PBS gelost Polysciences #17951

10 ml Glyzerin
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PBS 4 mM NaH>PO4*H>O

16 mM Na,HPO4*2H,0

150 mM NaCl

gelost in ddH.O

pH 7,3

autoklav., 121°C, 2 bar; 30 min.
PBS-T PBS 0,1 % (v/v) Triton-X-100 Sigma #234729
Eselserum Millipore

#S30100ML

2.8. Enzym-gekoppelter Imnmunadsorptionstest (EIA)

Fiir die Bestimmung der Konzentration von Kortikosteron im Blutplasma der zuvor
praparierten Maéuse (siehe 3.1.3) wurde ein sogenannter Enzym-gekoppelter
Immunadsorptionstest (Abnova #KA0468) durchgefiihrt. Diese Technik erlaubt eine
spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung eines Antigens mittels einer durch
einen AntikOrper vermittelten enzymatischen Substratumsetzung. Dabei werden die
Proben auf eine mit einem Antikdrper gegen das zu analysierende Antigen beschichteten
Mikrotiterplatte gegeben. Zu den Proben wird auBBerdem ein biotinyliertes Kompetitor-
Antigen hinzugefiigt, welches strukturell dem zu analysierenden Antigen dhnelt, jedoch
eine kovalente Bindung von Biotin besitzt. In den Vertiefungen der Mikrotiterplatte
konkurriert das Analyt-Antigen mit dem Kompetitor-Antigen um eine freie
Bindungsstelle am Antikrper. AnschlieBend wird das nicht gebundene Konjugat entfernt
und ein Streptavidin-Peroxidase-Konjugat auf die Mikrotiterplatte gegeben. Das
Peroxidase-gekoppelte Streptavidin hat eine sehr hohe Affinitit zu Biotin und geht
folglich eine starke, nicht-kovalente Bindung mit dem Biotin am Kompetitor-Antigen ein.
Durch die Zugabe von Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidin als chromogenes
Substrat erfolgt eine Farbreaktion, welche abschlieend photometrisch bestimmt werden
kann. Dabei kommt es zu einer Reduktion von Wasserstoffperoxid durch die am
Streptavidin gebundene Peroxidase. Die dabei freiwerdenden Protonen oxidieren das
vorher fast farblose Chromogen Tetramethylbenzidin, welches sich darauthin blau farbt.

Diese Reaktion wird nach einer definierten Zeit durch die Zugabe von Salzsdure
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(0,5 mol/l) gestoppt, wodurch es zu einem Farbumschlag des Tetramethylbenzidin von
blau nach gelb kommt. Abschlieend kann die Intensitit der Férbung mit Hilfe eines
Mikroplattenlesers (Rayto RT-6100) bei 450 nm bestimmt und die Konzentration des
Antigens berechnet werden. Da es sich um einen kompetitiven Immunassay handelt,
verhélt sich die Intensitdt des Signals umgekehrt zur Analyt-Konzentration.

Die Durchfiihrung des Kortikosteron-EIA erfolgte nach Angaben des Herstellers. Fiir die
spatere Konzentrationsbestimmung wurde bei jedem EIA eine Standardreihe aufgetragen.
Sowohl die Konzentrationsbestimmung der Standardreihe, als auch die der Proben
erfolgte mittels Zweifachbestimmung. Die Berechnung der Standardkurve erfolgte durch
eine logistische 4-Parameter-Regressionskurve. Alle eingesetzten Losungen wurden zu
Beginn des EIA auf Raumtemperatur gebracht. Der EIA fand ebenfalls bei

Raumtemperatur statt.

Verwendete Materialien:

Kortikosteron ELISA Kit Abnova #KA0468

2.9. Proteinbiochemie

Die Proteinbiochemie umfasst die Charakterisierung von Proteinfunktionen, die
Proteinlokalisation und deren Quantifizierung, sowie die Entschliisselung ihrer
Aminosduren-Sequenzen. In dieser Arbeit wurde speziell im Hippocampus das
Neurotrophin Bdnf hinsichtlich seiner Quantitdt und posttranslationalen Modifikation
untersucht, sowie verschiedene Komponenten von Bdnf-abhéngigen Signalkaskaden und
deren Aktivierungsgrad. Alle Arbeiten wurden dafiir bei 4 °C oder auf Eis durchgefiihrt,

um einen Abbau der Proteine durch Proteasen zu verhindern.

2.9.1. Extraktion von Proteinen

Nach der Préparation des Hippocampus (siehe 2.1.3) wurde dieser in kaltem PBS
gewaschen und in Lysis-Puffer mit Proteinase- und Phosphatase-Inhibitoren {iberfiihrt.
Anschliefend erfolgte die Homogenisierung der Hippocampi mit Hilfe des Precellys24-
Dual Systems (Peqlab Biotechnologie, #£EQ03119.200.RD000.0) bei 2x 5000 U/min fiir
30 Sekunden. Der Precellys24-Dual wurde zuvor mittels Cryolys (Peglab

54



Material und Methoden

Biotechnologie, EQ05068-200-RD000.0) auf 4 °C gekiihlt. AnschlieBend wurden die
Zellfragmente mittels 1-miniitiger Zentrifugation bei 10000 U/min pelletiert und das
iiberstehende Proteinlysat in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefaf {iberfiihrt und bei -20 °C

verwahrt oder direkt zu Konzentrationsbestimmung mittels Bradford verwendet.

Verwendete Materialen:

Lysis-Puffer 50 mM HEPES pH 7,3
150 mM KCl
4 mM MgCl2
Proteinase-Inhibitor-Cocktail Roche #11836153001
(1 Tablette pro 10 ml Lésung)
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail Roche #04906845001
(1 Tablette pro 10 ml Lésung)

2.9.2. Protein-Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Methode der Protein-Konzentrationsbestimmung nach Bradford beruht auf der
Anférbbarkeit von Proteinen mit dem Farbstoff Coomassie-Blue G250. Der negativ
geladene Farbstoff ist in der Lage an die positiven Ladungen eines Proteins zu binden
und verschiebt dadurch sein Absorptionsmaximum von Amax=465nm nach
Amax= 595 nm. Dieser Farbumschlag kann photometrisch ermittelt werden und ist ein
Indiz fir die Proteinkonzentration einer Losung. In dieser Arbeit wurden die
Proteinkonzentrationen der Hippocampus-Protein-Lysate auf diese Weise photometrisch
bestimmt und mittels Verdiinnung aneinander angeglichen, so dass anschlieend jede

Probe die gleiche Proteinkonzentration hatte.

2.9.3. Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Die Trennung der Proteine erfolgte mittels Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese, welche eine vertikale Gelelektrophorese darstellt und die Proteine

entsprechend ihres Molekulargewichts auftrennt (Laemmli, 1970). Dabei wird sich zu

Nutzen gemacht, dass das im Gel und im Puffer enthaltene SDS von den meisten
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Proteinen gebunden wird und negativ geladene SDS-Protein-Komplexe mit konstantem
Ladungs-Masse-Verhiltnis entstehen. Die gleichméBige negative Ladung der Proteine
16st dabei mogliche Protein-Protein-Wechselwirkungen auf und eine zusitzliche
Denaturierung der Proteine durch Hitze fiihrt zur Linearisierung dieser. Dadurch
unterscheiden sich die Proteine nur noch in ihrer Gréf3e, was eine exakte Trennung durch
eine pordse Polyacrylamidmatrix im elektrischen Feld ermoglicht. Zur Verbesserung der
Probentrennung werden die Proteine zuerst in einem Sammelgel konzentriert, bevor sie
im Trenngel entsprechend ihres Molekulargewichts getrennt werden. Je hoher die
Konzentration des Trenngels ist, desto besser konnen Proteine mit geringerem
Molekulargewicht getrennt werden. In dieser Arbeit wurden, je nach Gréfe des zu
analysierenden Proteins Trenngele mit einer Konzentration von 10-15 % verwendet.

Zur Herstellung des SDS-Polyacrylamid-Gels wurde zunichst das Trenngel zwischen
zwei abgedichtete Glasplatten gegossen. Durch radikalische Polymerisation der Stoffe
Acrylamid und N,N‘-Methylenbisacrylamid (im Verhiltnis 37,5:1) hérten die Gele aus,
wobei Tetramethylethylendiamin (TEMED) als Polymerisierungskatalysator und
Ammoniumpersulfat (APS) als Radikalstarter hinzugegeben wurden. Wihrend des
Aushértens wurde das Trenngel mit Isopropanol iiberschichtet, um sowohl eine gerade
Gelkante zu erhalten, als auch den Kontakt mit Sauerstoff zu verhindern, welcher die
Polymerisation durch das Abfangen der notwendigen Radikale beeintriachtigen konnte.
Anschlieend wurde das Isopropanol entfernt, das Sammelgel auf das Trenngel gegossen
und mit Hilfe eines speziellen Kammes, Taschen fiir die Proben ausgespart. Nach dem
Aushirten wurde das Gel in eine Elektrophorese-Apparatur eingespannt und die
aufbereiteten Proben in die Taschen des Sammelgels pipettiert. Als Referenz wurde
auBlerdem ein Proteinldngenmarker aufgetragen, der mehrere Proteine bekannter Grofle
beinhaltete. An die Elektrophorese-Apparatur wurde eine Spannung von 200 V angelegt
und die Proteine so lange getrennt, bis die Lauffront das untere Ende des SDS-Gels
erreicht hatte. AnschlieBend wurde das Gel fiir den folgenden Western Blot verwendet.

Es wurde folgende Zusammensetzung fiir die SDS-Gele verwendet:
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Tabelle 2.11: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgelen

Trenngel 10 % | Trenngel 12 % | Trenngel 15 % | Sammelgel 5 %

ddH>O 0,95 ml 0,6 ml - 1,75 ml
I1)}1;/[6:l;gris/HC1 i i i 0.3 ml
;g{ggis/ HCLT ) g ml 2,8 ml 2,8 ml i

20 % SDS 30 ul 30 ul 30 pl 12,5 ul
Acrylamid 1,9 ml 2,25 ml 2,8 ml 0,4 ml

TEMED 3,75 ul 3,75 ul 3,75 ul 2,5 ul

10 % APS 30 ul 30 pul 30 ul 12,5 ul

Probenvorbereitung fiir die SDS-Page:

Vom Proteinlysat wurden 75 pl auf Eis aufgetaut und mit 25 ul 4x Laemmlipuffer
versetzt. Anschlieend wurden die Proben fiir 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht, kurz
abgekiihlt und jeweils 10 pl pro Probe auf das SDS-Gel aufgetragen.

Verwendete Losungen:

10 % APS 10 % Ammoniumpersulfat
in ddH>O
20 % SDS 20 % SDS
in ddH,O
Acrylamidldsung Acrylamidlosung (30 %) Applichem #3626
Mix 37,5:1
Proteinstandard Sigma #SDS6H2
TEMED Merck #1.10732
Tris/HCI pH 6,8 Tris/HCI (1 M)
in ddH>O
pH 6,8
Tris/HCI pH 8,8 Tris/HCI (1 M)
in ddH,O
pH 8,8
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Laemmli-Puffer 0,2 M Tris-HCI pH 6,8
8 % SDS
40 % (w/v) Glycerol
0,4 % Bromphenolblau Merck #115925
20 % P-Mercaptoethanol Sigma #M7522

2.94. Western Blot

Beim Western Blot handelt es sich um einen gerichteten, elektrophoretischen Transfer
von zuvor mittels Gelelektrophorese aufgetrennten Proteinen auf eine Tragermembran.
Dabei wird sich zu Nutze gemacht, dass die Proteine im SDS-Polyacrylamid-Gel durch
die Komplexbildung mit SDS negativ geladen sind. Durch das Anlegen eines, senkrecht
zum Polyacrylamid-Gel gerichteten, elektrischen Feldes konnen Proteine aus dem Gel
auf eine Membran iibertragen werden. Dies wurde in einer speziellen Blot-Apparatur
realisiert, wobei das Gel auf eine zuvor mit 100 % Methanol aktivierte PVDF-Membran
platziert wurde. Die Membran und das Gel wurden anschlieBend zwischen
unterschiedliche Lagen aus Whatman-Papier (VWR, #732-0591) gelegt. Dabei befanden
sich 6 Lagen Whatman-Papier, welche 4 drei Lagen mit zwei unterschiedlichen
Anodenpuffern getrankt waren, unter der PVDF-Membran und drei Lagen, welche mit
Kathodenpuffer getrinkt waren liber dem Gel. Durch diese Aufteilung wurden eine
optimale Leitung des Stroms und damit auch ein bestmoglicher Transfer der Proteine
gewihrleistet. Der Transfer der Proteine erfolgte anschlieBend bei 54 mA pro 9 cm?
Membran fiir 70 Minuten (Bio-Rad Power Supply). Der erfolgreiche Transfer der
Proteine auf die PVDF-Membran wurde anschlieBend mittels Ponceau-S-Farbung
iiberpriift. Bei dieser Farbung bindet das Ponceau-Rot an die Proteine auf der Membran
und macht sie dadurch sichtbar. Dieser Vorgang ist jedoch reversibel und beeintrachtigt

eine anschlieBende Immundetektion nicht.

Verwendete Materialien:

Anodenpuffer 1 0,3 M Tris-Base
20 % Methanol, pH 10,4
Anodenpuffer 2 25 mM Tris-Base

20 % Methanol, pH 10,4
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Kathodenpuffer 25 mM Tris-Base
20 % Methanol, pH 9,4
40 mM Aminokapronsdure

Ponceau-S-Losung 0,2 % (w/v) Ponceau-S Applichem #A1405
3% Trichloressigsdure

(w/v) in ddH,O

2.9.5. Immunnachweis von Proteinen

Zur Detektion der Proteine wurde die PVDF-Membran zuerst mehrfach in 0,1 % Tween
in PBS gewaschen, um mogliche Riickstinde der Ponceau-S-Farbung zu entfernen.
AnschlieBend erfolgte eine Blockierung aller freien Bindestellen auf der Membran durch
eine einstiindige Inkubation in 5 % Magermilchpulver in PBS/0,1 % Tween. Darauf
folgte die Benetzung der Membran mit dem fiir das zu analysierende Protein spezifischen
Primérantikorper iiber Nacht bei 4 °C verdiinnt in 5 % Magermilchpulver in PBS/0,1 %
Tween. Am nichsten Tag wurde die Antikorper-Losung entfernt und die Membran 3-fach
fiir je 15 Minuten in PBS/Tween 0,1 % gewaschen. Anschlieend erfolgte die Inkubation
der Membran in der Sekunddrantikorper-Losung fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur.
Diese enthielt einen Peroxidase-gekoppelten Sekunddrantikdrper, welcher an den
Primédrantikérper bindet und zur spiteren Detektion die Chemilumineszenz-Reaktion
katalysiert. AbschlieBend wurde die Membran erneut 3-fach je 15 Minuten in
PBS/0,1 % Tween gewaschen. Zur Detektion der spezifischen Proteine wurde
nachfolgend eine ECL-L&sung (,,enhanced chemie luminescence detection reagens®) fiir
5 Minuten auf die Membran gegeben. Wéihrend dieses Vorgangs katalysiert die
Peroxidase des Sekundarantikdrpers die Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form.
Die dabei entstehende Lumineszenz konnte durch einen Luminescence Image Analyser
(LAS-4000 mini, Fujifilm #8692184) visualisiert und digitalisiert werden. Abschlieend
wurden die Proteinmengen mit Hilfe der Software ,,ImageJ* des National Institute of

Health (NIH) USA quantifiziert.
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Fiir die Western Blot Analysen wurden folgende Antikorper verwendet:

Tabelle 2.12: Fur den Western Blot verwendete Antikorper

Name des Antikorpers Verdiinnung | Bezugsquelle | Bestellnummer
Anti-Bdnf 1:200 Santa Cruz #sc-546
Anti-Phospho-CREB (Ser133) 1:200 Cell Signaling | #9198S
Anti-Phospho MEK1/2 (Ser217/221) | 1:200 Cell Signaling | #9121
Anti-Actin 1:4000 Sigma #A2066
Anti-HRP 1:2000 Dako #P0448
Anti-Mmp7 1:200 Santa Cruz #sc-515703
Anti-Mmp9 1:200 Santa Cruz #sc-393859
Anti-Mmp3 1:200 Santa Cruz #sc-21732
Anti-Furin 1:200 Santa Cruz #sc-133142
Anti-Plasminogen 1:200 Santa Cruz #sc-376324
Anti-Timpl 1:200 Santa Cruz #sc-365905
Anti-PC1/3 1:200 Cell Signaling | #11914S

Verwendetet Materialien:

PBS/0,1 % Tween 0,1 % (w/v) Tween20 Applichem #A1389,0500

5 % Magermilchpulver 5 % Magermilchpulver

in PBS/0,1 % Tween
ECL-Reagenz Amersham #RPN 2132

2.10. Fotodokumentation und Bildbearbeitung

Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops (Axio

Imager.A2, Zeiss) visualisiert und die Bilder mit einer Axiocam MRm Top (Zeiss)

erfasst. Dabei wurde das Fotoprogramm , AxioVision“ (Zeiss) genutzt. Fiir die
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Uberlagerung der einzelnen Farbkanile diente das Programm ,,Imagel]* des National
Institute of Health (NIH) USA. Notwendige Nachbearbeitungen der Bilder erfolgten mit
der Software ,,Photoshop CS6*“ von Adobe.

2.11. Bildanalysen

Die Quantifizierung der Fluoreszenzintensititen zilidrer Proteine erfolgte mit dem
Programm ,,ImageJ*“. Dabei wurde die totale Pixelintensitit (,,RawIntDen‘) der fiir das
Protein spezifischen Férbung gemessen. Des Weiteren wurde die umliegende
Hintergrund-Fluoreszenzintensitdt bei allen Messungen 3-fach bestimmt, gemittelt und
von der spezifischen Fluoreszenzintensitdt der zilidren Proteine subtrahiert. Pro Ansatz
wurden mindestens 25 Zilien ausgemessen. Bei der Bestimmung der Zilienldngen wurden

fiir jeden Genotyp mindestens 100 Zilien gemessen.

2.12. Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung wurde die Standardabweichung (StabW) und der
wtandard Error of the Mean® (SEM) mit Hilfe des Programms Excel von Microsoft
bestimmt. Die Signifikanzen wurden mit Hilfe des Student t-Tests verglichen und
folgendermallen festgelegt:

p<0,05 > * = signifikant

p=<0,01 > ** = hochsignifikant

p<0,001 > **% = hochstsignifikant
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3. Ergebnisse

In initialen Analysen konnten verschiedene phénotypische Auffilligkeiten in Fro-
defizienten Méusen im Vergleich zu wildtypischen Mdusen beschrieben und quantifiziert
werden (Spychala, 2013). So konnte durch zwei etablierte, unkonditionierte
Verhaltenstests ein signifikant erhohtes Angstverhalten in Fro”-M#usen nachgewiesen
werden. Aullerdem zeigten Analysen des Blutplasmas erhdhte Werte des Stresshormons

Kortikosteron in Fto”"-Miusen, im Vergleich zu Fto™*-Méusen.

3.1. Der Verlust von Fto fithrt zu einer Hyperaktivierung der

Hypothalamus—Hypophysen—Nebennierenrinden—Achse

Diese erhohten Kortikosteron-Werte im Blutplasma konnen verschiedene Ursachen
haben. Zum einen konnte eine Hyperaktivitit der HHN-Achse dazu flihren, dass die
Nebennierenrinde dauerhaft Kortikosteron in den Blutkreislauf sekretiert, zum anderen
konnte die Funktion der Nebennierenrinde selbst durch den Fto-Verlust fehlerhaft sein,
was zu einer vermehrten Kortikosteron-Freisetzung fiihren konnte.

Um zu untersuchen, was die Ursache der erhohten Kortikosteron-Menge im Blutplasma
von Fto”-Méausen ist, wurde ein Enzym-gekoppelter Inmunadsorptionstest (EIA) fiir das
Peptidhormon Adrenokortikotropin (ACTH) im Blutplasma von Ffo™*- und Fto” -
Maiusen durchgefiihrt. ACTH ist ein entscheidendes Hormon fiir die neuroendokrine

Signalvermittlung der HHN-Achse und ist damit ein Indikator fiir die Aktivitét dieser.
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Abbildung 3.1: ACTH-Konzentration im Blutplasma von Fro"*- und Fto”-Miusen.

Mittels Enzym-gekoppeltem Immunadsorptionstest wurde die ACTH-Konzentration im

+/+

Blutplasma von Fto™*- und Fto”"-Miuse in pg/ml gemessen (n = 13/5). Ffo”-Miuse weisen eine

signifikant erhohte ACTH-Konzentration im Blutplasma auf (p-Wert = 0,0117).

Das Ergebnis des EIA zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen der ACTH-
Konzentration im Blutplasma von Fto™"- und Fto”-Miusen. Wihrend Fto™"-Miuse
einen durchschnittlichen ACTH-Wert von ca. 70 pg/ml aufweisen, zeigen Fto”-Miuse
einen deutlich erhohten Wert von ca. 125 pg/ml (Abbildung 3.1). Dabei ist die
Standardabweichung bei den Ffo”-Miuse groBer als bei den Fto""-Miuse, was sich
durch die geringere Anzahl an Proben in dieser Gruppe erkldren ldsst. Die erhohten
ACTH-Werte vermitteln der Nebennierenrinde {iber Rezeptoren die Notwendigkeit von
Glukokortikoiden, welche daraufhin in den Blutkreislauf sekretiert werden. Dieses
Ergebnis zeigt klar, dass in Fto”-Miusen eine chronische Hyperaktivitit der HHN-Achse
vorliegt, welche unter anderem fiir die erhhte Menge an Kortikosteron im Blutplasma

von Fto”-M&#usen verantwortlich ist.

3.2. Fto ist ein wichtiger Faktor fiir die Funktion des

Arbeitsgediachtnisses

Sowohl erhohte Kortikosteron-Werte als Folge einer Hyperaktivierung der HHN-Achse,
als auch phénotypische Auffilligkeiten, wie ein erhohtes Angstverhalten, sind mit

eingeschriankten kognitiven Funktionen assoziiert. Verschiedene Gruppen konnten
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zeigen, dass hohe Kortikosteron-Werte die Leistung des Arbeitsgedachtnisses negativ
beeinflussen (Coburn-Litvak et al., 2003). Auch ein gesteigertes Angstverhalten, wie es
in den initialen Analysen der Masterarbeit mit Hilfe des Elevated Plus Maze und des Cage
Emergence Tests in Ffo”-Miuse nachgewiesen wurde, konnte mit Einschrinkungen im
Arbeitsgedichtnis in Verbindungen gebracht werden (Papaleo et al., 2011).

Um die Funktion des Arbeitsgedédchtnisses in Abhédngigkeit von Fto zu analysieren,

wurden Fro'*

- und Fto”’"-Miuse in einem 8-Arm Radial Maze getestet. Wihrend des
Tests konnten die Tiere die Apparatur frei erkunden. Der Zeitpunkt und die Anzahl an
Versuchen bis alle 8 Arme mindestens einmal erkundet wurden, wurde gemessen.
Doppelte Eintritte in einen bereits erkundeten Arm galten dabei als Fehler und wurden

als MafBstab fiir die Leistung des Arbeitsgeddchtnisses interpretiert.
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Abbildung 3.2: Kognitive Leistungen der Fto
Maze. (A) Beispielhafte Darstellung des verwendeten 8-Arm Radial Maze. (B) Dargestellt
ist die bendtigte Zeit der Méuse in Sekunden, bis jeder der 8 Arme mindestens einmal
erkundet wurde. Ffo”-Miuse brauchten dafiir signifikant linger als Fro**-Miuse (n = 7/5;
p-Wert = 0,0103). (C) Dargestellt ist die Anzahl der Versuche, welche bendtigt wurden, bis
jeder der 8 Arme mindestens einmal besucht wurde. Fro”-Miuse benétigten dafiir
signifikant mehr Versuche als Ffo™*-Miuse (n = 7/5; p-Wert = 0,0117). (D) Dargestellt ist
die durchschnittliche Anzahl an Fehlern, welche wihrend des Tests bei Fro™*- und Fto™-
Mausen registriert wurden. Das erneute Eintreten in einen bereits zuvor besuchten Arm

wurde dabei als Fehler gewertet. Ffo”-Miuse machten insgesamt signifikant mehr Fehler

als Fto™*-Miuse (n = 7/5; p-Wert = 0,0117).

Die Ergebnisse zeigen, dass Fto”-Miuse nach ca. 300 Sekunden alle acht Arme des

Radial Maze mindestens einmal erkundet hatten. Fto*"-Miuse bendtigten fiir diese

65



Ergebnisse

Aufgabe mit ca. 140 Sekunden nur etwa die Hélfte der Zeit und waren damit signifikant
schneller als Fro”-Miuse (Abbildung 3.2 B). Da die benétigte Zeit als Faktor auch von
der physischen Verfassung der Miuse beeinflusst wird, ldsst sich durch dieses Ergebnis
allein noch keine konkrete Aussage zum Einfluss von Fto auf das Arbeitsgedidchtnis
treffen. Die linger benétigte Zeit der Ffo”-Méuse konnte auch durch die fiir Fto”-Miuse
beschriebene kleinere Korpergrofle oder durch motorische Einschrinkungen verursacht
werden. Um dies auszuschlieBen wurde die Anzahl der benétigten Versuche und die dabei
gemachten Fehler ebenfalls dokumentiert. In Abbildung 3.2 C & D sind diese Daten
dargestellt. Es lisst sich feststellen, dass Ffo”-Miuse sowohl mehr Versuche bendtigen,
als auch mehr Fehler begehen, bis alle acht Arme mindestens einmal besucht wurden. So
machten Fto”-Mause pro Durchgang durchschnittlich 15 Fehler, wihrend Fro™"-Mause
nur ca. 7 Fehler machten (Abbildung 3.2 D). Zusammengefasst zeigen diese Daten
deutlich, dass Fro”-Miuse sowohl signifikant linger bendtigen, als auch mehr Versuche
brauchen und mehr Fehler begehen als Ffo™*-Miuse, bis jeder der acht Arme mindestens
einmal erkundet wurde. Dieses Ergebnis bestitigt die Hypothese, dass Fto ein wichtiger
Faktor fiir die korrekte Funktion des Arbeitsgedédchtnisses ist und ein Fehlen von Fto in

Maiusen die Funktion des Arbeitsgedichtnisses einschrinkt.

3.3. Fto hat keinen direkten Einfluss auf das Langzeitgedéchtnis

Neben dem Arbeitsgedichtnis kann durch chronischen Stress, welcher durch die erhohten
Kortikosteron-Werte in Fto”-Miuse impliziert wird, auch das Langzeitgedichtnis
beeintrachtigt werden (de Quervain et al., 1998). Um zu analysieren in wie weit das
Langzeitgedichtnis durch den Fto”-Phénotyp beeinflusst wird, wurden die Méuse im
Morris Water Maze untersucht. In diesem Test mussten die Tiere in einem kreisrunden
Becken schwimmen und an fiinf aufeinander folgenden Tagen eine unter der
Wasseroberfldche versteckte Plattform finden, welche es ihnen ermdglichte aus dem

Wasser zu entkommen.
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Abbildung 3.3: Kognitive Leistungen der Ffo”*- und Fto”-Miuse im Morris Water Maze
Test.

(A) Beispielhafte, grafische Darstellung des verwendeten Water Maze Tests. Zur Orientierung der
Maiuse waren in allen vier Himmelsrichtungen visuelle Orientierungshilfen angebracht.
(B) Dargestellt ist die durchschnittlich benétigte Zeit in Sekunden bis das getestete Tier die
versteckte Plattform unter der Wasseroberfliche gefunden hat. Fro”-Miuse zeigten zu keinem

Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied zu Fro"*-Miusen (n = 9/12).

*/*_ als auch Fro”"-Méiuse im Water Maze Test

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl Fto
in der Lage waren sich die Position der unter der Wasseroberflache versteckten Plattform
zu merken. Dabei dhnelten sich die Messergebnisse der Fto™"- und Fto”"-Miuse, sodass
an keinem Testtag ein signifikanter Unterschied auszumachen war (Abbildung 3.3).
Wihrend die Tiere beim ersten Versuch an Tag 1 durchschnittlich zwischen 90 und 105
Sekunden benétigten, waren es am 2. Tag nur noch durchschnittlich zwischen 50 und 70

Sekunden bis die Plattform gefunden bzw. erreicht wurde. Mit jedem zusétzlichen Testtag
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wurde die bendtigte Zeit in beiden Versuchsgruppen geringer, bis am Tag der letzten

*/*_ als auch Fro”"-Miuse nur ca. 10 Sekunden benétigten,

Messung (Tag 5) sowohl Fto
um zur Plattform zu gelangen. Der grofite Unterschied zwischen den beiden
Versuchsgruppen konnte an Tag 3 ausgemacht werden. Hier waren Fro™"-Miuse mit ca.
20 Sekunden tendenziell schneller in der Lage die Plattform zu finden, als Fto”-Miuse

*+_ als auch

mit ca. 50 Sekunden. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sowohl Fro
Fto"-Miuse in diesem Test ein funktionell uneingeschrinktes Langzeitgedichtnis
aufwiesen und Fto kein entscheidender Faktor fiir die korrekte Funktion des

Langzeitgedichtnisses in Miuse ist.

34. Fto ist ein wichtiger Faktor fiir die Differenzierung und

Reifung von neuronalen Vorliuferzellen im Hippocampus

Sowohl eine Hyperaktivitit der HHN-Achse, als auch Einschrinkungen der kognitiven
Funktionen sind eng mit Verdnderungen im Hippocampus assoziiert. Es konnte bereits
beschrieben werden, dass chronischer Stress zu morphologischen Verédnderungen in Form
von Atrophie im Hippocampus fiihrt, welche darauthin kognitive Dysfunktionen zur
Folge haben (McEwen und Sapolsky, 1995; Lupien et al., 1998). Vor allem Zellen in der
subgranuldren Zone des Gyrus Dentatus reagieren sensitiv auf dullere Faktoren wie Stress
oder andere dullere Reize, sowohl positiver, als auch negativer Natur (Simon et al., 2005;
Schloesser et al., 2010). Die strukturellen Verdanderungen im Hippocampus basieren
hauptsichlich auf Modulationen der Neurogenese, welche sich in der subgranuléren Zone
in verschiedene Abschnitte unterteilen ldsst: Proliferation, neuronale Differenzierung und
Fortbestand, sowie die abschlieBende neuronale Reifung (Christie und Cameron, 2006).

Um zu untersuchen, ob die bisher beschriebenen Auffilligkeiten in Ffo”-Miusen in Form
von Hyperaktivitit der HHN-Achse, erhohte Kortikosteron-Werte, gesteigertes
Angstverhalten, sowie Einschrankungen im Arbeitsgedédchtnis, mit Verdnderungen im
Hippocampus einhergehen, wurde die Proliferation, sowie die Differenzierung der Zellen

**_ und Fto”-Miusen genauer untersucht. Dazu

in der subventrikuldren Zone in Fto
wurden die Tiere mit BrdU behandelt und anschlieBend BrdU-positive Zellen in der
subgranuldren Zone des Hippocampus mittels Immunfluoreszenz-Antikorper detektiert.

Um die Differenzierung und Reifung der proliferierten Zellen zu analysieren, wurde eine
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Immunfluoreszenz-Antikorperfarbung gegen Doublecortin  durchgefiihrt, welches

ausschlieBlich in sich differenzierenden Zellen exprimiert wird.
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Abbildung 3.4: Immunfluoreszenzanalysen zur Quantifizierung der Proliferation und der
Differenzierung von Zellen in der subgranuliren Zone des Hippocampus in Fro™*- und Fto™"-
Mause.

(A) Dargestellt ist die Negativaufnahme der Immunfluoreszenzfirbung gegen BrdU im Gyrus

**_und Fto”"-Méusen. Proliferierte Zellen mit BrdU sind in der Aufnahme schwarz

dentatus von Fto
dargestellt. In der quantitativen Auswertung ist kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der
proliferierten Zellen pro Gyrus Dentatus zu erkennen (n = 3). (B) Dargestellt ist die
Immunfluoreszenzfiarbung gegen DAPI und Doublecortin in der subgranuldren Zone des
Hippocampus von Ffo™*- und Fto”-Miusen. Mit DAPI angefirbte Zellkerne sind in blau und die
mit Doublecortin detektierten sich differenzierenden Zellen in rot dargestellt. Die quantitative
Auswertung zeigt eine hoch signifikant verringerte Anzahl an Doublecortin positiven Zellen in

Fto”- Miusen im Vergleich zu Fro™*-Miusen (n = 4/5; p-Wert = 0,0094)

Die Ergebnisse demonstrieren, dass Fto scheinbar keinen Einfluss auf die
Proliferationsrate der Zellen in der subgranuldren Zone des Hippocampus hat. Sowohl in
Fto™*-, als auch in Fto”-M#usen konnten zwischen 26 und 30 proliferierte Zellen pro
Hippocampus-Schnitt anhand von BrdU detektiert werden (Abbildung 3.4 A). Die
Untersuchung der sich differenzierenden Zellen konnte jedoch einen signifikanten
Unterschied zwischen den beiden Genotypen ausmachen. Die Auswertung der

Doublecortin positiven Zellen ergab, dass deutlich weniger Zellen in der subgranuliren
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Zone von Fto”-Miusen differenziert sind als in Fto™*-Miusen. Wihrend in Fto™"*-
Maiusen ca. 17 % aller Zellen des Gyrus dentatus mit dem Differenzierungsmarker
Doublecortin detektiert werden konnten, sind es in Fro”"-Miusen nur ca. 9 % (Abbildung
3.4 B). Das entspricht nahezu einer Abnahme um den Faktor 2. Dieses Ergebnis
verdeutlicht, dass Fto scheinbar keinen direkten Einfluss auf die Proliferationsrate der
Zellen im Gyrus Dentatus hat, jedoch die Anzahl an differenzierenden Zellen direkt oder

indirekt, z. B. {iber Apoptose, beeinflusst.

3.5. Fto"-Miuse weisen einen mBdnf-Prozessierungsdefekt im

Hippocampus auf

Der Hippocampus ist eine entscheidende Hirnregion fiir kognitive Fahigkeiten. Er
transferiert Informationen aus dem Kurzzeitgedachtnis ins Langzeitgedichtnis, hat eine
wichtige Bedeutung bei der rdumlichen Orientierung und ist in der Induktion und der
negativen Riickkopplung der HHN-Achse beteiligt. Alle bisher in dieser Arbeit oder in
den initialen Studien durchgefiihrten Analysen und aufgewiesenen Auffilligkeiten in
Fto"-Miuse stehen direkt oder indirekt mit dem Hippocampus in Verbindung:
Hyperaktivitdit der HHN-Achse mit erhohten ACTH- und Kortikosteron-Werten,
ausgeprigtes Angstverhalten, sowie teilweise eingeschriankte kognitive Féhigkeiten
(Spychala, 2013). Um zu untersuchen, in wie weit Fto fiir die korrekte Funktion des
Hippocampus verantwortlich ist, bzw. welche molekularen Faktoren durch den Fto-
Verlust verdndert sind und die Funktionen des Hippocampus mdglicherweise
einschriinken, wurde der Hippocampus aus Fto™"- und Fto”-M#usen isoliert und genauer
analysiert. Mittels Western Blot-Analyse wurde das fiir die korrekte Funktion des
Hippocampus und fiir Neuronen wichtigste Neurotrophin ,,Brain-derived neurotrophic

factor* (Bdnf) genauer untersucht.
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Abbildung 3.5: Bdnf-Western Blot-Analysen von Hippocampus-Proteinlysaten aus

Fto™*- und Fto”-Miusen.

(A) Western Blot-Analyse von Hippocampus-Proteinlysaten von Fto™*- und Fto”-Miusen.

Dargestellt ist Aktin als Ladekontrolle sowie die beiden Bdnf-Isoformen mBdnf und

proBdnf. Es ist deutlich zu erkennen, dass die mBdnf-Isoform bei Ffo”-Miusen in

geringerer Menge vorliegt. (B) Dargestellt ist die quantitative Auswertung der Western

Blots fiir mBdnf in Ffo™*- und Fto”"-Mausen in Prozent. Fto”-Miuse zeigen eine hochst-

signifikant geringere mBdnf-Menge als Fro”"-Miuse (n = 6; p-Wert = 8,9x107). (C)

Dargestellt ist die quantitative Auswertung der Western Blots fiir proBdnf in Ffo™*- und

Fto”-Miusen in Prozent. Es liegt kein signifikanter Unterschied in der Proteinmenge vor

(n = 6; p-Wert = 0,39).

Die Ergebnisse zeigen, dass Fto”-Miuse im Hippocampus eine hdchst signifikant

geringere Menge an mBdnf im Vergleich zu Ffo™*-Miusen aufweisen. Prozentual liegt

der mBdnf-Proteinanteil bei Fto”-Miusen nur bei ca. 20 % im Vergleich zum Anteil bei

Fto**-M#usen (Abbildung 3.5 B). Die Menge der Vorlduferform proBdnf scheint im

Hippocampus von Fto™*

- und Fro”"-Miusen unverindert zu sein. Zwar zeigen Fto” -

Miuse durchschnittlich nur ca. 80 % der proBdnf Proteinmenge im Vergleich zu Fro™*-
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Maiusen, jedoch zeichnet sich keine Signifikanz ab (Abbildung 3.5 C). Zusammenfassend
lisst sich sagen, dass das Verhiltnis von proBdnf zu mBdnf im Hippocampus von Fro™ -
Maiusen gestort ist. Da die mBdnf Isoform abhingig von verschiedenen Faktoren durch
unterschiedliche Konvertasen aus der proBdnf Isoform prozessiert wird, deutet die
signifikant geringere Menge an mBdnf bei unverdnderter proBdnf-Menge auf einen

Prozessierungsdefekt im Hippocampus von Fto”"-Miusen hin.

3.6. Der MAPK/Erk-Signalweg ist durch den mBdnf-

Prozessierungsdefekt in Fro”-Hippocampi gestort

Um zu untersuchen, ob der geringere mBdnf-Gehalt im Hippocampus von Fto”"-Miusen
zu molekularen Konsequenzen im Hippocampus fiihrt, wurde einer der wichtigsten
Signalwege untersucht, der durch mBdnf im Hippocampus aktiviert wird. Der
MAPK/Erk-Signalweg wird im Normalfall durch die Aktivierung des mBdnf-Rezeptors
TrkB aktiviert und reguliert darauf hin verschiedene Transkriptionsfaktoren, die fiir das
Wachstum, die Differenzierung und die Funktion von Neuronen verantwortlich sind
(Segal und Greenberg, 1996; Blum und Konnerth, 2005).

Um zu untersuchen, in wie weit die Aktivitit des Signalwegs durch die geringeren
mBdnf-Mengen im Hippocampus von Ffo”-Miusen beeinflusst wird, wurde die Menge
an pMEK1/2 in den Proteinlysaten mittels Western Blot bestimmt. MEK1/2 ist eine
Proteinkinase, welche innerhalb des MAPK/Erk-Signalwegs durch die Proteinkinase Raf
(engl.: rapidly accelerated fibrosarcoma) phosphoryliert wird, wenn der Signalweg durch

die Bindung von mBdnf an TrkB aktiviert wird.
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Abbildung 3.6: pMEK1/2-Western Blot-Analysen von Hippocampus-Proteinlysaten aus
Fto"*- und Fto”"- Miusen.

Dargestellt ist die Western Blot-Analyse mit Aktin als Ladekontrolle und der phosphorylierten
Form von MEK1/2 von Hippocampus-Proteinlysaten aus Fto"*- und Fto”-Miusen. Die
quantitative Auswertung des Western Blots zeigt eine signifikante Reduktion der pMEK1/2-

Menge in den Hippocampus-Proteinlysaten von Fto”-Miusen (n = 4; p-Wert = 0,0279).

Das Ergebnis zeigt eine signifikant geringere Menge der phosphorylierten und damit
aktivierten Form von MEK1/2 im Hippocampus von Fto”-Miusen im Vergleich zu
Fto™*-Miusen. Dabei liegt die relative pMEK1/2-Menge in Ffo”"-Mausen nur bei ca.
35% bezogen auf die Menge in Fro""-Miusen (Abbildung 3.6). Das Ergebnis
demonstriert deutlich, dass der MAPK/Erk-Signalweg im Hippocampus von Fto™-
Miusen eine geringere Aktivitit aufweist als in Ffo™*-Miusen. Dies bestitigt die
Annahme, dass die geringen mBdnf-Mengen im Hippocampus von Fto”-Miusen auch

zu molekularen Konsequenzen fiihren.

73



Ergebnisse

3.7. Der Transkriptionsfaktor Creb wird unabhingig vom

MAPK/Erk-Signalweg in Fto”-Miusen aktiviert

Der Transkriptionsfaktor Creb (engl.: cyclic AMP response element-binding protein) ist
einer der wichtigsten und am besten untersuchten Transkriptionsfaktoren in der Tierwelt
und beim Menschen. Er spielt eine wichtige Rolle in der Regulation von Genen welche
fiir metabolische Prozesse, synaptische Plastizitit und Langzeitpotenzierung, sowie den
Tagesrhythmus der inneren Uhr verantwortlich sind (Liu et al., 1991; Silva et al., 1998;
Kandel, 2001; Gau et al., 2002; Travnickova-Bendova et al., 2002). Die Aktivierung von
Creb erfolgt in unterschiedlichen Zelltypen durch verschiedene duflere Signale, welche
iiber diverse Signalwege letztendlich zu einer Phosphorylierung von Creb fiithren. In
Nervenzellen sind dabei vor allem Neurotransmitter, Neuromodulatoren und
Neurotrophine fiir die Aktivierung von Creb verantwortlich (Shieh et al., 1998; Shaywitz
und Greenberg, 1999; Lonze und Ginty, 2002). Der MAPK/Erk-Signalweg ist eine der
Signaltransduktionskaskaden, welche seine Wirkung durch die Phosphorylierung von
Creb umsetzt (Xing et al., 1996; Deak et al., 1998).

Um zu untersuchen, in wie weit sich die Hypoaktivitdit des MAPK/Erk-Signalweg in
Fto’"-Miusen auch auf die Aktivitit des Transkriptionsfaktor Creb auswirkt, wurde
mittels Western Blot die Menge an phosphoryliertem Creb (pCreb) in Hippocampus-

+/+

Proteinlysaten von Fto**- und Fto”-Méusen analysiert.
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Abbildung 3.7: pCreb-Western Blot-Analysen von Hippocampus-Proteinlysaten aus Fro
und Fto”"- Miusen.

Dargestellt ist die Western Blot-Analyse mit Aktin als Ladekontrolle und der phosphorylierten
Form von Creb von Hippocampus-Proteinlysaten aus Fto"*- und Fto”"-Miusen. Die quantitative
Auswertung des Western Blots zeigt eine signifikante Zunahme der pCreb-Menge in den

Hippocampus-Proteinlysaten von Ffo”-Mausen (n = 10/8; p-Wert = 0,0001).

Das Ergebnis zeigt, dass die Hippocampus-Proteinlysate von Fto”-Miuse eine hdchst
signifikant erhohte Menge an phosphoryliertem Creb im Gegensatz zu Fto™*-M#usen
aufweisen (Abbildung 3.7). Die aktivierte Form des Transkriptionsfaktors ist dabei ca.
um den Faktor 2 in Fto”-M#usen erhdht. Unter der Voraussetzung, dass der MAPK/Erk-
Signalweg in Ffo”-Miusen eine geringere Aktivitit aufweist (siche 3.6), deutet dieses
Ergebnis darauf hin, dass im Hippocampus von Ffo”"-Miusen der Transkriptionsfaktor
Creb nicht primér durch den MAPK/Erk-Signalweg phosphoryliert wird, sondern ein

weiterer Signalweg, die Phosphorylierung von Creb beeinflusst.
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3.8. Externe Stimuli beeinflussen die Stresshormon-Menge und

mBdnf-Mengen in Fro”-Miusen negativ.

Beim Enriched Environment handelt es sich um Haltungsbedingungen mit erhdhter
kognitiver, sensorischer und motorischer Stimulation, welche sowohl Einfluss auf die
neuroendokrine Stressantwort, als auch auf die Neuroplastizitdt und Expressionsmuster
im Hippocampus haben konnen. Verschiedene Studien konnten bereits zeigen, dass
Enriched Environment sowohl die Neurotrophin Menge im Hippocampus beeinflussen
kann (Torasdotter et al., 1998; Pham et al., 1999; Ickes et al., 2000), als auch auf die
Kortikosteron-Werte im Blutplasma wirkt (Emack und Matthews, 2011; Hutchinson et
al., 2012; McQuaid et al., 2013). Dabei scheint vor allem der akute Stresszustand der
Tiere und die korrekte Funktion der HHN-Achse einen bedeutenden Einfluss darauf zu
haben, ob das Enriched Environment eine positive oder negative Wirkung auf diese Werte
umsetzt.

Um zu untersuchen, in wie weit externe Stimuli in Form von Enriched Environment auf
die erhdhten Kortikosteron-Werte und verringerten mBdnf-Werte in Ffo”"-Miusen

**_ als auch Fro”-Tiere fir 6 Wochen unter Enriched

wirken, wurden sowohl Fto
Environment Bedingungen gehalten. AnschlieBend wurden die Kortikosteron-Werte im
Blutplasma und die Bdnf-Menge in den Hippocampus-Proteinlysaten der einzelnen Tiere

analysiert.
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Abbildung 3.8: Kortikosteron-Konzentration im Blutplasma von Fto
unter Standardbedingungen und Enriched Environment.

Mittels Enzym-gekoppeltem Immunadsorptionstest wurde die Kortikosteron-Konzentration im
Blutplasma von Ffo™*- und Fto”-Miuse in ng/ml gemessen (n = 8/8/7/7). Fto”-Mause und die
Miuse aus dem EE zeigen signifikant erhohte Kortikosteron-Werte im Vergleich zu Fro™"-
Miusen unter Standardbedingungen (Standard-Fro"" - Standard-Fro”: p-Wert=0,0391;
Standard-Fto™* - Enriched-Fto"": p-Wert=0,0473; Standard-Fto"" - Enriched-Fto”: p-
Wert = 0,0008). Tendenziell sind die Kortikosteron-Werte der Méuse unter Enriched

Environment héher als die der Méause unter Standardbedingungen.

Die Ergebnisse zeigen, dass unter Standardbedingungen, wie bereits in initialen Studien
gezeigt, Fto”-Miuse einen signifikant erhohten Kortikosteron-Wert aufweisen im
Vergleich zu Fto”"-Midusen (Abbildung 3.8). Dabei entspricht der Wert von ca.
640 ng/ml in Fto”-Miusen mehr als der doppelten Menge an Kortikosteron als in Fto™*-
Miusen mit ca. 280 ng/ml. Die Stimulation von Fto"*- und Fto”-Miusen durch Enriched

Environment fiihrt nur in Fto™"

-Miusen zu einem signifikant erhohtem Kortikosteron-
Wert im Vergleich zu Fto™"-Miusen unter Standardbedingungen. In Fto”"-M#usen
konnte zwar ein tendenziell erhdhter Kortikosteron-Wert in der Enriched Environment
Gruppe ermittelt werden, dieser zeigte jedoch keine Signifikanz im Vergleich zu Fro™-
Maiusen unter Standardbedingungen (p-Wert = 0,3159). Innerhalb der Enriched

/4

Environment-Gruppe konnte ebenfalls keine signifikante Differenz zwischen Fro™ - und

Fto”"-Miusen analysiert werden (p-Wert = 0,0960).
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Abbildung 3.9: Bdnf-Western Blot-Analysen von Hippocampus-Proteinlysaten aus Fro™*-

und Fto”-Miusen unter Standardbedingungen und Enriched Environment.

(A) Western Blot-Analyse von Hippocampus-Proteinlysaten von Ffo™*- und Fto”-Miusen.

Dargestellt ist Aktin als Ladekontrolle sowie die beiden Bdnf Isoformen mBdnf und proBdnf. Es

ist deutlich zu erkennen, dass die mBdnf-Isoform sowohl unter Standardbedingungen, als auch
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unter Enriched Environment bei Ffo”-Miusen in geringerer Menge vorliegt. (B) Dargestellt ist

+/+

die quantitative Auswertung der Western Blots fiir proBdnf in Ffo""- und Fto”-Miusen in

Prozent. Es liegt kein signifikanter Unterschied in der Proteinmenge vor (n = 3/3/3/3).
(C) Dargestellt ist die quantitative Auswertung der Western Blots fiir mBdnf in Fro™*- und
Fto”-Miusen in Prozent. Fto”-Miuse zeigen sowohl unter Standardbedingungen, als auch unter
Enriched Environment eine signifikant geringere mBdnf Menge als Fto™*-Miuse (n = 3/3/3/3;
Standard-Ffo™* - Standard-Ffo”: p-Wert=0,0090; Enriched-Ffo"”* - Enriched-Fto™:
p-Wert = 0,0095).

Die Western Blot-Analysen demonstrieren, dass sowohl unter Standardbedingungen, als
auch unter Enriched Environment Ffo”"-Miuse im Vergleich zu Fto™"-Miusen eine
signifikant geringere Menge der mBdnf-Isoform im Hippocampus aufweisen (Abbildung
3.9 C). Dabei beliuft sich der mBdnf-Gehalt in Fto”"- Miusen nur auf ca. 1/3 der Menge
in Fto™*-Miusen. Vergleicht man die beiden Versuchsgruppen untereinander, zeigt sich,

*/+_ als auch Ffo”-Méuse durch Enriched Environment eine tendenziell

dass sowohl Fro
geringere Menge an mBdnf im Hippocampus aufweisen (Abbildung 3.9 C). Beziiglich
der proBdnf Isoform lésst sich weder zwischen den Genotypen noch zwischen den beiden
Versuchsgruppen eine Differenz ausmachen (Abbildung 3.9 B).

Das Ergebnis deutet darauf hin, dass externe Stimuli in Form von Enriched Environment
in dieser Versuchsgruppe einen eher negativen Effekt fiir die Physiologie der Tiere hat,
welcher sowohl die Stresswerte, als auch die Neurotrophin-Mengen im Hippocampus
beeinflusst. Dabei fillt auf, dass die erhohten Kortikosteron-Werte, als auch die

verringerten mBdnf-Werte im Hippocampus in der Enriched Environment-Gruppe

sowohl bei Fro”-Méusen als auch bei Fro™"-Miusen zu beobachten waren.

3.9. Fto beeinflusst die Prozessierung von Bdnf iiber die Matrix-

Metalloproteinase-9

Die im Hippocampus von Ffo”"-M#usen quantifizierten, geringeren Mengen an mBdnf
und die unverdnderten proBdnf-Mengen deuten an, dass Fto einen Einfluss auf die
Prozessierung von Bdnf hat. Wie bei vielen Neurotrophinen wird die Prozessierung von
Bdnf durch verschiedene Proteasen und Konvertasen realisiert. (Mowla et al., 1999; Lee

et al., 2001; Pang et al., 2004).
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb der Proteingehalt der wichtigsten Proteasen und
Konvertasen, welche an der Prozessierung von Bdnf im Hippocampus beteiligt sind

mittels quantitativer Real-Time PCR und Western Blot in Ffo™*- und Fto”-Miusen

analysiert.
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Abbildung 3.10: Western Blot-Analysen von Hippocampus-Proteinlysaten aus Fro™*- und
Fto”-Miusen fiir PC1/3 und Furin.

Dargestellt sind die Western Blot-Analysen fiir (A) PC1/3 und (B) Furin jeweils mit Aktin als
Ladekontrolle von Hippocampus-Proteinlysaten aus Ffo**- und Fto”-Méusen (n = 3). In keinem

Fall war ein signifikanter Unterschied in der Proteinmenge auszumachen.

Die fiir die intrazelluldre Prozessierung von Bdnf verantwortlichen Konvertasen PC 1/3
und Furin zeigen keine Unterschiede beziiglich der Proteinmenge im Hippocampus von
Fto™*- und Fto”-Miusen (siche Abbildung 3.10). Auch das Proenzym Plasminogen,
welches eine Vorlduferform der extrazelluldr-Bdnf-prozessierenden Peptidase Plasmin
darstellt, ist in seiner Proteinmenge im Hippocampus der Fro""- und Fto”-Miuse
unverdndert (siche Abbildung 3.11). Timpl (engl.: tissue inhibitors of
metalloproteinases) gilt als wichtigster Inhibitor von Matrix-Metalloproteinasen (Mmp),
welche ebenfalls an der extrazelluldren Prozessierung von proBdnf zu mBdnf beteiligt
sind. Ebenso wie fiir Plasminogen, Furin und PC1/3 zeigte die Western Blot-Analyse von

Timpl keine Unterschiede in der Proteinmenge im Hippocampus von Fro™*- und
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Fto”-Miusen, was einen Einfluss von Fto auf diese Konvertasen und Proteasen

ausschliefit (Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11: Western Blot-Analysen von Hippocampus-Proteinlysaten aus Ffo”*- und

Fto”-Miusen fiir Plasminogen und Timpl.
Dargestellt sind die Western Blot-Analysen fiir (A) Plasminogen und (B) Timp! jeweils mit Aktin als
Ladekontrolle von Hippocampus-Proteinlysaten aus Ffo™*- und Fto”-Miusen (n = 3). In keinem Fall

war ein signifikanter Unterschied in der Proteinmenge auszumachen.

Fiir Matrix-Metalloproteinasen konnte bereits beschrieben werden, dass sie proBdnf zu
mBdnf prozessieren und wichtige Regulatoren fiir die neuronale Plastizitit und die
Funktion des Hippocampus sind (Szklarczyk et al., 2002; Bozdagi et al., 2007; Huntley,
2012).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb die Expression und der Proteingehalt der drei
wichtigsten Matrix-Metalloproteinasen im Hippocampus mittels quantitativer Real-Time

PCR und Western Blot in Ffo™*- und Fto”"-Miusen analysiert.
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Abbildung 3.12: Expressionsanalysen fiir Mmp-3, Mmp-7 und Mmp-9 mittels quantitativer
Real-Time PCR im Hippocampus von Fro**- und Fto”-Miusen.

Dargestellt sind die Ergebnisse der quantitativen Real-Time PCR zur Bestimmung der
Expressionsmengen von (A) Mmp-3, (B) Mmp-7 und (C) Mmp-9 im Hippocampus von Fto™"-
und Fto”-Miusen. Wihrend sich die Expression von Mmp-3 und Mmp-7 zwischen den beiden
Genotypen nicht unterscheidet, ist die Expression von Mmp-9 im Hippocampus von Ffo”-

Miusen signifikant reduziert im Vergleich zu Fro™*-Miusen (n = 6/7; p-Wert = 0,0083).

Die quantitativen Real-Time PCR-Analysen zeigen, dass die RNA der beiden Matrix-
Metalloproteinasen Mmp-3 und Mmp-7 keinen signifikanten Unterschied zwischen
Fto"*-und Fto”-Miusen in der Expression aufweist (Abbildung 3.12 A + B). Lediglich
bei der RNA der Matrix-Metalloproteinasen 7 deutet sich eine Tendenz der erhohten
Expression in Ffo”-Tieren an (p-Wert = 0,09). Die Untersuchung der RNA der Matrix-
Metalloproteinasen 9 demonstriert jedoch eine hoch signifikant geringere Expression im
Hippocampus von Fto”-Méausen im Vergleich zu Fto™*-Miusen (Abbildung 3.12 C).
Diese belduft sich nur auf ca. 70 % der Expression im wildtypischen Genotyp. Das
Ergebnis gibt einen ersten Hinweis darauf, dass Mmp-9 ein Faktor sein konnte, welcher
fiir die verringerte Prozessierung von proBdnf zu mBdnf in Fto”-Mausen verantwortlich
ist.

Um dieses Ergebnis zu konkretisieren, wurde mittels Western Blot die Proteinmenge von
Mmp-7, welche eine Tendenz zur hdoheren Expression zeigt und Mmp-9, welche

signifikant geringer exprimiert wird, im Hippocampus von Fto""- und Fto”-M#usen

untersucht.
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Abbildung 3.13: Western Blot-Analysen von Hippocampus-Proteinlysaten aus Fto”*- und
Fto”-Miusen fiir Mmp-7 und Mmp-9.

Dargestellt sind die Western Blot-Analysen fiir (A) Mmp-7 und (B) Mmp-9 jeweils mit Aktin als
Ladekontrolle von Hippocampus-Proteinlysaten aus Fto™*- und Fto”-Miusen (n = 3). (A) Die
Proteinmenge an Mmp-7 zeigt keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Genotypen.
(B) Die Menge an Mmp-9 ist hoch signifikant reduziert im Hippocampus von Fto”-Miusen
(p-Wert = 0,0084).

Beziiglich der Proteinmenge ldsst sich durch den Western Blot eine hoch signifikant
verringerte Menge an Mmp-9 im Hippocampus von Ffo”-Miusen nachweisen
(Abbildung 3.13 B). Dabei betriigt die Mmp-9 Menge in Fto”-Miusen nur ca. 60 % der
Normalmenge in Ffo™*-Mausen. Beziiglich der Mmp-7 Menge zeigt sich im Western
Blot kein signifikanter Unterschied, auch wenn eine tendenziell geringere Menge an
Mmp-7 im Hippocampus von Fto”-Miuse festzustellen ist (Abbildung 3.13 A; p-Wert =
0,1692).

Die Western Blot-Analysen bestitigen die Ergebnisse der quantitativen Real-Time PCR
fiir Mmp-9. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl auf Expressionsebene, als auch auf
Proteinebene signifikant weniger Mmp-9 im Hippocampus von Ffo”-M#usen vorhanden

ist. Somit scheint eine Abhdngigkeit zwischen Fto und Mmp-9 zu bestehen, welche unter
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anderem fiir die verringerte Prozessierung von proBdnf zu mBdnf in Fto”-Miusen

verantwortlich ist.
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4. Diskussion

4.1. Fto ist ein wichtiger Faktor fiir die Funktion der

neuroendokrinen Stressantwort

Die HHN-Achse stellt den wichtigsten Regelkreis flir die hormonelle Reaktion eines
Korpers auf physische oder psychische Stressoren dar. Thre Funktion ist es, neuronale
Reize in hormonelle Signale umzuwandeln, welche darauthin verschiedene Prozesse im
Korper der vorliegenden Situation anpassen. Dabei veranlassen neuronale Reize aus dem
limbischen System den Hypothalamus das Hormon CRH freizusetzen, welches darauthin
die Hypophyse stimuliert. Diese wiederrum gibt das Hormon ACTH in den Blutkreislauf
ab. ACTH wirkt auf die Nebennierenrinde und regt die Sekretion von Glukokortikoiden,
Mineralokortikoiden und Sexualhormonen an. Vor allem die Glukokortikoide sind fiir die
Stressantwort von entscheidender Bedeutung. Sie vermitteln pleiotrope Effekte in
verschiedenen Teilen des Korpers, um auf den Stressor zu reagieren. Dazu zéhlt vor allem
eine erhohte Energiebereitstellung durch Aktivierung der Glukoneogenese und Lipolyse,
sowie die Immunsuppression. Glukokortikoide vermitteln aulerdem eine hemmende
Wirkung auf die Teile des limbischen Systems, welche die Stressreaktion ausgelost
haben. Dadurch ist gewéhrleistet, dass sobald auf einen Stressor reagiert wurde, der
Organismus in seine urspriingliche Homdostase zuriickkehren kann.

Erste Analysen konnten zeigen, dass Fro”"-Miuse signifikant erhohte Kortikosteron-
Werte im Blutplasma aufweisen (Abbildung 9.1). Um zu untersuchen, ob diese erhéhten
Werte die Auswirkung einer Hyperaktivierung der HHN-Achse sind, wurde im Rahmen
dieser Arbeit das Hormon ACTH im Blutplasma von Fto”- und Fto™"-Miusen
quantifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass Fro”-Miuse signifikant hohere ACTH-
Werte im Blutplasma aufweisen als Fro™"-Tiere (siche Abbildung 3.1). Dieses Ergebnis
demonstriert, dass der Verlust von Fto zu einer Hyperaktivierung der HHN-Achse fiihrt,
was eine vermehrte Sekretion von Kortikosteron bedingt. Einige phénotypische
Auffilligkeiten von Fto”-Mausen konnten durch diese HHN-Achsen-Hyperaktivierung
verursacht werden. So konnte beschrieben werden, dass chronischer Stress bei Nagetieren
zu verringertem Wachstum und geringerem Geburtsgewicht flihrt, sowie zu einem
verminderten Explorationsverhalten und gesteigerter Angstlichkeit (Poltyrev et al., 1996;
Cabrera et al., 1999; Weinstock, 2005). Bei Fto”-Mausen konnte bereits 2 Tage nach der

Geburt ein geringeres Gewicht und eine Wachstumsretardation festgestellt werden
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(Fischer et al., 2009). Ebenso konnte in vorrangegangenen Studien zu dieser Arbeit
gezeigt werden, dass Ffo”-Miuse ein verringertes Explorationsverhalten und eine
signifikant gesteigerte Angstlichkeit aufweisen (siche Abbildung 8.2 und Abbildung 8.3).
In zahlreichen Studien konnte nachgewiesen werden, dass eine dauerhafte Exposition von
Stress zu einer Schwichung des Immunsystems fiithrt und die Anfilligkeit gegeniiber
Infektionen und die Ausbreitung von Tumoren begiinstigt (Stefanski und Ben-Eliyahu,
1996; Zen et al., 2011). Auch zeigen Studien, dass eine Hyperaktivierung der HHN-Achse
negative Auswirkungen auf die Reproduktionsfdhigkeit hat (Sapolsky et al., 2000).
Sowohl eine erhohte Sterblichkeit, als auch eine stark eingeschriankte Reproduktion
konnte in Ffo”-Miusen in bisher unverdffentlichten Studien in unserem Institut
nachgewiesen werden. Die erhohte Sterblichkeit in Ffo”"-Mausen konnte also eine Folge
der durch Stress ausgelosten Schwéichung des Immunsystems sein. Ebenso konnte die
Hyperaktivierung der HHN-Achse die Ursache fiir die eingeschrinkte Reproduktion in
Fto”"-Miusen sein. All diese Ergebnisse untermauern den Zusammenhang zwischen Fto
und der chronischen Hyperaktivierung der HHN-Achse.

Neben diesen physiologischen Auswirkungen fiihren erhohte Glukokortikoide und
chronischer Stress auch im zentralen Nervensystem zu teils erheblichen
Einschrankungen. So kann die Gehirnentwicklung durch erhdhte Glukokortikoide
negativ beeinflusst werden und vor allem Teile des limbischen Systems, welche fiir die
negative Riickkopplung der HHN-Achse verantwortlich sind, konnen geschidigt werden
(Diamond et al., 1992; Liston und Gan, 2011). Dabei gilt speziell der Hippocampus als
wichtigster Bestandteil des limbischen Systems fiir die negative Riickkopplung, da er eine
besonders hohe Dichte an Mineralokortikoidrezeptoren und Glukokortikoidrezeptoren
aufweist, welche bei einer Aktivierung tiber multisynaptische Signale repressiv auf die
Freisetzung von CRH im Hypothalamus wirken (Reul und de Kloet, 1985; Radley und
Sawchenko, 2011). Durch chronisch erh6hte Glukokortikoide kommt es im Hippocampus
zu einer dauerhaften Aktivierung der Glukokortikoidrezeptoren, was eine verringerte
Expression von diesen in den Zellen auslost. Dies fiihrt zu einer weiteren
Beeintrachtigung der negativen Riickkopplung und 16st einen selbsterhaltenden negativen
Kreislauf aus, welcher in einer Dysregulation der HHN-Achse resultiert (Kitchener et al.,
2004). Aus diesem Grund konnen chronisch erhdhte Glukokortikoide langfristig zu
strukturellen und zelluldiren Schidden in Form von Atrophie der Dendriten oder der
neuronalen Plastizitdt im Hippocampus flihren (Sapolsky et al., 1990; Sousa et al., 2000;

Liston und Gan, 2011). Auch konnte gezeigt werden, dass chronisch erhdhte
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Glukokortikoide die Mdoglichkeit der Glukoseverwertung im Hippocampus reduzieren
und damit die Neuronen anfélliger fiir metabolische Schiden machen (Virgin et al., 1991;
Lawrence und Sapolsky, 1994). Dies fiihrt im schlimmsten Fall zur Excitotoxizitit, also
dem Zelltod in Folge von Reiziiberflutung (Roy und Sapolsky, 2003). All diese
Erkenntnisse zeigen den direkten und indirekten Einfluss einer HHN-Achsen-
Dysregulation auf den Hippocampus. Aus diesem Grund wurde dieser in Fzo”"-Miusen

im Rahmen dieser Arbeit genauer beziiglich seiner Morphologie und Funktion untersucht.

4.2. Fto beeinflusst die Zelldifferenzierung und Kkognitive

Leistungsfiahigkeit des Hippocampus

In wie weit sich die HHN-Achsen-Dysregulation mit erhohten Kortikosteron-Werten in
Fto”"-Miusen auf den Hippocampus auswirkt, wurde in dieser Arbeit anhand von zwei
verschiedenen Gedichtnis-Tests und histologischen Analysen evaluiert. In den
histologischen Untersuchungen konnte ein geringerer Anteil an Doublecortin-positiven
Zellen im Hippocampus von Fto”-M#usen nachgewiesen werden (siche Abbildung 3.4
B). Der Anteil an BrdU positiven Zellen scheint im Gegensatz dazu nicht verdndert zu
sein (siche Abbildung 3.4 A). Zu Beginn dieser Arbeit waren keine Konsequenzen einer
Fto™"-Defizienz fiir den Hippocampus beschrieben. Vor wenigen Wochen konnten Li und
Kollegen erstmals in Fzo”"-Mausmutanten beschreiben, dass Fto eine wichtige Rolle in
der adulten Neurogenese des Hippocampus hat (Li et al., 2017). So konnte die Gruppe
ebenfalls eine geringere Anzahl an Doublecortin positiven Zellen im Hippocampus
nachweisen, stellte diese Anzahl jedoch nicht ins Verhéltnis mit der Gesamtanzahl an
Zellen im Hippocampus. Da Fro”-Miuse jedoch einen geringeren Korperwuchs
aufweisen, ist davon auszugehen, dass sie generell eine geringere Anzahl an Zellen und
damit auch eine geringere Anzahl an Doublecortin positiven Zellen im Hippocampus
aufweisen. Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurden die Doublecortin positiven
Zellen ins Verhéltnis mit der Gesamtzellzahl des Hippocampus gesetzt (siche Abbildung
3.4 B). Da Doublecortin nur wihrend der Differenzierung von neuronalen
Vorlduferzellen zu adulten Neuronen exprimiert wird, gibt das Ergebnis Grund zu der
Annahme, dass Fro”-Miuse eine gestorte Zelldifferenzierung im Hippocampus
aufweisen. Dieser Differenzierungsdefekt konnte eine direkte Folge der chronisch

erhdhten Kortikosteron-Menge in Fro”-Méiusen sein. Es konnte bereits gezeigt werden,
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dass Kortikosteron direkt die Differenzierung von Vorlduferzellen im Hippocampus
beeinflusst. Auch wurde nachgewiesen, dass durch hohe Kortikosteron-Mengen die
korrekte Integration der reifenden Neuronen in den Gyrus dentatus eingeschrinkt ist
(Workman et al., 2015). Diese strukturellen Schiden gehen meist einher mit verringerten
kognitiven Funktionen, sowie psychischen Erkrankungen. Fiir Ffo”-Miuse konnte
bereits evaluiert werden, dass diese eine signifikant erhdhte Angstlichkeit aufweisen
(sieche Abbildung 8.2 und Abbildung 8.3) (Spychala, 2013). Verschiedene Gruppen
konnten zeigen, dass diese psychische Stérung oft im Zusammenhang mit einer
verringerten Anzahl an Doublecortin-positiven Zellen im Hippocampus und damit einer
eingeschrinkten Differenzierung der Neuronen steht (Sahay et al., 2011; Lee et al., 2016).
Somit kénnte die erhohte Angstlichkeit in Fto”-Miusen eine Kausalitit der
eingeschriankten neuronalen Differenzierung im Hippocampus sein. In wie weit Fto fiir
diese Prozesse direkt oder indirekt verantwortlich ist und ob diese Auffilligkeiten
sekundére Effekte einer Fto-Defizienz sind ldsst sich anhand der Ergebnisse nicht sagen.
Beziiglich der Funktion von Fto als RNA-Demethylase gibt es bis zum heutigen Zeitpunkt
keine konkreten Daten, welche einen Einfluss von RNA-Methylierung auf die neuronale
Differenzierung im Hippocampus, die erhdhte Angstlichkeit oder die Dysregulation der
HHN-Achse zeigen. Es wurden jedoch andere epigenetische Modifikationen beschrieben,
welche direkt Einfluss auf die oben beschriebenen Ausprigungen haben. So konnte
gezeigt werden, dass Depressions-dhnliche Verhaltensmuster wie Angststorungen
epigenetisch reguliert werden konnen. Eine Studie an Mausen konnte demonstrieren, dass
Inhibitoren von DNA-Methyltransferasen positiv auf diese Verhaltensstorungen wirken
(Sales und Joca, 2016). Fto konnte folglich dhnlich wie die DNA-Methyltransferase-
Inhibitoren positiv auf psychologische Zustinde wirken, indem es auf RNA-Ebene
involvierte mRNAs demethyliert. Dies wiire eine Erklirung fiir die erhdhte Angstlichkeit
von Fto”"-Miusen im EPM und CET (siehe Abbildung 8.2 und Abbildung 8.3). Auch
konnte fiir die HHN-Achse eine epigenetische Regulation nachgewiesen werden. Auf
Ebene der DNA-Methylierung wurde demonstriert, dass der Promotor des CRHs in
chronisch gestressten Ratten im Nucleus paraventricularis hypermethyliert ist, was den
Einfluss von epigenetischen Modifikationen auf die HHN-Achse belegt (Sterrenburg et
al., 2011). Da Fto eine RNA-Demethylase ist, konnte die HHN-Achse durch Fto auch auf
RNA-Ebene beeinflusst werden. So konnten in Fro”-Mausen hypermethylierte RNAs
von HHN-Achsen spezifischen Genen zu einer Dysfunktion dieser flihren und den

gestressten Phénotyp mit erhdhten ACTH- und Kortikosteron-Werten bedingen (siche
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Abbildung 3.1 und Abbildung 8.1). Vor allem die erhohten Kortikosteron-Werte kdnnten
darauf hin durch die Bindungen an Glukokortikoidrezeptoren die Differenzierung von
Vorlauferzellen im Hippocampus negativ beeinflussen.

Neben diesen morphologischen Auswirkungen fithren erhohte Glukokortikoide
langfristig zu einer Einschrinkung der kognitiven Féhigkeiten im Hippocampus (de
Quervain et al.,, 1998; Coburn-Litvak et al., 2003). Auch wurde ein gesteigertes
Angstverhalten mit verringerten kognitiven Funktionen assoziiert (Papaleo et al., 2011).
In dieser Arbeit wurde deshalb sowohl das Langzeitgedichtnis, als auch das
Arbeitsgediichtnis von Ffo”-Miusen in zwei unabhingigen Verhaltenstests analysiert.
Die Ergebnisse des Radial Arm Maze konnten demonstrieren, dass Fzo”"-Miuse sowohl
mehr Zeit bendtigten, um die gestellte Aufgabe zu bewiltigen, als auch mehr Versuche
bendtigen und mehr Fehler begingen als Fro™"-Miuse (sieche Abbildung 3.2). Da die
bendtigte Zeit als Faktor auch von der physischen Verfassung der Miuse beeinflusst wird,
lasst sich durch dieses Ergebnis allein noch keine konkrete Aussage zum Einfluss von Fto
auf das Arbeitsgeddchtnis treffen. Die linger benétigte Zeit der Ffo”"-Mause konnte auch
durch die fiir Fto”-Mause beschriebene kleinere KorpergroBe oder durch motorische
Einschrinkungen verursacht werden. Die Tatsache, dass Fto”-Miuse im Vergleich zu
Fto**-M#usen mehr als doppelt so viele Fehler in dem Test machten, demonstriert
deutlich, dass Fto”-Méuse ein signifikant eingeschrinktes Arbeitsgedichtnis haben. Um
zu untersuchen, in wie weit die Funktion des Langzeitgedichtnisses in Ffo”"-Miusen
eingeschrinkt ist, wurde auBlerdem ein Morris Water Maze Test durchgefiihrt. Im
Gegensatz zum Radial Arm Maze zeigten Fto”-Miuse in diesem Test keine
Auffilligkeiten und waren ebenso wie Fro™"-Miuse in der Lage sich die Position der
Plattform iiber einen Zeitraum von 5 Tagen zu merken (siche Abbildung 3.3). Diese
Ergebnisse demonstrieren, dass Fto zwar fiir die korrekte Funktion des
Arbeitsgedichtnisses notig ist, jedoch keinen Einfluss auf das Langzeitgedichtnis in
Maiusen hat. Dieses Ergebnis konnte damit zusammenhdngen, dass fiir das
Arbeitsgedichtnis vor allem der Hippocampus von entscheidender Bedeutung ist,
wihrend fiir das Langzeitgeddchtnis verschiedene Hirnareale verantwortlich sind. So
konnte gezeigt werden, dass der mediale préifrontale Kortex ebenfalls fiir das
Erinnerungsvermdgen wichtig ist, wobei der Hippocampus primér fiir den Abruf kiirzlich
generierter Erinnerungen aktiviert ist, wihrend der priafrontale Kortex vor allem fiir den
Abruf weiter entfernterer Erinnerungen aktiviert zu sein scheint (Frankland et al., 2004;

Takashima et al., 2006). Sowohl die Ergebnisse der morphologischen Untersuchung des
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Hippocampus (siche Abbildung 3.4), als auch die Analysen der HHN-Achse mit erhdhten
Kortikosteron-Werten (siche Abbildung 8.1), legen nahe, dass der Hippocampus in
Fto”"-Miusen stark belastet und seine Funktion beeintrichtigt ist. Dies konnte eine
Erklidrung dafiir sein, dass in Ffo”-M#usen nur das Arbeitsgeddchtnis und nicht das
Langzeitgedichtnis eingeschrénkt ist. So konnten verschiedene Studien zeigen, dass der
Hippocampus zwar fiir das Arbeitsgeddchtnis zwingend benétigt wird, jedoch fiir das
Abrufen lidnger vergangener Erinnerungen nicht von entscheidender Bedeutung ist
(Takehara et al., 2003; Maviel et al., 2004). Neben der Tatsache, dass durch die erhdhten
Kortikosteron-Werte und die eingeschrinkte Zelldifferenzierung im Hippocampus das
Arbeitsgediichtnis in Ffo”"-Miusen auf sekundire Weise eingeschrinkt ist, konnte Fto
auch direkt eine wichtige Rolle in der kognitiven Leistungsfahigkeit des Hippocampus
haben. So konnte zumindest fiir den priafrontalen Kortex gezeigt werden, dass
verschiedene mRNAs, von fiir die neuronale Plastizitdt verantwortlichen Genen einen
erhdhten Anteil an m®A im Bereich des Stopp-Codons besitzen (Widagdo et al., 2016).
Weitere Analysen konnten zeigen, dass Fto im priafrontalen Kortex im direkten
Zusammenhang mit durch Angst induziertem Erinnerungsvermdgen steht (Widagdo et
al., 2016). Somit konnte Fto auch im Hippocampus durch die epigenetische Regulation
von mRNAs bestimmter Gene fiir die neuronale Plastizitit auf die kognitive

Leistungsfahigkeit wirken.

4.3. Fto beeinflusst die extrazelluliare Prozessierung von proBdnf

zu mBdnf im Hippocampus

Neben den hormonellen und morphologischen Einfliissen gibt es weitere wichtige
Faktoren, welche fiir die korrekte Funktion, die Morphologie und die Entwicklung des
Hippocampus von entscheidender Bedeutung sind. Der wichtigste ist das Neurotrophin
Brain-derived neurotrophic factor (Bdnf). Bdnf gilt als wichtigstes Neurotrophin fiir den
Hippocampus, da es durch die Aktivierung unterschiedlicher Signalwege dessen
Leistungsfahigkeit und Funktionen stark beeinflusst. Dabei ist entscheidend, in welcher
Isoform Bdnf im Hippocampus vorliegt. Das synthetisierte Vorlauferprotein proBdnf
vermittelt iiber seinen Rezeptor p75N™® Apoptose und Zellzyklusarrest, wihrend die
prozessierte mBdnf Isoform iiber ihren Rezeptor TrkB eine neuroprotektive Wirkung

vermittelt, welche sich positiv auf die neuronale Plastizitit und damit die kognitive
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Leistungsfahigkeit auswirkt (Neeper et al., 1995; Linnarsson et al., 1997; Bramham und
Messaoudi, 2005; Teng et al., 2005; Woo et al., 2005). Aufgrund der gegensitzlichen
Wirkung von proBdnf und mBdnf stellt die Regulation der Prozessierung von Bdnf einen
moglichen neuen Ansatzpunkt fiir die Behandlung neurologischer Erkrankungen dar. Zu
Beginn dieser Dissertation waren keine Zusammenhdnge zwischen Bdnf und Fto
beschrieben. Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von Fto in
humanen Neuroblastom-Zellen indirekt die Expression von Bdnf beeinflussen kann und
dass die Bdnf-Expression im Hippocampus von Fto”-Méiusen verringert ist (Lin et al.,
2014; Li et al, 2017). Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen konnte in den
vorangegangenen Analysen eine signifikant geringere Expression von Bdnf im
Hippocampus der Ffo”"-Miuse nachgewiesen werden (siche Abbildung 8.4) (Spychala,
2013). In den weiterfithrenden Analysen im Rahmen dieser Dissertation konnte darauf
hin mittels Western Blot evaluiert werden, dass ein signifikant geringerer Anteil der
mBdnf-Isoform im Hippocampus von Fto”-Miusen vorliegt, wihrend die Menge der
proBdnf-Isoform unverédndert ist (siche Abbildung 3.5). Dieses Ergebnis deutet darauf
hin, dass die posttranslationale proteolytische Prozessierung von Bdnf abhdngig von Fto
im Hippocampus beeinflusst wird. Analysen verschiedener Proteine, welche fiir die
Prozessierung von Bdnf verantwortlich sind, konnten zeigen, dass im Hippocampus von
Fto”"-Miusen die Matrix-Metalloproteinasen 9 sowohl eine verringerte Expressionsrate,
als auch eine verringerte Proteinmenge aufweist (siche Abbildung 3.12 und Abbildung
3.13) Analysen der weiteren Matrix-Metalloproteinasen Mmp-3 und Mmp-7 zeigten
keinen signifikanten Unterschied abhidngig vom Genotyp (siche Abbildung 3.12 und
Abbildung 3.13). Auch waren andere, fiir die Prozessierung von Bdnf verantwortliche
Proteine in ihrer Proteinmenge im Hippocampus unverindert. So konnte gezeigt werden,
dass die fiir die intrazelluldre Prozessierung verantwortliche Endoprotease Furin und
Proproteinkonvertase 1 und 3, sowie das fiir die extrazellulire Prozessierung
verantwortliche Plasminogen und der direkte Inhibitor der Mmps TIMP1 (engl.: tissue
inhibitor of metalloproteinases) im Western Blot keine signifikanten Unterschiede in der

*. und Fto”-Miusen aufweisen (siche

Proteinmenge im Hippocampus von Ffo
Abbildung 3.11 und Abbildung 3.10). Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass die verringerte
Menge an mBdnf im Hippocampus von Fto”-Miusen mit groBer Wahrscheinlichkeit ein
Resultat der verringerten Menge an Mmp-9 ist. In wie weit Fto direkt oder indirekt fiir
die verringerte Menge an Mmp-9 verantwortlich ist, 14sst sich anhand der Analysen nicht

eindeutig kldren. Bis zum jetzigen Zeitpunkt konnte nur auf DNA-Ebene gezeigt werden,
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dass epigenetische Modifikationen die Expression von Mmp-9 beeinflussen. So fiihrte
die Behandlung einer Lymphomzelllinie mit einem DNA-Methylierungs-Inhibitor zu
einer verringerten Methylierung des Mmp-9 Promotors, was eine erhohte Expression von
Mmp-9 zu Folge hatte (Chicoine et al., 2002). Die Abwesenheit von Fto als Demethylase
in Fto”-Miusen konnte demnach zu einer vermehrten Methylierung der Mmp-9-mRNA
filhren, welche sich darauthin negativ auf die Translation auswirkt. Sowohl fiir den
Menschen, als auch fiir die Maus konnten bis zum jetzigen Stand verschiedene mdogliche
mPA-Seiten auf der Mmp-9-mRNA vorhergesagt werden. Wihrend bei der Maus auf
jedem der 13 Mmp-9-Exons m®A-Methylierungen vermutet werden, konnten beim
Menschen bis jetzt nur auf Exon 9, 10 und 11 mdgliche m°®A-Seiten prognostiziert werden
(Liu et al., 2015). Diese stellen potenzielle Ansatzpunkte fiir Fto dar, um tiiber die
Demethylase-Funktion die Menge an Mmp-9 im Hippocampus zu beeinflussen. Neben
dieser direkten Moglichkeit von Fto Mmp-9 zu regulieren und damit die Prozessierung
von Bdnf zu beeinflussen, konnte die Menge an Mmp-9 im Hippocampus von
Fto”"-Miusen auch indirekt beeinflusst werden. Das Mmp-9-Gen weist im Gegensatz zu
anderen Matrix-Metalloproteinase-Genen ein NFxB-Cis-Element in seiner Promotor-
Region auf (Sato und Seiki, 1993). Studien evaluierten, dass eine Fro-Uberexpression in
Zellen zu einer Aktivierung von NF«B fiihrt, wihrend in Fro”"-Miusen die Aktivitit von
NF«B im Hypothalamus verringert ist (Fan et al., 2015; Tung et al., 2015). Die verringerte
Menge an Mmp-9 im Hippocampus von Fto”-Miusen konnte folglich aus einer
geringeren Aktivitit von NFkB resultieren. Eine weitere Ursache fiir die gestorte
Prozessierung von proBdnf zu mBdnf im Hippocampus von Fto”-Miusen konnte der
chronisch erhohte Kortikosteronspiegel im Blutplasma sein (sieche Abbildung 8.1). Neben
den Auswirkungen von Kortikosteron auf die kognitive Leistungsfahigkeit des
Hippocampus, konnten einige Studien demonstrieren, dass Kortikosteron die
proteolytische Prozessierung von Bdnf negativ beeinflusst. So zeigten Dong und
Kollegen, dass Kortikosteron die Proproteinkonvertase 1 reprimiert, wiahrend Gelehrter
und Kollegen nachwiesen, dass Glukokortikoide die Funktion von Plasminogen
inhibieren (Gelehrter et al., 1987; Dong et al., 1997). Sowohl die erhohten Kortikosteron-
Mengen, als auch die verringerten Mengen an mBdnf sind Indikatoren fiir ein depressives
Verhalten (Halbreich et al., 1985; Cunha et al., 2006). Fiir Enriched Environment (EE)
konnte nachgewiesen werden, dass es sich positiv auf die Bdnf-Menge, sowie auf die
Lernfahigkeit und kognitive Fahigkeiten auswirkt (Tang et al., 2001; Lee et al., 2003;

e

Rossi et al., 2006). Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser Dissertation Ffo™ " - und
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Fto”-Miuse unter Enriched Environment-Bedingungen gehalten und die Auswirkungen
auf die Menge der Bdnf-Isoformen und die Kortikosteron-Menge analysiert. Es konnte

**_ und Fto’"-Miuse negativ auf das EE reagieren. Sowohl

gezeigt werden, dass Fto
Fto™*- als auch Fto”-Miuse zeigen nach 6 Woche EE einen erhohten Kortikosteron
Spiegel im Blutplasma im Vergleich zu Méusen aus Standard-Haltungsbedingungen
(siche Abbildung 3.8). Auch auf die Prozessierung von Bdnf schien sich das EE in beiden

*+_ als auch in

Genotypen negativ auszuwirken. So kam es durch EE sowohl in den Fto
den Fto”-Miusen zu einer Abnahme der Menge an mBdnf im Vergleich zu den
Standardbedingungen (sieche Abbildung 3.9). Dieses Ergebnis zeigt, dass eine reizvolle
Umgebung auf Fto”-Miuse keinen positiven Einfluss hat, sondern sich gegenteilig
negativ auswirkt. Ein mdglicher Grund dafiir konnte der generell chronisch erhohte
Kortikosteron-Spiegel in Fto”-Miusen darstellen, welcher dazu fiihrt, dass vermehrte
dullere Reize als Stress interpretiert werden und somit die erhdhten Kortikosteron-
Mengen zusitzlich potenzieren. Dies wiirde sich folglich negativ auf die Bdnf-
Prozessierung auswirken, was die geringeren Mengen an mBdnf in Fto”-M#usen unter
EE erkliren konnte. Die Tatsache, dass auch Ffo™”*-Miuse negativ durch das EE
beeinflusst werden, konnte darin begriindet sein, dass die Tiere zusammen mit
Fto”"-Miusen dem EE ausgesetzt waren. Innerhalb der Gruppe konnten die Fto”-Miuse

als Stressoren auf die Fto™"

-Miuse gewirkt haben. Eine weitere Moglichkeit wire, dass
die reizvolle Umgebung auf die Mause als positiver Stressor gewirkt hat. Verschiedene
Studien konnten zeigen, dass EE eine Art positiven Stress in Mausen auslosen kann,
welcher zu erhohten Kortikosteron-Werten fiihrt, diese jedoch nicht schidlich auf
neuronale Strukturen wirken (Haemisch et al., 1994; Marashi et al., 2003; Moncek et al.,
2004; Schoenfeld und Gould, 2012).

All diese Moglichkeiten zeigen den komplexen Zusammenhang zwischen der Funktion
von Fto, den Auswirkungen einer Fto-Defizienz in Méausen und den moglichen
molekularen Zusammenhéngen, welche zur verringerten Prozessierung von proBdnf zu
mBdnf in Fro”-Msusen fiihrt. Letztendlich ldsst sich festhalten, dass Fto direkt oder
indirekt iiber Mmp-9 die Prozessierung von proBdnf zu mBdnf im Hippocampus

reguliert. Unabhdngig von der Ursache, wurden auch die Folgen der niedrigeren Menge

an mBdnf im Hippocampus untersucht.
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4.4. Die gestorte Bdnf-Prozessierung in Fro”-Miusen beeinflusst

die Aktivitit der Bdnf-abhiingigen Signalwege im
Hippocampus

mBdnf vermittelt seine Wirkung iiber den membranstindigen Rezeptor TrkB, welcher
den MAPK/Erk-, PI3K/Akt- und PLC/PKC-Signalweg aktivieren kann (Araki et al.,
2000; Groth und Mermelstein, 2003; Ou und Gean, 2006). Im Rahmen dieser Arbeit
konnte mittels Western Blot evaluiert werden, dass weniger der phosphorylierten Form
von MEK1/2 im Hippocampus von Fto”-Miusen vorliegt (siche Abbildung 3.6). Dies
demonstriert, dass die verringerte Menge an mBdnf zu einer Abnahme der Aktivitdt des
MAPK/Erk-Signalwegs im Hippocampus von Ffo”-Miusen fiihrt. Der MAPK/Erk-
Signalweg reguliert unter anderem das Wachstum (Sugimoto et al., 2001), die
Differenzierung (Yin et al., 2010), die Zellinvasion (Zhang et al., 2010), den Schutz
(Szatmari et al., 2007) und die Freisetzung von Neurotransmittern (Jovanovic et al., 2000)
in Neuronen. Damit stellt die geringere Aktivitit dieses Signalwegs eine weitere
Kausalitit fiir die gestorte Differenzierung der neuronalen Vorldufer im Gyrus dentatus
und fiir die eingeschrinkte kognitive Leistungsfihigkeit von Ffo”-M#usen dar. Da bereits
gezeigt werden konnte, dass der Transkriptionsfaktor Creb in Neuroblastom-Zellen
abhingig von Fto phosphoryliert und damit aktiviert werden kann und dieser Faktor auch
ein Ziel des MAPK/Erk-Signalwegs darstellt, wurde im Rahmen dieser Dissertation die
Menge an phosphoryliertem Creb im Hippocampus von Ffo”"-Mausen ermittelt (Lin et
al., 2014). Trotz der Erkenntnis, dass der MAPK/Erk-Signalweg im Hippocampus von
Fto”"-Miusen eine verringerte Aktivitit hat, zeigte die Western Blot-Analyse einen
signifikant erhohten Anteil an phosphoryliertem Creb im Vergleich zu Fto™*-Miusen
(siehe Abbildung 3.7). Dies erscheint auf den ersten Blick kontrovers. Eine mogliche
Erklarung ist die Tatsache, dass Creb {iber viele unterschiedliche Signalwege aktiviert
werden kann, welche im Falle von Fto”-Miusen im Vergleich zum MAPK/Erk-
Signalweg einen stiarkeren Einfluss auf Creb haben konnten. So gilt es als erwiesen, dass
die Aktivierung des pl-Adrenozeptors durch Adrenalin und Noradrenalin eine
Signaltransduktionskaskade aktiviert, welche ebenfalls in der Phosphorylierung von Creb
resultiert (Stranahan und Mattson, 2012). Fiir Ffo”"-Miuse wurden bereits erhohte
Adrenalin- und Noradrenalinwerte beschrieben, sodass die erhohte Menge an
phosphoryliertem Creb im Hippocampus von Fto”"-Miusen ein Resultat dieser Erhéhung

darstellen konnte und somit unabhéngig vom MAPK/Erk-Signalweg wire (Fischer et al.,
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2009). Auch unter dem Aspekt, dass die Expression von Bdnf selbst iiber Creb reguliert
wird und in Fto”-Miusen dennoch eine geringere Expression von Bdnf und eine
vermehrte Menge an phosphoryliertem Creb nachgewiesen werden konnte, erscheint
diskutabel (sieche Abbildung 3.7 und Abbildung 8.4). Interessanterweise ist die Aktivitit
von Creb nicht nur von der Phosphorylierung abhingig, sondern wird auch direkt durch
Glukokortikoide beeinflusst (Daskalakis et al., 2015). Um die Transkription zu aktivieren,
muss Creb mit dem Co-Aktivator-Protein Crtc2 (engl.: Creb-regulated transcription
coactivator 2) interagieren. Chronisch erhohte Glukokortikoide wie Kortikosteron fithren
zur Phosphorylierung von Crtc2, was eine Translokation vom Zellkern ins Zytoplasma
zur Folge hat und damit die Creb-abhidngige Transkription negativ beeinflusst
(Jeanneteau et al., 2012). Dies wiirde erkliren, warum Ffo”"-Miuse zwar eine erhdhte
Menge an phosphoryliertem Creb im Hippocampus aufweisen, dies jedoch keinen
positiven Einfluss auf die Expression von Bdnf hat, da der erhohte Kortikosteron-Spiegel
die Lokalisation von Crtc2 in den Zellkern negativ beeinflusst und damit die Creb-
abhidngige Expression hemmt. All diese Ergebnisse und Zusammenhédnge zeigen, wie
sehr in Fto”"-Miusen die natiirliche Homdostase durch die veridnderte spezifische Balance
von Glukokortikoiden und Bdnf gestort ist und das Fto somit von entscheidender

Bedeutung fiir die korrekte Funktion des Hippocampus ist.
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5. Zusammenfassung

Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, mogliche Funktionen von Fto im Hippocampus
durch Analysen in Ffo”-Miusen zu evaluieren. Durch vorrangegangene Analysen konnte
gezeigt werde, dass die Abwesenheit von Fto in Mdusen zu gesteigerten Stressparametern
in Form von erhdhten Kortikosteron-Werten im Blutplasma und einer gesteigerten
Angstlichkeit fiihrt. Aufbauend auf diesen Erkenntnissen konnte im Rahmen dieser
Dissertation gezeigt werden, dass Fto eine wichtige Rolle in der Regulation der
neuroendokrinen Stressantwort hat. So fiihrt eine Fto-Defizienz zu chronisch erhéhten
ACTH-Werten im Blutplasma, was eine Hyperaktivitdt der HHN-Achse indiziert. Diese
Fehlregulation geht einher mit funktionellen und morphologischen Einschrankungen des
Hippocampus, welcher das wichtigste Hirnkompartiment fiir die negative Riickkopplung
der HHN-Achse darstellt. Die Analysen an Fto”-Miusen in zwei Verhaltenstests
ergaben, dass Fto ein entscheidender Faktor fiir kognitive Leistungen ist. Es wurde
demonstriert, dass Fto”-Miuse Defizite im Arbeitsgedichtnis aufweisen, welches
ebenfalls dem Funktionsumfang des Hippocampus zugeordnet wird. Neben diesen
funktionellen Aspekten konnte mittels Immunfluoreszenzanalysen eine eingeschrinkte
Differenzierung von neuronalen Vorlduferzellen im Gyrus dentatus evaluiert werden. Als
Ursache fiir diese funktionellen und morphologischen Defekte des Hippocampus in
Fto”-M#usen konnte ein Prozessierungsdefekt des wichtigen Neurotrophins Bdnf
ausgemacht werden. So fiihrt eine Fto-Defizienz zu einer verringerten Menge an Matrix-
Metalloproteinase-9 im Hippocampus, welche in einem gestorten Verhéltnis von proBdnf
und mBdnf mit verringerter mBdnf-Mengen resultiert. Dies fiihrt unter anderem zu einer
verringerten Aktivierung des MAPK/Erk-Signalwegs, welcher fiir die Differenzierung,
das Wachstum, die Zellinvasion und den Schutz von Neuronen verantwortlich ist. In wie
weit Fto durch seine Funktion als Demethylase direkt auf die oben genannten Faktoren
wirkt, ist spekulativ. Vielmehr scheint es eine Kombination aus unterschiedlichen
Faktoren zu sein, welche durch Fto als Demethylase beeinflusst werden und die oben

beschriebenen Zusammenhdnge bedingt.
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5.1. Abstract

The aim of this study was to investigate possible functions of Fto in the hippocampus by
analysing Fto”-mice. At the beginning of this work, no correlations between Fto and the
functionality of the hippocampus were described. Preliminary analyses during the master
thesis showed that the loss of Fto leads to increased stress parameters in mice in the form
of elevated Corticosterone values in the blood plasma and an increased anxiety. Based on
these findings, it has been shown that Fto plays an important role in the regulation of the
neuroendocrine stress response. Thus, Fto deficiency leads to chronically elevated ACTH
values in the blood plasma, which indicates hyperactivity of the HHN axis. This
misregulation is accompanied by functional and morphological limitations of the
hippocampus, which is the most important brain compartment for the negative feedback
of the HHN axis. Further behavioural tests showed that Fto is a decisive factor for
cognitive performance. Investigation of Ffo”-mice in the Radial Arm Maze revealed
deficits in working memory, which is also assigned to the functional range of the
hippocampus. In addition to these functional aspects, a limited differentiation of neuronal
precursor cells in the dentate gyrus could be evaluated by immunofluorescence analyses.
As a cause for these functional and morphological defects of the hippocampus in
Fto”"-mice, a processing defect of the neurotrophin Bdnf could be found. Thus, Fto
deficiency leads to a reduced amount of matrix metalloproteinase-9 in the hippocampus,
resulting in a disturbed ratio of proBdnf and mBdnf with reduced mBdnf level. This leads
to a reduced activation of the MAPK/Erk signalling pathway, which is responsible for the
differentiation, growth, cell invasion and protection of neurons. The extent to which Fto
acts directly on the above-mentioned factors by its function as demethylase is speculative.
Rather, it appears to be a combination of different factors influenced by Fto as

demethylase, which is responsible for the above-described relationships.
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6.

Abkiirzungen:
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DNA
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8. Anhang

8.1. Initiale Studien

8.1.1.  Kortikosteron-Messungen
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Abbildung 8.1: Kortikosteron-Konzentration im Blutplasma von Fro™*-, Fto™- und
Fto”-Miusen.
Mittels Enzym-gekoppeltem Immunadsorptionstest wurde die Kortikosteron-

Konzentration im Blutplasma von Fro™*

-, Fto™ - und Fto"-Miuse in ng/ml gemessen
(n(3) = 16/5/19; n(Q) = 5/9/6). Minnliche Fto”-Miuse weisen eine signifikant erhohte

Kortikosteron-Konzentration im Blutplasma auf (p-Wert = 0,0039) (Spychala, 2013).
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8.1.2.

Elevated Plus Maze-Test
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Abbildung 8.2: Ergebnisse des Elevated Plus Maze-Tests zur Quantifizierung des

Angstverhaltens in Fto”-Miusen.

Dargestellt sind die Ergebnisse des Elevated Plus Maze-Tests mit Mausen im Alter von

(A) 8 Wochen und (B) 16 Wochen. Fto”-Miuse zeigen ein deutlich gesteigertes

Angstverhalten indem sie weniger Zeit auf den offenen Armen des Elevated Plus Maze

verbringen. n(A): 6, p-Wert(A): Fto™" - Fto” = 1,29%10°, Fto™" - Fto” = 0,0001;

n(B): 12/9, p-Wert(B): Fto™* - Fto” = 0,001, Fto™" - Fto” = 0,0168 (Spychala, 2013).
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8.1.3. Cage Emergence-Test
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Abbildung 8.3: Ergebnisse des Cage Emergence-Tests zur Quantifizierung des
Angstverhaltens in Fro”-Miusen.

Dargestellt sind die Ergebnisse des Cage Emergence-Tests mit Miusen im Alter von
(A) 8 Wochen und (B) 16 Wochen. Fro”-Miuse zeigen ein deutlich gesteigertes
Angstverhalten indem sie eine lingere Latenz aufweisen, bis sie den sicheren Hauskéfig
verlassen und die freie Fliche explorieren. n(A): 24/21/20, p-Wert(A): Fto™" - Fto” =
0,002, Fto™ - Fto” = 0,002; n(B): 11/12/18, p-Wert(B): Fto™* - Fto” = 0,0104,
Fto"" - Fto”" = 0,034 (Spychala, 2013).
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8.14. Bdnf-Expressionsanalysen im Hippocampus
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Abbildung 8.4: Expressionsanalysen fiir Bdnf mittels quantitativer Real-Time PCR
im Hippocampus von Ffo™*- und Fto”-Miusen.

Dargestellt sind die Ergebnisse der quantitativen Real-Time PCR zur Bestimmung der
Expressionsmengen von Bdnf im Hippocampus von (A) ménnlichen und (B) weiblichen
Fto"*- und Fto”-Miusen. Die Expression von Bdnf im Hippocampus ist sowohl in
minnlichen, als auch in weiblichen Fro”-Miusen signifikant reduziert im Vergleich zu
Fto"*-Miusen. (n(A) = 8/11, p-Wert = 0,0125; n(B) = 3/5, p-Wert = 0,0003) (Spychala,
2013).
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8.2. Ergianzende Analysen

8.2.1. Gewichtsdaten wahrend des Enriched Environment

A35 Gewicht wahrend Enriched Environment

30

25 o

O
—
Di

.

Gewicht [g]
G

Start Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4 Woche 5 Woche 6
—A— Fto** Standard —&— Fto”- Standard ~O— Fto** Enriched @ Fto” Enriched

B Gewichtsentwicklung wahrend Enriched Environment
240

220

200

180
o O

a

Gewichtsentwicklung [%]
=
[e2]
o

Start Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4 Woche 5 Woche 6
=t Fto*/* Standard —#=— Fto7- Standard —O— Fto*’* Enriched =@-Fto”- Enriched

Abbildung 8.5: Gewichtsentwicklung unter Standardbedingungen wund Enriched

**_ und Fto”-Miusen.

Environment von Ffo
(A) Dargestellt ist das absolute Gewicht von Fto”*- und Fto”-Miusen unter
Standardbedingungen und wihrend des Enriched Environment. (B) Dargestellt ist die prozentuale
Zunahme an Gewicht im Zeitraum von 6 Wochen unter Standardbedingungen und wéhrend des

Enriched Environment.
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