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l. Einleitung

A. Synaptische Plastizitat, adulte Neurogenese und Lernen

Nervenzellen (Neurone) sind spezialisierte Zellen des zentralen und peripheren
Nervensystems, die zur Reizbildung, -weiterleitung und -verarbeitung befahigt sind.
Untereinander bilden Nervenzellen funktionale Netzwerke mit Hilfe ihrer
Zellfortsatze, bestehend aus Dendriten und Axonen, die teils weitentfernte Hirnareale
miteinander verknupfen. Als besondere Kontaktstellen zwischen einzelnen
Nervenzellen sind Synapsen in unterschiedlicher Gestalt und Funktion ausgebildet.
Die Kontaktstelle der Signal-sendenden Nervenzelle wird als Prasynapse bezeichnet,
der Signal-empfangende Teil der Nervenzelle als Postsynapse. Neurotransmitter
fungieren dabei als Botenstoffe zur Signalibertragung zwischen Pra- und
Postsynapse und werden in Abhangigkeit der Frequenzintensitat des elektrischen
Signals — dem Aktionspotential und resultierender Anderung des Membranpotenzials
— von der Prasynapse in den synaptischen Spalt ausgeschuttet. An der Postsynapse
ruft der Transmitter nach Bindung an einen spezifischen Rezeptor abermals eine
Anderung des Membranpotenzials hervor, nun an der empfangenden Nervenzelle.
Das Signal kann dabei je nach Botenstoff erregend oder hemmend auf die Zelle
wirken. Ein Reiz kann auf diese Weise uber viele Nervenzellen hinweg weitergeleitet
werden [78,103]1. Die Homoostase von neuronalen Netzwerken basiert dabei im
Wesentlichen auf sich im  Gleichgewicht befindenden  synaptischen
Ubertragungskreisldufen, einem Zusammenspiel aus Erregung und Hemmung
[100,121,134]. Nervenzellen sind dabei in der Lage, sich permanent neuen
Bedingungen anpassen zu konnen, insbesondere bei Lernprozessen. Bei der
Speicherung von Informationen — dem Lernen — kommt es zu einer langfristigen
Veranderung in der Konnektivitat neuronaler Netzwerke. Ursache ist die
Veranderung der synaptischen Signalubertragung zwischen den Zellen eines
neuronalen Netzwerks [62]. Wenn dieses fein abgestimmte Zusammenspiel von
Hemmung wund Erregung auler Kontrolle gerat, fuhrt dies haufig zu
humanmedizinisch-relevanten Erkrankungen, wie beispielsweise der Schizophrenie,
Autismus und Epilepsie [146]. Wie konnen diese funktionellen und strukturellen
Anderungen an der Synapse vollzogen werden? Wie werden diese Prozesse
reguliert? In den nachsten Abschnitten folgt eine Einfuhrung in das Themenfeld.

Als synaptische Plastizitat bezeichnet man die Anpassungsfahigkeit einer Nervenzelle
in Reaktion auf einen Reiz, der insbesondere in der empfangenden, postsynaptischen
Nervenzelle eine Reihe von Signalkaskaden aktiviert, die in der Folge zur Verstarkung
oder Schwichung der synaptischen Ubertragung fiihren [98]. Die Auswirkungen an
der Postsynapse aktivierter Nervenzellen manifestieren sich dabei primar durch
Anderungen der Synapsenmorphologie sowie in der Anzahl an neuen synaptischen
Kontaktstellen 1[37,531. Initiiert werden diese neuen Kontaktstellen durch die
Entstehung von dendritischen Dornfortsatzen, die sich im Laufe der Synaptogenese
bilden [37]. Diese dendritic spines sind fur die synaptische Plastizitat von besonderer
Bedeutung, da sie bei der Reizintegration neuronaler Impulse sowie an der Bildung
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und Funktion neuronaler Netzwerke essentiell beteiligt sind [21,111,154]1. Die
Neubildung von Kontaktstellen sowie deren Ruckbildung bzw. Abbau erfolgt je
nachdem, ob eine Nervenzellverbindung verstarkt werden soll oder die Verknupfung
an Ubertragungsintensitit verliert. Dabei veriandern sich die einzelnen synaptischen
Kontaktstellen schon innerhalb kurzer Zeit in ihrer Morphologie und
Molekulkonfiguration. Der Kurzzeitplastizitat, die schon innerhalb weniger
Millisekunden durch eine Akkumulierung von prasynaptischen lonen hervorgerufen
wird und der die verstarkte Freigabe von Neurotransmittern folgt, steht die
Langzeitplastizitat gegenuber, die innerhalb von Minuten und Stunden durch
Anderungen der Synapsenmorphologie und postsynaptischer Proteinkomposition zu
einer nachhaltigen Veranderung der Netzwerkaktivitat fuhren kann [1,231. Jede
Anderung, ob kurzfristig oder langfristig, hat unmittelbar Auswirkungen auf die
Funktion der synaptischen Verbindung und damit die Netzwerkaktivitat.

Ein weiteres Phanomen, das zur Plastizitat neuronaler Netzwerke beitragen kann,
bezeichnet man als Neurogenese. In bestimmten Hirnarealen, der subventrikularen
Zone wie auch in der Hippocampusformation, konnen zeitlebens neugebildete
Nervenzellen innerhalb weniger Wochen in bereits existierende neuronale
Netzwerke integriert werden. Als Teil der strukturellen Plastizitat wird dieses
Phanomen auch als adulte Neurogenese bezeichnet und ihr funktionell eine
essentielle Rolle bei Lernprozessen unter Einbeziehung mehrerer neuronaler
Netzwerke zugesprochen [35,1351. Die Plastizitat von Nervenzellen ist die Basis, damit
Anpassungen des Verhaltens auf Umweltfaktoren uberhaupt ablaufen konnen
(Abbildung 1).

Abbildung 1: Strukturelle und funktionelle Plastizitat von Nervenzellen
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Bei Lernprozessen, der Verknupfung bzw. Verarbeitung von Gedachtnisinhalten,
kommt es zu andauernden Veranderungen von elektrischen Signalen an den
aktivierten Synapsen kommunizierender Nervenzellen [98]. Wie kann eine
Nervenzelle kurzfristig und auBerst dynamisch auf die neuronale Aktivierung
reagieren, die unter Umstanden auch nur einzelne synaptische Kontaktstellen
betreffen kann?

Dafur benotigt die Nervenzelle ein ausgeklugeltes intrazellulares System zur
Regulation der Transkription und Translation. Durch die oft langen Zellauslaufer
muss die Nervenzelle in der Lage sein, Proteine und Transkripte durch das
intrazellulare Transportsystem an eine aktivierte Synapse zu transportieren. Hierzu
werden die Transkripte, die Boten-Ribonukleinsauren (messenger RNAs, mRNAs) die
fur synaptische Molekule kodieren, von bestimmten Transportproteinen erkannt und
gebunden. Wahrend des Transports halten diese Proteine die mRNAs in einem
translationsreprimierten Zustand, um erst an der aktivierten Synapse entpackt und
anschlieend translatiert zu werden. Durch diese Regulation des Proteintransports
und der lokalen Proteinsynthese an aktivierten Kontaktstellen kann eine Synapse die
Proteinkomposition  (das  synaptische Proteom) und dabei auch die
Rezeptorausstattung dynamisch anpassen, was zu einer Regulierung der neuronalen
Reizweiterleitung fuhrt und zu einer Festigung der synaptischen Verschaltung
beitragt - die Synapse lernt [61]. Diese lokale Proteinsynthese kann an beiden sich
verbindenden Nervenzellen stattfinden, an der Prasynapse, als Bestandteil des
axonalen Kompartiments der sendenden Nervenzelle sowie an der Postsynapse, als
Teil des dendritischen Kompartiments der empfangenden Nervenzelle [56]. Neben
der erwahnten Rolle der mRNA Lokalisierung und lokalen Translation an der
lernenden Synapse, spielen diese Mechanismen eine fundamentale Rolle in der
Entwicklung des Nervensystems, durch Regulation der Synaptogenese,
Differenzierung neuronaler Vorlauferzellen und der Axonentwicklung [92]. Auch nach
Schadigung neuronaler Faserverbindungen spielt die Lokalisierung von mRNAs und
die lokale Translationskontrolle eine Rolle bei der Regeneration axonaler Zellfortsatze
[69]. Spezialisierte RNA-Bindeproteine (RBPs) Ubernehmen in diesem komplexen
Geschehen eine Schlusselfunktion. RBPs sind an der Lokalisierung von mRNAs
beteiligt, regulieren die lokale Proteinsynthese sowie den Abbau nicht benotigter
Transkripte und sind damit wesentlicher Bestandteil synaptischer Plastizitat [67].

B. Die RNA-Bindeproteine Staufen2 und Pumilio2

Synaptische Plastizitat, Lernen und Erinnerung basieren u.a. auf der dendritischen
Lokalisation von mRNA. Von zentraler Bedeutung fur die funktionellen und
strukturellen Veranderungen einzelner Synapsen ist dabei der asymmetrische
Transport von mRNAs in Verbindung mit lokaler Proteinsynthese (Translation) an der
Synapse [30,131]. Besonders die posttranskriptionelle Regulation beeinflusst die
Proteinexpression und damit das synaptische Proteom, neben der Kontrolle der
Genexpression (Transkription) im Kern [611. Besonders fur die komplex organisierten
Neuronen stellt die Translationskontrolle eine wichtige Regulationsebene dar, da
hierbei die Proteinexpression direkt Uber die Translation gesteuert werden kann und
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nicht uber die Transkription, die einen zeit- und energieintensiven Transport von
Signalmolekulen zum Kern voraussetzt. Dieser Mechanismus erlaubt eine lokale
Anderung des Proteoms, um auf bestimmte externe Stimuli spezifisch reagieren zu
konnen. In Nervenzellen spielt dieser regulatorische Mechanismus besonders im
dendritischen Zellkompartiment eine Schlusselrolle fur Lernprozesse (Abbildung 2).
Der erste Schritt, der mRNA Transport in neuronalen RNA Granula oder auch
Ribonukleoproteinpartikel (RNP) genannt, wird induziert durch die Erkennung der
MRNA durch RNA-Bindeproteine (RBPs) und deren Verpackung in RNPs. Spezielle
Lokalisierungselemente (LE) sind hierbei notwendige Dockingsignale fur RBPs und
essentiell fir den Transport der jeweiligen mRNA. Diese LEs kommen meist im 3'-
untranslatierten Bereich (3-UTR) der mRNAs vor und bestehen aus Struktur-
und/oder Sequenzelementen [58].

Abbildung 2: Dendritischer RNA-Transport und lokale Proteinsynthese an der
aktivierten Synapse
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Legende: Darstellung einer multipolaren Nervenzelle (Golgi-Impragnierung einer Purkinjezelle). Die
VergroBBerung eines Dendriten zeigt Dornfortsatze (dendritic spines). Die schematische Zeichnung
illustriert dendritischen RNA-Transport mit Hilfe von Ribonukleoproteinpartikeln. Lokalisierung der
RNA an die aktivierte Synapse und Initiation der Translation. Zur Regulierung des synaptischen
Proteoms (hier gezeigt die Proteinsynthese fur einen neuen Rezeptor) erfolgt der Abbau der nicht
benétigten RNA vor Ort an der Synapse. Abbildung in Anlehnung an Ubersichtsarbeiten von Bramham
und Wells [14] sowie Martin and Kosiak [84].
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Staufen2 (Stau2) und Pumilio2 (Pum2) sind, neben zipcode-Bindeproteinen (ZBP)
und anderen, RNA-bindende Proteine (RBPs), die beide vorwiegend in Neuronen
exprimiert werden [66,140]. Stau2 erkennt doppelstrangige mMRNAs im Bereich der 3'-
UTR und aktiviert diese fur den Transport [34]l. Pum2 hingegen erkennt eine acht
Nukleotid lange Konsensussequenz (UGUANAUA) im 3'-UTR seiner Zieltranskripte
[145]. Bisherige in vitro Versuche ergaben, dass die Bindung von Pum2 die
Translation dieser Transkripte inhibiert [31,139]. Interessanterweise kommen Pum?2
und Stau2 oft in den gleichen RNPs in Dendriten vor [43], was wiederum auf eine
Synchronisation von Transport und translationeller Kontrolle hindeutet [271.

Stau2 ist wesentlich an der Morphogenese dendritischer Fortsatze sowie deren
funktioneller Aufrechterhaltung beteiligt [30,131]. Goetze et al. assoziierten eine
reduzierte Stau2 Proteinexpression mit einer verminderten Anzahl von intakten
dendritischen Dornen in reifen, kultivierten hippocampalen Neuronen [471. In der
embryonalen Entwicklung fuhrt zudem ein Mangel an Stau2 zu einer vorzeitigen und
unvollstandigen Differenzierung von Neuronen sowie zu einer gestorten Organisation
von Kortexschichten und hippocampalen Arealen [71,138]. Stau2 ist ein wichtiger
molekularer Marker fur dendritische Ribonucleoproteinpartikel (RNPs) [34,47,133]1 und
wird unter anderem, mit dem dendritischen Transport von unterschiedlichen mRNAs
in Verbindung gebracht, darunter CaMKlla, Calm3 und Rgs4 19,49,1231. Diese mRNAs
kodieren  fur  Proteine, die im Zuge synaptischer Plastizitat und
Langzeitgedachtnisleistung Funktionen in wichtigen Signalkaskaden an der Synapse
ausuben 120,771. In einem Rattenmodell zur Simulation einer Staufen2-Defizienz
konnte bereits eine gestorte Langzeitgedachtniskonsolidierung mit einer Reihe von
missregulierten mRNAs in Verbindung gebracht werden. Diese bisherigen Befunde
deuten darauf hin, dass Stau2 eine essentielle Funktion bei der Regulation der
synaptischen Plastizitat und damit bei Lern- und Gedachtnisvorgangen einnimmt
[11,73,741.

In Saugern ist Pum2 in allen Stadien der Neurogenese aktiv [140]. In Abwesenheit von
Pum2 kommt es zu einer fehlerhaften Zelldifferenzierung aus neuronalen
Vorlauferzellen und zu einer gestorten Migration von Neuronen [71,139,1551. Pum2 ist
zudem essentiell an der Kontrolle der dendritischen Morphogenese beteiligt
[39,140,1511. Neben einer verminderten Anzahl von primaren Dendriten und erhohter
Dendritenkomplexitat kommt es auch zu einer gestorten Morphologie der
dendritischen Dornfortsatze und einer Zunahme erregender Kontaktstellen [139].
Daruber hinaus reguliert Pum2 das Auswachsen von Axonen [86]. Bei diesen
Prozessen ist die Regulierung der mRNA Lokalisierung und Translation von
besonderer Wichtigkeit und unterstreicht die Bedeutung der posttranskriptionellen
Kontrolle. Pum2 inhibiert die Synthese des essentiellen Translationsinitiationsfaktors
elF4E und der Natriumionenkanale Nav1.1 (SCN7a) und Nav1.6 (SCN8a) (31,89,1391.
Hierdurch reguliert Pum2 nicht nur die Bildung neuer Synapsen, sondern ganz
wesentlich auch die Erregbarkeit der Nervenzelle durch die Modulation
spannungsgesteuerter lonenkanale [88,122]. Dies konnte zu einer UberschieBenden
Erregbarkeit bzw. einer fehlerhaften Hemmung bestimmter Neuronengruppen als
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auch einzelner Nervenzellen fuhren, ein Scenario, wie es bei der Entstehung von
Epilepsien beobachtet wird. Interessanterweise konnte eine Reduktion von Pumilio2
in Gewebeproben von Patienten mit Temporallappen-Epilepsie bereits nachgewiesen
werden [148]. Neben der Epilepsie sind auch zahlreiche andere neurologische
Erkrankungen bekannt, darunter beispielsweise Autismus, Alzheimer, Parkinson und
Schizophrenie, denen allesamt eine Fehlregulierungen durch RPBs als
krankheitsbeeinflussende Faktoren zugesprochen wird [17,38,63,1361.

C. Aufbau und funktionelle Aspekte der Hippocampusformation und der
Kleinhirnrinde

Die Hippocampusformation, bestehend aus den anatomischen Anteilen Subiculum,
entorhinale Rinde und Hippocampus ist ein zum limbischen System gehorender
Strukturbereich des zentralen Nervensystems, mit zahlreichen extrinsischen,
insbesondere sensorischen Projektionen und ausgepragten intrahippocampalen
Faserverbindungen [60l. Beim Menschen ist die Hippocampusformation, aufgrund
der GroBenzunahme des Neokortex und der Hemispharenrotation in die Tiefe des
GroBhirns in den Bereich des basalen Temporallappens verlagert worden [120]. Bei
kleinen  Nagetieren, insbesondere bei Mausen, sind die genannten
Entwicklungsschritte nicht in dieser Form ausgepragt nachzuweisen, so dass die
Hippocampusformation statt einer Basalverlagerung ihre latero-ventrale
Orientierung beibehalt [1191. Grob wird im Nagermodell der Hippocampus in die
Bereiche dorsaler-, intermediarer- und ventraler Hippocampus untergliedert,
basierend auf dessen Lagebeziehungen im Tierkorper. Funktionell wird dabei dem
dorsalen Hippocampus (posterior bei Primaten) die Verarbeitung von raumlichen
Mustern und die Speicherung/Verarbeitung von Gedachtnisinhalten zugesprochen,
wahrend der ventrale (anterior bei Primaten) Hippocampus fur die Verarbeitung von
emotionalen Komponenten wie Angst fur zustandig gehalten wird [95]. Diese noch
etwas grobe Gliederung in dorsale und ventrale Abschnitte des Hippocampus wird
gestutzt durch Untersuchungen zu Faserverbindungen, Zytoarchitektur und
Rezeptorausstattung der einzelnen hippocampalen Subregionen, die ein detailliertes
Muster der Hippocampusstruktur liefern und funktionelle Netzwerke voneinander
abgrenzen lassen [81].

Entwicklungsgeschichtlich dem Archicortex zuzuordnen, dem zweitaltesten Bereich
des GroRBhirns, ist die Hippocampusformation, die sich entwicklungsgeschichtlich
von den jungeren neokortikalen Arealen abgrenzt. Dies wird durch die Schichtung
der Nervenzellen im Archicortex deutlich, bei der die Neuronen oft in drei Schichten
und nicht wie im Neocortex in sechs Schichten angeordnet sind [119]. Die
Zytoarchitektur dieses Kortexbereichs ist konserviert und unterscheidet sich nicht
wesentlich zwischen Nagern und Menschen [119]. Das Cornu Ammonis (CA =
Ammonshorn = eigentlicher Hippocampus) lasst sich in die Bereiche CA1-CA4
gliedern und deren enthaltene Zellen und Zellfortsatze, den Schichten Stratum
oriens, Stratum pyramidale, Stratum lucidum, Stratum radiatum und Stratum
lacunosum-moleculare zuordnen. Der Gyrus dentatus (GD), ebenfalls Teil der
Hippocampusformation bestehend aus den Schichten Stratum moleculare, Stratum
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granulosum und Stratum multiforme, hat enge Faserverbindungen mit dem
Ammonshorn sowie der entorhinalen Rinde. In allen Abschnitten der
Hippocampusformation haben multipolare Nervenzellen eine essentielle Aufgabe bei
der Reizintegration. Durch den gut ausgepragten Dendritenbaum der multipolaren
Nervenzellen konnen zahlreiche synaptische Verbindungen geknupft werden. Mit
den langen Axonen werden unterschiedlichste intra- und extra-hippocampale
Regionen zu funktionellen Netzwerken verbunden. Bei den Faserverbindungen des
Tractus perforans, stammend von Zellen des entorhinalen Kortex, die an Kornerzellen
des GD enden, handelt es sich um die Hauptafferenzen Ubergeordneter Kortexareale.
Die Kornerzellen des GD entsenden folglich selbst Axone — die Moosfasern — zu den
Pyramidenzellen des Cornu Ammonis (CA) in der Region CA3. Pyramidenzellen der
Region CA3 entsenden Fasern - die Schaffer Kollateralfasern - zu den
Pyramidenzellen der CA1-Region und weiter uber das Subiculum zuruck in den
entorhinalen Kortex. Uber diese Faserverbindungen wird eine intra-hippocampale,
tri-synaptische Neuronenkette aufgebaut. Daruber hinaus projizieren Neurone der
CA3 Region mit ihren Axonen in extra-hippocampale Areale als Teil des Papez-
Neuronenkreises (Abbildung 3) [102,1531. Funktionell wird der
Hippocampusformation, durch die genannten Faserverbindungen, eine essentielle
Rolle bei der Verarbeitung deklarativer Gedachtnisinhalte und emotionaler
Gedachtniskonsolidierung zugesprochen, das heillt insbesondere bei der
Uberfiihrung von Gedichtnisinhalten aus dem Kurz- in das Langzeitgedachtnis
[12,94,1271.

In den vorangegangenen Abschnitten wurde bereits betont, dass die Neubildung von
Nervenzellen auf wenige Bereiche im adulten Gehirn begrenzt bleibt. Innerhalb der
Hippocampusformation ist die subgranulare Zone des GD ein solcher Bereich, in dem
sowohl beim Menschen wie bei den Nagern zeitlebens neue Neurone heranreifen
konnen. Aus neuronalen Stammzellen entwickeln sich in Reaktion auf zell-
intrinsische Faktoren Uber mehrere Differenzierungsschritte schlieflich reife
Neurone, die bis in das Stratum granulosum migrieren und dort Faserverbindungen
mit den bereits bestehenden Netzwerken eingehen konnen [35,135]. Das Ausmal3 der
adulten Neurogenese wird wesentlich durch Signale aus dem Umfeld des
emotionalen wie physiologischen Status des Individuums gepragt. In Mausen haben
angereicherte Haltungsbedingungen, sowie die Steigerung der korperlichen Aktivitat
z.B. durch die Bereitstellung von Laufradern, zur Neubildung von Nervenzellen im
adulten Tier gefuhrt [4,55]. Diese strukturelle wie funktionelle Plastizitat leistet einen
wichtigen Beitrag zur Integration/Aufrechterhaltung von neuronalen Schaltkreisen
wie Steigerung der Merkfahigkeit, wie dies bereits in Verhaltensuntersuchungen
gezeigt werden konnte [35,130,135]. Entscheidend fur die Integration und das
Uberleben der neugebildeten Nervenzellen ist dabei ein fein abgestimmtes
Signalgefuge aus erregenden — uberwiegend vermittelt durch glutamaterge N-Metyl-
D-Aspartat (NMDA) Rezeptoren - wie hemmenden Reizen, die durch die inhibierend
wirkende Gamma-Aminobuttersaure (GABA) vermittelt werden. Innerhalb von ca. 4-
6 Wochen konnen auf die beschriebene Weise neue Nervenzellen in existierende
Netzwerke integriert werden [135].
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Abbildung 3 : Hippocampusformation und Faserverbindungen
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Legende: Gezeigt sind die in dieser Arbeit besprochenen wichtigsten Zelltypen und
Faserverbindungen. In der subgranularen Zone (SGZ) sind unterschiedliche Stadien der Neurogenese
illustriert (grun), daneben Kornerzellen des Gyrus dentatus (GD, hier StG) mit Moos-
Faserverbindungen (blau) an Dendriten der Pyramidenzellen im Stratum pyramidale (StP). Schaffer-
Fasern projizieren von Neuronen der CA3 Region an Dendriten der CA1 Zellen. Von dort ziehen Fasern
in das Subiculum (SC) und entorhinale Rindenbereiche (EC). Axone aus den Bereichen SC/EC
terminieren an Dendriten des GD. Commisural/Assoziations-Fasern (CF/AF) verlassen die
Hippocampusformation tber CA3 Neurone. StO = Stratum oriens, StR = Stratum radiatum, StLM =
Stratum lacunosum—-moleculare, StM = Stratum moleculare. Schematische Zeichnung der
Hippocampusformation und Verbindungen in Anlehnung an Neves et al. und Ehninger et al. [98,135I.

Die Hippocampusformation und angrenzende Hirnareale sind aufgrund ihrer
Zytoarchitektur und komplexen Verschaltung von humanmedizinischer, klinischer
Relevanz - insbesondere bei neurologischen und neuropsychiatrischen
Erkrankungen. Neben bestimmten Formen von Merkfahigkeitsstorungen, wie zum
Beispiel der Alzheimer-Erkrankung, werden einer Dysfunktion des hippocampalen
Netzwerks auch schizophrene Psychosen zugeordnet [108]. Eine besondere Form der
Dysbalance neuronaler Aktivitat lasst sich bei der Entstehung und Manifestation von
Anfallsleiden - den Epilepsien - nachweisen. Dabei konnen die Anfallsleiden
unterschiedlichste Ursachen haben - die molekularen Ursachen sind vielschichtig
[128,141]. Gemeinsam ist allen Anfallsleiden eine synchronisierte Uberaktivitat —
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Hyperaktivitat — von Neuronen/Neuronengruppen, der oft eine fehlgesteuerte
Hemmung (Inhibition) gegenubersteht [36,128]. Einen wichtigen Beitrag zur
Regulierung der Membraneigenschaften von Nervenzellen leisten dabei unter
anderem erregende, spannungs-abhangige Natriumkanale, denen wiederum
funktionell hemmende Rezeptoren gegenuberstehen, darunter Vertreter der GABA-
Rezeptorfamilie. Dabei haben die letztgenannten Rezeptoren nicht ausschlieBlich
eine hemmende Wirkung auf die Nervenzellen, auch erregende Eigenschaften durch
Anderungen bestimmter synaptischen lonengradienten vor allem wahrend der
Entwicklung sind fur GABA-Rezeptoren beschrieben [129].

Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick iiber die Anordnungen und funktionellen
Zusammenhange der Zellen und Faserverbindungen im Kleinhirn gegeben werden.
Die Kleinhirnrinde gliedert sich ebenfalls in drei Schichten. Die auBerste Schicht
bildet das Stratum moleculare. In dieser Schicht lassen sich uberwiegend
inhibierende Neurone finden, zu denen die Korb- und Sternzellen gezahlt werden.
Dieser Schicht folgt in Richtung des Marklagers das durch die sehr prominenten
Purkinjezellen charakterisierte Stratum purkinjense. Purkinjezellen gehoren zur
Gruppe der multipolaren Nervenzellen und besitzen einen ausgepragten
Dendritenbaum, der sich weit in das Stratum moleculare ausbreitet sowie ein Axon,
das bis tief in das Marklager des Kleinhirns reicht und dort die Kleinhirnkerngebiete
ansteuert. Im Statum granulosum, der letzten Schicht der Kleinhirnrinde, lassen sich
unter anderem erregende Kornerzellen und auch inhibierende Golgi-Zellen
nachweisen. Wie in allen Bereichen des Nervensystems stehen die genannten
Neurone in engem Kontakt mit einer Vielzahl an Gliazellen, welche wichtige
Aufgaben ubernehmen, die fur die Funktion der Nervenzellen essentiell sind [118].

Purkinjezellen spielen eine herausragende Rolle bei der Informationsverarbeitung
und Weiterleitung im Kleinhirn. Informationen aufsteigender Verbindungen — den
Moosfasern — aus dem Ruckenmark sowie aus Kerngebieten des Hirnstamms, unter
anderem des Vestibularorgans, erreichen die Dendriten der Purkinjezellen uber
Parallelfasern der Kornerzellen [46]. Dabei wird das Signal bereits durch die
modulierend wirkenden Impulse erregender und hemmender Neurone
vorverarbeitet, ehe es die Purkinjezelle erreicht. Zusatzlich entsenden Neurone aus
Kerngebieten des Hirnstamms bevorzugt in Areale, die fur die Feinabstimmung
motorischer Bewegungsablaufe essentiell sind, dazu gehoren beispielsweise
Neurone die den unteren Olivenkernen zugeordnet werden, sogenannte
Kletterfasern, die direkt Kontakt mit den Dendriten der Purkinjezelle eingehen [721.
Anders als bei den Parallelfasern ist hier das Signal nicht durch Erregung und
Hemmung der Impulse in der Kleinhirnrinde moduliert worden ehe es die
Purkinjezelle erreicht. Die Purkinjezellen empfangen folglich eine Vielzahl an
Informationen aus unterschiedlichen Bereichen des Nervensystems. Die
Purkinjezelle ist bemerkenswerterweise die einzige Zelle der Kleinhirnrinde, die
Kontakt mit den Kleinhirnkerngebieten im Marklager aufnimmt. Dabei hat das Signal
der Purkinjezelle ausnahmslos hemmende Eigenschaften auf die Funktion der
nachgeschalteten Neurone. Vermittelt wird diese Hemmung durch die Ausschuttung
des Neurotransmitters GABA. Funktionell hat das Kleinhirn wichtige Aufgaben in der
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Modulation von Bewegungsablaufen und Lernprozessen [6,50]. Die koordinierte
Verarbeitung von senso-motorischen Impulsen im Kleinhirn wird dabei wesentlich
durch die modulierenden Eigenschaften der Purkinjezellen auf die
Kleinhirnkerngebiete sichergestellt [801. Storungen der Kleinhirnfunktion aufern
sich durch ein vielschichtiges Symptomspektrum, dazu gehoren Beeintrachtigungen
der Blickstabilisierung, ein herabgesetzter Muskeltonus und unterschiedlichste
Auspragungen von Storungen der Bewegungskoordination, die sich in Form
cerebellarer Ataxien und Sprachstorungen aullern [1171.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Homoostase neuronaler Netzwerke
wesentlich auf der Feinabstimmung von erregenden und hemmenden Impulsen
beruht. Nervenzellen konnen durch ihre enorme Fahigkeit zur Plastizitat den
permanenten Herausforderungen wechselnder Signalintensitat begegnen, indem
lokal und zeitlich begrenzt die Proteinausstattung an der Synapse den Bedurfnissen
der Zelle angepasst werden kann. Fur die synaptische Plastizitat spielen RNA-
Bindeproteine eine essentielle Rolle, insbesondere beim Transport und der
Lokalisation von mRNAs und deren bedarfsabhangiger Translation an der aktivierten
Synapse. Innerhalb der Hippocampusformation und der Kleinhirnrinde lasst sich das
Zusammenwirken der einzelnen Molekiule im Kontext synaptischer Plastizitat
untersuchen und aufgrund bekannter Faserverbindungen lasst sich dies mit
Verhaltensuntersuchungen im Tiermodell verifizieren. Weiterfuhrende Erkenntnisse
zu den molekularen Grundlagen synaptischer Plastizitat werden einen wichtigen
Beitrag leisten zum Grundverstandnis von Lernen und Gedachtnisbildung und ebenso
zur Diagnostik und Therapie neurologischer, neurodegenerativer sowie
neuropsychiatrischer Erkrankungen.
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Il. Zielstellung der Arbeit

Ziel des Habilitationsprojektes war es, mit Hilfe von molekularbiologischen und
immunhistochemischen  Verfahren sowie Verhaltensuntersuchungen neue
Erkenntnisse zu gewinnen, die zum Verstandnis der molekularen Grundlagen
synaptischer Plastizitat beitragen. Insbesondere sollten die Auswirkungen einer
verminderten Expression der beiden RNA-Bindeproteine Staufen2 und Pumilio2 im
Tiermodell untersucht werden. Die Untersuchungen wurden an Wildtyptieren sowie
eigens gezuchteten Staufen2- und Pumilio2-defizienten Mauslinien durchgefuhrt.
Im ersten Teil des Habilitationsprojekts wird beschrieben inwiefern sich das
Gesamtproteom von Nervenzellen innerhalb der Hippocampusformation in
Abhangigkeit von korperlicher Aktivitat verandert. Mit Hilfe von Laufradversuchen
wurde im Mausmodell die aktivitatsabhangige adulte Neurogenese entlang der
dorsalen-ventralen Ausdehnung der Hippocampusformation angeregt. Ziel dieses
Versuchsaufbaus war es, Erkenntnisse zur Dynamik/Plastizitat der Proteomanderung
in Abhangigkeit von der korperlichen Aktivitat und der damit induzierten
Neurogenese zu erlangen und zu ermitteln, ob sich die Anderung der neuronalen
Proteinkomposition auch auf die unterschiedlichen Subregionen der
Hippocampusformation und deren Signalwege (DG und CA3 — CA1) auswirkt.

Im zweiten Abschnitt der Arbeit wird die Auswirkung einer verminderten Expression
des RNA-Bindeproteins Staufen2 (Stau2) im Mausmodell beschrieben. Schwerpunkt
der Untersuchungen war dabei die in vivo Charakterisierung der durch Gene-Trap-
Mutagenese (GT) generierten adulten Stau2-defizienten Mause (Stau26T). Fir das
Vorhaben wurden Stau2®T Maiause umfangreichen Lern-Verhaltensexperimenten
unterzogen und anschlieBend Gewebe, insbesondere aus Bereichen des
Hippocampus, die fur Lernen und Gedachtnisbildung verantwortlich gemacht
werden, mit molekularbiologischen, immunhistochemischen und
pathohistologischen Methoden untersucht.

Die in vivo Untersuchungen an den Stau26™ Mausen wurden zudem auf andere
Hirnareale ausgeweitet, um auch funktionelle Aspekte einer Stau2-Defizienz im
Kleinhirn untersuchen zu konnen nachdem die initiale Charakterisierung der
Mauslinie ein Defizit der Motorkoordination ergab. Schwerpunkt dieser dritten Studie
war es, im Kleinhirn der Stau26™ Mause molekulare Ursachen zu finden welche den
gezeigten Phanotyp erklaren konnten. Mithilfe eines interdisziplinaren Ansatzes aus
molekularbiologischen Methoden, histologischen Untersuchungen und
Verhaltenstests sollte der Zusammenhang zwischen einer Stau2-Defizienz und einer
veranderten Synaptogenese von Purkinjezellen im murinen Kleinhirn naher
untersucht werden.

Im vierten Abschnitt des Habilitationsprojektes folgte die Charakterisierung von einer
ebenfalls durch Gene-Trap-Mutagenese generierten Pumilio2-defizienten Mauslinie
(Pum267) auf Basis der in der Literatur beschriebenen Anfallsneigung der Mause. Der
Schwerpunkt der Untersuchungen lag auf der Identifizierung von Pumilio2-
assoziierten Zielmolekulen, die fur die Entstehung von epileptischen Anfallen im
Tiermodell pradisponieren. Mit Hilfe molekularbiologischer Methoden wurden
Gehirnproben der Tiere analysiert und mit immunhistochemischen Verfahren die

13



Habilitationsschrift Dr.med.vet. Bastian A. Popper

identifizierten Zielmolekule einer feingeweblichen Kartierung innerhalb der
Hippocampusformation unterzogen. Die erhobenen Befunde wurden erganzt durch
Erkenntnisse weiterfuhrender molekularbiologischer Untersuchungen, die eine
direkte Regulation der identifizierten, epilepsie-relevanten Zielmolekule durch
Pumilio2 zeigen sollten.

Im folgenden Abschnitt werden die wichtigsten Erkenntnisse der vier Projektphasen
naher beschrieben und deren humanmedizinische Relevanz erlautert.
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I1l. Ergebnisse

A. Untersuchungen zum Einfluss korperlicher Aktivitat auf
Anderungen des hippocampalen Proteoms im Mausmodell

In diesem Projekt sollte ein Zusammenhang von korperlicher Aktivitat auf die
Stimulation der Neurogenese und damit verbundene Auswirkungen auf die
Proteinausstattung (das Proteom) in der Hippocampusformation untersucht werden.
In der Humanmedizin sind positive Auswirkungen korperlicher Aktivitat auf die
Gedachtnisleistung und andere kognitive Fahigkeiten beschrieben worden, die in
Zusammenhang mit der Stimulation der adulten Neurogenese in der
Hippocampusformation stehen [64,65,76,106]. Dass korperliche Aktivitat die neuronale
Plastizitat stimuliert und damit praventive wie rehabilitative Effekte hervorrufen kann,
insbesondere bei neurodegenerativen Erkrankungen, ist bereits bekannt [79]. Der
hippocampalen adulten Neurogenese wird dabei eine wichtige Funktion bei der
Verarbeitung von Gedachtnisinhalten aber auch emotionalen Erlebnissen
zugesprochen.  Dabei  spielen  unterschiedliche  Funktionsbereiche  der
Hippocampusformation eine essentielle Rolle [41. Es ist gut beschrieben, dass sich
Laufradversuche dazu eignen, die adulte Neurogenese in der subgranularen Zone
des Gyrus dentatus (GD) im Tiermodell zu initiieren [55,110]. Nicht nur die
Zellproliferation wird dabei stimuliert, sondern auch das Uberleben der
neugebildeten Neurone und deren Integration in bestehende Netzwerke scheint eine
Langzeitauswirkung korperlicher Aktivitat zu sein [21. Neben Befunden, die auf einen
nachteiligen Effekt der hippocampalen Neurogenese auf die Etablierung von
Gedachtnisinhalten hindeuten (3], scheint die korperliche Aktivitat der Mause auf dem
Laufrad nachhaltig auch die synaptische Plastizitat im Hippocampus positiv zu
beeinflussen, was sich durch verbesserte Testergebnisse bei Hippocampus-
abhangigen Lernverhaltenstest widerspiegelte [1371. Die  molekularen
Veranderungen, die sich wahrend und unmittelbar nach korperlicher Aktivitat in den
Neuronen abspielen und Einfluss auf die synaptische Aktivitat nehmen konnen, sind
bisher nicht vollstandig verstanden.

Fur dieses Versuchsziel wurden mannliche Wildtypmause der Linie C57Bl/6)
verwendet, die wahrend eines mehrwochigen Untersuchungszeitraums
uneingeschrankten Zugang zu einem Laufrad im gewohnten Haltungsumfeld hatten.
Als Kontrollgruppe dienten Tiere ohne Zugang zu Laufradern in einem
standardisierten Haltungsumfeld. Im Anschluss an die Laufradversuche erfolgte die
Entnahme der Gehirne und die feingewebliche Untersuchung der Proben. Die
Entnahme der Proben erfolgte systematisch an seriellen Schnittpraparaten entlang
der dorso-ventralen Achse der Hippocampusformation. Fur den Nachweis einer
erfolgreichen  neuronalen  Zelldifferenzierung im  GD  wurde  durch
immunhistochemische Methoden an seriellen Schnittpraparaten die Bestimmung der
Doublecortin (DCX) positiven Zellen vorgenommen. DCX wird dabei von sich
differenzierenden Neuronen bereits in einer fruhen Phase exprimiert (ca. Tag 4) und
ist bis zum Stadium der synaptischen Integration der Nervenzelle (bis etwa Tag 21-
28) nachweisbar 182,142]. Die Bestimmung von DCX-positiven Zellen in der
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subgranularen Zone (SGZ) des GD diente dabei als Nachweis der durch korperliche
Aktivitat induzierten adulten Neurogenese im Mausmodell. Es folgte eine entlang der
dorso-ventralen Achse ausgelegte und in die hippocampalen Subregionen
untergliederte, spezifische Gewebeentnahme des GD sowie der Regionen CA3 wie
CA1. Die entnommenen Proben wurden mithilfe der label-free Massenspektrometrie
analysiert und etwaige Proteomanderungen als Antwort auf die Stimulation
bestimmt. Die Auswertung der Datensatze wurde mit Hilfe von computergestutzten
Programmen durchgefuhrt (STRING Datenbank (https://string-db.org), Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes — KEGG und Gene Ontology (GO Term)) um die
detektierten Proteine bestimmten Funktionskreisen (pathways) zuzuordnen. Die
Auswertung der Ergebnisse der Massenspektrometrie wurde in Zusammenarbeit mit
dem Zentrallabor fur Proteinanalytik im BMC der LMU unter Leitung von Prof. Imhof
durchgefuhrt. Die Auswertung der Datensatze erfolgte in Kollaboration mit der Core
facility Bioinformatics im BMC der LMU unter Leitung von Dr. Straub.

Spezifisch konnte bei diesen Untersuchungen Folgendes gezeigt werden:

e Mehrwochige korperliche Aktivitat stimuliert die hippocampale Neurogenese
im Mausmodell. Dies konnte insbesondere durch eine signifikante Zunahme
an DCX-positiven Zellen in der SGZ im ventralen Hippocampus gezeigt
werden.

e Sowohl im dorsalen wie im ventralen Hippocampus fuhrt die korperliche
Aktivitat zu einer Zunahme der Komplexitat des Dendritenbaums im Stratum
granulosum/Stratum moleculare des GD.

e Dorsaler und ventraler Hippocampus zeigen Unterschiede bei der Reaktion auf
korperliche Aktivitat. Im dorsalen Hippocampus konnten im Vergleich zum
ventralen Hippocampus deutlich mehr Proteine detektiert werden, die
entweder hoch- oder runterreguliert wurden (Abbilddung 4 B).

e Speziell Proteine, die in Zusammenhang mit dem Zellmetabolismus stehen,
wurden in Nervenzellen nach korperlicher Aktivitat verstarkt nachgewiesen
(Abbilddung 4 A und Abbildung 5 A, B). Darunter beispielsweise die Glucose-
6-Phosphat-lsomerase, die bereits mit Mechanismen der neuronalen
Plastizitat in Verbindung gebracht wurde [19,931.

e Gene Ontology-Analysen identifizierten Signalwege, denen die detektierten
Proteine zugeordnet werden konnten, darunter Proteine, die fur die Regulation
der neuronalen Zytoarchitektur und des Wachstums verantwortlich gemacht
werden, wie beispielsweise RhoA (Ras homolog family member A) und Pfn2
(Profilin-2) 1261 (Abbilddung 5 B).

e Auch Proteine, die in Signalwegen neurodegenerativer Erkrankungen
detektiert wurden, sowie beispielsweise Aco2 und Ndufa2 [54,152], lieBen sich
in den Gewebeproben nach korperlicher Aktivitat nachweisen (Abbilddung 5
A, Q).
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Abbildung 4:
Hippocampusformation
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Legende: A. Das Venn-Diagramm zeigt die Gesamtzahl an Proteinen, die in allen entnommenen
Gewebeproben der Hippocampusformation in Abhangigkeit der korperlichen Aktivitat verandert
nachweisbar waren. Von der Gesamtzahl an Proteinen waren insgesamt 35 Proteine signifikant
verandert und konnten bestimmten metabolischen Signalwegen zugeordnet werden. B. Entlang der
dorso-ventralen Achse der Hippocampusformation konnten zahlreiche Proteine nachgewiesen
werden, die in Reaktion auf korperliche Aktivitat hochreguliert (blau) oder herunterreguliert (gelb)
wurden. In dorsalen Anteilen des DG den Subregionen CA1-CA3 des Cornu Ammonis, konnten
insgesamt mehr veranderte Proteine nachgewiesen werden als im ventralen Abschnitt. Entnommen

aus Frey et al. [41]
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Abbildung 5: Analyse der durch korperliche Aktivitat stimulierten Signalwege
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Legende: A. Den nach korperlicher Aktivitat veranderten Proteinen wurden die kodierenden Gene
zugeordnet und Signalwege (Cluster) identifiziert, in denen die Gene gehauft vorkommen (KEGG
Analyse) B. Ubersicht von Genen unterschiedlicher biologischer Funktionskreise (Linien zwischen den
Gen-Namen), die nach korperlicher Aktivitat vermehrt aktiviert wurden. Auswertung mittel STRING-
Datenbank (https://string-db.org). FDR = false discovery rate. (A. aus Frey et al. [41] B.
unveroffentlichte Darstellung)

18



Habilitationsschrift Dr.med.vet. Bastian A. Popper

Zusammenfassend gelang in dieser Studie der Nachweis, dass korperliche Aktivitat
die Proteinkomposition in Nervenzellen entlang der dorsalen-ventralen Achse der
Hippocampusformation, sowie in den einzelnen Subregion der
Hippocampusformation (CA1-CA3 und GD), dynamisch beeinflussen kann. Es handelt
sich dabei insbesondere um Proteine, die fur den Zellmetabolismus und die
neuronale Zytoskelettarchitektur verantwortlich gemacht werden, und die nach
korperlicher Aktivitat hochreguliert wurden. Zu diesen Molekulen zahlen unter
anderem RhoA und Pfn2, zwei Proteine, die wesentlich in Mechanismen der
synaptischen Plastizitat eingebunden sind, indem sie das Aktin Zytoskelett in den
dendritic spines nachhaltig verandern konnen [15,24,26,48]. Dass besonders im
ventralen Abschnitt der Hippocampusformation eine gesteigerte
Neurogeneseaktivitat nachgewiesen werden konnte, demgegenuber aber dorsale
Anteile eine dynamischere Anderung des Proteoms aufwiesen, verdeutlicht, wie
unterschiedlich die jeweiligen Abschnitte der Hippocampusformation auf externe
Stimulation reagieren und wie flexibel sich die Nervenzellen den jeweiligen
Herausforderungen anpassen konnen. Lernen und Gedachtnisbildung, ebenso wie
die Verarbeitung von emotionalen Ereignissen sind somit das Resultat eines
Zusammenspiels aus dorsalen wie ventralen Anteilen und folglich eine gemeinsame
Leistung der gesamten Hippocampusformation [4]. Des Weiteren zeigte diese Studie,
dass korperliche Aktivitat die Plastizitat von Nervenzellen nachhaltig verandern kann,
spezifisch durch Induktion der adulten Neurogenese und Modifikation des
Zellmetabolismus. Beide stellen wichtige Aspekte dar, die zur Pravention und
Therapie neurodegenerativer und neuropsychiatrischer Erkrankungen beitragen
konnen [57,1501.

Themenbezogene Publikation:

Frey S*, Schieweck R*, Forné I, Imhof A, Straub T, Popper B*, Kiebler MA*. Physical
Activity Dynamically Regulates the Hippocampal Proteome along the Dorso-Ventral
Axis. Int J Mol Sci. 2020 May 15;21(10):3501. doi: 10.3390/ijms21103501. * Geteilte
Erst- bzw. Letzt-Autorenschaft
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B. Molekularbiologische und verhaltensbiologische Charakterisierung von
Staufen2-defizienten Mausen

Das RNA-Bindeprotein (RBP) Stau2 wird uberwiegend in Nervenzellen von Saugern
exprimiert und Ubernimmt als Bestandteil der Ribonuleoproteinpartikel den
Transport entlang dendritischer Mikrotubuli und die damit erfolgende dendritische
Lokalisierung von mRNAs an die aktivierte Synapse [9,68,83,1331. In kultivierten
hippocampalen Neuronen wird eine Staufen2 Defizienz mit einer Abnahme
dendritischer Kontaktstellen in Verbindung gebracht [47]. Zahlreiche durch Stau2
regulierte Zielmolekule sind beschrieben worden, die allesamt im Kontext der
neuronalen Plastizitat wichtige Aufgaben ubernehmen, darunter Calm3, Rgs4, RhoA
und CaMKlla 19,49,101,123,1471. In der Arbeit von Dubnau et al. wird ein
Zusammenhang zwischen Staufen und Storungen der Langzeitgedachtnisleistung im
Modellorganismus der Fruchtfliege hergestellt [33].

Ziel dieses Projektes war es herauszufinden, welche Auswirkungen eine verminderte
Stau2 Expression in Neuronen auf den Phanotyp im Saugermodell hat. Fur diese
Fragestellung wurde eine Stau2-defiziente Mauslinie verwendet, die mittels Gene-
Trap-Mutagenese generiert wurde und bisher keiner molekularbiologischen und
verhaltensbiologischen Charakterisierung unterzogen wurde. Das Projekt gliederte
sich in zwei Phasen. Es erfolgte zunachst eine molekularbiologische Analyse zur
Bestimmung der Expressionsmuster von Stau2 in Gehirnen von Wildtyp- und
Staufen2-defizienten Mausen sowie unter Verwendung von immunhistochemischen
Techniken eine Kartierung der Stau2-Expression in Schnittpraparaten des Gehirns.
SchlieBlich folgte die in vivo Charakterisierung mit Hilfe von speziellen
Verhaltenstests zur ldentifizierung eines mit der verminderten Stau2-Expression
einhergehenden Phanotyps im Mausmodell.

Fur diese Versuchsvorhaben wurden Stau2-defiziente Mause auf dem genetischen
Hintergrund der Wildtyplinie C57BI/6) etabliert. Die Stau2-defiziente Mauslinie
wurde mit Hilfe biotechnologischer Methoden generiert. Bei der verwendeten
Technik werden embryonale Stammzellen (ES Zellen) verwendet, in denen eine
Gene-Trap-Kassette genau in den Bereich etabliert wird, der fur das Zielprotein
kodiert. Aus der Insertion kann eine veranderte wie auch verminderte Funktion des
Proteins resultieren. Diese vorab modifizierten ES Zellen werden in Blastozysten
weiblicher Spendertiere eingebracht und durch gezielte Zuchtfolge die Trager der
neuen genetischen Modifikation selektiert und die Linie etabliert [421. Mit der
Einbringung der Gene-Trap-Kassette wurde auch ein molekularer Marker —ein LacZ-
Reporter — eingebracht. Mit Hilfe des Reporters kann die erfolgreiche Insertion in den
Zellen nachgewiesen werden. Dabei kodiert die LacZ-Sequenz fur das Enzym Beta-
Galactosidase, ein Enzym, das bei erfolgreicher Insertion der Kassette in das
endogene Zielgen eine Farbreaktion hervorruft [42]. Somit lassen sich die Zellen in
einem Gewebeverband identifizieren, die erfolgreich die Gene-Trap-Kassette
integriert haben und somit das verkurzte Staufen2 Protein exprimieren.

In der ersten Phase dieses Projekts, der molekularbiologischen Charakterisierung,
wurden die Gehirne von adulten Stau2-defizienten Mausen untersucht. Dabei konnte
eine LacZ-Expression in allen sechs Schichten des Kortex nachgewiesen werden. Ein
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starkes Reportersignal konnte in der Hippocampusformation detektiert werden,
insbesondere im Gyrus dentatus (DG) sowie im Cornu Ammonis (CA). Anders als in
der Arbeit von Vessey et al. und Kusek et al., die eine gestorte Staufen2-Expression
in neuronalen Vorlauferzellen und sich entwickelnden Neuronen in der embryonalen
Phase der Gehirnentwicklung mit einer vorzeitigen und unvollstandigen
Differenzierung von Nervenzellen und Kortexarealen in Verbindung brachten (71,138,
hatte die Gene-Trap-Insertion in dem zu untersuchenden Mausmodell keine
nachweisbaren Auswirkungen auf die Gehirnentwicklung. Es konnten bei der
lichtmikroskopischen, feingeweblichen Untersuchung Hamatoxylin und Eosin
gefarbter Schnittpraparate keine Hinweise fur eine Abweichungen der
Gehirnmorphologie in Stau2-defizienten Mausen gefunden werden. Unter
Verwendung von molekularbiologischen Techniken konnte gezeigt werden, dass in
Folge der Gene-Trap-Insertion eine etwa 50% verminderte Stau2 Proteinexpression
in den Mausen resultierte. Mit Hilfe von immunhistochemischen Farbemethoden an
Gehirnschnitten von Wildtyp- und Staufen-defizienten Mausen konnte unter
Verwendung von spezifischen Antikorpern gerichtet gegen das Stau2 Protein eine
Kartierung der Stau2 Proteinexpression in der Hippocampusformation vorgenommen
werden. Es zeigte sich eine, sowohl in den Kornerzellen des DG als auch in den
Pyramidenzellen der Bereiche CA3-CA1 auftretende Abnahme der Proteinexpression
in Stau2-defizienten Mausen im Vergleich zu altersgleichen Wildtyp-Kontrolltieren.
Diese Befunde wurden durch die Analysen der LacZ-Reporter-Insertion bestatigt,
dabei wurde die Beta-Galactosidaseaktivitat genau in den genannten Nervenzellen
durch die Farbreaktion nachgewiesen.

Spezifisch  zeigten die molekularbiologischen und immunhistochemischen
Untersuchungen Folgendes:

e Mittels Gene-Trap-Technologie konnte eine Mauslinie etabliert werden, die
eine um 40% verminderte Stau2-Expression aufweist. Dabei sind Stau2
MRNA-Level um etwa 50% vermindert (Abbildung 6).

e Das Gene-Trap-Reporter-Signal war in Nervenzellen, insbesondere in
Bereichen des Kortex und der Hippocampusformation nachweisbar
(Abbildung 6).

e Die verminderte Stau2-Expression hatte keinen Einfluss auf die generelle
Gehirnentwicklung in diesem Mausmodell.

e Die verminderte Staufen2-Proteinexpression war speziell in Neuronen des
Gyrus dentatus und entlang des Cornu Ammonis nachweisbar (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Nachweis der Stau2 Expression in Gehirnen einer durch Gene-Trap-
Mutagenese generierten Mauslinie
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Legende: A, B. Die Gene-Trap-Vektor Insertion reduziert die Stau2 mRNA und Protein Level in
Gehirnen der Stau2-defizienten Mauslinie (Stau2®T)im Vergleich zu Wildtyp-Kontrolltieren. C, D. Das
Reportersignal (8-Galactosidaseaktivitat) des LacZ-Vektors ist Uberwiegend im Gyrus dentatus und in
dem Cornu Ammonis nachweisbar. Hematoxylin und Eosin Farbungen an Gewebeschnitten zeigten
keine groben morphologischen Auffalligkeiten. E. Immunhistochemische Farbungen zum Nachweis
des Stau2 Proteins zeigten eine Abnahme der Farbintensitat in der gesamten Hippocampusformation
der Stau2®T Mauslinie. F. Die Abnahme der Stau2 Expression in der Hippocampusformation folgt dem
LacZ-Vektorsignal in Neuronen des Cornu Ammonis, insbesondere in der Subregion CA1.
Abbildungen aus Popper et al. [1071].
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In der zweiten Projektphase, der verhaltensbiologischen Untersuchung, wurden
adulte Stau2-defiziente Mause sowie altersgleiche Wildtyp-Kontrolltiere verwendet.
Die Tiere wurden in einer spezifischen Abfolge von Verhaltenstest einer
mehrwochigen Untersuchung unterzogen, die sowohl intra- wie extra-hippocampale
Funktionskreise ansprechen. Ziel war es, die verminderte Staufen2-Expression im
Gehirn einem Verhaltensphanotyp zuzuordnen. Es wurden neben angeborenen
Verhaltensweisen, wie dem Nestbautrieb 1291, insbesondere Hippocampus-
spezifische Fahigkeiten im Kontext der Langzeitgedachtnisleistung im Mausmodell
untersucht. Die Verarbeitung von raumlichen Mustern (spatial memory) ist dabei
wesentlich von der Integritat der hippocampalen Faserverbindungen abhangig, dies
gilt ebenso fur das Erinnerungsvermogen an Objekte in einem raumlichen Kontext
(object recognition memory), bei dem auch extra-hippocampale Bereiche in das
funktionelle Fasernetzwerk mit einbezogen werden [7,161.

Es wurden etablierte Testverfahren in Verbindung mit automatisierten Tracking-
Programmen und Video-Analyse zur Charakterisierung der Mauslinie verwendet. Die
durchgefuhrten Verhaltensexperimente werden im Folgenden kurz beschrieben. Die
Mause wurden hinsichtlich ihrer Aktivitat, Bewegungsablaufen und explorativem
Verhalten in einer open-field Box untersucht [143]1 Die Versuchsanordnung bestand
dabei aus einer transparenten, einstreulosen Plexiglasbox, in der sich die Tiere ohne
Einschrankungen fur einen definierten Zeitraum frei bewegen konnten. Als wichtige
ZielgroBen fur die Analyse wird die Geschwindigkeit und die zuruckgelegte
Wegstecke der Tiere in dem unbekannten Umfeld erfasst. Dieser Test liefert neben
Information uber die Integritat wichtiger Gehirnareale, die unter anderem fur Antrieb
und Sensomotorik verantwortlich sind auch Erkenntnisse zu den Funktionskreisen
die Flucht- und Angstverhalten der Tiere steuern [22]1. Der novel-object-recognition
(NOR)-Test untersucht die Fahigkeit der Tiere zur Objektwahrnehmung und damit
verbunden, das Erinnerungsvermogen an bereits bekannte Objekte in einem
raumlichen/zeitlichen Kontext [51. Den Tieren wurden unmittelbar im Anschluss an
den open-field Test in der ihnen nun bereits bekannten Umgebung zwei identische
Objekte zur uneingeschrankten Untersuchung prasentiert. Die Tiere wurden fur eine
festgelegte Zeitspanne beobachtet und dabei die Kontaktzeit bestimmt, in der die
Mause die beiden Objekte aktiv untersuchten. In einem nachsten Schritt wurde eines
der bereits bekannten Objekte durch ein neues Objekt (neu in GroBe und Form)
ersetzt. Die Position der Objekte wurde dabei aber nicht verandert. Erneut wurden
die Mause beobachtet und jeweils die Zeit erfasst, in der sich die Mause entweder
mit dem bekannten Objekt oder aber dem neuen Objekt beschaftigten.

Erganzt wurden der open-field und NOR-Test durch den Barnes-Maze-
Verhaltenstest, der gezielt intra-hippocampale neuronale Verknupfungen im Kontext
des raumlichen Lernens untersucht [8]l. Die Mause werden zu Beginn des
Verhaltenstests in die Mitte der runden, erhohten Testplattform gesetzt. Unter der
Plattform befindet sich nur an einer Stelle eine sogenannte , Fluchtbox”, die es den
Tieren ermoglicht, eine abgedunkelte, geschutzte Umgebung aufzusuchen. Es wird
fur diesen Versuchsaufbau angenommen, dass die Mause die abgedunkelte
Fluchtbox unterhalb der Testplattform aufsuchen, da sich Mause fur gewohnlich nur
kurze Zeit ungeschutzt im ,offenen Feld” aufhalten, das gleiche Phanomen, dass dem
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open-field Test zugrunde liegt [143]. Bei wiederholter Stimulation im Testsetup wird
erwartet dass sich die Mause ohne Beeintrachtigungen der dazu relevanten
neuronalen Netzwerke die Lokalisation der Fluchtbox einpragen und dabei
raumliches Lernen zeigen. Als entscheidende ZielgroBen wurde die Anzahl an
Fehlversuchen bestimmt sowie die Zeit gemessen, die die Tiere bis zum Auffinden
der Fluchtbox benotigen. Der Versuchsaufbau erforderte die Untersuchung der Tiere
an mehreren Folgetagen mit bis zu 24-Stunden-Intervallen zwischen den einzelnen
Versuchslaufen, damit eine Aussagekraft zur Langzeit-Gedachtnisleistung der Mause
getroffen werden konnte.

Spezifisch konnte bei den Verhaltensuntersuchungen adulter Stau2-defizienter
Mause Folgendes gezeigt werden:

e Stau2-defiziente Mause waren in einer neuen Umgebung weniger aktiv als
altersgleiche Kontrolltiere. Das zeigte sich insbesondere durch eine signifikant
verkurzte Wegstrecke, die im offenen Feldversuch zuruckgelegt wurde, sowie
durch eine verminderte Geh-/Laufgeschwindigkeit auch in anderen Versuchen
(Abbildung 7).

e Stau2-defiziente Mause zeigten ein eingeschranktes Interesse an neuen,
unbekannten Objekten. Die Zeit, die die Tiere mit den bereits bekannten und
neuen Objekten im NOR-Test verbrachten, unterschied sich dabei signifikant
zu den Kontrolltieren.

e Die Langzeit-Gedachtnisleistung fur raumliche Lerninhalte war in Stau2-
defizienten Mausen vermindert, dabei zeigten die Tiere im Barnes-Maze
signifikant haufiger Fehlversuche beim Aufsuchen der Fluchtbox als die
eingesetzten Kontrolltiere (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Ergebnisse der Barnes-Maze-Verhaltensexperimente in Stau2-
defizienten Mausen
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Legende: A. Zur Untersuchung der Langzeitgedachtnisleistung fir raumliche Lerninhalte von Stau2-
defizienten Tieren (Stau2®™) und Wildtyp-Kontrolltieren wurden die Tiere einer viertigigen
Verhaltensanalyse unterzogen. Zwischen den Auswertungen im Barnes-Maze-Test lagen jeweils 24
Stunden. B. Das Testsetup bestand aus einer Plattform mit Startpunkt der Tiere im Zentrum. Die
Fluchtbox befindet sich nur an einer Position am Rand der Plattform. Die Zielzone markiert den
Bereich rund um den Zugang zur Fluchtbox. C. Auswertungen der Laufwege (track blots) zeigten, dass
Wildtyptiere und Stau2®T Mause dieselbe Suchstrategie zum Auffinden der Fluchtbox verwenden. D.
Kaplan-Meier Kurven illustrieren, dass Stau2-defiziente Mause signifikant langer brauchen, um die
Fluchtbox zu erreichen. E,F. Untersuchungen der Bewegungsgeschwindigkeit und der Zeit in der
Zielzone zeigten keine Abweichungen zwischen Wildtyptieren und Méausen der Stau2ST Linie.
Abbildung aus Popper et al. [107].

In Kooperation mit Dr. Tempel und Dr. Kusek vom Neural Stem Cell Institute der
Regenerative Research Foundation, New York und Dr. Bolivar vom Wadsworth
Center, New York State Department of Health/Department of Biomedical Sciences an
der Universitat von Albany in New York, wurden junge Stau2-defiziente Mause
hinsichtlich ihres Phanotyps charakterisiert.
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Spezifisch konnte bei den Verhaltensuntersuchungen junger Stau2-defizienter Mause
Folgendes gezeigt werden:

e Junge Stau2-defiziente Mause waren im open-field Test genauso aktiv wie
altersgleiche Kontrolltiere bei identischem Versuchsaufbau.

e Im elevated zero-Maze, einem Verhaltenstest zur Uberpriifung des
Angstverhaltens im Tiermodell [124], zeigten Stau2-defiziente Mause eine
Praferenz fur geschutzte Bereiche des Testsetups und verbrachten dort mehr
Zeit als altersgleiche Kontrolltiere.

e Im three-chamber social preference Test, einem Verhaltenstest zum Nachweis
gestorter sozialer Interaktion zwischen Individuen gleicher Art, eine
Verhaltensweise die auch bei Patienten mit neuropsychiatrischen
Erkrankungen beobachtet wird [96,1091, zeigten weibliche Stau2-defiziente
Mause Veranderungen hinsichtlich einer gesteigerten sozialen Interaktion,
wahrend zwischen Mannchen keine Unterschiede detektiert werden konnten.

Zusammenfassend gelang in dieser Studie der Nachweis, dass die verminderte Stau2
Expression im Mausmodell zu einer typischen Verhaltensanderung fuhrt, die sich im
Wesentlichen auf die Defizienz von Stau2 in der Hippocampusformation
zuruckfuhren lasst. Besonders bei der intra-hippocampalen Signalverarbeitung
scheinen diese genannten Mechanismen eine wichtige Rolle bei der Verarbeitung
von Lerninhalten und der Langzeitgedachtnisbildung zu spielen, aber auch bei
Angstverhalten und sozialer Interaktion. In Einklang damit steht die selektive
Expression von Stau2 in Neuronen der Hippocampusformation, gefolgt von der
verminderten Nachweisbarkeit des Stau2 Proteins nach Gene-Trap-Insertion in den
Kornerzellen des Gyrus dentatus und den Pyramidenzellen in den Subregionen des
Cornu Ammonis in dem von uns charakterisierten Mausmodell. Die beschriebenen
Ergebnisse, insbesondere die Defizite bei der raumlichen Langzeitgedachtnisleistung
sind in Einklang mit Befunden, die mit Hilfe einer Stau2-defizienten Rattenlinie
erhoben wurden [111. In der Arbeit von Berger et al. sind zudem Zielmolekule
identifiziert worden, die durch Staufen2 reguliert werden und fur die synaptische
Plastizitat eine wichtige Rolle spielen, darunter auch die fur RhoA kodierende mRNA
[11]. Die Verhaltensbeobachtungen deuten insgesamt darauf hin, dass neben den
dorsalen Anteilen der Hippocampusformation, besonders in jungen Stau2-defizienten
Mausen, die ventralen Anteile bei der Verarbeitung von Angst und Emotionen durch
die verminderte Expression des RBPs, beeintrachtigt werden. Das hier beschriebene
Mausmodell eignet sich fur weiterfuhrende Untersuchungen zu den molekularen
Mechanismen synaptischer Plastizitat entlang der dorso-ventralen Achse der
Hippocampusformation, besonders hinsichtlich der durch Stau2 regulierten und
synaptisch-lokalisierten mRNAs. Stau2 scheint in diesem feinabgestimmten
molekularen Zusammenspiel einen modulierenden Einfluss auf unterschiedliche
neuronale Netzwerke zu haben und vermag in Folge dessen zur Pathogenese
humanmedizinisch-relevanter neurologischer und neuropsychiatrischer
Erkrankungen beizutragen.
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C. Untersuchungen zur Synaptogenese im Kleinhirn
Staufen2-defizienter Mause

Basierend auf den aus der molekularbiologischen und verhaltensbiologischen
Charakterisierung der Stau2-defizienten Mause gewonnenen Erkenntnisse wurde in
einem weiterfuhrenden Projekt das Kleinhirn der Mause naher untersucht. Dass
Malformationen der cerebellaren Konnektivitat Einfluss auch auf die Entstehung und
Auspragung von neuropsychiatrischen wie neurologischen Erkrankungen haben
konnen [45,117], ist fur diese Projektbeschreibung von besonderem Interesse, so sind
bei der Grundcharakterisierung der Stau2-defizienten Mause auch Hinweise fur ein
gesteigertes Angstverhalten gefunden worden [1071.

Fur dieses Projekt wurden ausgewachsene Wildtyp- und Stau2-defiziente Tiere
beider Geschlechter hinsichtlich ihrer Motorkoordinationsfahigkeit auf dem Rotarod
(sich drehender Stab) und ihre Aktivitatsprofile auf dem Laufrad in ihrem gewohnten
Haltungsumfeld untersucht. Fur den Rotarod-Test werden die Mause auf einen sich
drehenden Stab gesetzt. Innerhalb einer festgelegten Untersuchungsdauer dreht sich
der Stab mit zunehmender Umdrehungszahl. Als ZielgroRe wird dabei die Zeitspanne
erfasst, bis die Tiere von dem sich drehenden Stab abrutschen [125]. Um auch in
diesem Testsetup die Tiere hinsichtlich ihrer Lernfahigkeit zu prufen, wurden die
Untersuchungen an aufeinanderfolgenden Tagen mit mehreren Durchlaufen
durchgefuhrt. Fur Untersuchungen zur Motoraktivitat im Tiermodell wurde das
Testsetup der ersten Projektbeschreibung von Frey et al. ibernommen [41].

Spezifisch konnte bei den Verhaltensuntersuchungen Folgendes gezeigt werden:

e Wildtyptiere und Stau2-defiziente Mause zeigten keine Unterschiede
hinsichtlich der Motoraktivitat im Laufradversuch.

e Stau2-defiziente Mause zeigten unabhangig vom Geschlecht eine gestorte
Motorkoordination im Rotarod-Test.

e Bei wiederholter Stimulation im Rotarod-Test zeigten Stau2-defiziente
mannliche  Tiere  eine  deutliche Lernkurve und  verbesserte
Motorkoordinationsfahigkeiten.

Neben den verhaltensbiologischen Untersuchungen wurden molekularbiologische
und immunhistochemische Analysen an Gewebeproben der in den Verhaltenstests
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verwendeten Tiere durchgefuhrt, um die zugrundeliegenden molekularen
Mechanismen des Phanotyps zu identifizieren. Bei Auswertung der Stau2
Expressionsmuster an  Gehirnschnitten der verwendeten Mause mittels
Konfokalmikroskopie zeigte sich eine verminderte Expression des Stau2 Proteins im
Stratum purkinjense der Stau2-defizienten Mause. Das Signal des LacZ-Reporters der
eingebrachten Gene-Trap-Kassette folgte den verminderten Stau2
Expressionsmustern in Purkinjezellen der Stau2-defizienten Mauslinie. Der Nachweis
der Gene-Trap-Insertion war dabei so spezifisch, dass nur ein Knockdown des
Staufen2 Proteins in Purkinjezellen zu erwarten war. Dies konnte durch den zeitgleich
durchgefuhrten immunhistochemischen Nachweis der Calbindin-Expression, einem
Purkinjezell-spezifischen Marker im adulten Gehirn [97], bestatigt werden.

Die Genaktivitat in Gehirnen von Wildtyp- und Stau2-defizienten Mausen wurde
mittels microarray-Untersuchungen im Anschluss an eine Serie von Verhaltenstests
durchgefuhrt, die bereits im zweiten Projektabschnitt bei der Grundcharakterisierung
der Stauf2-defizienten Mause beschrieben wurde. Die Ergebnisse der Analyse
zeigten, dass korperliche Aktivitat in der Verhaltensbatterie zur Steigerung der
Genaktivitat im Mausmodell fuhrt. Diese Befunde stehen in Einklang mit den
Erhebungen von Frey et al. aus der ersten Projektbeschreibung in der eine
aktivititsabhiangige Anderung der Proteinzusammensetzung — des Proteoms - in
Nervenzellen nachgewiesen werden konnte. Die microarray-Analyse des
Transkriptoms in Wildtyp und Stau2-defizienten Mausen lieferte dabei Informationen
zu den Genen CbInTund Grid2: Beide Gene waren in Stau2-defizienten Mausen nach
korperlicher Aktivitat signifikant hochreguliert. CbInT und Grid2 kodieren dabei fur
zwei Proteine, die an der synaptischen Bindung der Parallelfasern an die Dendriten
der Purkinjezellen beteiligt sind [871. Grid2 kodiert fur GluD2 (Glutamat-Rezeptor-
Delta2 Untereinheit), ein von Purkinjezellen exprimiertes post-synaptisches
Rezeptorprotein [52,132]. Cbin1 kodiert fur das von den Kornerzellen synthetisierte
und sezernierte Protein Cerebellin1, das in Verbindung mit dem ebenfalls
prasynaptisch gebildeten Protein Neurexin eine synaptische Kontaktstelle bestehend
aus den Komponenten Neurexin-Cerebellin1-GluD2 bildet 175,871. Dieser
synaptischen Verbindung - bezeichnet als Parallelfaser-Purkinjezell (PF-PC)
Verbindung — wird unter anderem eine essentielle Rolle bei der Prozessierung von
Signalen, die fur die Koordination von Bewegungsablaufen und Motorlernen von
Bedeutung sind, zugeordnet [90]1. Auch Beeintrachtigungen der Motorkoordination
wurden bereits mit einer Dysfunktion der Neurexin-Cerebellin1-GluD2 synaptischen
Konnektivitat beschrieben [25,911.

28



Habilitationsschrift Dr.med.vet. Bastian A. Popper

Abbildung 8: Die Parallelfaser-Purkinjezell-Verbindungen und die Stau2
Expression in der Kleinhirnrinde

A

Parallelfasern

Prasynaptisches
Nrnx

Stratum moleculare . .
prasynaptisch

sezerniertes Cbin1

Statum purkinjense Purkinjezelle

Stratum granulosum

lKérnerzelle
b 4
Postsynaptisches

Moosfaser WT GluD2 Stau2 GT

Calbindin Stau2

WT

Stau2¢T

Legende: A. Schemazeichnung der Moosfaser-Parallelfaser-Verbindung zwischen Kornerzellen und
Purkinjezellen im Kleinhirn in Anlehnung an Mishina et al. 2012 [90]. Die VergroBerung zeigt die
synaptische  Kontaktstelle zwischen den Parallelfasern der Kornerzellen und den
Purkinjezelldendriten, gebildet aus dem prasynaptischen Neurexin (Nrnx), dem prasynaptisch-
sezernierten CerebellinT (CbIn1) und der postsynaptisch-lokalisierten Glutamat-Rezeptor-Delta2
Untereinheit in WT und Stau2®" Mausen nach korperlicher Aktivitat auf dem Laufrad. B. Nachweis von
Stau2 mittels Immunfluoreszenz in Kleinhirn-Gewebeschnitten von Wildtyp- und Stau2-defizienten
(Stau2 ©T) Mausen. Nachweis von Calbindin als Marker fiir Purkinjezellen. Stratum moleculare (StM),
Stratum purkinjense (StP) und Stratum granulosum (StG). (Bastian Popper, unveroffentlichte
Abbildungen).

Um die Ergebnisse der verhaltensbiologischen Charakterisierung mit den Befunden
der molekularbiologischen Analysen zu verknupfen, wurden spezifische
immunhistochemische Untersuchungen an der PF-PC-Verbindung durchgefuhrt. Als
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ZielgroRRe fur den Nachweis einer veranderten Synaptogenese in Wildtyp- und Stau2-
defizienten Mausen wurde mit Hilfe der Konfokalmikroskopie die Intensitat des
detektierten Farbsignals gemessen, das sich durch Kopplung der spezifischen
Antikorper mit den gekoppelten Fluoreszenzmarkern ergab. Es wurde jeweils die
Signalintensitat fur das prasynaptisch lokalisierte Molekul vGLUT1 (vesikularer
Glutamattransporter 1) [32]1 und das postsynaptische Protein GluD2 bei Tieren mit
bzw. ohne Zugang zu Laufradern uber den Zeitraum von mehreren Wochen
verglichen. Wildtyp- und Staufen2-defiziente Tiere unterschieden sich hierbei nach
korperlicher Aktivitat in der Auspragung der Synaptogenese der PF-PC-Verbindung.
Dies wurde belegt durch eine Erhohung des GluD2/vGLUT1-Quotienten in Stau2-
defizienten Mausen nach Auswertung der Gewebeproben am Ende der
Verhaltensexperimente. Gestutzt wird diese Erhebung durch den quantitativen
Nachweis der GluD2 Proteinexpression im Stratum moleculare der eine signifikante
Zunahme des in Purkinjezellen exprimierten Proteins in Stau2-defizienten Mausen
zeigte.

Interessanterweise konnte kein Unterschied in der GluD2 Proteinkomposition
zwischen Kontrolltieren und der Staufen2-defizienten Mause vor Beginn der
mehrwochigen Verhaltensuntersuchungen festgestellt werden. Dieser Befund deutet
darauf hin, dass primar das postsynaptisch organisierte GluD2 durch das verminderte
Vorkommen von Stau2 in seiner Expression dynamisch verandert wird. Diese
Annahme wird unterstutzt durch Daten, die eine Interaktion von Grid2 und Stau2
nahelegen [123]. Die Zunahme der Grid2 und CbinT mRNAs deutet dabei auf einen
Feedback-Mechanismus hin, der sich aus einem gesteigerten Bedarf an synaptischen
Proteinen bei korperlicher Aktivitat und Motorlernen ergibt.

Spezifisch konnte bei den molekularbiologischen und immunhistochemischen
Analysen Folgendes gezeigt werden:

e Stau2 wird uberwiegend in Purkinjezellen des Kleinhirns nachgewiesen
(Abbildung 8).

e In Stau2-defizienten Mausen fuhrt die Gene-Trap-Insertion zu einer Abnahme
der Stau2 Expression um etwa 50% (Abbildung 8).

e Die Genaktivitat von Grid2 und ClbnTwird nach korperlicher Aktivitat in Stau2-
defizienten Mausen hochreguliert, bestatigt durch einen Anstieg der Grid2 und
ClbnT mRNAs in Gewebeproben der Tiere.

e Nach korperlicher Aktivitat sind in Stau2-defizienten Mausen vermehrt PF-PC
Verknupfungen nachzuweisen (Abbildung 9).

e Nach Stimulation der Motoraktivitat in Staufen2-defizienten Mausen wurde
GluD2 im dendritischen Kompartiment von Purkinjezellen vermehrt detektiert
(Abbildung 9).
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Abbildung 9: Stau2 beeinflusst die Parallelfaser-Purkinjezell-Synaptogenese
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Legende: A. Reprasentative Immunfluoreszenz-Aufnahmen fur GluD2 und vGLUT1 in Wildtyptieren
und Stau2-defizienten Tieren vor (10-Wochen) und nach (13-Wochen) Laufradexposition. B.
Quantifizierung der durchschnittlichen Farbeintensitat von GluD2 und vGLUT1 nach drei Wochen
Laufradversuch mit Normalisierung der Daten zur Farbeintensitat in 10-Wochen alten Tieren.
Abbildungen aus Pernice et al. [104].

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass eine verminderte Stau2 Expression im
Kleinhirn, insbesondere in Purkinjezellen der Kleinhirnrinde, zu einer gestorten
Motorkoordination im Tiermodell fuhrt. Es wurden mit den Molekulen Grid2 und
Cbin1, zwei mRNAs identifiziert, deren kodierende Proteine (GluD2 und CerebllinT)
wesentlich fur die Synaptogenese und Plastizitat der PF-PC Verbindungen sind
[51,70. Die beiden synaptisch lokalisierten Molekule sind in Stau2-defizienten
Mausen in Abhangigkeit korperlicher Aktivitat und Motorlernen dynamisch reguliert.
In dem hier untersuchten Mausmodell deutet die dynamische Regulation der mRNAs
auf einen Feedback-Mechanismus hin, der sich aus einem gesteigerten Bedarf an
synaptischen Proteinen bei korperlicher Aktivitat und Motorlernen ergibt. Diese
Studie komplementiert die vorangegangenen Untersuchungen zur phanotypischen
Charakterisierung des durch Gene-Trap-Mutagenese generierten Mausmodells einer
Stau2-Defizienz und verdeutlicht, dass Stau2 eine wichtige Rolle bei der Regulation
der synaptischen Aktivitat - und damit Lernen —auch im Kleinhirn spielt. Ferner kann
eine Missregulation des RBPs im Kleinhirn auch fur Verhaltensanderungen im
Kontext neuropsychiatrischer Erkrankungen pradisponieren.
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D. Untersuchungen zu den Auswirkungen einer verminderten Pumilio2
Expression im Kontext der Entstehung epileptischer Anfalle im
Mausmodell

Die in diesem Studienabschnitt verwendeten Pumilio2-defizienten Mause wurden in
gleicher Weise, wie die in den vorherigen Projekten untersuchten Stau2-defiziente
Mause, mit Hilfe der Gene-Trap (GT)-Mutagenese generiert [149] und in der Arbeit
von Siemen et al. einer weiterfuhrenden Charakterisierung unterzogen. Die
Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass Pum2-defiziente Mause neben Defiziten der
Lern- und Gedachtnisleistung, altersabhangig spontane epileptische Anfalle zeigen
[126]. Genexpressionsanalysen an Gewebeproben hippocampaler Subregionen
zeigten Anderungen der Expression von Genen, verantwortlich fiir die RNA
Prozessierung und Translation, wie beispielsweise der eukaryotische
Translationsinitiationsfaktor 4E (elF4E), sowie Gene, die fur Proteine kodieren, denen
modulierende  Eigenschaften bei der neuronalen Erregungsubertragung
zugesprochen werden. Dazu gehoren insbesondere die spannungsabhangigen
Natriumkanale (Nays) [126]. Interessanterweise konnte bereits ein Zusammenhang
zwischen Pum2 und Nays in kultivierten hippocampalen Neuronen und der
Regulation der neuronalen Erregbarkeit hergestellt werden [31,1391.

In dieser Studie sollten Pum2-assozierte Zielmolekule identifiziert werden, die im
Mausmodell fur die spontanauftretenden epileptischen Anfalle in jungen Tieren
pradisponieren und fur die Manifestation der Epilepsie im adulten Tier verantwortlich
gemacht werden konnen.

Fur die Untersuchungen wurden molekularbiologische, immunhistochemische und
elektrophysiologische Untersuchungen an Gehirnen von Wildtyp- und Pum?2-
defizienten Mausen unterschiedlicher Altersstufen durchgefuhrt. Zunachst wurden
die Pum2 Proteinlevel in Gehirnen sowie Hippocampus-spezifischen Gewebeproben
untersucht, um herauszufinden, inwieweit die Gene-Trap-Insertion die Pum?2
Expression im Mausmodell beeinflusst. Diesen Untersuchungen folgte eine
Transkriptom-weite Analyse der Genexpression in Gehirnen der adulten Pum26T
Mause.

Spezifisch konnte bei den molekularbiologischen Analysen Folgendes gezeigt
werden:

e Pumilio2 ist in Gehirnen der Pum2¢T Mauslinie um etwa 90%
herunterreguliert.
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e In der Hippocampusformation der Pum2¢T Mauslinie lasst sich ebenfalls eine
um etwa 90% reduzierte Pumilio2 Expression nachweisen.

e Geneexpressionsanalysen identifizierten eine Missregulierung von Natrium-,
Kalium- und Calcium-Transportern und Mitgliedern des eukaryotischen
Translationsinitiationsfaktor—-Komplexes (elF).

e (Geneexpressionsanalysen zeigten eine Missregulation von Zielmolekulen, die
fur Proteine kodieren, welche der Zellkommunikation und synaptischen
Transmission zugeordnet werden konnen, darunter beispielweise RhoA und
Map2ké 112,991.

e (Gabra2, kodierend fur die Untereinheit alpha2 des GABAa-Rezeptors, war
dabei deutlich hochreguliert nachweisbar in Gehirnen der adulten Mause.

e mRNAs, kodierend fur die spannungsabhangigen Natriumkanale Nay1.1
(Scnl1a) und Nay1.8 (Scn8a) dagegen waren in ihrer Expression nicht
verandert.

Es folgte eine detaillierte Analyse der Epilepsie-relevanten Gene Scnla, ScnZ2a,
Gabra2 und Gabbr2 in Gewebeproben junger und adulter Wildtyp- und Pum26T
Mausen mittels qRT-PCR.

Spezifisch konnte bei den Analysen gezeigt werden:

e In jungen Pum2¢T Mausen zeigte sich eine signifikante Hochregulierung der
Scnla, ScnaZ2 und Scn8a mRNAs.

e In adulten Tieren waren dagegen die mRNA-Level von Scnla, Scna2 und
Scn8a nicht verandert.

e In jungen wie adulten Pum2C6T Maiusen konnte eine signifikante
Hochregulierung der Gabra2 mRNA nachgewiesen werden.

e Esliel sich kein Unterschied fur das Gabbr2 mRNA-Level in den Gehirnen der
Mauslinien nachweisen.

Die molekularbiologischen Erhebungen auf mRNA-Ebene wurden erganzt durch den
Nachweis der jeweils kodierenden Proteine (Nay1.1, Na,1.2 und Na,1.6 sowie
GABRA2) mittels immunhistochemischer Farbungen an  hippocampalen
Gehirnschnitten. Die Bestimmung der Proteinlevel in Wildtyp- und Pum26T-Mé&usen
erfolgte dabei durch Bestimmung der Fluoreszenzaktivitat der farbstoffgekoppelten
spezifischen Antikorper an Gehirnschnitten mittels Konfokalmikroskopie. Die
Auswertung der Gewebeschnitte berucksichtigte die hippocampalen Subregionen
DG, CA3 und CAT, sowie in den Bereichen CA3 und CA1 auch die zonale Gliederung
in die Bereiche Stratum pyramidale (StP) und Stratum radiatum (StR). Diese
feingewebliche zonale Untersuchung sollte Erkenntnisse liefern, inwiefern die
detektierten Anderungen auf mRNA Ebene sich auch auf die Proteinkomposition in
Nervenzellen der Hippocampusformation auswirken und ob sich dabei auch eine
Lokalisierung der Proteine im Zellkorper und Dendriten nachweisen lasst.
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Spezifisch konnte bei den feingeweblichen Analysen gezeigt werden:

e In jungen Wildtyptieren und Pum26T Mausen unterschieden sich die mRNA
Level der Nays 1.1, 1.2 und 1.6 nicht signifikant.

e Die Proteinlevel der Nawss 1.1, 1.2 und 1.6 waren in adulten Pum2°T Tieren
gegengenuber den Kontrollen jedoch signifikant verandert.

e Die Nays zeigten im Gewebeschnitt Subregionen-spezifisch Unterschiede in
der Verteilung.

e In adulten Pum2CT Tieren konnte auch eine signifikante Erhéhung der
GABRA2 Expression in der Hippocampusformation gegenuber den
Kontrolltieren nachgewiesen werden.

e Das GABRAZ2 Protein war insbesondere im Stratum radiatum der Region CA1
signifikant erhoht.

Abbildung 10: Die vermindere Expression von Pum2 beeinflusst die dendritische
Lokalisierung von Nay 1.6 und GABRA2 im Hippocampus
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Legende: A. Gezeigt werden reprasentative Immunfluoreszenz-Aufnahmen aus der
Hippocampusformation von Wildtyp- (WT) und Pum2-defizienten Mausen (Pum2°7) fir Na,1.6 (griines
Signal) und dem Dendritenmarker MAP2 (rotes Signal). Die VergroBerungen der CA1 Subregion
zeigen eine Verminderung der dendritischen Signalintensitat in Pum2CT Mausen im Vergleich zu
Kontrolltieren. B. Gezeigt werden reprasentative Immunfluoreszenz-Aufnahmen aus der
Hippocampusformation von WT — und Pum2CT Mausen fir GABRA2 (griines Signal) und dem
Dendritenmarker MAP2 (rotes Signal). Die VergroBerung der CA1 Subregion zeigt in Pum2-
defizienten Tieren eine Zunahme der Farbeintensitat im dendritischen Kompartiment der
Pyramidenzellen gegenuber Kontrolltieren. Pfeile markieren den Verlauf der Dendriten sowie den
Farbenachweis der Zielmolekule Nav1.6 und GABRA2. DAPI wurde als Kernmarker verwendet (blaues
Signal). Stratum oriens (StO), Stratum pyramidale (StP), Stratum radiatum (StR), Stratum lacunosum-
moleculare (StLM). Entnommen aus Follwaczny et al. [40].
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In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Sutor (Lehnstuhl far
Physiologische Genomik am BMC der LMU wurden elektrophysiologische
Messungen durch Frau Dr. Riedemann durchgefuhrt, die einen funktionellen
Zusammenhang zwischen den Subregionen-spezifischen Veranderungen auf
Proteinebene und dem epileptischen Phanotyp der Tiere herstellen sollten. Die
Messungen wurden im Bereich der Schaffer-Kollateralen-Verbindung zwischen
Axonen der CA3 Neurone mit den Dendriten der CA1 Pyramidenzellen im Bereich
des Stratum lacunosum-moleculare durchgefuhrt. Auf diese Weise wurde die
Netzwerkaktivitat in einem Teil der intra-hippocampalen Verschaltung untersucht.
Die Auswertung zeigte in jungen Pum2¢T Tieren eine reduzierte Netzwerkinhibition
nach Stimulation des neuronalen Schaltkreises, die folglich eine gesteigerte
synaptische Signallubertragung erwarten lasst.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass in adulten Pum2°T
Mausen Zielmolekule die fur die Regulation der synaptischen Aktivitat essentiell sind,
fehlerhaft reguliert sind. Diese Missregulation mag zur Epileptogenese und
Manifestation des epileptischen Phanotyps bereits in jungen Tieren beitragen, vor
allem dann, wenn die translationale Repression der mRNAs durch das fehlende Pum?2
Protein wegfallt, daraus eine gesteigerte Proteinsynthese resultiert und infolgedessen
dies zu einer gesteigerten neuronalen Erregbarkeit fuhrt. Insbesondere die gestorte
Reqgulation der a2 Rezeptoruntereinheit des GABAA Rezeptors in jungen Pum2-
defizienten Tieren kann ursachlich fur die fehlende Netzwerkhemmung sein, die
folglich fur die epileptischen Anfalle pradisponiert. Missregulierte Spannungs-
abhangige Natriumkanale unterstutzen daruber hinaus die Manifestation des
Anfallsleidens in adulten Pum2¢T Mausen. Die Befunde werden ergéanzt durch in vitro
Untersuchungen, in denen eine Pum2-vermittelte, lokale posttranskriptionelle
Regulation von mRNAs in hippocampalen Neuronen mit elektrophysiologischen
Anderungen an der Synapse in Verbindung gebracht wurden, die durch eine
verminderte Hemmung der GABAa-Rezeptoraktivitat nach Pum2 Depletion
hervorgerufen wurde [115]. Unsere Daten zeigten einen spezifischen Einfluss der
a2Untereinheit des GABAa Rezeptorkomplexes auf die verminderte Pumilio2
Expression, wahrend die mRNA fur Gabbr2 kodierend fur die a2Untereinheit des
GABAg-Rezeptors im Mausmodell unverandert blieb. Gestutzt werden diese Befunde
durch Erhebungen, die eine Interaktion der fur GABA-Rezeptoren und deren
Untereinheiten kodierenden mRNAs durch Pum2 wie auch fur weitere RBPs,
darunter Stau2 annehmen lassen [112,1441.

In der vorliegenden Arbeit wurden Risikofaktoren identifiziert, die durch eine
reduzierte Pum2 Expression fur das Entstehen von epileptischen Anfallen
pradisponieren sowie zur Manifestation des Anfallsleidens beitragen konnen. Die
Erkenntnisse sind von humanmedizinischer Relevanz. Patienten, die unter dem
Dravet Syndrome leiden, entwickeln bereits ab einem Alter von funf Monaten
epileptische Anfalle, die durch einen Funktionsverlust in der Regulation der
Erregbarkeit hemmender Neurone hervorgerufen wird. Ursachlich ist in mehr als der
Halfte der betroffenen Patienten eine Mutation im Scnla Gen, das fur den
Spannungs-abhangigen Natriumkanal Nay 1.1 kodiert [101. Eine Missregulation der
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Nay 1.6 Aktivitat wird ebenfalls mit der Entstehung von Epilepsien in Verbindung
gebracht [13,85]. Interessanterweise konnte in hippocampalen Gewebeproben von
therapieresistenten Epilepsie-Patienten eine verminderte Pum2 Expression
nachgewiesen werden [148]. Die vorliegende Studie liefert wichtige Erkenntnisse zu
den molekularen Ursachen einer gestorten Netzwerkaktivitat, die fur das Verstandnis
RBP-assoziierter, genetisch bedingter Epilepsien von Bedeutung sind. Die Arbeit
bietet damit neue Anhaltspunkte fur die Entwicklung neuer Therapieansatze zur
Behandlung genetisch bedingter Epilepsien.
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IV. Zusammenfassung und Ausblick

Komplexe neurologische Erkrankungen, wie beispielweise Epilepsie oder
Schizophrenie, lassen sich oftmals nicht durch ein einfaches Screening betroffener
Patienten auf vorliegende Mutationen erklaren. Ein Grund hierfur ist die fehlende
Information zu relevanten Krankheitsgenen. Eine mogliche Verbindung ist die
posttranskriptionelle Regulation, die lokal die Expression von Proteinen steuert und
damit eine Brucke schlagt zwischen potentiellen Verursachergenen und deren
Kontrollmechanismen. Bei zahlreichen Erkrankungen spielt unter anderem der durch
bestimmte RBPs vermittelte, dendritische mRNA Transport und die nachfolgende
Translation an der stimulierten Synapse eine groRe Rolle in der Entstehung und im
Fortgang der weiteren Krankheitsprozesse, was sich in der wachsenden Zahl der mit
RBP-assoziierten neurologischen Erkrankungen widerspiegelt [28,44,113,136]. Die in
dieser Arbeit beschriebenen Befunde untermauern, dass die Synchronisation von
MmRNA Transport und synaptischer Translation essentiell ist fur die synaptische
Plastizitat von Nervenzellen (Abbildung 11) [18]l. Eine Dysfunktion hat dabei
weitreichende zellulare und neuropathologische Folgen, die zu einer gestorten
neuronalen Homoostase fuhren [611.

Abbildung 11: Die lokale Regulation des Proteoms beeinflusst die synaptische
Plastizitat von Nervenzellen
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Korperliche Aktivitat ist in den untersuchten Mausmodellen ein entscheidender
Faktor bei der Veranderung des neuronalen Transkriptoms und Proteoms und
folglich der neuronalen Erregbarkeit. Die Befunde betonen, welche wichtige Rolle
korperlicher Aktivitat bei der Pravention und Therapie neurodegenerativer sowie
neuropsychiatrischer Erkrankungen spielen kann. Die in dieser Arbeit untersuchten
Aspekte mit Einfluss auf die neuronale Plastizitat bieten Anhaltspunkte fur
weiterfuhrende Untersuchungen um beispielweise die zugrundeliegenden
Mechanismen der adulten Neurogenese im Kontext neurologischer Erkrankungen zu
verstehen. Die vorgestellten Mausmodelle eignen sich dabei in besonderer Weise fur
diese Analysen, bestehen doch fur die hier untersuchten RNA-Bindeproteine Stau2
und Pum2 Zusammenhange mit der Neubildung von Nervenzellen (71,1551. Daruber
hinaus bieten die prasentierten Daten neue Anhaltspunkte fur Untersuchungen die
das  Zusammenwirken von RBPs mit weiteren posttranskriptionellen
Regulationsmechanismen zum Ziel haben. Besonders die Kinase mechanistic target
of rapamycin (mTOR) und die mitogen-activated protein kinase (MAPK) als
ubergeordnete Regulatoren der Translation in Saugerneuronen spielen eine zentrale
Rolle bei der Regulation der synaptischen Plastizitat und haben damit Einfluss auf die
zellulare Homoostase in neuronalen Netzwerken (Abbildung 12) [105].

Abbildung 12: Die Regulation lokalisierter Epilepsie-assoziierter RNAs durch
RBPs und die mTOR/MAPK-Signalkaskaden
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