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Zusammenfassung

6 ZUSAMMENFASSUNG

In der Literatur sind bereits mehrere Rezeptortyrosinkinasen beschrieben worden, die an der
Regulation inhibitorischer Synapsen beteiligt sind. Nicht nur in einem siRNA basierten Screen, sondern
auch durch elektrophysioglogische Untersuchungen ist die Rezeptortyrosinkinase cMet im
Zusammenhang mit der Regulation inhibitorischer Synapsen in Erscheinung getreten. cMet wurde
bereits hinlanglich im Kontext der Tumorbiologie beschrieben und ist erst kiirzlich in den Fokus der

Neurobiologie geriickt.

In dieser Arbeit wurde die Relevanz von cMet fiir die synaptische Verschaltung sowohl in vitro, in
dissoziierten hippocampalen Neuronen, als auch in vivo, im Gyrus Dentatus der Ratte, gezeigt. In
beiden Systemen konnte bestatigt werden, dass cMet notwendig fiir die Bildung der inhibitorischen
Geriststruktur ist. In weiterflihrenden in vitro Experimenten wurde gezeigt, dass cMet hinreichend ist,
um eine mTOR-abhangige Gephyrinclusterung zu induzieren, die durch den spezifischen mTOR

Inhibitor Rapamycin gehemmt werden kann.

TSC2 ist der Negativregulator von mTOR. Nach TSC2 KD in vitro wurde eine erhdhte Clusterdichte von
Gephyrin festgestellt. In den in vivo Untersuchungen wurde eine mTOR-abhangige Verringerung
synaptischer Markerprotein nachgewiesen. TSC2 ist demnach nicht nur fiir die Regulation

exzitatorischer, sondern auch inhibitorischer synaptischer Verschaltungen relevant.

In einem weiteren Experiment wurde in die Konversion der endosomalen Kompartimente eingegriffen
um den Ursprungsort der Translokation von Gephyrin besser beschreiben zu kénnen. Durch die
Transfektion hippocampaler Neurone mit der konstitutiv aktiven Varianten des friihen endosomalen

Markers Rab5A wurde die mTOR Aktivitat inhibiert und die Gephyrinclusterung reduziert.

Diese Doktorarbeit bestatigt, dass cMet, TSC2 und die endosomalen Kompartimente sich nicht nur in
der Relevanz fur Autismus Erkrankungen einen, sondern auch einen Einfluss auf die inhibitorische

synaptische Verschaltung haben.



Einleitung

7 EINLEITUNG

Das menschliche Gehirn ist die Steuerzentrale des Korpers. Die Integration und Verarbeitung
unterschiedlichster Sinneseindriicken der Umgebung und des Kérpers selbst werden hier zentralisiert
und prozessiert. Um diese enormen Leistungen aus Input, Prozessieren und Output gerecht zu werden
haben sich im Laufe der Evolution vielerlei Strukturen und Verkniipfungen entwickelt und dem Gehirn
seine Morphologie verliehen. Den neusten Schatzungen nach zu Folge besteht das menschliche Gehirn
aus 100 Neuronen [2, 3]. Pro Neuron werden etwa 10% Synapsen, funktionelle Einheiten der
interneuronalen Kommunikation und Signalweiterleitung, ausgebildet. Synapsen sind allerdings keine
stabilen Verbindungen, sondern hoéchst plastisch. In dieser Eigenschaft liegt die unerschopfliche
Fahigkeit des Gehirns beispielsweise zu Lernen und Geflihle zu assoziieren. Fir diese Leistungen ist im

Besonderen das limbische System verantwortlich.

Das limbische System ist als Teil des Gehirns die zentrale Funktionseinheit fiir die Verarbeitung von
Emotionen und besteht aus unterschiedlichen Gehirnarealen. Die einzelnen Bereiche beschreiben das
System nicht durch ihre Topografie, sondern Uber ihre Funktionalitat. Sie sind unter anderem wichtig
flir Lernprozesse und das Abspeichern von Gedachtnisinhalten. Der Mandelkernkomplex, die
Amygdala, ist das integrative Zentrum der emotionalen Verarbeitung und assoziiert Erlebnisse mit
Emotionen. Eingdnge erhdlt die Amygdala aus dem vorgeschalteten Thalamus, aber auch dem
Prafrontalkortex oder dem Hippocampus [4]. Der Prafrontalcortex tibernimmt eine gewisse Form der
Kontrollfunktion, analysiert Emotionen im Kontext des Gesamtbildes und schlussfolgert eine adaquate
Handlung. Kommt es beispielsweise zu einer Ldsion in diesem Areal treten Stérungen in der
Personlichkeit auf, die sich durch unpassendes Verhalten, Impulsivitdt und abwechselnde Euphorie
und Antriebslosigkeit auszeichnen [5]. Der Austausch mit dem Hippocampus hingegen schafft ein

emotionales Gedachtnis und speichert angstbehaftete Ereignisse ab.

7.1 Der Hippocampus

7.1.1 FUNKTIONEN

Die Hauptfunktion des Hippocampus ist die sogenannte Gedadchtniskonsolidierung. Sie beschreibt den
Mechanismus, der es ermoglicht, zu Lernen und Erinnerungen zu schaffen. Zum Erhalt temporarer
Erinnerungen werden die Informationen falls notwendig an das Langzeitgedachtnis , weitergegeben”,
welches in den kortikalen Arealen gebildet wird. Darliber hinaus ist der Hippocampus an der
raumlichen Orientierung beteiligt. Zu diesem Zweck wurden im Gehirn besondere, hochspezialisierte
Zellen entwickelt, die rdaumliche Abstdande, Geschwindigkeit und die Eigenbewegung in Bezug

zueinander setzen. Eine weitere Funktion ist die emotionale Verknlpfung mit Gedachtnisinhalten.
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7.1.2 AUFBAU, STRUKTUR UND VERSCHALTUNG

Der Hippocampus zieht sich paarig angelegt durch das Telencepahlon. Der GroRteil des Hippocampus
liegt im Temporallappen und zieht sich bogenférmig unter dem Corpus callosum {iber den Fornix in
rostrale Richtung. Er ist konserviert bei den Sdugetieren angelegt und zeichnet sich durch seine
mannigfaltigen Verknipfungen zu anderen Bereichen des Gehirns aus. Der Querschnitt des
Hippocampus kann in drei Subeinheiten untergliedert werden: den Gyrus Dentatus, die Cornu
Ammonis und das Subiculum. Vereinfacht verlauft der eingehende Informationsfluss des Hippocampus
vom Gyrus Dentatus Uber das Cornu ammonis (CA) und Subiculum bis zum Fornix. Der Fornix
bezeichnet eine Faserstruktur, welche sich aus Fimbrien beider hippocampalen Hemispharen bildet
und als Projektionsbahn zwischen dem Hippocampusun dem Corpora mammilaria gilt. In der CA Region
erkennt man am deutlichsten die Schichtung der Zellen im Hippocampus. In dem Stratum oriens, oder

auch Korbzellschicht genannt, liegen die namensgebenden Korbzellen.

molekulare Schichtung Kompartimentierung

Enthorinaler
Kortex

Stratum pyramidale

Stratum granulosum 1

Polymorphe Schicht

Gyrus Dentatus

Moosfasern Schaffer Kollaterale

Subiculum I Pres. I Paras.

- =

Tractus Perforans

Abbildungl: Schichtung und Kompartimente des Hippocampus

Die Darstellung eines Coronalschnitts (Kernfarbung (Hoechst) in weiR) des Hippocampus der
Ratte zeigt links die molekulare Schichtung im Hippocampus und rechts die unterschiedlichen
Kompartimente. Unterhalb des Schnitts ist die Verschaltung der verschiedenen Kompartimente
Uber die jeweiligen Fasertrakte schematisch abgebildet. CA= Corna ammonis;
Pres.=Presubiculum; Paras.=Parasubiculum.

Unterhalb dieser Zellen gliedert sich das Stratum pyramidale an, das hauptsachlich aus grofien,
glutamatergen Pyramidenzellen besteht. Im Inneren der Windung des Hippocampus ist das Stratum
moleculare zu finden. Dies ist eine eher zellarme Schicht, die vor allem Interneurone enthalt, welche
die Verschaltung und Interaktion der Kérner- und Pyramidenzellen modulieren. An Hand der Dichte
und Lokalisation der Somata in der Cornu ammonis ldsst sich der Hippocampus sehr gut gliedern, so
ergeben sich die Regionen CA1-CA4. Wahrend der Gyrus Dentatus die CA4 Region umgibt, geht die

CA1 Region in das Subiculum Uber.
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Ahnlich wie die CA Regionen ist auch im Gyrus Dentatus eine Schichtung der Zellen zu finden. Das
Stratum granulosum des Gyrus Dentatus, in dem sich die Kornerzellen befinden, ist dquivalent zur
Schicht der Pyramidenzellen des Stratum pyramidale des CA. Oberhalb liegt das Stratum moleculare,
hier liegen die Dendriten der Koérnerzellen sowie modulierende Interneurone. Innerhalb des Gyrus
Dentatus befindet sich der Hilus mit der polymorphen Schicht. Er umfasst den Bereich der Axone der
Koérnerzellen, die sogenannten Moosfasern. Auch in diesem Bereich lassen sich modulierende

Interneurone finden.

Der Hippocampus erhalt seine Afferenzen aus wichtigen Teilen des Gehirns, dem Thalamus, dem Gyrus
cinguli, dem Septum und bereits prozessierten Input aus dem Neocortex. Diese Eingdnge gelangen
Uber den enthorinalen Cortex Uber den Tractus perforans direkt in den Gyrus Dentatus. Der
enthorinale Cortex liegt medial am Lobus cerebralis, dem GroRhirnlappen, an. In diesem Kontext ist er
maligeblich beteiligt an der Gedachtnisbildung. Kommt es zu pathologischen Verdanderungen im
enthorinalen Cortex kdnnen Stérungen bei der Gedachtnisbildung entstehen. Hier treten auch die
frihsten Lasionen im Fall einer Alzheimer Erkrankung auf, weswegen dieses Areal besonders wichtig

in der Friherkennung ist.

Die Verschaltung innerhalb des Hippocampus verldauft vom Tractus Perforans auf das Stratum
Granulosum. Die Axone der darin liegenden Kérnerzellen ziehen als Moosfasern in Richtung der CA3
Region. Uber die Schafferkollateralen werden die neuronalen Signale weiter in Richtung CA1
transportiert. Die CA1 Region ist verbunden mit dem Subiculum, die Hauptausgangsstruktur des
Hippocampus. Von hier aus werden Efferenzen unter anderem zum medialen Prafrontalkortex und

anderen Subkortikalen Strukturen gesendet.

7.1.3 DER HIPPOCAMPUS ALS AUSGANGSPUNKT FUR ERKRANKUNGEN

Diverse Bereiche des Gehirns konnten in zuriickliegenden Studien mit Angsterkrankungen in
Verbindung gebracht werden. Darunter sind beispielsweise die Amygdala, der Nucleus Accumbens,
Hirnstammbkerne, prafrontale Regionen und der Hippocampus [6]. Besonders der Hippocampus spielt
in Angsterkrankungen und posttraumatische Belastungsstérungen eine zentrale Rolle [7].
Hippocampale Dysfunktionen fiihren zu einem verstarkten Vermeidungs-Verhalten und sind damit
Ausgangspunkt fur die Entwicklung einer Angsterkrankung [1, 8]. Da der Hippocampus die Schaltstelle
zwischen Lang- und Kurzzeitgedachtnis ist, kann es bei entsprechenden Lasionen zu einer fehlerhaften
Speicherung von neuen Informationen kommen. Ldsionen kénnen einerseits Konsequenzen des
Alterwerdens sein und andererseits das Resultat neurodegenerativer Erkrankungen. Die
Informationsverarbeitung im Gehirn ist abhangig von der Funktionalitat sogenannter Interneurone. Sie
machen etwa 10-15% der gesamten neuronalen Population aus [9]. Bereits 1992 konnte gezeigt
werden, dass eine fehlregulierte Inhibition im Hippocampus eine signifikante Pravalenz fir
Angsterkrankungen in Mensch und Tier zur Folge hat. Nach derzeitigem Stand werden Angstpatienten
mit Diazepam, einem Wirkstoff aus der Klasse der Benzodiazepine behandelt. Diazepam ist ein Agonist
des inhibitorischen GABAa (y-Aminobuttersdure) -Rezeptors und verstarkt dessen Wirkung. Die

Problematik des Wirkstoffes liegt darin, dass es haufig zu einer starken psychischen und kérperlichen
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Abhangigkeit kommt. Aus diesem Grund ist es wichtig die zelluldren Signalwege, die an der Regulation
dieses Rezeptors beteiligt sind, besser zu verstehen um maogliche neue therapeutische Ansatze zu

finden.

Neben der Assoziation mit Angsterkrankungen, gibt es auch Evidenzen dafiir, dass Autismus-Spektrum-
Stérungen mit Aberrationen im Hippocampus einhergehen. Einige Studien haben gezeigt, dass
Autismus-Patienten Schwierigkeiten haben, zu erlernende Informationen zu organisieren [10].
Hippocampale Gedachtnisdefizite wurden hauptsachlich wahrend des expliziten, aber nicht impliziten
Abrufens von Gedachtnisinhalten beobachtet [11]. Wahrend das implizite Gedachtnis automatisierte
Handlungsablaufe abspeichert, beschreibt das explizite Gedachtnis das autobiografische Gedachtnis,
welches verbal kommuniziert werden kann. Neben den verdnderten Gedachtnisfunktionen haben
guantitative Messungen zudem gezeigt, dass autistische Kinder auf Grundlage einer verdanderten

Morphologie des Hippocampus von gesunden Kindern unterschieden werden kénnen [12].

7.2 Neuronale Zelltypen des Gyrus Dentatus

Neurone sind die Grundbausteine des Gehirns. Sie integrieren eingehende Signal und leiten diese liber
synaptische Verbindungen weiter. Uber die Dendriten, welche Zellfortsitze aus dem Soma der
Nervenzelle sind, werden Sinnesreize in eine Nervenzelle aufgenommen und weitergeleitet zum
Perikaryon, welches den Bereich der Zelle beschreibt, der den Zellkern umhdillt. Von dort aus wird das
elektrische Signal Gber das Axon bis hin zu den Axonterminalen weitergeleitet. Am synaptischen
Endkdpfchen wird das Signal auf ein nachgeschaltetes Neuron Gbertragen. Die Reizweiterleitung wird

durch Liganden gesteuerte lonenkanale sichergestellt, die an den Synapsen lokalisiert sind.

Interneurone hingegen kdnnen als Zwischenneurone bezeichnet werden. Sie nehmen keine direkten
motorischen oder sensorischen Erregungen auf, sondern dienen der Verarbeitung der weitergeleiteten
Signale. Sie verrechnen Eingange aus verschiedensten Signalen und geben das modulierte Signal

weiter.

Der Gyrus Dentatus umfasst ein dicht gepacktes Zellband, welches mit etwa 1,2 x 10°Zellen zu groRen
Teilen aus Kornerzellen besteht. Die Packdichte der Somata im Stratum Granulosum variiert entlang
der septotemporalen Achse des Gyrus Dentatus [13]. Die Dendriten dieser Zellen liegen in dem Stratum
moleculare und erhalten unterschiedliche, einkommende Signale. Die Axone dieser Kdrnerzellen
projizieren Uber den Hilus in die CA3 Region. Die axonale Struktur kann dabei bis zu 3mm lang werden
[14]. Die Kérnerzellen des Gyrus Dentatus sind die einzigen sogenannten Projektionsneurone, die ein
Axon ausbilden, das lang genug ist um als Moosfaser andere Teile des Hippocampus namlich die CA3
Region zu innervieren. Unter anderem werden auch Mooszellen im Hilus adressiert, die die

kontralaterale Innervation des Hippocampus ermoglichen.

Eine weitere Zellpopulation sind die Interneurone, welche sich wiederum in verschiedene
Subpopulationen unterteilen lassen. Zu ihnen gehéren GABAerge Korbzellen, welche angelehnt an ihre
Bezeichnung eine korbartige Umhillung mit Kérnerzellen eingehen. Der Zellkérper dieser Zellen liegt

im Stratum moleculare. Verschiedene Neuropeptide dienen als Marker fiir Korbzellen. So enthalten sie
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beispielsweise Cholecystokinin (CKK), was im Zusammenhang mit der Entstehung von
Angsterkrankungen steht [15]. Ein weiteres Protein der Korbzellen ist das calciumbindende Protein
Parvalbumin, welches zur Hauptaufgabe hat intrazellulare Calcium Dynamiken in Neuronen zu
modulieren [16]. Oberhalb des Stratum granulosum, im Stratum moleculare liegt das Perikaryon der
MOPP Zellen (molecular layer perforant path associated cell). Sie innervieren Zellen in ihrer Schicht.
Ein weiterer Zelltyp im Stratum moleculare sind die Chandelier Zellen. lhre Spezialisierung ist die
Innervation des Axon-Initialsegments (AlS), also genau die Stelle, an der Uber die Entstehung eines
Aktionspotentials entschieden wird. Die synaptische Verbindung, welche die Chandelier Zelle mit dem
AIS eingeht, erinnert an einen Kronleuchter, was zur Namengebung flihrte. Die Aufgabe des HIPP (hilar
perforant path-associated) Interneurons ist die Modulation der dendritischen Verrechnung Uber eine
cholinerge Neuromodulation [17, 18]. Einen weiteren Zelltyp stellen die HICAP (hilar commissural-
associational pathway related cells) Zellen dar. Sie liegen in der polymorphen Schicht und projizieren

durch das Stratum granulosum in das Stratum moleculare [19].

7.2.1  SYNAPTISCHE VERSCHALTUNG

Alle Synapsen lassen sich in drei Abschnitte gliedern. Sie bestehen aus der Prasynapse, dem etwa 20
pm grollen synaptischen Spalt und der Postsynapse. Im prasynaptischen Teil befindet sich ein
Reservoir mit Neurotransmitter gefillten Vesikeln. Trifft ein Aktionspotential Giber das Axonterminal
auf einen spannungsgesteuerten Ca®* Kanal in der Prasynapse, kommt es zu einem Ca?* Einstrom aus
dem extrazelluldren in den intrazellularen Raum. Ist das Aktionspotential voriiber, werden niedrige
intrazellulire Calcium Konzentrationen durch eine ATP abhingige Ca?* Pumpe wiederhergestellt. Die
Erhéhung intrazelluldrer Calcium Konzentrationen I6st die Ausschittung von Vesikeln in den
synaptischen Spalt aus. Die darin enthaltenen Neurotransmitter sind biochemisch betrachtet meist
Derivate von Aminosauren, alpha-Aminosauren oder Oligopeptiden [1]. Durch Diffusion gelangen die
Neurotransmitter an die Postsynapse, dort binden sie an spezifische Rezeptoren. Diese Bindung

ermoglicht die Bildung einer fir spezifische lonen durchlassigen Pore.

Die haufigsten Transmitter, die an die postsynaptischen, Liganden gesteuerten Kanale binden, sind
Glutamat und GABA [1]. Im Falle einer inhibitorischen Synapse kommt es an der Postsynapse zu einer

Hyperpolarisation, bei einer exzitatorischen zu einer Depolarisation.
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7.2.1.1 Exzitatorische Synapsen
Exzitatorische Synapsen dienen der Reizweiterleitung im zentralen Nervensystem. Gelangt ein
Aktionspotential tGber das Axon einer Nervenzelle zum terminalen Endkopf, kommt es durch eine

Depolarisation zum Calcium Einstrom. Dieser bewirkt die Ausschiittung der

Transmitter gefillten Vesikel. Auf diese Weise wird der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter

Glutamat in den synaptischen Spalt entleert und diffundiert zur Postsynapse.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung einer exzitatorischen Synapse

Die Synapse wird untergliedert in Prasynapse, synaptischen Spalt und Postsynapse. Trifft in der
Prasynapse ein Aktionspotential ein, 6ffnen sich Calcium Kanadle und es kommt zum Einstrom von
extrazellularem Calcium. Daraufhin kommt es zur Ausschittung der mit Glutamat Neurotransmitter
beladenen Vesikeln in den synaptischen Spalt. Die Prasynapse ist Giber alpha-Neurexin und Neurolignin 2
mit der Postsynapse verbunden. Diffundiert der Ligand Glutamat zu dem postsynaptischen NMDA oder
AMPA Rezeptor und bindet an diesen, kommt es zu einer Konformationsanderung, welche den Einstrom
von Natriumionen ermdglicht.

Die Rezeptorklassen der Postsynapse werden in metabotrope und ionotrope Rezeptoren
unterschieden. Metabotrope Rezeptoren erméglichen eine Signalweiterleitung mit Hilfe eines Second
Messengers oder eines anderen intrazellularen Transmitter-Systems. An der Postsynapse bindet
Glutamat entweder an den ionotropen, trimeren NMDA (N-Methyl-D-Aspartat) -, den AMPA (a-Amino-
3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsdure) oder Kainatrezeptoren. Zur Stabilisierung der
Rezeptoren bildet das postsynaptic density protein 95 (PSD95), welches zur Klasse der membran-
assoziierten Guanylat-Kinasen (MAGUK) gehort, ein multimeres Gertst [20]. NMDA Rezeptoren
vermitteln mit einigen hundert Millisekunden im Vergleich zu AMPA Rezeptoren mit wenigen

Millisekunde eine relativ lange Depolarisation. Durch die Bindung des Liganden an die extrazelluldre
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Bindungseinheit kommt es zu einer Konformationsanderung des Rezeptors und einem
Natriumioneneinstrom. Die Postsynapse wird depolarisiert, das Membranpotential der Zelle also
verringert. Nach Beendigung der synaptischen Transmission werden die ausgeschitteten
Neurotransmitter durch die Umwandlung in Glutamin recycelt und wieder in der Prasynapse
aufgenommen. Innerhalb der Zelle kann nun wieder Glutamat entstehen und Uber den vesikularen
Glutamat-Transporter (VGIuT), angetrieben durch einen Protonengradienten, in die synaptischen
Vesikel lberfihrt werden [21]. Des Weiteren werden die Uberschiissigen Natriumionen aus der

Postsynapse gepumpt um das urspriingliche Membranpotential wiederherzustellen.

7.2.1.2 Inhibitorische Synapsen

Inhibitorische Synapsen sind essenziel fir die Modulation von neuronal kodierten Informationen. Fir
die Umsetzung der Hemmung hat das Nervensystem verschiedenste Ebenen entwickelt. So gibt es
einerseits eine Vielfalt an inhibitorischen Interneuronen, andererseits verschiedene Rezeptortypen,
welche fiir die Umsetzung der Neurotransmission direkt an der Postsynapse lokalisiert sind. Zu den
ionotropen Rezeptoren der inhibitorischen Synapse gehdoren GABAa Rezeptoren und Glycin
Rezeptoren. GABAa Rezeptoren bestehen aus einem Heteropentamer unterschiedlichster
Untereinheiten. Derzeit sind 19 verschiedenen Gene bekannt, die fiir 8 verschiedenen Subklassen an

GABA Rezeptoruntereinheiten codieren [22]. Bindet der Neurotransmitter GABA extrazelluldr an die
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Abbildung 3: Schematische Darstellung einer inhibitorischen Synapse

Trifft in der Prasynapse ein Aktionspotential ein, 6ffnen sich die Calcium Kandle und es kommt zum Einstrom
von extrazelluldarem Calcium. Daraufhin kommt es zur Ausschiittung der mit Neurotransmitter beladenen
Vesikel in den synaptischen Spalt. Die Prasynapse ist Gber alpha-Neurexin und Neurolignin 2 mit der
Postsynapse verbunden. Diffundiert der Ligand GABA zu dem postsynaptischen GABAA Rezeptor und
bindet an diesen, kommt es zu einer Konformationsanderung, dem Einstrom von Chloridionen und in der
Folge zu einer Hyperpolarisation.
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dafir vorgesehene Untereinheit, hat dies eine Konformationsanderung zur Folge. Die Pore des
lonenkanals wird gedffnet und Chloridionen kénnen in die Postsynapse einstromen. Auf diese Weise
wird das Membranpotential zu Gunsten einer Hyperpolaristaion verdandert. Nach Beendigung dieses
Prozesses kommt es zur Wiederaufnahme des GABA Neurotransmitters in den Bereich der Prasynapse.
Der vesikuldare GABA Transporter (VGAT) sorgt fiir die Neubeladung der prasynaptischen Vesikel mit
GABA. Eine wichtige Komponente dieser Rezeptoren liegt intrazelluldr verborgen. So hat sich
herauskristallisiert, dass die Gerlistproteine der Rezeptoren immer mehr in den Fokus der Forschung
ricken [23-25]. Gerustproteine gelten als zentraler Vermittler zwischen dem Rezeptor an der
Oberflaiche und intrazellularen Signalwegen. An GABAergen Synapsen ist hauptsachlich das
Geristprotein Gephyrin lokalisiert, s-SCAM/MAGI2 ist sowohl an exzitatorischen als auch an
inhibitorischen Synapsen zu finden [25-27]. Die Bedeutung von Gephyrin konnte in einem Gephyrin
knock-out Experiment mit Geph - Mausen bestatigt werden [28]. Fehlt den M&usen das Geriistprotein
ist dies lethal fiir die Tiere. Grund dafiir ist die fehlende Clusterung von GABA Rezeptoruntereinheiten

an der Membranoberflache.

7.2.1.2.1 Gephyrin

Gephyrin ist sowohl an GABAergen als auch an Glycinergen Synapsen zu finden. Urspriinglich wurde
Gephyrin mit Glycin-Rezeptoren assoziiert, da 1982 eine Interaktion beider Proteine nachgewiesen

werden konnte [29].

Grundsatzlich besteht das Geriistprotein Gephyrin aus drei unterschiedlichen Domanen, der G-, C- und
E-Domane. Wahrend die G- und E- Doméne eine stabile dreidimensionale Struktur aufweisen, ist die
C-Domaine sehr unstrukturiert und erméglicht eine strukturelle Flexibilitdt des Proteins [30]. Uber die
E- und G- Domanen kommt es zur Multimerisierung von Gephyrin-Proteinen zu einem Gerdst [30, 31].
Die unterschiedlichen Domanen werden durch alternatives Splicing reguliert. Moglicherweise kann auf
diese Weise die Signaling-Eigenschaft der Synapse reguliert werden [32, 33]. Die Lokalisation und der
intrazelluldre Transport von Gephyrin ist abhangig von Mikrotubuli- assoziierten Proteinen wie Moto-
Protein Kinesin (KIF5)[34], aber auch Dynein light chains 1 und 2 [35]. Ein weiterer wichtiger Faktor fiir
die Translokation von Gephyrin ist der GDP/GTP Exchangefaktor Collybistin (Cb) [36]. Die Interaktion
von Gephyrin und Collybistin konnte (iber ein Yeast two-hybrid Screening identifiziert werden [37]. In
Neuronen werden vier verschiedene Cb Isoformen exprimiert [38]. Collybistin bindet zuvor gebildete
Gephyrin-Trimere und transportiert diese mit Hilfe von Motorproteinen entlang der Mikrotubuli an die
Membranoberflache um dort Hexamer-Geriststrukturen auszubilden [39]. Collybistin besteht aus drei
verschiedenen Untereinheiten, der SH3 Domane, der DH Doméane und der PH Domane. Die SH3
Domadne blockiert die katalystische DH-Domane sowie die Bindestelle der PH-Domane. Sobald das
Transmembranprotein Neuroligin 2(NL2) mit dem Collybistin-Gephyrin Komplex liber die Sh3 Domane
interagiert, andert sich die Konformation. Die Blockierung der PH-Domane wird gelost und
Phosphatidylinositol-3-Phosphat, welches an der Membranoberflache lokalisiert ist, kann gebunden
werden. Das Geristprotein wird an die Membranoberfliche angekoppelt und weitere Gephyrin-

Trimere konnen angelagert werden.
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7.2.1.2.2 Glycin

Glycin ist zwar die kleinste und einfachste Aminosdure aber dennoch ein wichtiger inhibitorische
Neurotransmitter im zentralen Nervensystem. Durch die Bindung an den postsynaptischen Glycin-
Rezeptor kommt es zum Einstrom von Chloridionen. Seine Sonderstellung erhalt Glycin dadurch, dass
es neben seiner inhibierenden Wirkung auch als Agonist an die extrazellulare Bindestelle des NMDA
Rezeptors bindet [40].

7.2.1.3 Plastizitét von Synapsen

1949 formulierte Donald Olding Hebb die Grundidee der neuronalen Plastizitdat und dem Konzept des

Lernens.

»,When an axon of cell A is near enough to excite cell B and repeatedly or persistently takes part in firing
it, some growth process or metabolic change takes place in one or both cells such that A's efficiency, as

one of the cells firing B, is increased.”[41]

Diese Hypothese konnte seitdem durch diverse Experimente bestatigt werden. Die Destabilisierung
der synaptischen Homoostase hat weitreichende Folgen und ist Ausgangspunkt flr Epilepsie,

Angsterkrankung und neuropsychatrische Entwicklungsstérungen [31].

Die neuronale Plastizitdat ermdglicht es, Strukturen in Abhangigkeit ihrer Nutzung zu regulieren.
Wadhrend die Neurogenese nach der Geburt in den meisten Gehirnarealen, bis auf den Bulbus
olfactorius und den Gyrus Dentatus, aufhért und die Anzahl von Neuronen stetig zurlickgeht, ist die
Bildung von Synapsen duRert dynamisch. Allerdings lasst diese Plastizitat nach gewissen Perioden, in
bestimmten Arealen auch nach. Beispielsweise fallen Kindern Lernprozesse deutlich einfacher als
erwachsenen Menschen. Folglich ist es fir die Funktionalitat eines gesunden neuronalen Netzwerks
wichtig, dass die Homoostase zwischen exzitatorischen und inhibitorischen Signalen aufrechterhalten

wird um in bestimmten Phasen des Lebens aufnahmefahiger fir bestimmte Reize zu sein.

Es gibt zwei verschiedene Formen der Plastizitat, die funktionelle und die strukturelle Plastizitat. Die
funktionelle Plastizitat ist hauptsachlich intrinsischen Ursprunges und sorgt dafiir, dass beispielsweise
die Quantitdt des exozcytierten Neurotransmitters beispielsweise erhéht wird. Eine weitere
Veranderung, die eingeleitet werden kann, ist die lokale Erhdohung der postsynaptischen
Rezeptordichte, damit mehr Liganden binden kénnen und ein lbermitteltes Signal somit starker
ausfallt [42]. Die strukturelle Plastizitat wirkt sich globaler auf ganze neuronale Kompartimente aus. So
konnen Riick- oder Ausbildungen ganzer Synapsen eingeleitet werden. Des Weiteren kdnnen sogar
ganze Dendritenbaume oder Axone zurlickgezogen oder neu ausgerichtet werden. Zur strukturellen

Plastizitat zahlt auch die Neurogenese, also die Neubildung von Neuronen aus Vorlauferzellen.
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7.3 Rezeptortyrosinkinasen

Rezeptortyrosinkinasen (RTK) spielen eine wichtige Rolle in zelluldren Prozessen. lhre Aufgabe im
menschlichen Korper ist es, unterschiedlichste intrazellulare Prozesse zu regulieren, beispielsweise
Wachstum, Differenzierung und metabolische Ablaufe. RTKs werden aktiviert durch Rezeptor
spezifische Liganden, die an die extrazellulire Region binden und eine Liganden induzierte
Homodimerisierung induzieren [43]. Die intrazellulaire Domdne des Rezeptors vermittelt die
physiologische Information des Liganden in das Innere der Zelle. Im Ruhezustand ist die intrazelluldre
Domadne inaktiv, dazu werden in der Gruppe der RTK verschiedene Mechanismen verwendet um eine
Inhibition sicherzustellen [44]. Eine Dimerisierung des Rezeptors I6st diese Inhibition auf, es kommt

zur Autophosphorylierung des Rezeptors und zur Initiierung einer intrazellularen Signaltransduktion.

7.3.1 REZEPTORTYROSINKINASEN ZUR REGULATION VON INTERNEURONKONNEKTIVITAT

In der Vergangenheit wurden bereits mehrere RTKs im Kontext der Regulation der Clusterung von
Gephyrin beschrieben. Beispielsweise sind der Neurotrophinrezeptor TrkB [45] und der Ephrinrezeptor
EphA7 [46] bereits ausfihrlich analysiert worden. Ephrinrezeptoren gehoren zu der grofSten Klasse der
Rezeptortyrosinkinasen und wirken nachweislich im Prozess der Langzeitpotenzierung [47]. Zur Klasse
der Neurotrophinrezeptoren gehéren unter anderem die

TrK Rezeptoren A, B und C. Sie binden neurotrophe

a - Kette
B - Kette

Wachstumsfaktoren, welche die Differenzierung und die

synaptische Ubertragung beeinflussen. Beide

Rezeptortyrosinkinasen wurden auf Grundlage eines Hela- (- SemaDoméne

Zell basierten siRNA Screenings identifiziert [45]. Zuvor mit

Gephyrin und Neurofascin (das Zelladhdsionsmolekiil i~ PSIDoméne

bewirkt nachweislich eine gesteigerte

GephyrinclustergrofRe) cotransfizierte Hela Zellen wurden ‘ ;
~ |IPT Domane

mit verschiedenen siRNAs behandelt. Als Readout wurde

die GephyrinclustergrolRe ausgewertete. Ein weiterer w

potentieller Kandidat, der in diesem Screening aufgetaucht

uns an der Gephyrinclusterung beteiligt zu sein scheint, ist  Kinase Domine

die Rezeptortyrosinkinase cMet.

Bindestelle

7.3.2 CMET

cMet Signaling ist involviert in die Proliferation, Migration
Abbildung 4: Schematischer Aufbau der

und Invasion von Zellen. Eine besonders groRe Bedeutung
hat cMet in der Regulation der Gewebs-Homd&ostase.
Kommt es zu einer veranderten cMet Expression, ist dies
der Ausgangspunkt flr verschiedenste
Wahrend

Tumorforschung bereits viel Aufmerksamkeit genossen

Tumorerkrankungen. cMet in der

Rezeptortyrosinkinase cMet

Der Rezeptor cMet besteht aus einem
extra- und einen intrazelluldren Anteil.
Wahrend der extrazellulare Teil aus der
Sem-, PSI- und IPT-Domidne besteht,
umfasst der intrazelluldre Bereich eine
Kinase-Domane und eine multifunktionelle
Bindestelle [1].
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hat, ist die Rolle von cMet im zentralen Nervensystem bislang wenig untersucht worden. Die
Rezeptortyrosinkinase besteht aus einer extra- und einer intrazelluldren Domane (Abbildung 4), wobei
der extrazelluldre Anteil aus drei Subdomanen besteht. N-Terminal liegt die Sema-Domane, welche zur
Bildung eines Semaphorins notwendig ist. Das Semaphorin dient der Wachstumswegfindung von
Neuronen. Angelagert an die Sema-Domane liegt die Plexin-Semaphorin-Integrin (PSl)-Doméane und
die Immunglobulin-Plexin-Transkriptions- (IPT)-Doméane. Intrazellular liegt die katalytische
Tyrosinkinasedomane. C-Terminal liegt eine multifunktionelle Bindestelle vor, welche bei der
Aktivierung der Kinase durch den Liganden HGF (Hepatozyten Wachstumsfaktor) weitere GTPasen und

Adapterproteine rekrutiert.

Im zentralen Nervensystem beeinflusst HGF das Wachstum von Dendriten und induziert gerichtetes
Axonwachstum. Bindet HGF an seinen Rezeptor, kommt es zu einer Homodimerisierung und der
Phosphorylierung zweier Tyrosinreste (Y1234 und Y1235) an der Kinase Domane des Rezeptors [48].
Ahnlich einer Kettenreaktion werden die Tyrosinreste der angegliederten Bindestelle phosphoryliert
(Y1349 und Y1356), was wiederum zu einer Konformationsdnderung fiihrt, die letztendlich eine
Rekrutierung von Adapterproteinen einleitet [49]. Das Resultat ist die Aktivierung des Phosphoinositid-
3-Kinase (PI3K) / Akt- oder des MAPK/ERK-Signalwegs [50].

An exzitatorischen Synapsen wurde cMet als Regulator von synaptischen Proteinen beschrieben [51].
Walikonis und Lim zeigten, dass die Expression von cMet und dessen Ligand HGF mit der Genese des
Hippocampus korreliert [52]. An DIV1 konnte nur eine geringe Menge HGF in hippocampalen Ratten-
Neuronen festgestellt werden, wahrend an DIV8 bereits eine 5-fache Konzentration detektiert wurde.
Die Expression von cMet blieb von DIV1 an deutlich messbar und konstant. Kommt es zu einer Stérung
der hippocampalen Entwicklung, kann dies eine Fehlregulation von cMet beglinstigen und das Risiko
flr Autismus erhéhen. Da die sensorische Wahrnehmung autistischer Kinder meist beeintrachtigt ist,
versuchte Powell den Mechanismus der deregulierten somatosensorischen Inhibition naher zu
ergrinden. In einem transgenen Met-EMX1 (Cre-Lox-P) Mausmodel konnte gezeigt werden, dass die
Met-defizienten Tieren eine Reduktion der postsynaptischen Inhibition in thalamocorticalen Arealen
aufwiesen [53]. Diese Veranderung ist vermutlich in einer geringen GABA, Rezeptordichte begriindet

(1].

7.4 Der mTOR Signalweg

Den Anfang seiner bedeuteten Geschichte nimmt das mechanistic target of Rapamycin (mTOR) Protein
auf einer Expedition im Jahre 1964 zu den Osterinseln. Auf dieser Forschungsreise wurden diverse
Bodenproben entnommen, um diese hinsichtlich antimikrobieller Agenzien ausfiihrlich zu analysieren
[54]. Dass aus diesen Proben eine wichtige Substanz isoliert werden wird, die in der nachfolgenden
Forschung noch von groRer Relevanz sein wird, war zu diesem Zeitpunkt noch niemandem bewusst.
Bei dem Fund handelte es sich um Rapamycin, welches immunsupressive und Tumor abtdtende
Eigenschaften aufwies. Erstmals wurde Rapamycin im Komplex mit der Peptidyl-Prolyl-lsomerase
FKBP12 beschrieben. Erst drei Jahrzehnte spater wurde (iber biochemische Studien gezeigt, dass mTOR

von Rapamycin Uber die FKBP12 Domane inhibiert wird [55]. mTOR ist eine hochkonservierte
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Serin/Threonin Proteinkinase, welche ein zentraler Regulator des zelluldren Metabolismus ist. Durch
seine Phosphorylierungsaktivitdat steuert mTOR die Translation verschiedenster Transkriptions-

Faktoren.

Grundsatzlich besteht mTOR aus zwei strukturell und funktionell unterschiedlichen Untereinheiten,
dem TOR Komplex 1 (mTORC1) und TOR Komplex 2 (mTORC2). Wahrend der mTORC2 Komplex aus
den mTOR, Rictor, SIN1 und mLST8 Untereinheiten besteht und an der Regulation der
Fettsduresynthese beteiligt ist, Gbernimmt mTORC1 andere Aufgaben. mTORC1 umfasst ebenfalls
mehrere Komponenten, mTOR, Raptor, PRAS40 und mLST8. Der Komplex ist beteiligt an der
Translation, am Zellwachstum und an der Nukleotidbiosynthese. Ist mTOR aktiviert, induziert dies die
Phosphorylierung des S6 ribosomalen Proteins mittels der p70-S6 Kinase beta-1 (S6K). Durch diese
Aktivierung wird die Proteinsynthese an den Ribosomen eingeleitet. Kommt es zur Stimulation der
Rezeptortyrosinkinase durch Wachstumsfaktoren oder spezifische Liganden, wird eine downstream
Kaskade (iber ein Ras GTPAse gekoppeltes Protein in Gang gesetzt. Neben dem MAP (mitogen-
activated protein) Kinase-Signalweg, wird auch die PI3/Akt Kaskade induziert. Beide Signalwege
inhibieren den mTOR Negativregulator TSC2. Zusammen bilden die beiden Proteine TSC1 und TSC2 mit
TBC1D7 einen oligomeren Tumor-Suppressor-Komplex. Die Aufgabe dieses Komplexes ist die
Wachstumsfaktor- vermittelte Regulation der S6 Kinase, und des EIF4EBP1 Transkriptionsfaktors. Dies
ist moglich durch die inhibierende Wirkung von TSC2 auf Rheb. Rheb ist in erhhtem Mald im
Hippocampus und Cortex exprimiert [56] und involviert in neuronales Wachstum, Differenzierung und
axonale Regeneration. Liegt Rheb in seiner aktiven, GTP gebundenen Form vor, fiihrt dies wiederum
zu einer mTORC1 Aktivierung. Vor allem die Lokalisation des Komplexes spielt eine wichtige Rolle bei
der Regulation des mTOR Signalwegs. Rheb lokalisiert tber seine C-terminale Farnesylierung am
Lysosom [57]. In Abwesenheit von Insulin oder Wachstumsfaktoren ist der TSC2 Komplex ebenfalls am
Lysosom lokalisiert. Durch eine Stimulation hingegen kommt es zu einer Loslésung des Komplexes und
einer Aktivierung von mTOR [58]. Das lysosomale Rekrutieren von TSC2 geht also einher mit der
Inaktivierung von mTOR [59]. Eine weitere wichtige Aufgabe hat mTOR in der Regulation der

Translokation von Gephyrin [60].

7.4.1.1 Wie beeinflusst mTOR die Gephyrin Translokation und welche Rolle spielt der
Negativregulator TSC2?

In inaktivem Zustand ist mTOR mit Gephyrin assoziiert [46]. Aus Neuronen des Rickenmarks ist
bekannt, dass mTOR liber die Aminosduren an den Stellen 944-1338 mit Gephyrin interagiert [55].
Neben den bereits beschriebenen Aufgaben beeinflusst mTOR die Translokation von Gephyrin an die
Zellmembran. Wahrend mTORC1 am lysosomalen Kompartiment phosphoryliert wird, wird eine
Dissoziation von mTOR und Gephyrin eingeleitet. Neben den Phosphorylierungen ist die Interaktion
mit mTOR ein weiterer Regulationsmechanismus, der zur Bildung des stabilisierenden Gephyringeriists
beitragt. Wahrend die BDNF- (Brain-derived neurotrophic factor) Stimulation hippocampaler Zellen die
Dissoziation von mTOR und Gephyrin verstarkt, bewirkt eine Rapamycin Behandlung einen
gegenteiligen Effekt, ndmlich eine verminderte Clusterung an der Membranoberflache [45, 61]. Uber

die Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK3), ERK und Akt wird das Gerlistprotein Gephyrin an den Stellen
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Ser268 und Ser270 ebenfalls phosphoryliert [62]. Durch die Modulation von ERK kann die

Gephyrinclusterung beeinflusst werden [63].

7.5 Die endosomalen Kompartimente

7.5.1 STRUKTUR UND FUNKTIONEN DER ENDOSOMALEN KOMPARTIMENTE

Prinzipiell stellen Endosome rdaumlich abgetrennte Kompartimente im Cytosol einer Zelle dar. Sie
zeichnen sich durch einen sauren pH-Wert aus, der durch ATP (Adenosintriphosphat)-getrieben
Protonenpumpen generiert und aufrechterhalten wird. Die kleinen Kompartimente sind wichtig fir
zellphysiologische Abldufe, Rezeptor-Recycling und Zelltod. Das verdanderte Milieu innerhalb des
frihen Endosoms begiinstigt beispielsweise die Dissoziation von Rezeptoren und Liganden. Auf diese
Weise werden endozytierte Rezeptoren recycelt und fir eine neue Bindung an die Oberflache
transloziert, wahrend die Liganden lber weitere endosomale Stationen degradiert werden [64]. Die
Endozytose markiert dabei den Startpunkt des komplexen endosomalen Netzwerks, welches
Recycling-und Degradierungs-Prozesse innerhalb der Zelle steuert. Als zweite Station fihrt das friihe
Endosom eine Sortierung durch. Uber das spite Endosom werden Liganden an das Lysosom, das
endgliltige Degradierungs-Kompartiment weitergeleitet. Eine Klasse an Proteinen, die hauptsachlich
an der Konversion und Regulation des endosomalen Signalwegs beteiligt ist, sind die Ras-assoziierten
Binde-Proteine (Rab). Hierbei handelt es sich um G-Proteine, die ihren Aktivierungszustand durch die
Bindung von GTP zu GDP andern kénnen. Im aktivierten Zustand lokalisieren Rabs mit intrazelluldren
Membranen und initialisieren die Rekrutierung von Rab-Effektor-Proteinen [65]. Charakteristisch fiir
das frithe Endosom sind die Rab-Proteine 5, 4, 10, 14, 21 und 22 [66].

Rab5A gilt dabei als einer der am meisten erforschten Marker des friihen Endosoms und als Master-
Regulator der Endosom-Konversion. Rab5A wird aktiviert mit Hilfe des Guanin Nukleotid Exchange
Factors (GEFs) Rabex-5, der mit Hilfe von Rabapentin-5 das Rab5A gebundene GDP zu GTP werden l&dsst
[67]. Ein weiterer Effektor von Rab5A ist der Phosphatidylinositol 3-kinase (PI(3)K) Komplex, der fiir die
Herstellung von PI(3)P notwendig ist. Diese Verbindung wiederum sorgt dafiir, dass weitere Effektor-

Proteine rekrutiert und die endosomalen Transportwege aufrechterhalten werden.

Die Reifung des friihen Endosoms fiihrt zum spaten Endosom, fiir welches Rab7 und Rab9, sowie ein
pH-Wert von 6.0-4.9 charakteristisch sind. Die Konversion von Rab5A zu Rab7 wird mit Hilfe weiterer
GEFs (SAND-1/Mon1 und Ccz1) vollzogen [68]. Der Ubergang zwischen dem spiten Endosom und dem
Lysosom ist sehr dynamisch und als flieBend zu bezeichnen. So lassen sich an lysosomalen
Kompartimenten vornehmlich Lysosom assoziierte Membran-Proteine (LAMPs) finden, allerdings auch
das Protein Rab7.
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8 ZIELSETZUNG

Ziel der Doktorarbeit war es die Rezeptortyrosinkinase cMet im Kontext der Interaktion zwischen
MTOR und Gephyrin besser zu beschreiben und mogliche Auswirkungen auf die Stabilitat
inhibitorischer sowie exzitatorische Synapsen im Gyrus Dentatus zu untersuchen. Des Weiteren sollte
in hippocampalen Kulturen untersucht werden, ob cMet im in vitro System induziert werden kann und
das Clusterverhalten von Gephyrin beeinflusst. Weiterfiihrende Analysen sollten Aufschluss darlber
geben inwiefern die cMet Signalkaskade das mammalian Target of Rapamycin aktiviert und somit an
der Regulation der Gephyrinclusterung beteiligt ist. Um den intrazelluldren Signalweg weiter zu
beschreiben wurde die Expression des mTOR Negativregulator TSC2 in vivo und in vitro inhibiert, um
mogliche Effekte auf die synaptische Verschaltung zu identifizieren. Durch die Manipulation der

endosomalen Konversionen sollte in den Translokationsprozess von Gephyrin eingegriffen werden.

Durch diese Arbeit sollten drei unterschiedliche Blickwinkel auf die Regulation synaptischer und vor
allem inhibitorischer Marker gelegt werden, die zur Stabilisierung GABAerger Synapsen notwendig

sind, und im Zusammenhang mit Autismus Spektrum Erkrankungen stehen.
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9 MATERIAL UND METHODEN

9.1 Materialien

Tabelle 2: Labormaterialien

Hersteller
2-Log DNA Ladder (0.1-10.0 kb) New England Biolabs
Agar-Agar, bakteriologisch Carl Roth GmbH & Co. KG
Agarose Broad Range Carl Roth GmbH & Co. KG
Histoacryl-Gewebe B Braun™
BMB Roche
BSA Carl Roth GmbH & Co. KG
Corning, Filter Corning GmbH
Corning® 100 mm Petrischalen Corning GmbH
Corning® 15 mL, 50 mL Zentrifugenréhrchen Corning GmbH
Corning® 75 cm?, 175cm? TFlaschen Corning GmbH
Costar+B16:D66® 5 mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL Corning GmbH
Stripette®
DMSO Carl Roth GmbH & Co. KG
EDTA Carl Roth GmbH & Co. KG
FBS Fetal Bovine Serum Life Technologies GmbH
Fluorescence Mounting Medium Agilent
Gibco™ B-27™ Plus Supplement (50X) Gibco™
HGF Sigma-Aldrich
Histoacryl-Gewebe B Braun™
Hoechst 33258 Sigma-Aldrich
Pferde Serum Gibco™
LB-Medium Carl Roth GmbH & Co. KG
L-Glutamin (200 mM), 100 mL Life Technologies GmbH
Lipofectaminee®2000 Reagent 1,5mL (1 mg/mL) Life Technologies GmbH
MEM (10x) Gibco™
MEM + Earles Salt gibco, by life technologies
Myvro clear Plate 96-well greiner bio-one
NEAA MEM (100x) Life Technologies GmbH
One Shot® TOP10 Chemically competent Cells Life Technologies GmbH
One Shot™ StbI3™ Chemically Competent E. coli Life Technologies GmbH
Opti-MEM® | (1x) + GlutaMAXTM Gibco™
Parafilm Carl Roth GmbH & Co. KG
PBS Gibco™
PHA-665752 Sigma-Aldrich
Pipettenspitzen (10 pl, 100 pl, 1000pl) TipOne® STARLAB GmbH
Protease Inhibitor complete EDTA-free Roche
Rapamycin Sigma Aldrich
Rotiphorese Carl Roth GmbH & Co. KG

Screenstarplatten greiner bio-one

Katalognummer

N3200S
2266.3
T846.3
10316102
11112589001
3737.3
431220
430167
430791
431464U

4051,4101,
4251, 4501
A994.1

8040.3
10270-106
$302380-2
A3582801
H1404
10316102
861405
16050130
6669.3
25030024
11668-019
11430030
11575032
655090
11140-035
C404003
C737303
51985-026
H951.1
10010056
P3391-16

$1163-1700,
$1161-3700,
S1161-1720
11873580001

553210
3029.1
655098
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Spectinomycin

Trypsin-EDTA (0,05 %), phenol red

Sigma-Aldrich

Tabelle 3: Chemikalien und Antibiotika

Ampicillin Natriumsalz, 100mg/ml

Borat

Borax

Essigsaure 100 %
Ethanol 96 % vergallt

Ethidium bromide solution, 10 mg/mL

G418

Glucose

Glycin
Hygromycin
Kanamycin 25 mg/mL
NaF

NaHCO3
Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Sodium Pyruvat
Spectinomycin
Tris

Tris-HCL

Triton X 100
Tween 20

Hersteller

Carl Roth GmbH & Co. KG
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Sigma Aldrich

Gibco™

Gibco™

SERVA Feinbiochemie
Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Merck

Sigma Aldrich

Carl Roth GmbH & Co. KG

Gibco™

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG

Tabelle 4: Puffer und Medien

Boratpuffer

20 % (w/v) Glukose
HBSS-Hepes-Puffer

Natriumcitrat-Puffer
PEI-Beschichtungs-Losung
PFA 4%

TAE-Puffer (50 x)

TE-Puffer

Ingredienzien

50 mM H3BO3
12 mM Na2B407

HBSS mit Ca2+ und Mg2+, ohne Phenolrot

0,7 % (v/v) 1 M Hepes

1 % (v/v) Penicillin/ Streptomycin (100 x)
250 mM Tri-Natriumcitrat

0,05 % (v/v) 5 % PEI in Boratpuffer

40g PFA, 2x NaOH Pellets

2 M Tris
250 mM Natriumacetat
50 mM EDTA

10 mM Tris
1 mM EDTA

Life Technologies GmbH

pH
8,5

8,5

7,4
7,8

S1317-56
25300054

Katalognummer
K029.2

B9876

B0252

3738.4

T171.3

E1510
10131027

23390
CP12.2
T832.2
P756.1
1.06329
58032-100G
9265.1

S1317-56
AE15.3
9090.3
3051.3
9127.1

behandelt
sterilfiltriert

sterilfiltriert
sterilfiltriert

sterilfiltriert
sterilfiltriert
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NMEM-B27-Medium

HEK293FT-Medium (ohne
Serum)
HEK293FT-Medium

Tabelle 4: Medikamente

MEM (10 x)

4 % (v/v) 5,5 % NaHCO3

3 % (v/v) 20 % Glucose

2 % (v/v) B27-Supplement

1 % (v/v) Sodium Pyruvate Solution

sterilfiltriert

1 % (v/v) 200 mM Stable Glutamin (200 mM)

OptiMEM

DMEM high Glucose

10 % (v/v) FKS Hyclone

6 mM L-Glutamin

1% (v/v) NEAA (100 x)

500 pg/ml G-418 Sulphate Solution

Produkt Hersteller eingesetzte Konzentration
Meloxicam 1-2mg/kg

Metamizol 50mg/kg

Ketamin WDT 100mg/kg

Xylavet CP-Pharma GmbH 10mg/kg

Lidocain 2% nach Bedarf

Temgesic 0,1 mg/kg

Isofluoran 1,5-5%

Tabelle 5: Antikérper

Bezeichnung
anti-c-MET
anti-GAD65/ GAD2

anti-Gephyrin

anti-MAP2
anti-phospho-c-Met
(Tyr1230,Tyr1234,Tyr1235)
anti-PSD95

anti-PSD95

anti-RAB7
anti-VGAT

anti-VGIuT 1

HA Tag (6E2)

p70 S6 Kinase (49D7)
Phospho-p70S6Kinase
Tuberin/TSC2 (D93F12)

Wirtsspezies Arbeitskonzentration
Kaninchen 1:400 (Immuncyto.)
Maus 1:500 (Immunbhisto.)
Maus 1:100 (Immuncyto.)
Hihnchen 1:5000

Kaninchen 1:500

Kaninchen 1:300 (Immunbhisto.)
Maus 1:250 (Immuncyto.)
Maus 1:900 (Immuncyto.)
Kaninchen 1: 500

Maus 1:300 (Immunbhisto.)
Maus 1:100 (Immuncyto.)
Kaninchen 1:500

Kaninchen 1:500

Kaninchen 1:800

Hersteller
Abcam

Synaptic Systems
GmbH

Synaptic Systems
GmbH
ThermoFisher
invitrogen

Abcam

Synaptic Systems
GmbH
Sigma-Aldrich
Synaptic Systems
GmbH

Synaptic Systems
GmbH

Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cellsignaling

Katalognr.
ab51067
198-111

147021

PA1-10005
# 44-999G

ab18258
124011

R8779
131003

135-511

#2367
# 2708S
#9205
#4308
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Tabelle 6: Maschinen

Agarose-Gelkammer

Autoklav 2540 ELV

Bakterien-Schiittler

Brutschrank

Cell Observer SD

Heraeus® HERAsafe Sicherheitswerkbank
Heraeus® Klevitron®T Bakterienbrutschrank
Intas Imager UV System

Inverses Mikroskop Nikon TMS-F
Mehrkanalpipette

Milli-Q® Advantage

NanoDrop™ 2000/2000c Spektralphotometer
Neubauer-Zihlkammer

NucleoCounter® NC-200™

Phoenix RS TRO5

Pipette (0,5-10ul, 10-100pl, 100-1000pl)
Schwenker Duomax 2030
Spannungsanlage fiir Gelelektrophorese
Thermomixer comfort

Ultrazentrifuge WX Ultra Series

Vortexer

Zentrifuge 5424

Zentrifuge 5810R

Zentrifuge MiniSpin®

Tabelle 7: Kits

Kit

BLOCK-iT™ Lentiviral Pol Il miR RNAi Expression System

BLOCK-iT™ Pol Il miR RNAi Expression Vector Kit
Cells-to-CT™ 1-Step TagMan™ Kit

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit

9.1.1.1 Tiere

Hersteller

biostep GmbH

Systec GmbH

New Brunswick Scientific GmbH
BINDER GmbH

Carl Zeiss Microscopy GmbH
Thermo Fisher Scientific Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.
Intas Science Imaging Instruments GmbH
Nikon GmbH

Eppendorf AG

Merck Chemicals GmbH
Thermo Fisher Scientific Inc.
Marienfeld GmbH & Co. KG
chemometec

Phoenix Instrument
Eppendorf AG

Heidolph Reax top

Major Science

Eppendorf AG

Thermo Fisher Scientific Inc.
Heidolph Reax top

Eppendorf AG

Eppendorf AG

Eppendorf AG
Hersteller Katalognummer
Invitrogen K4937-00
Invitrogen K4935-00
Invitrogen A25603

Thermo Scientific 23225
Qiagen GmbH 12945

Sowohl fiir die Praparation primarer Neurone als auch fiir die steretaktischen Injektion der lentiviralen

Suspensionen wurden Sprague Dawley (SD) Ratten von Janvier bezogen. Die Tiere wurden unter

Standardbedingungen mit zwolf Stunden Tag/Nacht-Zyklus, Wasser und Futterpellets ad libitum

gehalten. Fir beide experimentellen Prozdeuren lag eine Tierversuchsgenehmigung durch das

Regierungsprasidium Tibingen vor (Kennziffer des Tierversuchsantrags: NMI118).
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Tabelle 8: Primer

Oligo

cMet_3923_top
cMet_3923_bottom
cMet UTR_top
miCTR_top
miTSC2_500_top
miTSC2_500_bottom
miTSC2_2675_top
miTSC2_2675_bottom

9.1.1.2

Bezeichnung

mCherry-Rab5CA(Q79L)
mCherry-Rab5DN(S34N)

mRFP-Rab5
GFP-rab7 WT
GFP-rab7 DN
EGFP-Rab7A Q67L
EGFP-Rab4A
EGFP-Rab4AQ67L
EGFP-Rab4AS22N
HA-Rab11-DN (S25N)
HA-Rab11-WT
EGFP-Rab11AQ70L
HA-Rab8a-WT
HA-Rab8a-DN (T22N)
HA-Rab8a-CA (Q67L)

Sequence
TGCTGCATACAAGGCGTCTGGACAGTGTTTTGGCCACTGACTGACACTGTCCACGCCTTGTATG
CCTGCATACAAGGCGTGGACAGTGTCAGTCAGTGGCCAAAACACTGTCCAGACGCCTTGTATGC
TGCTGTGTTTCTTGGAAGTGGGCTGGGTTTTGGCCACTGACTGACCCAGCCCATCCAAGAAACA

GAAATGTACTGCGCGTGGAGACGTTTTGGCCACTGACTGACGTCTCCACGCAGTACATT
TGCTGAGGACAAGCCAACATCCATCCGTTTTGGCCACTGACTGACGGATGGATTGGCTTGTCCT
CCTGAGGACAAGCCAATCCATCCGTCAGTCAGTGGCCAAAACGGATGGATGTTGGCTTGTCCTC
TGCTGTAATGAACCACATGGCTATGAGTTTTGGCCACTGACTGACTCATAGCCGTGGTTCATTA
CCTGTAATGAACCACGGCTATGAGTCAGTCAGTGGCCAAAACTCATAGCCATGTGGTTCATTAC

Katalognummer Hersteller Ursprungslabor
#35138 Addgene Sergio Grinstein
#35139 Addgene Sergio Grinstein
#14437 Addgene Ari Helenius
#12605 Addgene Richard Pagano
#12660 Addgene Richard Pagano
#28049 Addgene Richard Pagano
#49434 Addgene Marci Scidmore
#49475 Addgene Marci Scidmore
#49476 Addgene Marci Scidmore
#101046 Addgene Ken-Ichi Takemaru
#101047 Addgene Ken-Ichi Takemaru
#49553 Addgene Marci Scidmore
#101048 Addgene Ken-Ichi Takemaru
#101049 Addgene Ken-Ichi Takemaru
#101050 Addgene Ken-Ichi Takemaru

pLentio4/CAMKII/mi3923/SEW
pLenti04/CAMKII/miUTR/SEW
pLentio4/CAMKII/mi500/SEW
pLenti04/CAMKII/mi2675/SEW
pLenti04/CAMKII/miCTR/SEW
pRFP-N1

pEGFP-N1

Plasmidkarte pLenti04/CAMKII/mi___ /SEW siehe Anhang.

Pauline Jeckel
Pauline Jeckel
Martin Kriebel
Martin Kriebel
Martin Kriebel
Hansjlrgen Volkmer
Hansjlrgen Volkmer
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9.2 Molekularbiologische Methoden

9.2.1 TRANSFORMATION

Zum Amplifizieren von Plasmiden und zur Aufrechterhaltung der Plasmid-Stocks wurden ca. 1ng des
entsprechenden Plasmids in ein Vial kompetenter Zellen (Top10) gegeben und auf Eis fir 30min
inkubiert. AnschlieRend wurde ein Hitzeschock fiir 30sec bei 42°C durchgefiihrt. Nachdem die Zellen
flr weitere 2min auf Eis inkubiert wurden, wurde 250ul SOC Medium zu den kompetenten Zellen
hinzugegeben und fiir 1h bei 37°C schiittelnd inkubiert. 100ul des Ansatzes wurden auf Agarplatten
mit entsprechendem Selektionsantibiotikum neben dem Bunsenbrenner ausplattiert und tiber Nacht
bei 37°C im Bakterien-Brutschrank inkubiert. Nach 24h wurden Kolonien gepickt und liber eine LB-
Flussigkeits-Kultur (ebenfalls mit Selektionsantibiotikum versetzt) expandiert. Die Aufreinigung der
Plasmid DNA wurde mit Hilfe des QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit nach dem Protokoll des Herstellers

durchgefihrt.

9.2.2 MESSUNG DER DNA-KONZENTRATION

Die Konzentration doppelstrangiger DNA wurde mit Hilfe eines Nanodrops bestimmt. Dazu wurde
zuerst das Medium, in dem die DNA geldst wurde als Standard festgelegt und dann der Probengehalt
in pg/ul gemessen. Uber den Quotienten der 260/280nm und 260/230nm konnte die Reinheit der

Praparation bestimmt werden.

9.2.3 RESTRIKTIONSVERDAU

Fir einen Restriktionsverdau wurden min. 100ng DNA, 0,5pul Restriktionsenzym, 1ul Reaktionspuffer
auf 10pl mit ddH20 aufgefiillt. Dieser Ansatz wurde fir min. 1h bei 37°C inkubiert und anschliefend

Uber eine Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.

9.2.4 AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Es wurden 1%ige Agarosegele verwendet (angesetzt in 1x TEA Puffer, auf 120ml Ansatz 10yl
Ethidiumbromid). Die DNA Suspensionen, welche aufgetragen wurden, wurden zuvor mit einem 6x
Ladepuffer versetzt. An die mit TAE Puffer gefiillten Gelkammern wurde eine Spannung von 120V fir
60min angelegt. Als Marker wurde eine 1kb Ladder verwendet. Mit einem Imager wurde das Ergebnis

visualisiert.
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9.3 Zellkultur

9.3.1 BESCHICHTUNG VON ZELLKULTURPLATTEN

Vor der Aussaat der praparierten Neurone wurden die Zellkulturplatten mit einer Pei-Beschichtung
behandelt. Hierzu wurde eine Beschichtungslosung angesetzt aus 50% Borax, 50% Borat und 0,001%
Pei. Je nach Zellkulturformat wurden die Kavitdten mit 100ul (96-well-Platte) oder 2ml (6-well-Platte)
der Beschichtungslésung befiillt und Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Direkt vor der Aussaat der
primaren Neurone wurden die Platten 3x mit destilliertem Wasser gewaschen und darauf folgend mit

100pl pro Kavitat NMEM-B27-Medium (+5% Pferde-Serum) vorbereitet.

9.3.2 PRAPARATION PRIMARER NEURONE

Fir die Praparation primarer Neurone wurde eine weibliche, trachtige Sprague-Dawley Ratte (Janvier
Labs) verwendet, die nach den entsprechenden Richtlinien der Tierschutz-Versuchstierverordnung
gehalten wurden. Die Embryonen wurden am Embryonaltag 17 entnommen. Das Muttertier wurde
mit CO, narkotisiert und anschlieRend dekapitiert. Nachdem der Uterus eréffnet wurde, wurden die
Embryonen entnommen und ebenfalls dekapitiert. Die Gehirne der Embryonen wurden entnommen
und in HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution) Uberfiihrt. Unter einem Binokular wurde das Kleinhirn
entfernt und das Grof3hirn zwischen den beiden Hemisphdren getrennt. Die Dura mater wurde mit
Hilfe zweier Pinzetten entfernt und anschlieBend der Hippocampus, sowie Cortex freigelegt,
abgetrennt und in Eis gelagertem HBSS aufbewahrt. Im Anschluss an die Prdparation wurde das
praparierte Gewebe 10 min bei 37°C trypsiniert. Nachfolgend wurde das Trypsin vorsichtig mit einer
Glaspipette abgenommen, die Cortices/ Hippocampi in 2ml NMEM-B27 (+5% Pferde-Serum)
aufgenommen und etwa 10-15mal durch die 1000ul Pipette trituriert, um die Gewebsstiicke zu
vereinzeln. AnschlieRend wurde die Zellsuspension durch ein Nylonsieb (48um) gefiltert. Wahrend die
corticalen Zellen auf ein Volumen von 30mI mit NMEM-B27-Medium aufgefiillt wurden, wurden die
hippocampalen Zellen auf 10ml aufgefillt. AnschlieBend wurde mit Hilfe des Nucleocounters die
Zellzahl sowie Vitalitdt bestimmt und ein entsprechendes Volumen fiir die Aussaat errechnet (96-well-
Platte: 3,5x1074/well; 6-well-Platte: 1,2x 1076/well). 4h nach der Préparation wurde das Pferde-Serum
haltige Medium abgenommen und durch frisches NMEM-B27-Medium ersetzt. Die weiteren
Medienwechsel wurden im Rhythmus Montag-Mittwoch-Freitag fortgefiihrt. Zur weiteren

Kultivierung wurden die primaren Neurone in NMEM-B27-Medium gehalten.

9.3.3 TRANSFEKTION

Neuronale Zellen wurden an DIV7-8 der Kultivierung transfiziert. Vorerst wurde das Medium der zu

transfizierenden Kavitaten direkt vor der Transfektion auf 50ul reduziert. Fiir eine Transfektion im 96-
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well Format wurden 0,3ug DNA sowie 1lpl Lipofectamin pro Kavitdt eingesetzt. Zwei verschiedene
Ansatze wurden im Vorfeld vorbereitet (die Angaben entsprechen dem Ansatz fiir eine Kavitat). In den
DNA-Ansatz-A wurde 25ul Medium und die entsprechende Menge an Plasmid-DNA gegeben (bei
einem Transfektionsansatz mit mehr als einem Plasmid wurden die Mengen der Plasmide in
Abhangigkeit ihrer GroRe auf 0,3ug berechnet), wahrend im Lipofektamin-Ansatz-B 25ul Medium mit
1ul Lipofektamin gemischt wurden. Die Ansdtze A und B wurden fir 5min einzeln inkubiert,
anschlieBend zusammengegeben und fir weitere 20min inkubiert. Danach wurde der
Transfektionsansatz (50ul) auf die primdren Zellen gegeben. Nach 4h wurde ein kompletter
Mediumwechsel durchgefiihrt. Die Neurone wurden fiir weitere 1-3 Tage kultiviert und anschlieSend

fixiert.

9.3.4 LENTIVIRALE PRODUKTION

Fiir die Herstellung von Viren wurden T175 Flaschen mit HEK-FT Zellen bei 8% CO; in Serum freien
Medium kultiviert. An Tag 1 wurde ein kompletter Mediumwechsel mit den Zellen (optimale Konfluenz
von 80%) auf OptiMEM durchgefiihrt. An Tag 2 wurden die entsprechenden Transfektionsansatze
angesetzt. Pro T175 wurden fiir den DNA-Ansatz-A 27ug Packaging Mix (bestehend aus Plasmiden, die
fur die Bildung des Viruskapsids notwendig sind: pLP1/pLP2/pLP_VSVG (1 ug/ul); Verhéltnis 1:1:1 mol
(47,1 ul pLP1; 22,1 pl pLP2; 30,8 pl pLP_VSVG)), 4,5ml OptiMEM und 18ug des lentiviralen Plasmids
gemischt und 5min inkubiert. In dem Lipofektamin-Ansatz-B wurden 144l Lipofektamin2000 und
4,5ml OptiMEM gemischt und ebenfalls fiir 5min inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die
beiden Ansatze A und B zusammengefiihrt und fiir weitere 20min inkubiert.

Waihrend der Inkubation der beiden Ansatze wurden die HEK-FT Zellen trypsiniert (7ml Trypsin pro
Flasche) und herunterzentrifugiert. Das Pellett wurde in 2ml OptiMEM aufgenommen und fir die
Zellaussaatdichte von 3,8 x10’ pro T175 gegebenenfalls vorverdiinnt.

Nach Verstreichen der Inkubationszeit wurden 15ml OptiMem Medium in der jeweiligen T175 Flasche
vorgelegt und dann der 9ml Transfektionsansatz hinzugegeben. Die Zellen wurden von nun an bei 5%
CO; bei 37°C inkubiert.

An Tag 3 der Virusproduktion wurde ein kompletter Mediumwechsel unter S2-Bedingungen vollzogen
und vorsichtig 30ml frisches OptiMEM Medium auf die Zellen gegeben ohne den Zellrasen abzulésen.
Das verbrauchte Medium wurde verworfen.

An Tag 4 (48h nach Transfektion) und 5 (72h nach Transfektion) wurde der Zellkulturiiberstand
sterilfiltriert, in 50ml Falcons Gberfiihrt und bei 4°C (Kurzzeitlagerung) oder -80°C (Langzeitlagerung)
aufbewahrt. Nach Abnahme des geernteten Mediums wurde 30ml frisches OptiMem abermals

vorsichtig auf die Zellen gegeben.
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Danach wurden die viralen Uberstinde in Ultrazentrifugenrdhrchen tberfiihrt (28ml pro Réhrchen).
Die viralen Partikel wurden durch Ultranzentrifugation bei 4°C und 50.000g (Rotor AH-629, Sorvall) flr
90min pelletiert. Die Uberstiande wurden verworfen und die viralen Pellets in 50ul 1% BSA/PBS je
Zentrifugenrohrchen bei 4°C (iber Nacht geldst. Falls Doppelansatze angefertigt wurden, wurden diese

am folgenden Tag gepoolt, danach aliquotiert und bei -80°C gelagert.

9.3.5 TITERBESTIMMUNG

Die Titer-Bestimmung der lentiviralen Konstrukte wurde mit Hilfe des Lenti-X p24 Rapid Titer Kits
bestimmt. Die Durchfiihrung wurde entsprechend dem Protokoll des Herstellers befolgt. Die
lentiviralen Suspensionen wurden 1x107° und 1x10°® vorverdiinnt und die Konzentrationen anhand der
p24-Standardeichkurve berechnet. Fur die in vivo Versuche wurden Konzentrationen von 5ng/pul
beziehungsweise 5x107 Partikel pro pl eingesetzt. Fiir die in vitro Experimente wurde mit 1x10° Partikel

pro pl infiziert.

9.3.6  TRANSDUKTION

Fir die Transduktion der primaren Neurone mit dem hergestellten Virus wurden praparierte Neurone
an DIV3 (3 days in vitro) in einem Kulturvolumen von 100ul transduziert. Dazu wurden bereits
vorkonzentrierte Viren auf die Zellen gegeben. Die Viren wurden fir max. 2 Tage auf den Zellen
belassen. AnschlieBend wurde ein kompletter Mediumwechsel vollzogen. Bei einer

immuncytochemischen Untersuchung wurden die Zellen zwischen DIV 10- DIV 14 fixiert und gefarbt.

9.3.7 HGF STIMULATION

Fir den experimentellen Ablauf der HGF Stimulation wurden die Zellen 24h vor der Fixierung
behandelt. Alle Substanzen wurden vorab in NMEM-B27 Medium vorverdiinnt. Das Stimulanz HGF
wurde in einer Konzentration von 50ng/ml eingesetzt. Der Inhibitor PHA-665752 wurde in einer
Konzentration von 1uM auf die Zellen appliziert. Da PHA in DMSO gel6st ist, wurde auch eine
entsprechende Menge an DMSO (0,01%) zur Kontrolle in ein weiteres well gegeben. Fiir Anséatze in
denen eine Vorinkubation notwendig war, wurden die Zellen zuerst fir 2h mit PHA-665752
prainkubiert und anschlieBend mit HGF stimuliert. Grundsatzlich konnte kein signifikanter Unterschied

zwischen Kontroll-Zellen ohne Behandlung und DMSO behandelten Zellen festgestellt werden.

9.3.8 RAPAMYCIN BEHANDLUNG

Der mTOR Inhibitor Rapamycin wurde mit einer Endkonzentration von 200nM (gelost in DMSO)
eingesetzt und 24h mit den Zellen inkubiert. Auch fiir diese Behandlung wurde eine entsprechende

DMSO (0,04 %) Kontrolle mitgefiihrt.
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9.3.9 IMMUNZYTOCHEMIE: PRIMARE NEURONE

Fir die Farbung in 96-well Screenstar Platten wurde das komplette Kultivierungsmedium von den
Zellen abgenommen und die zu fixierenden Neurone mit 100ul 4% PFA pro well fir 20min fixiert.
Anschliefend wurden die Zellen mit einer 0,2% Triton-X 100, 10%BMB, 1x PBS bei Raumtemperatur
flir 30min blockiert. Danach wurden die Primarantikérper mit 75ul (verdiinnt in 10% BMB, 1x PBS) pro
well, bei 4°C, rotierend Giber Nacht inkubiert. Die Antikérper wurden entsprechend dem Hersteller/
verfligbaren Protokollen verdiinnt. Am nachsten Tag wurde jedes well vor dem Aufbringen des
Sekundarantikorpers dreimal mit 1x PBS fiir 10min gewaschen. Der Sekundarantikdrper wurde in einer
Verdiinnung von 1:400 auf die Zellen gegeben (75ul pro well verdiinnt in 10% BMB, 1x PBS) und fiir 2h
bei Raumtemperatur, schiittelnd inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen zweimal mit 1x PBS fir
10min gewaschen und anschlieBend fiir 30min, 100l pro well mit Hoechst gefarbt (1:1000 in PBS pro
well). Zum Schluss wurden die Zellen abermals 2x mit 1x PBS gewaschen. Zum Schluss wurden die

Zellen mit 100l 1x PBS Uberschichtet und bis zur mikroskopischen Analyse bei 4°C gelagert.

9.4 Tierversuche

9.4.1 STEREOTAKTISCHE INJEKTION IN DEN GYRUS DENTATUS DER RATTE

Zur Vorbereitung der stereotaktischen Injektion wurden die lentiviralen Suspension unter einer Steril-
Werkbank herunterzentrifugiert um sicherzustellen, dass sich keine Tropfchen im Deckel befinden.
Anschliefend wurden etwa 6ul des Virus in die zuvor mit destilliertem Wasser gereinigte Hamilton
Spritze aufgezogen. Im Anschluss wurde das Gewicht des Tieres ermittelt um die
Schmerzmittelinjektion zu berechnen. Basierend auf dem Gewicht wurde eine Spritze mit Metamizol
(50mg/ml) fir eine ausreichende Schmerzmittelversorgung wahrend der Operation (pro Gramm Tier
1ul Metamizols) vorbereitet. Des Weiteren wurde eine Meloxicam Injektion vorbereitet (1-2mg/kg)
um eine adaquate postoperative Schmerzmittelversorgung zu garantierend. Fiir die lokale Anadsthesie
der Kopfhaut wurde eine Lidocainspritze aufgezogen.

Nun wurde die Ratte in die Induktionskammer Gberfiihrt und die Narkose durch einen 5% Isofluran-
Sauerstoff-Einstrom eingeleitet. Nach Eintritt der initialen Narkose wurde die Rasur der
Operationsstelle durchgefiihrt. Zum Schutz der Nager-Augen wurde eine Salbe aufgetragen
(Bepanthen). Nach subcutaner Metamizol-Injektion wurde 20min gewartet, um eine ausreichende
Analgesie fiir den Start der Operation sicherzustellen. Fiir die Durchfiihrung der Operation wurde das
Tier in den stereotaktischen Apparat mittels Ohrstiften und Schneidezahnvorrichtung eingespannt und
die Inhalationsmaske zum Einstrom der Isofluran-Andsthesie angelegt. Zur Aufrechterhaltung der

Anésthesie wurde eine 1,5 - 3,5% Vol. Isofluran/02-Gemisch bei ca. 1Imbar dem Tier zugefuhrt.
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Sobald eine ausreichende Narkose erreicht wurde (Uberpriifung durch Zwischenzehenreflex), wurde
die Operationsstelle mit Vet-Sept®-Losung desinfiziert und das Lokalanasthetikum (2%
Lidocainhydrochloridlésung) aufgetropft. Zum Offnen der Kopfhaut wurde ein Skalpell verwendet. Es
wurde ein medianer Langsschnitt von 1-1,5cm Lange gesetzt und die eréffnete Stelle abermals mit 2%
Lidocainhydrochloridlésung betdaubt. Nun wurde die Wundoffnung durch beidseitiges Anbringen von
Bulldog-Klemmen fixiert und die Schadeldecke durch Entfernen des verbliebenen Bindegewebes
mittels Skalpell freigelegt und gereinigt. Die dadurch entstandenen leichten Blutungen wurden durch
sterile Wattestabchen gestoppt. Vor dem Ermitteln der korrekten Koordinaten wurde die Lagerung des

Kopfes in der Langsachse Uberpriift (Bregma und Lambda auf gleicher horizontaler Ebene).

Tabelle 9: Injektionskoordination in den Gyrus Dentatus einer adulten Ratte

Abziige ausgehend von Angabenincm

Bregma

anterior/ posterior 0,29
medial/ lateral +0,25/ -0,25
dorsal/ ventral 0,43

Gegebenenfalls wurde eine Nachjustierung mit Hilfe der Schneidezahnvorrichtung vollzogen. Die
bereits vorbereitete Hamiltonspritze wurden nun in den elektronisch ansteuerbaren Halter
eingespannt und zur Bestimmung der Bregma-Koordinaten und Berechnung der bilateralen
Injektionskoordinaten in Referenz zu Bregma verwendet. Mit einem Bleistift wurden die Markierungen
der ermittelten Trepanationsloci markiert.

Fir die Kraniotomie wurde ein Dremel verwendet mit einem Boraufsatz von 1mm Durchmesser. Im
Anschluss wurde die Hamiltonspritze in die Schadeloffnung in dorsoventraler Richtung vorsichtig
abgesenkt. Um eventuelle Bewegungen des Gewebes, die durch das Einbringen der Nadel verursacht
wurden, zu vermeiden wurde 5min abgewartet und dann die tatsachlichen Koordinaten notiert. Die
Injektion der lentiviralen Suspension (2 pl) wurde durch einen vollautomatischen Kolbenvortrieb (0,2
ul/min) durchgefiihrt. Nach dem Einbringen des Virus wurde abermals 5min gewartet. Die Spritze
wurde langsam zurlickgefiihrt und der Injektionsprozess an der kontralateralen Hemisphare
wiederholt. Um die Schadeldecke zu reinigen wurde Ringerlésung vorsichtig aufgetropft und abgetupft
und die Bulldog-Klemmen entfernt. Die Wunde wurde durch eine Operationsnaht verschlossen und
mit Vet-Sept® Losung desinfiziert. Fiir eine postoperative Analgesie wurde Meloxicam injiziert. Durch
das Absetzen der Inhalationsnarkose und Entfernen des Tieres aus der stereotaktischen Apparatur
wurde das Aufwachen aus der Narkose eingeleitet. Zum Zweck einer initialen postoperativen

Schmerzversorgung wurde zuséatzlich eine Buprenorphin Injektion (Temgesic®; 0,1 mg/kg s.c.) gesetzt.
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Die Tiere wurden direkt nach der Operation in Einzelkafige gesetzt und durch eine Trinkversorgung mit
2,5 mg/l Buprenorphin ad libitum Gber Nacht behandelt. Gegebenenfalls wurde 2-3 Tage nach der
Operation eine weitere, subkutane Injektion verabreicht sowie eine mit Buprenorphin versetzte
Trinkversorgung (ber Nacht gewahrleistet. Etwa 4 Tage nach der Operation wurden die isoliert

gehaltenen Tier in Gruppen zusammengefiihrt.

9.4.2 TRANSKARDIALE PERFUSIONSFIXIERUNG

Zur Vorbereitung der Perfusion wurde das Pumpsystem und der Schlauch mit 100ml PBS gespiilt und
die Pumpgeschwindigkeit auf 31ml/min eingestellt. Das zu perfundierende Tier wurde gewogen um
das Narkotikum und Andsthetikum anzusetzen (Xylavet 10mg/kg/ Ketamin 100mg/kg).

Im Anschluss wurde das Narkotikum/ Andsthetikum intraperitoneal verabreicht und das Einsetzen der
Narkose mittels Reflex-Tests Uberwacht. Bei Bedarf wurde eine zusatzliche Verabreichung von
Narkotika appliziert. Nach dem Eintritt eines tiefen, narkotischen Zustands wurde das Tier auf dem
Ricken auf eine Styroporunterlage platziert und die Vorder- und Hinterldaufe mit Hilfe starker Kaniilen
fixiert. Die Hautpartie unterhalb des Sternums wurde mit einer groben Pinzette angehoben und der
Bauchraum durch einen kraftigen Scherenschnitt gedffnet.

Um den Thoraxraum komplett zu 6ffnen, wurden seitliche Schnitte entlang der Rippenbdgen bis zum
Ansatz der Vordergliedmalien gemacht. Die Rippenbdgen wurden durch Fixierung des Thoraxdeckels
mittels Hemostat in anteriorer Position fixiert. Das Zwerchfell und Perikard wurden mit einer feinen
Schere durchtrennt und zur Seite geschoben. Der schlagende Herzmuskel wurde am posterioren Ende
mit einer groben Pinzette gehalten und leicht nach unten gezogen. Die Kanlle wurde in die linke
Herzkammer/linken Vorhof eingefiihrt. Zeitgleich wurde die rechte Herzkammer durch einen Schnitt
mit einer feinen Schere gedffnet und die Perfusion gestartet.

Das GefaRsystem wurde mit etwa 200 ml 1x PBS pH 7,4 durchspiilt. Wahrend des Sptilens wurde der
Flussigkeitsaustritt aus der rechten Herzkammer sowie die Leberfarbung kontrolliert. Nach dem
Durchlauf der 200ml wurde die Perfusionspumpe gestoppt und der Wechsel des Pumpen-
Ansaugschlauches in 4 % (w/v) PFA/PBS pH 7,4 Losung vollzogen. Die Perfusionspumpe wird abermals
gestartet. Die Gewebefixierung wurde Uber Prifung der Festigkeit der Leber kontrolliert. Zum Schluss
wurde die Perfusionspumpe gestoppt, das Gehirn entnommen und fir 1h rotierend in PFA bei 4°C

weiterfixiert und dann in PBS Natriumazid bei 4°C gelagert.

9.4.3 VIBRATOMSCHNITTE

Vorbereitend wurden entsprechend der Schnitte 24-well-Platten mit 1000ul PBS + 0.1% Natriumazid
pro well bereitgestellt. Das Gehirn wurde im Vorfeld getrimmt, das Kleinhirn und 3-4mm des

Vorderhirns beginnend vom Bulbus Olfactorius wurden entfernt. Das getrimmte Gewebsstilick wurde
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mit Hilfe eines Gewebeklebers auf die magnetische Schnittplatte aufgebracht (der rostrale Abschnitt
zeigte nach oben), sodass coronale Schnitte gefertigt werden konnten. Das Schneiden wurde mit dem
Vibratom VT1000S (Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Wetzlar) unter folgenden Parametern
begonnen:

Schnittfrequenz: 6, Geschwindigkeit: 3, Schnittdicke: 50-75um. Fir eine feine Schnittgenauigkeit
wurden stets frische Rasierklingen (Feather New Hi-Stainless, Japan) verwendet.

Intakte Schnitte wurden in die bereits vorbereitete 24-well-Platte Gberflihrt und mikroskopisch auf

eine Fluoreszenz im Bereich des Gyrus Dentatus im 488nm Kanal hin Gberpruft.

9.4.4 IMMUNHISTOCHEMIE

Vor der Farbung wurden die Hippocampi aus den Gewebsschnitten isoliert, um spater ein besseres
Ergebnis beim Eindeckeln der Proben zu erzielen. Die Schnitte wurden schwimmend in einer 24-well-
Platte flr 30min in vorgewdarmten 10mM Natrium Citrat Puffer bei 80°C im Wasserbad erhitzt.
Nachdem die Schnitte auf Raumtemperatur abgekiihlt waren, wurden sie 2x in 1xPBS gewaschen.
Nachfolgend wurden die Schnitte fir 2h in 0,5% Triton-X100/1xBMB/PBS bei Raumtemperatur
permeabilisiert und blockiert (500ul/well). Das Blockingreagenz wurde abgenommen und der
Primarantikorper (300ul/well in 1XxBMB/1xPBS verdiinnt) Gber 2 Tage bei Raumtemperatur auf einer
Wippe inkubiert. Bevor der Sekundarantikdrper hinzugegeben wurde, wurden die Schnitte 3x fiir 5min
in 1x PBS gewaschen. Der Sekundarantikérper wurde mit den Schnitten ebenfalls in 1xBMB/1xPBS
verdinnt und flr 24h abgedunkelt, auf einer Wippe inkubiert. Nachfolgend wurde der
Sekundarantikdérper abgenommen und die Schnitte 2x in 1xPBS gewaschen. Eine Kernfarbung wurde
mit Hoechst 33258 erzielt (300ul/well, 1:1000 in PBS, abgedunkelt). Nach einem weiteren Waschschritt
wurden die Schnitte auf einen Glasslide Uberfiihrt, mit DAKO Fluorescence Mounting Medium

eingedeckelt und anschliefend mit Nagellack umrandet (iber Nacht abgedeckt trocknen lassen).

9.5 Auswertungsroutinen

9.5.1 MIKROSKOPIE/ AUSWERTUNG DER IMMUNHISTOCHEMIE/ IMMUNCYTOCHEMIE

Fir die mikroskopische Analyse wurde der Cell Observer SD Mikroskop (Zeiss) verwendet. Dabei wurde
hauptsachlich mit dem 63x/1.40 Immersionsol DIC M27 Objektiv gearbeitet, mit welchem z-Stapel
aufgenommen wurden. Die einzelnen Bilder des Stapels wurden in einem Abstand von 0,24pm
aufgenommen. Die Emissionswellenlangen der gefarbten Proben wurden bei 673nm, 572nm, 509nm,
465nm detektiert.

Fiir die Auswertung wurde IMARIS 8.2 Software verwendet. In allen Aufnahmen wurde falls notwenig,

einheitlich fiir jedes Experiment eine Hintergrund Subtraktion durchgefiihrt. Um die teils punktuellen



Material und Methoden

Strukturen der synaptische Marker zu quantifizieren wurden Masken erstellt fiir spezifische
Zellsegmente der primaren Neurone. Zur Definition dieser ,Region of Interest” (Rol) wurde die
lentivirale EGFP Fluoreszenz oder das MAP2 Signal des proximalen Dendrits (25um) verwendet. Fiir die
zu analysierenden Marker der Rols wurden separate Masken kreiert. Um eine Quantifizierung der
synaptischen Marker zu ermoglichen wurde die Anzahl der detektieren Signal in dem definierten
Segment errechnet.

Fir die immuncytochemische Quantifizierung der cMet, TSC2 Expression und S6Kinase
Phosphorylierung wurde als Rol das Soma definiert. In diesem Fall wurde die mittlere Intensitat des

Fluoreszenzmarkers bestimmt.

9.5.2 STATISTIK

Fiir die statistische Auswertung wurde GraphPad Prism 8.0.1. Alle Daten wurden auf eine GauBsche
Normalverteilung hin getestet. Um die Verteilung der Daten zu beurteilen, wurde der D'Agostino-
Pearson und Kolmogorov-Smirnov Test durchgefiihrt. Als Signifikanzniveau wurde 5 % gewahlt. Die p-
Werte < 0,05 *, < 0,01 ** wurden als signifikant und p-Werte < 0,0001 als hochgradig signifikant (***)
bewertet. In allen Abbildungen wurde der Standardfehler eingezeichnet.

Jedes in vitro Experiment wurde 3-mal unabhangig durchgefiihrt, fir die in vivo Experimente wurden

pro knock down Konstrukt 3 Tiere verwendet und die Daten gepoolt.
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10 ERGEBNISSE

10.1 Die Rezeptortyrosinkinase cMet ist beteiligt an der Regulation
inhibitorischer Synapsen

Durch ein siRNA Screening wurden potentielle Rezeptortyrosinkinasen (RTK) identifiziert, die an der
Regulation von Gephyrin beteiligt sind [45]. Neben der RTK EphA7 ist auch der Rezeptor cMet in
Erscheinung getreten [46]. In der Literatur wurde cMet bislang an exzitatorischen Synapsen lokalisiert
[51]. Powell et al. zeigte, dass transgene MET-EMX1 Knockdown Mause eine Reduktion
postsynaptischer Inhibition in thalamocorticalen Arealen aufweisen [69]. Dies stellt einen Hinweis auf
eine reduzierte Dichte von GABAa Rezeptoren dar, welches wiederum in der Reduktion des

Gerlstproteins Gephyrin begriindet sein kénnte.

10.1.1 CMET IST IN RAUMLICHER NAHE ZU DEN POSTSYNAPTISCHEN MARKERN GEPHYRIN
UND PSD95

Um einen Eindruck liber die Lokalisation exzitatorischer und inhibitorischer Marker im Kontext der
Rezeptortyrosinkinase cMet zu gewinnen wurden hippocampale Kulturen an DIV10 fixiert und nach
cMet sowie expliziten synaptischen Markern gefarbt. Neben einer MAP2 (Mikrotubuli-assoziierte
Protein) Farbung zur Darstellung der neuronalen Zelle, wurde die Rezeptortyrosinkinase angefarbt. Flr
die Darstellung exzitatorischer Postsynapsen wurde PSD95 eingesetzt und fiir die Visualisierung
inhibitorischer Postsynapsen Gephyrin. Qualitativ ldsst sich die RTK cMet immunbhistologisch im Gyrus
Dentatus der Ratte nachweisen (Abbildung 5). Sowohl fiir Gephyrin als auch fiir PSD95 konnte eine
deutliche, rdaumliche Ndhe zu der Rezeptortyrosinkinase cMet in vitro festgestellt werden (siehe
Abbildung 6).

‘polymorphe
schicht
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moleculare

Abbildung 5: cMet Immunfluoreszenz im Gyrus Dentatus der Ratte

Zu sehen ist das Koérnerzellband im Gyrus Dentatus einer drei Monate alten Ratte (histologischer Schnitt 50um).
Die Neurone wurden mit MAP2 angefarbt. Im dicht gepackten Bereich der Zellkérper (Stratum granulosum)
sowie im Bereich der Dendriten (Stratum moleculare) sieht man ein deutliches Fluoreszenssignal fiir die
immunhistologische Farbung gegen die Rezeptortyrosinkinase cMet. Der Malistabsbalken entspricht 20um.
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Abbildung 6: Status quo Analyse der Lokalisation von cMet und den Markern Gephyrin und PSD95

Neben den Originalaufnahmen aus hippocampalen in vitro Kulturen DIV10 (A) sind Originalaufnahmen aus
histologischem Gewebe zu sehen (B) (63x Ol Immersion; z-Stapel; Cellobserver). Gefarbt wurden MAP2 (griin),
cMet (rot), PSD95/ Gephyrin (gelb), Hoechst-Farbung zur Darstellung der Zellkern. In den jeweiligen
VergroRerungen ist die isolierte Fluoreszenz von cMet/ PSD95/Gephyrin gezeigt. Zudem wird auch ein Komposit
aus der cMet Farbung und PSD oder Gephyrin gezeigt. WeiRe Pfeile deuten auf kolokalisierende Signale. Der
Mafstabsbalken der Originalaufnahme entspricht 20um, der VergréRerung 10um. C: Schematische Darstellung
des Analyse Bereichs im Gyrus Dentatus; unterteilt in Kornerzellband, proximalen und distalen Bereich.
Statistische Analyse der Gephyrin/ cMet Kolokalisation. ANOVA; Tukey’s Test, F(2,30)=0.3092, P-Wert 0.0016 =
** P-Wert < 0.0001 = ***; GC n=11, proximal n=11, distal n=11; Fehlerbalken=SEM.

Zur Uberpriifung, ob eine Kolokalisation ebenfalls in vivo detektiert werden kann, wurden
histologische Schnitte untersucht. Zu diesem Zweck wurden Gehirnschnitte von unbehandelten,
adulten Ratten (3 Monate) gefertigt, immuncytochemisch gefarbt und mit Hilfe des Cellobservers
mikroskopiert. Ergdnzend zu der in vitro Farbung, lied sich auch in den histologischen Schnitten eine
raumliche Nahe sowohl flir PSD95 bestatigen als auch fir Gephyrin neu detektieren. Um mogliche
Unterschiede der Lokalisation von Gephyrin und cMet innerhalb der subzellularen Kompartimente des
Neurons zu erkennen, wurde der Bereich des Kornerzellbandes, der die Somata enthalt, mit
proximalen und distalen, dendritischen Bereichen verglichen. Das Fluoreszenzsignal von Gephyrin und
cMet wurde durch die IMARIS Bitplane Software analysiert und kolokalisiert. Die Quantifizierung des
Signals wurde ausgehend vom Kérnerzellband des Gyrus Dentatus in 8000 um? groRen Kubus férmigen
Strukturen durchgefiihrt. Grundsatzlich lieBen sich die Fluoreszenzsignale fiir Gephyrin und cMet
miteinander kolokalisieren. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass im Kornerzellband
signifikant mehr cMet positive Gephyrin-Signale als in den proximalen und distalen Bereichen zu finden

waren.



Ergebnisse

10.1.2 MRNA EXPRESSION VON CMET NACH KNOCKDOWN REDUZIERT IN VITRO

Die Kolokalisation legt nahe, dass cMet an der Gephyinclusterung beteiligt ist. Um das zu priifen,
wurden lentivirale Knockdown-Vektoren konzipiert und die Expression der Rezeptortyrosinkinase
gezielt herunterreguliert. Es wurden zwei unabhangige Konstrukte entwickelt, um , Off-target-Effekt”
auszuschlieRen. Die Knockdown-Sequenz umfasste eine microRNA (miRNA), die mit endogener mRNA
interferiert, was zu einer Degradation der selbigen fiihrt. Die Sequenzen wurden in einen Vektor
Uberfuhrt, der die miRNA unter einem Calcium/ Calmodulin Kinasell Promotor und somit spezifisch in
Neuronen exprimiert. Zusatzlich enthielt der Vektor eine EGFP (,enhanced green fluorescent protein®)
Expressionskassette, die unter der Kontrolle eines Synapsin-Promotors abgelesen wird und die
Detektion transduzierter Zellen ermoglicht. Daraus ergaben sich die lentiviralen Konstrukte
pLenti04/CAMKII/mi3923/SEW mit einer interferierenden miRNA an Stelle 3923 der cMet mRNA und
das Konstrukt pLenti04/CAMKII/miUTR/SEW mit einer interferierenden miRNA im untranslatierten

Bereich.

Zur Quantifizierung des Knockdowns wurde die endogene mRNA Expression nach Transduktion von in
vitro Kulturen mit Hilfe einer TagMAN Analyse gemessen. Cortikale Zellen wurden an DIV3 mit den
lentiviralen Suspensionen infiziert. Nach 2-tagiger Inkubation wurde ein kompletter Mediumwechsel
durchgefiihrt um den Grol3teil des Virus aus dem Medium zu entfernen. Danach verblieben die Zellen
flir weitere 12 Tage in Kultur. Nachdem die Transduktionseffizienz des EGFP fluoreszierenden
lentiviralen Konstrukts mittels Mikrokopie berprift worden ist, wurden die Zellen lysiert und mit
einer quantitiativen real time PCR analysiert. In der statistischen Analyse zeigte sich eine signifikante
Reduktion des endogenen cMet mRNA Gehalts fiir beide Knockdown Konstrukte. Konstrukt mi3923
wies eine Reduktion auf 46% auf, wahrend die interferrierende RNA in der untranslatierten Region
(miUTR) den mRNA Gehalt von endogenem cMet auf 66% reduzierte (Abbildung 7).

Beide Konstrukte zeigten eine deutliche Reduktion des mRNA Gehalts in vitro.
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- Gezeigt ist der statistisch quantifizierte mRNA Gehalt corticaler Neurone an
b DIV14, nach viraler Transduktion an DIV3 mit den Konstrukten mi3923 und
© 0~ miUTR im Vergleich zu einer miCTR Transfektion. One-way ANOVA + Dunnett’s
«q. qq"b &Q' Test; F(2,43)=0.5996, P-Wert< 0.0001 =***; P-Wert 0.0019 = **; miCTR n=22,
& mi3923 n=14, miUTR n=10, Fehlerbalken=SEM.
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10.1.3 REDUKTION DER RTK CMET AUF PROTEINEBENE /N VITRO

Um die reduzierte Expression von cMet auch auf Proteinebene zu bestdtigen, wurden primare
hippocampale Neurone an DIV3 mit den lentiviralen Konstrukten infiziert. Nach dem Fixieren der
Zellen an DIV10 wurde eine immuncytochemische Farbung angefertigt um das verbleibende endogene
cMet Signal sichtbar zu machen. Im Anschluss wurde die mittlere Intensitat der Anregung bei 545nm
(Cy3 Signal) Uber die Zen Software bestimmt. Dazu wurde eine ,,Region of Interest” um das Soma des
Neurons gelegt und das darin enthaltene Signal quantifiziert (Abbildung 8). Die statistische Auswertung
der Analyse bestatigte eine Reduktion der immuncytochemischen cMet Fluoreszenz. Das Signal fiir das
Konstrukt mi3923 wurde im Vergleich zu Kontroll- transduzierten Zellen auf 81%, fiir das Konstrukt
miUTR auf 68% reduziert.

Zusammenfassend konnte mit beiden Knockdown Konstrukten eine signifikante Reduktion der cMet

Expression auf Protein- und mRNA-Ebene in vitro gezeigt werden (Abbildung 8D).
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Abbildung 8: Immuncytochemische Quantifizierung des cMet Signals nach Knockdown in vitro
A-C zeigen exemplarische, viral transduzierte Zellen (miCTR, mi3923, miUTR). Farbung: MAP2 (gelb), cMet
(rot), viral transduzierte Zellen in griin, Hoechst-Farbung zur Darstellung der Zellkerne. In der VergréRerung
ist die isolierte Fluoreszenz von cMet im Soma dargestellt (A‘, B‘, C‘). Der Malstabsbalken der
Originalaufnahme entspricht 20um, der VergroRerung 10um. D: Statistische Analyse der mittleren Intensitat
von cMet. One-way ANOVA + Dunnett’s Test; F(2,191)=4.948, P-Wert 0.0065 = **, P-Wert < 0.0001 = ***;
miCTR n=103, mi3923 n=50, miUTR n=42; Fehlerbalken=SEM.
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10.1.4 KNOCKDOWN DER RTK BEWIRKT EINE REDUKTION DER GEPHYRINCLUSTERUNG /N
VITRO

Die Effizienz des cMet Knockdowns konnte sowohl auf Translations-, als auch auf Protein-Ebene
nachgewiesen werden. Im folgenden Experiment wurde naher untersucht, ob sich bereits in primaren
Kulturen, einem Zellkultursystem welches die embryonale Neurogenese abbildet, Effekte auf die
Regulation synaptischer Marker feststellen lassen. Es wurde die Dichte sowohl post-, als auch
prasynaptischer Marker quantifiziert. Exemplarisch fiir Proteine inhibitorischer Synapsen wurde
prasynaptisch VGAT und postsynaptisch Gephyrin analysiert. Um die Dichte exzitatorischer Marker zu
quantifizieren wurde prasynaptisch nVGIuT (vesicular glutamate Transporter) und postsynaptisch

PSD95 (postsynaptic density protein 95) immuncytochemisch gefarbt.

Analysiert wurde der proximale Dendrit (Abbildung 9 A’,B‘,C‘) primérer, hippocampaler Neurone, da
dieser auf 25um die beste Messstrecke zeigte. Wie in den vorherigen Experimenten wurden die Zellen
an DIV3 viral transduziert. Nach dem Fixieren an DIV 10 wurden die Zellen immuncytochemisch
gefarbt. Die mikroskopischen Aufnahmen wurde mit Hilfe der IMARIS Bitplane Software analysiert.
Dabei wurde am proximalen Dendrit eines transduzierten Neurons eine ,, Region of Interest” definiert.
Das darin enthaltene EGFP Signal des Virus bildete die Grundlage fiir eine Maske des zu analysierenden
Kompartiments. Die synaptischen Marker (Gephyrin, VGAT, PSD95 und VGIuT) wurde ebenfalls
maskiert. Im Anschluss wurden alle Cluster innerhalb des definierten proximalen Bereichs des

Dendriten ausgezahlt.

In der statistischen Auswertung (Abbildung 9) ergab sich eine signifikante Reduktion der
postsynaptischen Gephyrincluster fir das mi3923 und das miUTR Konstrukt auf jeweils 73% im
Vergleich zur Kontrolle. Fiir alle weiteren Marker konnte keine signifikante Anderung gemessen

werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die konstruierten, lentiviralen Konstrukte mi3923 und miUTR
eine signifikante Reduktion der Gephyrinclusterung an der Membranoberflaiche hippocampaler

Neurone in vitro induzierten.
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Abbildung 9: Immuncytochemische Quantifizierung synaptischer Marker nach Knockdown in vitro
A-C zeigen exemplarische, viral transduzierte, hippocampale Zellen (miCTR, mi3923, miUTR). Gefarbt wurde
MAP?2 (gelb), Gephyrin (rot). Viral transduzierte Zellen sind in griin dargestellt, Hoechst-Farbung zur Darstellung
der Zellkerne. Neben den mikroskopischen Aufnahmen in A, B und C ist eine Vergréerung des analysierten
proximalen Dendrits mit den Farbungen MAP2 und Gephyrin zu sehen (A‘, B, C‘). Eine exemplarische IMARIS
Bitplane Darstellung zeigt 25um des maskierten proximalen Dendriten und die ebenfalls maskierten
punktférmigen Gephyrin Strukturen (A*, B*, C*“). Der MaRstabsbalken der Originalaufnahme entspricht 20um,
der VergroBerung 10um. D: Statistische Analyse der synaptischen Cluster. Two-way ANOVA + Tukey’s Test, F (2,
608) = 1,895, P-Wert < 0.0001 = ***; Gephyrin: miCTR n=69, mi3923 n=80, miUTR n=71; VGAT: miCTR n=45,
mi3923 n=41, miUTR n=44; PSD95: miCTR n=45, mi3923 n=45, miUTR n=45; VGIuT: miCTR n=46, mi3923 n=44,

miUTR n=45; die Analyse der synaptischen Marker VGAT, PSD95 und VGIuT ergab keine signifikante Veranderung;
Fehlerbalken=SEM.
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10.1.5 KNOCKDOWN DER RTK CMET BEWIRKT EINE REDUKTION VON CMET AUF
PROTEINEBENE /N VIVO

Nachdem die in vitro Analysen darauf hingewiesen haben, dass die Rezeptortyrosinkinase cMet die
Dichte des inhibitorischen Markers Gephyrin beeinflusst, wurden die komplementierenden in vivo
Experimente eingeleitet. Zu diesem Zweck wurden stereotaktische Injektionen kontralateral in den
Gyrus Dentatus von drei Monate alten, weiblichen Ratten durchgefiihrt. Uber eine Hamilton-Spritze
wurden  jeweils 2ul der Virus-Suspension (pLentiCAmiCTRSEW/  plentiC4mi3923SEW/
pLentiCAmiUTRSEW) in die kontralateralen Hemisphdren des Gehirns appliziert. Zwei Wochen nach
der Injektion wurde das Gehirn nach einer transkardialen Perfusionsfixierung entnommen. Im Bereich
des Hippocampus wurden coronale Vibratom-Schnitte mit einer Schnittdicke von 50um angefertigt.
Bevor die Schnitte gefarbt wurden, wurde mikroskopisch sichergestellt, dass die griine Fluoreszenz der
SEW Kassette des lentiviralen Konstrukts im Gyrus Dentatus exprimiert wurde. Fiir die nachfolgenden
Farbungen wurden Schnitte mit einem deutlichen EGFP Fluoreszenz verwendet. AnschlieRend wurden
die Schnitte immunbhistologisch nach cMet und MAP2 gefarbt, mit dem Cell Observer mikroskopiert
und ausgewertet. Alle in vivo Analysen des Knockdown Experiments wurden durchgefiihrt mit lentiviral
transduzierten Neuronen im Stratum granulosum. Ahnlich der in vitro Analyse wurde eine ,Region of
Interest” um das Soma eines transduzierten Neurons definiert und die mittlere Fluoreszenzintensitat
im Cy3 Kanal von cMet analysiert. Die Daten von drei injizierten Tieren einer Injektions-Gruppe wurden

jeweils gepoolt, lediglich fiir das Konstrukt miUTR konnten nur zwei korrekt injizierte Tiere in die

(#5)
Injektion linke Hemisphére DG

Lenti_CamK_miCTR_SEW

Injektion rechte Hemisphare DG

Abbildung 10: Exemplarische Injektion in den Gyrus Dentatus der Ratte

Gezeigt ist die lentivirale Injektion des Konstrukts plentiCAmiCTRSEW in den Gyrus Dentatus einer drei Monate
alten, weiblichen Ratte. Injiziert wurden 2l der lentiviralen Suspension mit Hilfe einer Hamiltonspritze. Zwei
Wochen nach der Injektion wurde das Gewebe nach einer transkardialen Perfusionsfixierung entnommen. Im
Anschluss wurde das Gewebe gefarbt. In Griin die Fluoreszenz des lentiviralen Konstrukts; Hoechst-Farbung zur
Darstellung der Zellkerne.
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Analyse miteinbezogen werden. Eine Einzelanalyse der Tiere wurde ebenfalls durchgefiihrt (siehe
Anhang: Abbildung 28 ).

In Abbildung 10 ist die Injektion des lentiviralen CTR Konstrukts im Gyrus Dentatus von Tier #5 zu
sehen. Sowohl die rechte, als auch die linke Hemisphdre wurden in ausreichendem Mal mit der
lentiviralen Suspension transduziert. Die infizierten Zellen sind in griin dargestellt, die Hoechst Farbung
zeigt das Stratum granulosum des Gyrus Dentatus. Die Dendriten der darin enthaltenen, infizierten

Koérnerzellen ziehen strahlenformig in den Bereich des Stratum moleculare.

Abbildung 11 A und B zeigt exemplarische Originalaufnahmen der Farbung in histologischen Schnitt
des Gyrus Dentatus. Das cMet Signal wurde im Soma der Neurone quantifiziert. Durch die statistische
Analyse konnte gezeigt werden, dass durch die Knockdown Injektion eine signifikante Reduktion des
cMet Signals im Vergleich zur Kontrolle erzielt werden konnte. Das cMet Signal in den mit mi3923
injizierten Tieren wurde auf durchschnittlich 70,7% reduziert, wahrend das cMet Signal der mit miUTR

injizierten Tiere signifikant auf 62% des Ausgangsniveaus reduziert wurde.

Beide Konstrukte zeigten eine signifikante Reduktion der immuncytochemischen Proteinfarbung nach
cMet Knockdown und bestatigen zu den in vitro Experimenten die Funktionalitdt der viralen RNA
Interferenz in vivo.

miCTR

150

mi3923

mittlere Fluoreszenzintensitat cMet % ()

Abbildung 11: Immuncytochemische Quantifizierung des cMet Signals nach Knockdown in vivo

A und B zeigen exemplarische, viral (miCTR, mi3923) transduzierte Zellen aus dem GD der Ratte. Farbung: MAP2
(gelb), cMet (rot), viral transduzierte Zellen in griin, Hoechst-Farbung zur Darstellung der Zellkerne. In der
VergrofRerung ist das isolierte cMet Signal im Soma gezeigt(A‘, BY). A“+B‘‘ zeigt die generierte IMARIS Maskierung
des Somas. Der MaRstabsbalken der Originalaufnahme entspricht 20um, der VergroRerung 10pum. C: Statistische
Analyse der mittleren Intensitat von cMet. ANOVA + Kruskal-Wallis Test, H(2)=24.6, P-Wert < 0.0001 =***; miCTR
n=78, mi3923 n=99, miUTR n=37; Fehlerbalken=SEM.
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10.1.6 KNOCKDOWN DER RTK CMET BEWIRKT EINE REDUKTION VON INHIBITORISCHEN
SYNAPSEN /N VIVO

Im nachsten Schritt wurde gepriift, welchen Effekt die Knockdown Konstrukte auf inhibitorische und
exzitatorischen Marker in vivo haben. Exemplarisch fiir inhibitorische Synapsen wurde prasynaptisch
VGAT und postsynaptische Gephyrin analysiert. Um die Anzahl exzitatorischer Synapsen zu

guantifizieren wurde prasynaptisch nach VGIuT und postsynaptisch nach PSD95 gefarbt.

Lentiviral transduzierte und miRNA exprimierende Zellen wurden an Hand der EGFP-Fluoreszenz
identifiziert. Auf einem 25um Abschnitt eines proximalen Dendrits wurde die Clusterdichte der
verschiedenen Marker mittels IMARIS quantifiziert. Die Vorgehensweise war dabei dhnlich wie bereits

unter 10.1.4 beschrieben.

Durch den Knockdown der Rezeptortyrosinkinase cMet wurde eine signifikante Reduktion der
Gephyrincluster auf 35,7% mit dem mi3923 und auf 58,4% mit dem miUTR Konstrukt erzielt. Eine
exemplarische Darstellung der Reduktion ist Abbildung 12 zu entnehmen. Im Kontext der
postsynaptischen Reduktion des Gephyrin Gerlstproteins konnte ebenfalls eine Reduktion des
prasynaptischen Markers VGAT analysiert werden. Das mi3923 Konstrukt erzielte eine signifikante
Reduktion auf 56,2%.

Im Gegensatz dazu konnte bei der Analyse der exzitatorischen Marker PSD95 und VGIUT keine

signifikante Veranderung im Vergleich mit Zellen aus CTR transduziertem Gewebe festgestellt werden.

Grundsatzlich konnte durch die Injektion der Knockdown Konstrukte in den Gyrus Dentatus gezeigt
werden, dass bei einer verminderten Expression von cMet die Dichte der VGAT- und Gephyrincluster
im adulten Hippocampus verringert wird. Somit ist die postsynaptische Expression der
Rezeptortyrosinkinase cMet in vivo notwendig flr die Stabilisierung GABAerger Prdsynapsen. Ein
Zusammenhang zwischen dem cMet Knockdown und exzitatorischen Synapsen konnte nicht

hergestellt werden.
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Abbildung 12: Effekt des cMet Knockdown auf synaptische Marker im Gyrus Dentatus der Ratte
A-C: Histologische Schnitte aus dem GD der CTR transduzierten Ratten. Farbungen: Gephyrin (rot), VGAT (rot),
VGIuT (rot), PSD95 (gelb), viral transduzierte Zellen in griin, Hoechst-Farbung zur Darstellung der Zellkerne.
Neben einer Originalaufnahme in A, B und C werden exemplarische IMARIS Bitplane Maskierungen auf 25pum
eines proximalen Dendrits gezeigt (A‘, B, C‘). D-F: gleiche Farbungen fiir exemplarische cMetKD transduzierte,
histologische Schnitte. In den Abbildungen Df, E‘,F’ ist ebenfalls eine entsprechende IMARIS Maskierung zu
sehen. Der MaRstabsbalken der Originalaufnahme entspricht 20um, der VergréRerung 10um. G: zeigt die IMARIS
basierte Auswertung der inhibitorischen und exzitatorischen synaptischen Marker. Gephyrin: ANOVA + Kruskal-
Wallis Test, H(2)=54.51, P-Wert <0,0001 *** (miCTR n=63; mi3923 n=94; miUTR n=56) , VGAT: t-test + Mann
Whitney Test (miCTR n=48; mi3923 n=60) P-Wert <0,0001 ***, PSD95: ANOVA + Kruskal-Wallis Test H(2)=3.865
(miCTR n=87; mi3923 n=97; miUTR n=63), VGIuT: ANOVA + Kruskal-Wallis Test, H(2)=3.462 (miCTR n=85; mi3923
n=47; miUTR n=61) ns=nicht signifikant; Fehlerbalken=SEM.

10.1.7 DER CMET REZEPTOR KANN /N VITRO DURCH SEINEN SPEZIFISCHEN LIGANDEN HGF
INDUZIERT WERDEN

Durch die vorangegangenen Experimente wurde gezeigt, dass die cMet Expression in vivo fir die
Gephyrinclusterung notwendig ist. Um die Funktionalitdat und Wirkungsweise von cMet in Bezug auf
nachgeschaltete Kaskaden ndher zu charakterisieren wurde im nun folgenden Experiment analysiert,
ob die Rezeptortyrosinkinase in vitro mit den spezifischen Liganden HGF stimuliert werden kann. Die
Bindung des Liganden bewirkt eine Homodimerisierung des Rezeptors und eine Phosphorylierung der
beiden Tyrosinreste Y1234 und Y1235, welche in der katalytischen Schleife der Tyrosindomane
lokalisiert sind. Durch diesen Phosphorylierungsschritt wird eine komplexe Downstream Kaskade
angestoRen, die unter anderem den RAS-ERK- und den PI3/ AKT-Signalweg induziert [49]. Der

Phosphorylierungsstatus von cMet ist somit ein Indikator fiir dessen Aktivierung.

Hippocampale Neurone wurden an DIVS fiir 24h behandelt. Mit einem Antikérper, der die
Phosphorylierung an den Tyrosinresten Tyr1230, Tyr1234 und Tyr1235 detektiert, wurden die Neurone
angefarbt, mit dem Cell Observer mikroskopiert und anschlieRend die mittlere Intensitat innerhalb der

ganzen Zelle analysiert (Abbildung 13).

Nach der Stimulation der Rezeptortyrosinkinase mit dem spezifischen Liganden HGF, stieg die

immuncytochemische Fluoreszenz leicht, aber signifikant auf 110% im Vergleich zur Kontrolle an.

Zusammenfassend liel8 sich durch dieses Experiment zeigen, dass durch eine HGF Stimulation die

Phosphorylierung von cMet in hippocampalen Neuronen induziert werden konnte.
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Abbildung 13: Effekt von HGF/ PHA Behandlung auf cMet Phosphorylierung in hippocampalen
Neuronen

A und B zeigen exemplarische Aufnahmen unbehandelter und HGF stimulierter Zellen. Farbung: MAP2 (griin), P-
cMet (rot) Hoechst-Farbung zur Darstellung der Zellkerne. In A* und B* wird das isolierte Signal von MAP2 und P-
cMet dargestellt. Fir die Quantifizierung wurden IMARIS Maskierungen fiir MAP2 und P-cMet generiert (A“, B“).
C: Statistische Auswertung: t-Test + Mann Whitney Test, P-Wert<0.0001=***; CTR n=46, HGF n=45 ;
Fehlerbalken=SEM.
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10.1.8 HGF STIMULATION /N VITRO BEWIRKT EINE GESTEIGERTE GEPHYRINCLUSTERUNG,
WAHREND PHA ZU EINER REDUKTION DER GEPHYRINCLUSTERUNG FUHRT

In einem auf 10.1.7 aufbauenden Experiment wurde untersucht, ob durch den Liganden HGF die
Translokation von Gephyrin an die Membranoberflache beeinflusst werden kann. Bisher konnte
gezeigt werden, dass cMet fiir die Clusterung von Gephyrin notwendig ist. Ob die RTK auch hinreichend

fiir das Clustern ist, soll Gber die Stimulation und Inhibition von cMet in vitro liberpriift werden.

Die Zellen wurden nach dem gleichen Protokoll wie im vorangegangenen Experiment behandelt, an
DIV9 behandelt, fiir 24h behandelt und an DIV10 fixiert und nach Gephyrin immuncytochemisch
gefarbt. Neben einer unbehandelt oder DMSO inkubierten Kontrolle wurden die Zellen mit HGF
(50ng/ml) oder PHA-66572 (1uM) behandelt. In einem weiteren Ansatz wurden die Zellen fiir 2h mit
PHA-66572 prainkubiert und anschliefend mit HGF behandelt.
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Abbildung 14: Effekt einer 24h HGF, PHA-66572 und PHA-66572/HGF Stimulation hippocampaler
Neurone auf Gephyrin in vitro

A und B zeigen Originalaufnahme der hippocampalen Neurone DIV10. Kontrollzellen (A) wurden mit HGF
stimulierten Zellen (B) verglichen. Farbungen: MAP2 (griin), Gephyrin (rot), Hoechst-Farbung zur Darstellung der
Zellkerne. Neben den mikroskopischen Aufnahmen in A und B ist eine VergroRerung des analysierten proximalen
Dendrits mit den Farbungen MAP2 und Gephyrin zu sehen (A‘, B‘). Eine exemplarische IMARIS Bitplane
Darstellung zeigt 25um des maskierten proximalen Dendriten und die ebenfalls maskierten punktférmigen
Gephyrin Strukturen (A“, B“). Der Malstabsbalken der Originalaufnahme entspricht 20um, der Vergréerung
10um. C: One-way ANOVA + Tukey’s multiple comparison Test, F(4, 364)=0.7245, P-Wert < 0.001 =***; CTR n=75,
HGF n=71, DMSO n=78, PHA n=73, PHA/HGF n=72; Fehlerbalken = SEM.

Mikroskopische Aufnahmen wurden mit dem Cell Observer aufgenommen und im Anschluss mit der
IMARIS Bitplane Software analysiert. Auf einem 25um langen proximalen Dendrit wurde die Anzahl
der Gephyrincluster ermittelt (Abbildung 14 A,B). Die statistische Analyse der Daten zeigte eine
signifikante Hochregulation der Gepyhrinclusterung nach HGF Stimulation auf 126% (Abbildung 14C).
Durch die Behandlung mit dem cMet Antagonisten PHA-665752 konnte eine Reduktion der
Gephyrinclusterung auf 85% erzielt werden. In dem prainkubierten Ansatz konnte keine signifikante
Veranderung im Vergleich zur Kontrolle detektiert werden. Im Vergleich mit dem HGF stimulierten
Ansatz zeigten sowohl die PHA-66572 behandelten als auch die prainkubierten Zellen eine signifikante

Reduktion der Gephyrinclusterung.

Zusammenfassend ist die Aktivierung der Rezeptortyrosinkinase cMet mit dem spezifischen Liganden
HGF hinreichend, um die Gephyrinclusterung zu induzieren. Grundsatzlich ist das Clustern von

Gephyrin von der Aktivierung der cMet Kinaseaktivitat abhangig.
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10.1.9 DIE HGF INDUZIERTE GEPHYRINCLUSTERUNG IST MTOR- UND ZEIT-ABHANGIG

In den Experimenten 10.1.7 und 10.1.8 konnte gezeigt werden, dass der Rezeptor cMet sowohl
induziert werden kann als auch die Rezeptortyrosinkinaseaktivitat die Gephyrinclusterung an der
Membranoberflache beeinflusst. Um zu untersuchen, ob diese induzierte Translokation von mTOR
abhangig ist, wurde die S6 Kinase Phosphorylierung untersucht. Eine gesteigerte Phosphorylierung der
S6 Kinase wird eingeleitet durch eine erhohte mTOR Aktivierung. Zu diesem Zweck wurden kontroll-
beziehungsweise DMSO-behandelten Zellen analysiert. Die Kontroll-Zellen wurden verglichen mit
einem HGF stimulierten, einem PHA-66572 prdinkubierten und anschlieBend mit HGF stimuliertem
Ansatz sowie einem reinen PHA-665752 Ansatz. Die Zellen wurden nach einer 30-min(tigen Inkubation
fixiert. In einem weiteren Ansatz wurden die verschiedenen Behandlungen fiir 24h auf den Zellen

belassen und anschlielend fixiert.

Wie bereits zuvor wurde die mittlere Intensitat der P-S6K Farbung ermittelt. Im Vorfeld der
vergleichenden Analyse wurde statistisch sichergestellt, dass es keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Kontroll- und DMSO behandelten Zellen gab. Nach einer 30-minitigen Inkubation mit
dem Liganden HGF zeigten die Zellen eine Hochregulation der Phosphorylierung auf 108% (Abbildung
15). Die S6 Kinase Phosphorylierung der HGF behandelten Zellen unterschied sich allerdings signifikant
von den Zellen, die mit PHA-66572 vorbehandelt und alleine mit PHA-66572 behandelt wurden.

Zusammenfassend zeigten die HGF stimulierten Zellen in einem 30-mindtigen experimentellen Ansatz
eine signifikante Erhohung der S6 Kinase Phosphorylierung im Vergleich zu hippocampalen Neurone,
die zusatzlich mit dem Inhibitor PHA-66572 behandelt wurden. Die mTOR Aktivierung ist somit

abhangig von der Phosphorylierung der Rezeptortyrosinkinase cMet.
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Abbildung 15: Effekt von HGF, PHA-66572 und PHA-66572/HGF Stimulation hippocampaler
Neurone auf S6 Kinase Phosphorylierung in vitro

A zeigt Kontrollzellen, welche unbehandelt fixiert wurden. In B sind HGF stimulierte hippocampale Zellen
exemplarisch dargestellt. Farbung: MAP2 (griin), PS6K (rot), Hoechst-Farbung zur Darstellung der Zellkerne. In A’
und B ist die vergroBerte Darstellung des isolierten P-S6K Signals im analysierten Soma zu sehen. Der
MaRstabsbalken der Originalaufnahme entspricht 20um, der VergréRerung 10um. C: 30min Behandlung; One-
way ANOVA + Tukey’s Test, F(4, 363)=3.369, P-Wert < 0.0001 =***; CTR n=57, HGF n=83, DMSO n=83, PHA n=68,
PHA/HGF n=77. D: 24h Behandlung; t-Test, P-Wert < 0.001 =***; CTR n=30, HGF n=29. Fehlerbalken = SEM.

In dem 24h Ansatz konnte ein starkerer Effekt der HGF Stimulation auf die S6 Kinase Phosphorylierung
quantifiziert werden (Abbildung 15D). HGF stimulierte Zellen zeigten eine hochsignifikante
Deregulation der mittleren Fluoreszenz auf 136%. Das Verstarkte Clustern von Gephyrin korreliert
folglich mit der Aktivierung von mTOR.

In einem weiteren Experiment wurden die Zellen sowohl mit HGF stimuliert, als auch mit 200nm
Rapamycin behandelt und mit Kontroll- behandelten Zellen verglichen (Abbildung 16). Die

Auswertungsroutine wurde wie in 10.1.8 auf dem proximalen Dendrit durchgefiihrt.

In der Analyse konnte die Hochregulation der Gephyrinclusterung nach HGF-Stimulation auf 123%
bestatigt werden. Durch die Behandlung der hippocampalen Neurone mit 200nm Rapamycin konnte
eine signifikante Reduktion der Gephyrinclusterung auf 71% im Vergleich zu kontroll- behandelten
Zellen erzielt werden. Eine zusatzliche Stimulation mit dem cMet Liganden HGF zeigte dhnlich wie die
Behandlung mit dem Inhibitor alleine eine signifikante Runterregulation im Clusterverhalten des
Gerlstproteins auf 76%.

Beide Experimente bestatigten, dass durch HGF Stimulation sowie PHA-665752 Behandlung die mTOR
Aktivitat beeinflusst werden konnte. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation und
Inhibition der Rezeptortyrosinkinase die Gephyrinclusterung beeinflusst. Die Inhibition von mTOR
konnte nicht durch eine Stimulation von cMet kompensiert werden. Somit ist die cMet induzierte

Gephyrinclusterung mTOR-abhangig.
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Abbildung 16: Effekt von HGF und Rapamycin auf Gephyrinclusterung in hippocampalen Neuronen
A-C zeigen exemplarische Aufnahmen von CTR (A) Zellen und HGF (B) sowie Rapamycin (C) behandelten Zellen.
Farbung: Map2 (gelb), Gephyrin (rot), Hoechst-Farbung zur Darstellung der Zellkerne. In einer VergroBerung ist
der analysierte proximale Dendrit zu sehen (A‘-C‘). Eine beispielhafte Darstellung der MAP2 und Gephyrin
Maskierung ist in A“-C’ dargestellt. Der MaRstabsbalken der Originalaufnahme entspricht 20um, der
VergrofRerung 10um. F: ANOVA + Kruskal-Wallis Test, H(4)=69.32, P-Wert=0,0203=*, P-Wert< 0,0001=***; CTR
n=120, HGF n=111, DMSO n=43, Rapamycin n=45, Rapamycin/ HGF n=43;. Fehlerbalken = SEM.

10.2 TSC2 beeinflusst die Gephyrinclusterung

Die Rezeptortyrosinkinase cMet reguliert mTOR- abhdngig die Clusterung des inhibitorischen
Gerlstproteins Gephyrin. TSC2 ist ein Regulatorprotein von mTOR und hat Einfluss auf dessen
Aktivitatszustand. Daraus ergibt sich die Frage, ob TSC2 ebenfalls an der Regulation der

Gephyrinclusterung beteiligt ist.

Ziel des experimentellen Aufbaus war es, den TSC2 Komplex in Bezug auf seine regulatorische Wirkung
auf mTOR zu charakterisieren und damit einen weiteren moglichen Mechanismus der
Gephyrinclusterung zu identifizieren. Hierfiir wurden spezifische, lentivirale Knockdown Viren fir den

TSC2 Komplex eingesetzt.

10.2.1 REDUKTION VON TSC2 NACH KNOCK-DOWN AUF PROTEINEBENE /N VITRO

Um zu untersuchen, ob TSC2 einen Einfluss auf inhibitorische oder exzitatorische synaptische
Strukturen hat, wurden zwei unabhangige, lentivirale Knockdown Konstrukte eingesetzt um ,,Off-
target-Effekt” auszuschlieBen. Wie bereits fiir die cMet Knockdown Konstrukte in 10.1.2 beschrieben,
wurden lentivirale Konstrukte generiert, welche eine miRNA enthalten, die mit endogener mRNA
interferiert. Bereits im Vorfeld wurde durch die Arbeitsgruppe die Funktionalitat der Konstrukte durch
eine TagMAN Analyse validiert. Corticale Zellen wurden an DIV3 mit lentiviralen Suspensionen
transduziert und flr weitere 12 Tage kultiviert. Fiir das mi500 Konstrukt wurde eine Reduktion der

MRNA Expression auf 59% und fiir mi2675 auf 48% gemessen.

Um das Ergebnis auch auf Proteinebene bestdtigen zu kénnen, wurden hippocampale Zellen an DIV3
mit den lentiviralen Konstrukten infiziert. Nach dem Fixieren der Zellen an DIV10 wurden die Zellen
immuncytochemische nach TSC2 gefarbt. Im Anschluss wurde in den mikroskopischen Aufnahmen die
mittlere Intensitdt der Immunfluoreszenz von TSC2 bestimmt. Dazu wurde eine , Region of Interest”

um das Soma des Neurons gelegt und das darin enthaltene Signal quantifiziert.

In Abbildung 17 ist eine exemplarische, mikroskopische Aufnahme von miCTR und mi2675
transduzierten Zellen zu sehen. Im Bereich des Somas konnte eine deutliche Minderung des
Fluoreszenzsignals quantifiziert werden. Die statistische Analyse bestatigten, dass im Vergleich zur
Kontrolle durch beide lentiviralen Knockdown Konstrukte eine signifikante Reduktion der mittleren
TSC2 Intensitat induziert wurde. Wahrend durch das mi500 Konstrukt eine signifikante Reduktion auf

88% gemessen wurde, zeigte sich bei mi2675 eine Reduktion auf 80%.
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Sowohl das Konstrukt mi500 als auch mi2675 zeigten eine Reduktion des immuncytochemischen
Fluoreszenzsignals flir den TSC2 Komplex in vitro und bestdtigen somit einen Knockdown auf

Proteinebene.
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Abbildung 17: Immuncytochemische Quantifizierung des TSC2 Signals nach Knockdown in vitro

A und B zeigen Exemplarische, viral transduzierte Zellen (miCTR, mi2675). Farbung: TSC2 (rot), Hoechst-Farbung
zur Darstellung der Zellkerne. Viral transduzierte Zellen werden durch eine griine Fluoreszenz kenntlich gemacht.
Die VergroéRerung stellt die isolierte Fluoreszenz von TSC2 (rot) im Soma (A‘, B‘) dar. Viral transduzierte Zellen
sind in griin gefarbt, Hoechst-Farbung zur Darstellung der Zellkerne. Der Mal3stabsbalken der Originalaufnahme
entspricht 20um, der VergrofRerung 10um. C: Statistische Analyse der mittleren Intensitdt von TSC2. One-way
ANOVA + Tukey’s Test, F(2, 197)=0.2774, P-Wert < 0.0001; miCTR n=69, mi500=63, mi2675 n=68,
Fehlerbalken=SEM.
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10.2.2 KNOCK-DOWN VON TSC2 BEWIRKT EINE GESTEIGERTE GEPHYRINCLUSTERUNG /N
VITRO

Im vorangegangenen Experiment konnte die Funktionalitat der lentiviralen Knockdown Konstrukte
durch eine Quantifizierung der TSC2 Immunfluoreszenz in vitro verifiziert werden. Im Folgenden wird

der Einfluss des TSC2 Knockdowns auf synaptische Marker untersucht.

Um einen Effekt von TSC2 auf die Regulation synaptischer Strukturen in vitro zu untersuchen, wurden
hippocampale Neurone an DIV3 mit den bereits getesteten, viralen Konstrukten transduziert. An DIV10
wurden die Zellen mit 4% PFA fixiert und immuncytochemisch gefarbt. Mit Hilfe von IMARIS wurden
die verschiedenen exzitatorischen (PSD95 und VGIuT) und inhibitorischen Marker (Gephyrin und

VGAT) in einem 25um Abschnitt eines proximalen Dendrits quantifiziert.

Die statistische Auswertung zeigte eine signifikante Erhohung der Gephyrinclusterdichte nach
lentiviralem Knockdown im Vergleich mit CTR transduzierten Zellen. Beide miRNAs wiesen eine
signifikante verstarke Clusterdichte von 130% auf. Der prasynaptische Marker VGAT hingegen zeigte
keine signifikante Veranderung, lediglich eine leichte Tendenz einer Hochregulation fir mi2675 auf
108%.

Fir die exzitatorischen Marker VGIuT und PSD95 konnten ebenfalls keine signifikanten Verdanderungen

im Vergleich zu CTR transduzierten Zellen ermittelt werden.

Beide unabhéangigen Knockdown Konstrukte des TSC2 Proteins zeigten einen signifikanten Effekt auf
das postsynaptische Gerlstprotein Gephyrin. Bei der Analyse exzitatorischer Marker konnte keine
signifikante Veranderung durch das reduzierte TSC2 Level ermittelt werden. Grundsatzlich ist der
detektierte Effekt spezifisch flir Gephyrin und unterstiitzt die Aussage, dass die Aktivierung von mTOR

fir das Clustern von Gephyrin hinreichend ist.
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Abbildung 18: Immuncytochemische Quantifizierung der synaptischen Marker nach TSC2
Knockdown in vitro

A-C sind exemplarische, viral transduzierte, hippocampale Zellen (miCTR (A), mi500 (B), mi2675(C)) zu
entnehmen. Farbung: MAP2 (Cy5), Gephyrin (Cy3), viral transduzierte Zellen in griin, Hoechst-Farbung zur
Darstellung der Zellkerne. Neben den mikroskopischen Aufnahmen ist eine VergroRerung des analysierten
proximalen Dendrits mit den Farbungen MAP2 und Gephyrin zu sehen (A‘-C‘). In A“-C** ist eine exemplarische
IMARIS Bitplane MAP2 und Gephyrin Maskierung fiir 25um des jeweiligen proximalen Dendrits dargestellt. Der
MaRstabsbalken der Originalaufnahme entspricht 20um, der VergréRerung 10um. D: Statistische Analyse der
synaptischen Cluster. 2-way ANOVA + Tukey’s Test, F (2, 657) = 9,780, P-Wert < 0.0001 = ***; Gephyrin: miCTR
n=114, mi500 n=75, mi2675 n=75, VGAT: miCTR n=45, mi500 n=44, mi2675 n=44, PSD95: miCTR n=45, mi500
n=46, Mi2675 n=45, VGIUT: miCTR n=46, mi500 n=45, mi2675 n=45. Fir die Analyse der synaptischen Marker
VGAT, PSD95 und VGlut konnte keine signifikante Veranderung gemessen werden; Fehlerbalken=SEM.



Ergebnisse

10.2.3 REDUKTION VON TSC2 AUF PROTEINEBENE NACH KNOCK-DOWN IN VIVO

Nachdem in vitro ein Effekt des TSC2 Knockdowns auf die Dichte der Gephyrincluster nachgewiesen
werden konnte, wurde das lentivirale Konstrukt in vivo untersucht. Der experimentelle Ablauf wurde

bereits in 10.1.5 beschrieben.

Die TSC2 Knockdown Konstrukte wurden mittels stereotaktischer Injektion in den Gyrus Dentatus von
3 Monate alten Ratten injiziert. Die Daten von drei injizierten Tieren einer Injektions-Gruppe wurden

jeweils gepoolt. Eine Einzelanalyse der Tiere wurde ebenfalls durchgefiihrt (siehe Abbildung 29).

Zu Beginn wurde die Expression des TSC2 Proteins Uber Immunfluoreszenz Uberprift, um die
Funktionalitat der Konstrukte in vivo zu bestatigen. Durch die Analyse der Daten konnte eine Reduktion
der TSC2 Clusterdichte detektiert werden. Im Gegensatz zu den in vitro Daten, wurden die in vivo
Analysen auf 25pum des proximalen Dendriten durchgefiihrt. Diese gednderte Auswertungsroutine
l[asst sich begriinden durch die abweichenden Fluoreszenzsignale des TSC2 Proteins in vivo. Im

Vergleich zu den diffusen Signalen in vitro zeigten sich in vivo deutliche punktuelle Strukturen.

Analysiert wurden lentiviral, transduzierte Zellen aus dem Stratum granulosum des Gyrus Dentatus.
Durch beide Konstrukte konnte eine signifikante Inhibition der TSC2 Expression auf proximalen
Dendriten gemessen werden. Das mi500 Konstrukt zeigt eine Reduktion auf 55%, wahrend das mi2675
Konstrukt eine Reduktion auf 63% im Vergleich zu kontroll- infizierten Zellen aufwies. Beide viralen

Konstrukte zeigten einen funktionellen Effekt auf den TSC2 Proteingehalt in vivo.
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Abbildung 19: Immuncytochemische Quantifizierung des TSC2 Signals nach Knockdown in vivo

In A und B ist eine exemplarische, viral (miCTR, mi2675) transduzierte Zellen aus dem GD der Ratte. Farbung:
MAP2 (Cy5), TSC2 (Cy3), viral transduzierte Zellen in griin, Hoechst-Farbung zur Darstellung der Zellkerne. Der
weille Rahmen in A und B zeigt den analysierten proximalen Dendriten. In einer VergroRerung ist das IMARIS
maskierte MAP2 und TSC2 Signal visualisiert (A’, B). A und B‘‘ zeigen die generierte IMARIS Maskierung des
proximalen Dendrits. Der MaRstabsbalken entspricht 20um. C: Statistische Analyse der mittleren Intensitat von
cMet. ANOVA + Kruskal-Wallis-Test, H(2)=28.57, P-Wert < 0.0001 = ***; miCTR n=66, mi500 n=70, mi2675 n=63;
Fehlerbalken=SEM.
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10.2.4 KNOCK-DOWN VON TSC2 IM GYRUS DENTATUS BEWIRKT EINE REDUKTION
SYNAPTISCHER MARKER IN VIVO

In gleicher Weise zum cMet Knockdown in vivo, wurde bei der Analyse des TSC2 Knockdowns
vorgegangen. Zur Quantifizierung, ob das intrazelluldre TSC2 Protein einen regulatorischen Effekt auf
synaptische Strukturen hat, wurden pra- und postsynaptische Marker gefarbt. Exemplarisch fir
inhibitorische Synapsen wurde prasynaptisch GAD65 (Glutamat Decarboxylase 65) und postsynaptisch
Gephyrin analysiert. Um die Anzahl exzitatorischer Synapsen zu quantifizieren, wurde prasynaptisch

nach VGIUT und postsynaptisch nach PSD95 gefarbt.

Alle in vivo Analysen des Knockdown Experiments wurden im Stratum granulosum des Gyrus Dentatus
durchgefiihrt. Es wurden lentiviral transduzierte Zellen analysiert, die eine deutliche EGFP-Fluoreszenz
aufwiesen. Auf einem 25um Abschnitt eines proximalen Dendrits wurde die Clusterdichte der
verschiedenen Marker mittels IMARIS quantifiziert. Die genaue Durchfiihrung der Analyse wurde

bereits unter 10.1.3 beschrieben.

Durch den Knockdown von TSC2 wurde eine signifikante Reduktion der Gephyrinclusterung auf 35%
mit dem mi500 und auf 53% mit dem mi2675 Konstrukt erzielt (Abbildung 20). Weiterhin wurde die
Clusterdichte des prasynaptischen Markers GAD65 auf 69% reduziert. Flir das mi500 Konstrukt konnte
kein signifikanter Effekt detektiert werden, allerdings eine Tendenz einer verminderten Clusterdichte
(P-Wert=0,1144).

Fur die exzitatorischen Marker konnte fiir das mi500 Konstrukt eine Reduktion der Clusterdichte des
postsynaptischen Gerlstproteins PSD95 auf 70% detektiert werden. Fiir den prasynaptischen VGIuT
Marker zeigten beide injizierten Konstrukte eine Reduktion. Wahrend das mi500 Konstrukt eine
Reduktion auf 62% des VGIUT Signals erzielte, sank die Clusterdichte durch mi2675 auf 57% im

Vergleich zu den Kontrollzellen zeigt.

Grundsatzlich konnte durch die Injektion der Knockdown Konstrukte in den Gyrus Dentatus gezeigt
werden, dass eine Reduktion der TSC2 Expression einen Effekt auf inhibitorische sowie exzitatorische,

synaptische Proteine im adulten Gehirn hat.
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Abbildung 20: TSC2 knockdown im Gyrus Dentatus der Ratte verursacht eine Reduktion
synaptischer Markerproteine

A-C: Histologischer Schnitt aus dem GD der CTR transduzierten Ratte. Farbung: Gephyrin(rot), VGAT (rot), VGIuT
(gelb) und PSD95 (rot), viral transduzierte Zellen in griin, Hoechst-Farbung zur Darstellung der Zellkerne. Neben
einer Originalaufnahme in A-C werden exemplarische IMARIS Bitplane Maskierungen auf 25um eines proximalen
Dendrits gezeigt (A’-C‘). D-F: Gleiche Farbungen fiir exemplarische TSC2KD transduzierte histologische Schnitte.
In D-F* ist die emxemplarische IMARIS Maskierung gezeigt. Der Malstabsbalken der Originalaufnahme
entspricht 20um, der VergroRerung 10um. G: Zeigt die IMARIS basierte Auswertung der inhibitorischen und
exzitatorischen synaptischen Marker. 2-Way ANOVA + Tuckey’s Test, F (2, 718) = 41,95, P-Wert=0,0352=*,P-
Wert<0,0001 ***; Gephyrin: (miCTR n=63, mi500 n=77, mi2675 n=80) P-Wert<0,0001 ***, GAD65: (miCTR n=61;
mi500 n=27; mi2675 n=25), PSD95 (miCTR n=87; mi500 n=61; mi2675 n=57), VGlut (miCTR n=85; mi500 n=52;
mi2675 n=55); Fehlerbalken=SEM.

10.2.5 KNOCKDOWN VON TSC2 IM GYRUS DENTATUS INHIBIERT DIE PHOSPHORYLIERUNG
DER P70 S6 KINASE

Da die Gephyrinclusterung einhergeht mit der Aktivierung von mTOR, was wiederum durch den TSC2
Komplex reguliert wird, liegt es nah bei einer Reduktion der Gephyrinclusterung, verursacht durch den
Knockdown von TSC2, auch das Phosphorylierungslevel der S6 Kinase zu untersuchen. Das

Phosphorylierungslevel der S6 Kinase dient dabei als Marker fiir die Aktivierung von mTOR.

Wie in 10.1.9 bereits beschrieben, wurde das Soma infizierter Zellen im Stratum Granulosum des Gyrus
Dentatus analysiert. Die 50um dicken Schnitte wurden gefarbt und die mittlere Fluoreszenzintensitat
der phosphorylierten S6 Kinase fiir beide TSC2 Knockdown Konstrukte analysiert. Die statistische
Auswertung zeigt eine schwache, aber dennoch signifikante Reduktion des Fluoreszenzsignals auf 93%
im Vergleich zu quantifizierten Kontrollzellen (Abbildung 21).

Grundsatzlich zeigt der TSC2 Knockdown in vitro eine verstarkte Gephyrinclusterung. Eine verminderte
TSC2 Expression in vivo wiederum resultierte in einer reduzierten Gephyrinclusterung, die mit einer
ebenfalls reduzierten S6 Kinase Phosphorylierung einhergeht. Die Reduktion des Geriistproteins

Gephyrin korreliert mit einem Verlust prasynaptischer, GABAerger Terminale.
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Abbildung 21: TSC2 Knockdown in vivo reduziert die Phosphorylierung der S6 Kinase

A und B zeigen Originalaufnahmen von miCTR (A) und mi2675 (B) injizierten histologischen Schnitte. Farbung: P-
S6K (rot), viral transduzierte Zellen in griin, Hoechst-Farbung zur Darstellung der Zellkerne. A‘4+B‘: VergroRerte
Darstellung der analysierten P-S6k Fluoreszenz im Soma. A“+B‘: IMARIS-Maskierung des analysierten
transduzierten Somas. Der MaRstabsbalken der Originalaufnahme entspricht 20um, der VergroRerung 10um. C:
Statistische Analyse der S6 Kinase Phorphorylierung; Ordinary one-way ANOVA + Dunns multiple comparison
Test, F(2, 225)=6.392, P-Wert<0.0001=***; P-Wert=0.0011=**; miCTR n=59, mi500 n=72, mi2675 n=97,
Fehlerbalken=SEM.

10.3 Die Uberexpression des endosomalen Markers Rab5A fiihrt zu einer
Reduktion von inhibitorischen Synapsen

Das Ras-realted Protein Rab5A, oder kurz Rab5A, ist einer der meist erforschten Marker des friihen
Endosoms und als Hauptregulator der Endosomen-Konversion bekannt [70]. Aktiviert wird das Protein
durch den Guanin Nukleotid Exchange Factor (GEFs) Rabex-5, der mit Hilfe von Rabapentin-5 das
Rab5A gebundene GDP zu GTP dndert [67]. Grundsatzlich ist Rab5A ein essenzieller Modulator der
frihen Endosome und beteiligt an der Reifung zum spaten Endosom/ Lysosom. In verschiedenen
Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von Rab5A Varianten das mTORC1
Signaling beeinflussen beziehungsweise unterbinden kann. Uberexpression von Rab5A fiihrt zu einer

Reduktion von Gepyhrinclusterung in vitro.

10.3.1 UBEREXPRESSION VON RABSA FUHRT ZU EINER REDUKTION DER
GEPHYRINCLUSTERDICHTE IN VITRO

Im folgenden Experiment wurde untersucht welchen Einfluss die Uberexpression verschiedener Rab5A
(konstitutiv aktiv=CA, dominant negativ=DN und Wildtyp=WT) Varianten auf die Clusterung von
Gephyrin haben.

Hippocampale Neurone wurden an DIV8-9 mit CA (CMV_mCherry-Rab5CA(Q79L)), DN (CMV_mCherry-
Rab5DN(S34N)) und WT (CMV_mRFP_Rab5) Plasmid-Varianten des Rab5A Proteins transfiziert. Die
Rab5A Proteinvarianten wurden als Fusionsproteine mit mCherry exprimiert. Zur besseren Beurteilung
der Transfektionseffizienz wurde stets ein griin fluoreszierendes Kontroll-Plasmid (pEGFP_N1,
exprimiert EGFP unter einem CMV-Promotor) mitgefiihrt. Nach der Transfektion wurden die Zellen an
DIV10 fixiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit 4% PFA fixiert und Gephyrin immuncytochemisch
nachgewiesen. Die Auswertung erfolgte mit IMARIS Bitplane. Analysiert wurden 25um des proximalen
Dendrits. Normiert wurde die Auswertung der Rab5A Varianten auf eine Gruppe Kontrolle
transfizierter Zellen (EGFP). Die Auswertung zeigte eine signifikante Reduktion der Gephyrinclusterung
in Rab5CA und Rab5 DN transfizierten Zellen auf ca. 75%. Die Gruppe der WT Uberexprimierenden
Neurone zeigte keinen Effekt auf die Gephyrinclusterung (Abbildung 22).

Die Auswertung zeigte eine signifikante Veranderung der Gephyrinclusterdichte in Rab5CA und Rab5
DN transfizierten Zellen auf ca. 75%. Die Gruppe der WT Uberexprimierenden Neurone zeigte keinen

signifikanten Effekt auf die Gephyrinclusterung (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Effekt von Rab5 Varianten auf die Gephyrinclusterung in hippocampalen Neuronen

In A ist eine Kontroll- transfizierte Zelle zu sehen. B zeigt eine mit Rab5A konsititutiv aktiv transfizierte Zelle. In
A‘, B ist eine beispielhafte VergréRerung eines proximalen Dendriten abgebildet und A, B“ zeigt die
dazugehorige IMARIS Maskierung. Eine Beispiel-Aufnahme aller Transfektionsansatze (EGFP, Rab5 CA + EGFP,
Rab5 DN + EGFP, Rab5 CA + EGFP) ist C zu entnehmen. Der MaRstabsbalken der Originalaufnahme entspricht
20um, der VergroBerung 10pum. D: Statistische Auswertung; ANOVA + Kruskal-Wallis-Test, H(3)=19.11, P-
Wert<0.0001=***  P-Wert=0.0073=**; EGFP n=62, Rab5ACA n=63, Rab5ADN n=57, Rab5AWT n=58;
Fehlerbalken=SEM.
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10.3.2 UBEREXPRESSION VON RABS5A FUHRT ZU EINER REDUKTION DER S6 KINASE
PHOSPHORYLIERUNG /N VITRO

Im Folgenden wurde untersucht, ob der veranderten Gephyrinclusterung nach Rab5A CA Transfektion
eine reduzierte mTOR Aktivitat zu Grunde liegt. Wie bereits in Experiment 10.1.9 wurde fiir die Analyse
die Aktivierung der S6 Kinase Phosphorylierung anhand der mittleren Fluoreszenzintensitat
guantifiziert.

Hippocampale Neurone wurden an DIV8 transfiziert. Da Rab5A CA den starksten Effekt auf die
Gephyrinclusterung zeigte, wurde fiir dieses Experiment lediglich ein Vergleich zwischen Kontroll- und
Rab5A CA transfizierten Zellen quantifiziert. 1-2 Tage nach der Transfektion wurden die Zellen fixiert.
Mit Hilfe der Zen Software wurde die mittlere Intensitdat der phosphorylierten S6 Kinase bestimmt
(Abbildung 23). Die statistische Auswertung mit Graphpad zeigte eine hoch signifikante Verstarkung
des phosphorylierten S6 Kinase Signals in transfizierten, hipopcampalen Neuronen. Durch die
Uberexpression des Rab5A CA Proteins wurde eine Reduktion der mittleren Fluoreszenz auf 77%

erzielt.

Durch dieses Experiment konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von Rab5A CA die Aktivitit

von MTOR in hippocampalen Neuronen inhibiert.
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Abbildung 23: Effekt von RAB5A CA Uberexpression auf S6 Kinase Phosphorylierung

Beispielhafte Aufnahmen einer Kontroll- transfizierten Zelle (A) und einer Rab5A CA transfizierten Zelle (B). In A’
und B’ ist die isolierte Fluoreszenz des P-S6K Fluoreszenzsignals zu sehen. Der Malstabsbalken der
Originalaufnahme entspricht 20um, der VergroRerung 10um. C: t-Test; P-Wert<0.0001=***; EGFP n=39, EGFP +
Rab5CA n=35;. Fehlerbalken=SEM.
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10.3.3 UBEREXPRESSION VON WEITEREN RAB PROTEINEN HAT KEINEN EFFEKT AUF DIE
GEPHYRINCLUSTERUNG IN VITRO

Im vorherigen Experiment konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von Rab5A CA Einfluss auf
die mTOR Aktivitat hat, was wiederum mit einer reduzierten Gephyrinclusterung korreliert. Um zu
Uberprifen, ob auch andere endosomale Rab Proteine die Gephyrinclusterung beeinflussen, wurden
Wildtyp, konstitutiv aktive, und dominant negative Versionen der Rab Proteine 4, 7, 8 und 11 in
hippocampale Neurone transfiziert. Die Rab Proteine waren entweder an eine rote
Fluoreszenzmarkierung oder an einen HA-Tag gekoppelt. Ahnlich zu den Experimenten 10.3.1 und
9.3.2 wurde eine EGFP Fluoreszenz mitgefiihrt um die Transfektionseffizienz besser bewerten zu

kénnen.
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Abbildung 24: Effekt von Kontroll Rab Varianten auf die Gephyrinclusterung

In A sind exemplarische transfizierte hippocampale Zellen abgebildet. Folgende Plasmide wurden transfiziert:
Wildtyp WT, dominant negativ DN, konstitutiv aktiv CA Rab Varianten (Rab4, Rab7, Rab8 und Rab11). Farbung:
ein EGFP exprimierendes Plasmid farbt die ganze Zelle, Gephyrin (gelb), Hoechst-Farbung zur Darstellung der
Zellkerne. Der MaRstabsbalken entspricht 20um. B: Statistische Darstellung: ANOVA + Kruskal-Wallis-Test
H(12)=8.570, ns= nicht signifikant; EGFP n=48, Rab4WT n=20, Rab4DN n=12, Rab4CA n=20, Rab7WT n=33,
Rab7DN n=27, Rab7CA n=24, Rab8 WT n=29, Rab8DN n=21, Rab8CA n=29, Rab11WT n=40, Rab11DN n=11,
Rab11CA n=26, es konnten keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu der EGFP Kontrolle gemessen
werden. Fehlerbalken=SEM.

In der statistischen Auswertung der Gephyrinclusterung zeigt sich keine signifikante Veranderung im

Vergleich zu Kontroll- transfizierten Neuronen.

Die durch Rab5A induzierte endosomale Konversion vom friihen zum spaten Endosom ist essentiell fur
die Translokation von Gephyrin an die Membranoberfliche hippocampaler Zellen. Durch die
Transfektion mit einer konstitutiv aktiven Variante von Rab5A konnte eine Reduktion der mTOR
Aktivitat nachgewiesen werden. Es gibt keine Evidenzien fiir die Beteiligung andere Rab Proteine an

der Gephyrinclusterung.
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11 DISKUSSION

Ziel der Doktorarbeit war es, den Einfluss der Rezeptortyrosinkinase cMet auf die Regulation und
Stabilitat GABAerger Synapsen zu untersuchen. Grundsatzlich ist die Rezeptortyrosinkinase cMet mit
inhibitorischen und exzitatorischen postsynaptischen Geristproteinen kolokalisiert. Die Ergebnisse
zeigen, dass cMet notwendig fiir das Clustern des postsynaptischen Gerlstproteins Gephyrin ist.
Durch die Stimulation mit HGF konnte bestatigt werden, dass cMet zudem hinreichend fiir die
Clusterung von Gephyrin ist. Ferner konnte gezeigt werden, dass mTOR-Signalwege an diesen
Prozessen beteiligt sind und der mTOR Regulator TSC2 dabei eine wichtige Rolle spielt. Die Konversion
vom friihen zum spaten Endosom ist essentiell flr die Aktivierung von mTOR und die Bildung der

postsynaptischen Gephyrin-Geruststruktur.

11.1.1 CMET ALS REGULATOR SYNAPTISCHER PLASTIZITAT

Durch den Knockdown von cMet wurde die Notwendigkeit der Rezeptortyrosinkinase fiir die
Gephyrinclusterung in vitro und in vivo bestétigt werden. Uber den spezifischen Liganden HGF konnte
die Rezeptortyrosinkinase stimuliert und die Gephyrinclusterung mTOR-abhdngig beeinflusst werden.
Somit konnte gezeigt werden, dass cMet nicht nur notwendig, sondern auch hinreichend fiir die

Gephyrinclusterung ist.

In der Literatur wurde bislang die Kolokalisation von cMet mit dem exzitatorischen Geristprotein
PSD95 beschrieben [51]. Dass auch ein funktioneller Zusammenhang zwischen cMet und
inhibitorischen Synapsen besteht, konnte durch elektrophysiologische Untersuchungen bestatigt
werden [53, 71]. In dieser Arbeit wurde erstmals die morphologische Kolokalisation, basierend auf
immuncytochemischen Farbungen, von cMet und Gephyrin untersucht und Evidenz fiir einen
Zusammenhang zwischen der Rezeptortyrosinkinase und der Regulation inhibitorischer Synapsen
gefunden. Ob die Kolokalisation im Kornerzellband des Gyrus Dentatus deutlich starker ausgepragt ist,
als in proximalen und distalen Bereichen ist dennoch fraglich. Durch die quantitative Analyse der
Kubus-Strukturen wurde nicht die Anzahl an tatsachlich vorhanden Dendriten beriicksichtigt. Lediglich
die Dichte der Proteinstrukturen kann in diesem bestimmten Volumen quantifiziert werden, was

wiederum keine Kompartiment- spezifischen Riickschliisse zuldsst.

Die in vivo Experimente zeigten, dass der Knockdown von cMet eine Reduktion der pra- und
postsynaptischen Geriistproteine induziert. Exzitatorische Marker wiesen keine Verdanderung auf.
Dieses Ergebnis bestatigt die Annahme, dass die Rezeptortyrosinkinase cMet an der Regulation und
Aufrechterhaltung inhibitorischer Synapsen im Gyrus Dentatus adulter Ratten beteiligt ist. Zuvor
konnte der regulatorische Effekt der Rezeptortyrosinkinasen EphA7 und TrkB bereits auf das
Clusterverhalten von Gephyrin in hippocampalen Kulturen beschrieben werden [45, 46].
Zusammenfassend bestatigt dies die grundsatzliche, regulatorische Bedeutung von

Rezeptortyrosinkinasen fiir die Gephyrinclusterdichte [72].

In den in vitro Analysen wurde durch den cMet Knockdown lediglich eine reduzierte Clusterdichte des

postsynaptischen Gephyrins gemessen. Der inhibitorische Marker der Prasynapse VGAT, sowie
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exzitatorische Verdanderungen (PSD95, VGIuT) konnten nicht festgestellt werden. Grund dafiir kdnnte
eine minder ausgepragte Netzwerkstruktur des in vitro Systems sein. Die Isolation der hippocampalen
Neurone aus den Embryonen und die anschlieBende Dissoziation des Gewebes brechen die natiirliche
Anordnung der Neurone komplett auf. Die ausgesaten Zellen bilden innerhalb der 96-well Platte ein
komplett neues, randomisiertes Netzwerk aus, welches nicht mehr den urspriinglichen in vivo
Bedingungen entspricht. Zwar wurden bereits Protokolle entwickelt, die das Messen einer
Netzwerkaktivitat in in vitro Kulturen von hippocampalen Ratten Neuronen ermdéglichen und dem
entsprechend synaptische Verbindungen voraussetzen [73], allerdings konnten nur fir partielle
Ausschnitte (etwa 60%) einer Kultur Aktivititen gemessen werden. Zudem wurden in den
experimentellen Ansatzen Zelldichten verwendet, bei denen eine immuncytochemische

Quantifizierung der Fluoreszenzsignale auf Grund einer zu hohen Dichte deutlich erschwert ware.

Grundsatzlich ist die Expression synaptischer Marker in corticalen Neuronen starker als in
hippocampalen Neuronen ausgepragt [74]. Die Expression von Synaptophysin in in vitro Kulturen lasst
Riickschlisse darauf zu, ob synaptische Strukturen bereits voll entwickelt sind. In experimentellen
Studien konnte gezeigt werden, dass der Peak der Expression hippocampaler Kulturen bei DIV10 liegt,
der Reifegrad der hier verwendeten in vitro Kultur also soweit fortgeschritten ist, dass Synapsen
entwickelt sind. Des Weiteren ist davon auszugehen, dass cMet die maximale Expression in
hippocampalen in vitro Kulturen an DIV10-12 erreicht hat [75, 76]. Somit koinzidiert die Expression von
cMet mit Synaptophysin was in Bezug auf die Messstrecke an synaptischen Veranderungen eine
Quantifizierbarkeit an DIV10 ermdglichen sollte. Daraus ergibt sich, dass das in vitro System ein
addquates Surrogat-Modell ist um Knockdown-Effekte auf die Dichte synaptischer Marker zu

analysieren.

In einigen Studien wird die Rezeptortyrosinkinase cMet im Kontext von exzitatorischen Synapsen
beschrieben [51, 75, 77, 78]. Die Expression von cMet in Embryonen scheint an eine starke, temporale
Regulation gebunden zu sein. Demnach wurde die Hypothese aufgestellt, dass der Knockout oder die
Extension des cMet Signals in corticalen Neuronen einen Effekt auf die intracorticale Reifung,
Konnektivitat und Plastizitat haben konnte. So zeigten die Ergebnisse, dass ein zeitlich verlangertes
cMet Signaling Uber die embryonale und frithe Expression hinaus, eine signifikante Reduktion an
exzitatorischen Markern im visuellen Cortex von P14 Mausen bewirkt [75]. In cMet Knockout Studien
gleich alter Mause (P14) hingegen konnte keine signifikante Deregulation des Proteinlevels
exzitatorischer Marker in der CA1 Region des Hippocampus gefunden werden [79]. Dieses Ergebnis
stltzt die hier erhobenen Daten, dass nach cMet Knockdown in vitro und in vivo kein signifikanter

Effekt auf die Expression von PSD95 und VGIuT gefunden wurde.

Zwar wurde in den Knockout-Studien ein Effekt in P14 Mausen gefunden, allerdings wurde die
synaptische Konnektivitat in in vitro Kulturen, gar nicht untersucht. An DIV 7 wurde lediglich die
Induzierbarkeit des cMet Rezeptors demonstriert, nicht jedoch seine regulatorischen Effekte auf
synaptische Marker [78]. Eine Auswirkung veranderter cMet Level auf synaptische Strukturen im

adulten Gyrus Dentatus der Ratte wurde in dieser Arbeit erstmals beschrieben.
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Wahrend diese Arbeit den Knockdown von cMet in den in vivo Experimenten im Gyrus Dentatus
analysiert, fokussieren andere Studien auf den visuellen Cortex [75] oder die CA1l Region des
Hippocampus [79]. Allerdings gibt es zwischen der CA1 Region und dem Gyrus Dentatus grundlegende
Unterschiede in der Verschaltung und Funktionalitat [80]. Dementsprechend ist die Rolle von cMet in
beiden Arealen nicht zwingend gleichbedeutend. Der DG ist verantwortlich fiir das Prozessieren
einkommender Informationen vom enthorinalen Cortex und leitet diese wiederum lber die
Moosfasern weiter an die CA3 Region. Von der CA3 Region gelangen die Signale zur CA1 Region,
welches wiederum die Signale liber das Subiculum aus dem Hippocampus ausleitet. Die Modulation
synaptischer Signale im Gyrus Dentatus scheint im Vergleich zur CA1 Region zugunsten der Inhibition
verstarkt zu sein. Dies ist unter anderem durch die erhéhte Anzahl an inhibitorischen Interneuronen
im Gyrus Dentatus zu begriinden [81]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der Effekt von GABAA
Rezeptor Antagonisten (Picrotoxin) einen starkeren Effekt auf die Langzeitpotenzierung (LTP) im DG
als im CA1 hatte. Vergleicht man inhibitorische und exzitatorische monosynaptische Antworten auf
einen LTP Stimulus, zeigt sich im DG eine Inhibition, nicht jedoch im CA1 [82]. Auf Grund der
unterschiedlichen molekularen Verschaltungen in der CA1 Region und im Gyrus Dentatus ist davon

auszugehen, dass unterschiedliche Effekte auf synaptische Verschaltungen zu erwarten sind.

Eine weitere Evidenz fiir die Hypothese, dass cMet an der Regulation inhibitorischer Synapsen beteiligt
ist, stellt Elizabeth Powell mit Hilfe einer Met-Emx1 Mauslinie her. Die Ergebnisse ihrer Studie zeigten,
dass durch einen heterozygoten Knockout von cMet im thalamocorticalen Signalweg transgener Tiere
eine dramatische Reduktion der postsynaptischen Inhibition induziert wurde [53]. Grund dafiir sei eine
reduzierte postsynaptische GABAx Rezeptor-Dichte. Der Verlust der Inhibition und die daraus
resultierende Ubererregbarkeit der Neurone geben erste Hinweise auf epileptische Erkrankungen,
aber auch auf die Entwicklungsstérung Autismus. Grundsatzlich ist ein Ungleichgewicht zwischen
Inhibition und Exzitation Ausgangpunkt einer Autismus-Spektrum-Storung [83, 84]. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass der Verlust von cMet im cerebralen Cortex und Hippocampus der Maus
anatomische Veranderungen, ahnlich zu Patienten mit Autismus mit einem Single Nukleotid
Polymorphismus im cMet Promotor (rs1858830, G—>C) [85, 86], aufweist. Das humane rs1858830 C
Allel im cMet Promotor resultiert in einer Reduktion der Gentranskription auf etwa 50% der cMet
Expression [87]. Diese partielle Reduktion spricht fur die Verwendung eines lentiviralen Knockdown-
Systems, weil es einem physiologischen Expressionsniveau naherkommt als einem kompletten

Knockout.

Die Promotor-Variante selbst scheint nur einen kleinen Effekt auf das Autismusrisiko zu haben und
zeigt keine genetische Penetranz in einer auf Autismusdiagnose basierenden Population [88]. Es reicht
also eine alleinige Modifikation des Risikogens cMet nicht aus, um eine Autismus Erkrankung zu

verursachen.

In der Literatur wird der spezifische Ligand HGF an exzitatorischen Synapsen beschrieben [51].
Verstarkte mTOR Signaltransduktion korreliert sowohl in glutamatergen als auch in GABAergen
Synapsen mit einer gesteigerten synaptischen Transmission [89]. In den Experimenten dieser

Doktorarbeit konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation von hippocampalen Neuronen mit dem
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Liganden HGF sowohl zu einer Phosphorylierung/ Aktivierung des Rezeptors selbst fuhrt, als auch zu
einer gesteigerten mTOR-abhangigen Gephyrinclusterung beitrdgt. Zuvor konnte gezeigt werden, dass
die mTOR-abhangige Translation keine Auswirkungen auf das Expressionsniveau von Gephyrin hat
[46]. Die Beteiligung von mTOR konnte mit der Untersuchung der phosphorylierten S6 Kinase und der
Sensitivitat der Gephyrinclusterung fiir Rapamycin deutlich herausgearbeitet werden. Bestatigend
dazu konnte der stimulierende Effekt der HGF-Stimulation auf die S6 Kinase bereits in embryonalen
Hepatocyten gezeigt werden [90]. Dass das Clustern des inhibitorischen Gerlistproteins grundsatzlich

von mTOR abhangig ist, wurde in der Vergangenheit bereits ausfiihrlich bewiesen [46, 60].

Mit dem hier eingesetzten Knockdownsystem konnte die Expression von cMet lokal und temporal
prazise manipuliert werden. cMet scheint neben anderen Rezeptortyrosinkinasen einen Anteil an der
Regulation inhibitorischer GerUstprotein zu tragen. Da ein Zellsystem schnell und variabl auf
Anforderungen und dullere Umstande reagieren muss, ist es denkbar, dass mehrere RTKs an der
Bildung und Aufrechterhaltung der morphologischen Plastizitdt synaptischer Verschaltungen beteiligt

sind.

11.1.2 TSC2 ALS SCHLUSSELREGULATOR SYNAPTISCHER STABILISERUNGSPROTEINE

Durch den Knockdown des mTOR Negativregulators TSC2 konnte bestatigt werden, dass die
Gephyrinclusterung in vitro mTOR-abhdngig angeregt werden kann. Kontrar dazu bewirkte die
inhibierte Expression von TSC2 im adulten Tier eine Reduktion sowohl inhibitorischen als auch

exzitatorischen, synaptischer Marker.

Die TSC Proteine 1 und 2 stellen einen zentralen Knotenpunkt fiir die Weiterleitung von Signalen aus
verschiedenen zelluldren Pfaden dar. Eine wesentliche Aufgabe ist die Regulation der mTORC1-
Aktivitat. Uber den TSC1/ TSC2 Komplex kénnen die Informationen von mehreren Kaskaden integriert

werden und Uber die Rheb GTPase auf mTOR und translationale Prozesse wirken.

Die Inaktivierung der TSC Protein-Funktion induziert eine Akkumulation der GTP-gebundenen Form
von Rheb, die wiederum mTORC1 aktiviert [91]. Dies wiederum stiitzt die Annahme dieser Arbeit, dass
die Aktivierung beziehungsweise Phosphorylierung von mTOR in hippocampalen Neuronen eine
vermehrte Gephyrinclusterung einleitet. Allerdings steht dieses Ergebnis im Kontrast zu den in vivo
Daten, welche signifikante Reduktionen von Gephyrin, GAD65 und den exzitatorischen Markern PSD95

und VGIuT aufwiesen.

Eine Erklarung fiir die in vivo Experimente kdnnten in dem Protein PRAS40, oder auch Akt1S1 [92] (Aktl
Substratl) genannt, liegen. PRAS40 wird ubiquitdr in den Zellen exprimiert und lokalisiert
hauptsachlich im Kern [93]. Als Antwort auf Wachstumsfaktoren wird PRAS40 (ber die PI3K- und
PKB/Akt-abhangigen Signalwege phosphoryliert. Eine Phosphorylierung kann ebenfalls durch eine
Insulinstimulation erzielt werden [94, 95]. PRAS40 ist assoziiert mit dem mTORC1 Komplex und wirkt
als Inhibitor von mTOR. Fiir eine vollstandige Aktivierung von mTORC1 ist eine Phosphorylierung von
PRAS40 notwendig [96]. In Zellen mit einer verminderten TSC2 Expression konnte gezeigt werden, das

PRAS40 eine dauerhafte Inhibition von mTOR bewirkt und auf diese Weise eine konstitutive
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Aktivierung verhindert [97]. Inaktiviertes mTOR ist assoziiert mit Gephyrin und vermindert somit die

Translokation des Geristproteins zur Membranoberflache.

Eine weitere Erklarung fiir die Unterschiede zwischen den in vitro und in vivo Experimenten kdnnte in
den verschiedenen neuronalen Entwicklungsstufen begriindet sein. Wahrend das Zellkultursystem ein
embryonales System ist und somit die Neurogenese in Ansdtzen nachzeichnet konnen in diesem
System hauptsachlich Effekte auf die Entstehung der neuronalen Konnektivitat abgebildet werden. Im
adulten System wiederum ist die Neurogenese bereits abgeschlossen und durch den Knockdown

werden unabhangig von der Entwicklung bestehende Strukturen verandert.

Dass die synaptischen Verdanderungen komplett unabhdngig von mTOR zu sein scheinen, steht im
Widerspruch zu dem Effekt des TSC2 Knockdown auf die S6 Kinase Phosphorylierung. Durch die
Analyse des immunfluoreszenten Signals der lentiviral transduzierten Neurone des Gyrus Dentatus
konnte ein geringe, aber dennoch signifikante Reduktion gemessen werden. Grundsatzlich wurde in
dieser Arbeit das erste Mal ein Knockdown von TSC2 im Hippocampus der Ratte hinsichtlich seiner
Effekte auf synaptische Marker untersucht. Es sind weitere Untersuchungen notwendig um zu

bestatigen, dass mTOR an der Regulation synaptischer Marker beteiligt ist.

Die in vivo Daten zeigten, dass nach TSC2 Knockdown nicht nur inhibitorische, sondern auch
exzitatorische Synapsen reduziert sind. In der Literatur lassen sich dazu bestatigende Daten finden.
Allerdings wurden bislang keine Hinweise fiir einen Zusammenhang zwischen TSC2 und GABAergen
Synapsen hergestellt. Die Zugabe von Bicuculline, einem spezifischen GABAx Rezeptor Antagonist,
zeigte im Vergleich zwischen normalen TSC** und heterozygoten TSC*" Tieren keine signifikanten
Verdnderungen in den posttetanischen Potenzierungen (PTP= verstarkte Reizantwort nach
hochfrequentem Stimulus). Dieses Ergebnis bedingt, dass GABAerge Synapsen in heterozygoten Tieren
keine Verdanderungen aufweisen. In elektrophysiologischen Studien wurde gezeigt, dass grundsatzlich
die synaptische Plastizitat im Hippocampus heterozygoter TSC2 Ratten reduziert ist [98]. Eine andere
Arbeitsgruppe fokussierte die Abnormalitdten der dendritischen Spines in kultivierten TSC*" Maus-
Neuronen. Mehrere Publikationen belegen, dass das heterozygote Mausmodell nicht nur in der
Bildung dendritischer Spines [99], sondern auch der Langzeitdrepession [100] und dem kognitiven
Gedachtnis beeintrachtig ist [101]. Durch immuncytochemische Quantifizierung konnte gezeigt
werden, dass in TSC*"Neuronen die Anzahl dendritischer Spines minimiert und exzitatorische Synapsen
drastisch herunterreguliert waren. Allerdings konnte diese Deformation nicht durch die Gabe von
Rapamycin widerhergestellt werden, was zu der Hypothese fiihrt, dass die Veranderung durch die

Rheb GTPase und nicht den mTOR Signalweg zu erkldren sind.
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11.1.3 TSC2- EIN FACETTENREICHES PROTEIN IM KONTEXT VON AUTISMUS-SPEKTRUM
STORUNGEN

Die Ergebnisse der Doktorarbeit zeigen, dass TSC2 an der Regulation Glutamaterger und GABAerger
Synapsen beteiligt ist. Verdnderunger der synaptischen Transmission sind assoziiert mit Autismus-
Spektrum-Stérungen [102]. Etwa 1 Kind aus 6000 leidet unter TSC. Merkmale von ASD sind bei 30 bis
60% der Personen mit TSC vorhanden. Neuere Studien berichten liber seltene Varianten in TSC1- und
TSC2, die mit idiopathischer ASD assoziiert sind [103].

Die meisten Arbeiten belegen, dass der Grund fiir die vielfaltigen Symptome der Erkrankung in einer
Hyperaktivierung der mTORC1-Signallibertragung liegen. Die gesteigerte mTOR Aktivierung beglinstig
aberrante, axonale und dendritische Konnektivitat, verursacht eine VergroBerung der Somata, erhoht
zelluldaren Stress, vermindert Myelinisierung, induziert synaptische Dysfunktion und neuronale
Ubererregbarkeit [104, 105].

Neben korperlichen Veranderungen steht eine reduzierte TSC2 Aktivitat im Verdacht auf molekularer
Ebene die synaptische Plastizitdt zu beeinflussen. In einer Studie mit TSC-Patienten konnte gezeigt
werden, dass die Gabe von Vigabatrin die refraktare Epilepsie von Kindern nachweislich senkte [106,
107]. Vigabatrin ist ein Antiepileptikum, welches die GABA-Transaminase, ein Degradation-Protein des
GABA Rezeptors, irreversibel inhibiert [108]. Auf diese Weise wird die Hemmung des GABA Rezeptors
durch den fehlenden Abbau wiederhergestellt. Dieser Wirkungsmechanismus setzt voraus, dass die
gestorte inhibitorische Neurotransmission auf der Funktionalitdit von GABAa Rezeptoren beruht.
Daraus ergibt sich ein moglicher Zusammenhang zwischen TSC2 und der Regulation GABAerger

Synapsen.

Eine weitere Hypothese beschaftigt sich mit der Dysregulation des Kleinhirncortex, der an der
Entstehung von ASD bei TSC-Patienten beteiligt sein konnte. Ein Maus-Modell, dem das TSC1 Gen in
cerebellaren Purkinjezellen fehlt, zeigte autistisch Verhaltensziige, unter anderem Defizite in der
sozialen Interaktion und vermehrtes repetitives Verhalten [109]. Ein dhnliches Symptom konnte bei
einer TSC2 mutierten Mauslinie gezeigt werden [110]. In einer aktuellen Studie wurde aus TSC
Patienten humane, induzierten Stammzellen generiert, welche wiederum zu Purkinjezellen
ausdifferenziert wurden. In diesem neuartigen Modellsystem konnte ebenfalls im Vergleich zwischen
TSC Patienten mit ASD und gesunden Patienten eine synaptische Dysfunktion, und Ubererregbarkeit
gezeigt werden. Zusatzlich konnte durch elektrophysiologische Messungen bestatigt werden, dass die
Zahl der funktionellen glutamatergen Synapsen in den TSC2-defizienten Purkinjezellen im Vergleich zu
den Kontrollen verringert waren. Dies wiederum stiitzt die hier erhobenen in vivo Daten, welche eine
Reduktion der exzitatorischen synaptischen Marker nach TSC2 Knockdown aufwiesen.
Erfreulicherweise war es sogar moglich, die Abnormitaten mit einer Rapamycinbehandlung in vitro zu

reduzieren [110].

In einer weiteren Studie konnte eine geringere Konnektivitdt und Netzwerk-Synchronitat von iPSC
abgeleiteten Neuronen TSC2 defizienter Patienten gemessen werden [111]. Bei einer Analyse des RNA-

Gehalts, stellte sich heraus, dass die Expression des prasynaptischen Markers GAD65/ 67, sowie der
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postsynaptische GABA, Rezeptor-Untereinheiten a2, 1 und y1 signifikant erhéht waren. Diese
Ergebnisse stitzen die in vitro Daten dieser Doktorarbeit, die ebenfalls eine Erhéhung der
Gephyrinclusterung zeigten. Weiterhin bekraftigt das Patienten-abgeleitete Modell die Annahme, dass
keine signifikante Deregulation der Synaptophysin und PSD95-Expression im Vergleich zu Kontroll-
Zellen vorliegt. Allerdings zeigt die Studie auch, dass die Expression von den glutamatergen Markern
GRIN1, GRIA1 GRIN3A und VGLUT2 eine gesteigerte Expression aufwiesen. Zusammenfassend konnte
die Studie jedoch zeigen, dass es zu einer Verschiebung der Balance zwischen erregenden und
hemmenden Signalen in der synaptischen Transmission kommt. Dies verursacht eine Beeintrachtigung
der Informationsverarbeitung, welche wiederum den Ausgangspunkt fiir einen potenziell
pathophysiologischer Mechanismus fir neuropsychatrische Stérungen wie ASD, Schizophrenie und
Epilepsie darstellt [111].

Letztendlich gibt es eine Vielzahl an Modelsystem, die sich mit der Funktionalitdt von TSC2 im Kontext
von Autismus-Spektrum-Stérungen auseinandersetzen. Ob man nun ein Tiermodell, ein Zellkultur-
Modell oder ein IPSC abgeleitetes System verwendet, alle Ansatze haben gemein, dass sie eine

Veranderung der synaptischen Transmission belegen.

11.1.4 DAS ENDOSOMALE KOMPARTIMENT ALS SCHAUPLATZ DER
GEPHYRINTRANSLOKATION

Es konnten Hinweise dafiir gefunden werden, dass durch die Manipulation von friihen endosomalen
Markern die Gephyrinclusterung beeintrachtig werden kann. Durch das Eingreifen in den Reife- und
Konversionsvorgang der endosomalen Kompartimente wurde die Aktivitdit von mTOR nachweislich

reduziert und der Translokationsprozess von Gephyrin an die Membranoberflache gemindert.

In eukaryotischen Zellen spielen Endosomen eine zentrale Rolle bei Recycling-Prozessen, dem Abbau
von Proteinen und dem Translozieren von Membrankomponenten. Auf diese Weise organisiert das
endosomale Kompartiment grundlegende Prozesse wie Nahrstoffaufnahme, Signallibertragung,
Adhasion, Instandhaltung und Ausstattung der Membran. Endocytierte Strukturen werden Uber das
frihe Endosom an seinen Bestimmungsort transloziert. Nicht nur der Transport zur Plasmamembran,
sondern auch das Signaling von Rezeptortyrosinkinasen wird Giber Endosome gesteuert. Beispielsweise
wird aktiviertes cMet endozytiert und degradiert um die Intensitdt des Signalings wieder
abzuschwachen [112]. Im Golgi-Netzwerk werden endocytierte Proteinstrukturen umgebaut, wahrend
sie in lysosomalen Kompartimenten vollstdndig degradiert werden. Die verschiedensten
Kompartimente, die dafiir notwendig sind zeichnen sich durch verschiedene GTPasen, die die
Konformationsdanderungen von dem einen in das nachste Reifestadium einleiten aus. Eine weitere
wichtige Funktion hat die V-ATPase, eine Protonenpumpe, welche fiir die pH-Wert Ansduerung von

friihen und spaten Endosomen/Lysosomen verantwortlich ist.

In friiheren Studien wurde untersucht, ob es einen spezifischen Ort in der Zelle gibt, von dem der
MTORC1 Komplex sein Signaling koordiniert. Es konnte gezeigt werden, dass durch Aminosaure-,
Insulin-Stimulationen, Hypoxie und den Glukosespiegel mTOR beeinflusst werden kann [113].

Kultiviert man beispielsweise Zellen in einem Kulturmedium ohne Aminosauren, konnte dadurch die
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Phosphorylierung von mTOR inhibiert werden. Ahnliches zeigte sich in den Zellen nach der Behandlung
mit dem spezifischen mTOR Inhibitor Rapamycin. In den Zellen wurde Autophagy induziert [114].
Schlisselpunkt dieses Mechanismus scheint die Rag GTPase zu sein. In einer Aminosaure deprivierten
Umgebung ist die heterodimere Rag GTPase inaktiv [115]. Uber eine Interaktion mit Ragulator ist Rag
mit dem Lysosom assoziiert. Durch eine Aminosaure-Stimulation wird die Rag GTPase aktiviert, was
eine unmittelbare Rekrutierung von mTORC1 zum Lysosom zur Folge hat. Ein weiterer Mechanismus
zur Aktivierung von mTORC1 wird durch Wachstumsfaktoren induziert. In Abwesenheit von
Wachstumsfaktoren ist TSC2 als Inhibitor von Rheb am Lysosom lokalisiert. Uber die Stimulation wird
der P13/ Akt Signalweg aktiviert, was wiederum die Phosphorylierung von TSC2 sowie eine Dissoziation
vom Lysosom einleitet. Die Rheb GTPAse wird nicht mehr inhibiert und kann somit die Aktivierung von
MTORC1 induzieren. Beide Aktivierungsmechanismen sind unabhangig voneinander notwendig, aber

einzeln nicht hinreichend fir eine Aktivierung von mTOR [115-117].

Welche Rolle spielt allerdings das Lysosom fiir die Aktivierung von mTOR? Durch mikroskopische
Untersuchungen wurde festgestellt, dass auf der Oberflache lysosomaler Kompartimente Rheb zu

finden ist, welches wiederum Endpunkt des Insulin sensitiven PI3K Signalwegs ist [118, 119].

Berlicksichtigt man nun, dass mTOR in inaktivem Zustand mit dem inhibitorischen Gerustprotein
Gephyrin assoziiert ist und bei Aktivierung eine Dissoziation und Translokation von Gephyrin an die
Membranoberflache induziert wird [46], stellt sich die Frage, ob durch die Manipulation des
endosomalen Kompartiments die Gephyrin Translokation beeintrachtigt werden kann. In den
Ergebnissen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression einer konstitutiv aktiven
(Q79L) und dominant negativen (S34N) Variant des frilhen endosomalen Markers Rab5A eine
Reduktion der Gephyrinclusterung in hippocampalen Neuronen bewirkt. Des Weiteren konnte eine
Reduktion der S6 Kinase Phosphorylierung nach Transfektion der konstitutiv aktiven Variante
gemessen werden. In transfizierten Hek293T Zellen wurde ein adhnliches Ergebnis erzielt. Die
konstitutiv aktive Variante von Rab5A zeigt eine massive Reduktion der S6 Kinase Phosphorylierung
[120]. Erklart wurde die Inaktivierung von mTOR durch eine Immobilisierung an einem durch
Transfektion neu entstandenem Hybridendosom. Grundsatzlich zeichnet sich die konstitutiv aktive
Rab5A Variante durch eine 3x héhere Bindungsaffinitdt zu GTP als die Wildtyp Version aus und sorgt
fir eine VergroRerung der frilhen Endosome, indem die Verschmelzung mit anderen frithen

Endosomen gefordert wird. [121]

Das Hybridendosom scheint allerdings nicht nur ein vergroertes, friilhes Endosom zu sein, sondern
wurde beschrieben als eine Verschmelzung aus friihen und spaten endosomalen Kompartimenten,
welches sowohl Marker fiir das frilhe Endosom (EEA1) als auch lysosomlae Marker (LAMP2) aufwies.
Die Uberexpression von Rheb konnte die mTOR Aktivitit wiederherstellen, was wiederum darauf
schlielen lasst, dass die Lokalisation von mTOR an das Hybridendsosom die Interaktion mit
endogenem Rheb unterbindet. Die Uberexpression von Wildtyp und dominant negativen Rab5A
Mutanten zeigten einen weniger ausgepragten Effekt auf die S6 Kinase Phosphorylierung [120]. Dies
[3sst sich nur teilweise mit den hier erhobenen Daten in Einklang bringen. Fir die dominant negative

RAbSA Variante konnte eine Reduktion, bei der Uberexpression mit Rab5A-Wildtyp allerdings kein
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Effekt auf die Gephyrinclusterung in transfizierten hippocampale Neurone festgestellt werden.
Allerdings wurde in der erwahnten Studie auch nur das direkte Zielprotein von mTOR betrachtet und

keine weiteren Interaktionen untersucht.

Die Familie der Rab-GTPasen ist konserviert in Saugetieren. Etwa 70 verschiedene sind allein in
humanen Zellen beschrieben. Alle zeichnen sich aus durch eine GTPase Aktivitdt. So lassen sich neben
Rab5A, welches ein spezifischer Marker fir das friilhe Endosom ist, weitere Rab Proteine im
endosomalen Kompartiment wiederfinden. Beispielsweise ist Rab4 beteiligt am vesikuldren Verkehr
innerhalb der Zelle und verantwortlich fiir Recyclingprozesse [122]. An spaten endosomalen
Kompartimenten hingegen ist Rab7 zu finden. Rab7 ist unter anderem beteiligt an der Konversion vom
frihen zum spaten Endosom und dem Transport vom spaten Endosom zum Lysosom [123]. In den
Transport vom Endoplasmatischen Reticulum zum Golgiapparat ist wiederum Rab8 verwickelt [124].
Ein weiteres Rab Protein lasst sich im intrazellularen Membran Trafficking finden, Rab11 [125]. Am
Lysosom selbst findet die Aktivierung von mTOR statt [126]. Durch die Uberexpression der Rab
Proteine 4, 7, 8 und 11, welche an anderen endosomalen Strukturen lokalisiert sind, konnte keine
signifikante Veranderung im Kontext der Gephyrinclusterung detektiert werden. Recycling-Endosome
oder lysosomale Kompartimente sind folglich nicht an der mTOR-Aktivierung beteiligt. Dieses Ergebnis
wird gestiitzt durch die unveranderte S6 Kinase Phosphorylierung in HEK293T Zellen, auch hier konnte
kein signifikanter Effekt von anderen Rab Proteinen festgestellt werden [120]. Somit ergibt sich, dass
der endosomale Transport keine Rolle fiir die Bildung der inhibitorischen Geruststruktur spielen. Des
Weiteren kann ausgeschlossen werden, dass Recycling-Prozesse fiir die Gephyrinclusterung notwendig

sind.

Eine andere Publikation fokussiert das fiir das frilhe Endosom spezifische Phosphatidylinositol 3-
Phosphat (PI3P) im Kontext der Bildung von inhibitorischen Postsynapsen. Mit Hilfe eines
membrangadngigen PI3P-Derivats wurde gezeigt, dass PI3P wichtig fiir die Collybistin vermittelte
Rekrutierung von Gephyrin an die Membranoberflache ist [127]. PI3P ist das Produkt der
Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K oder Vps34). In einer weiteren Studie konnte im Gegensatz zu der
behaupteten exklusiven Lokalisation von PI3P an friihen Endosomen gezeigt werden, dass PI3P auch
auf spaten Endosomenmembranen zu finden ist [128]. In Vps34~”~ Maus embryonischen Fibroblasten
war ein starker Anstieg des Rab7-GTP-Spiegels zu sehen und eine Vergroflerung der spaten
Endosomen. Die Uberaktivierung von Rab7 wurde begriindet durch das fehlende Rekrutieren des
Rab7-GTPase aktivierenden Proteins Armus, welches an PI(3)P bindet. Zusammenfassend konnte die
Studie zeigen, dass Vps34 eine wesentliche Rolle fiir die Regulation von Rab7 und spaten Endosome
spielt [128, 129]. Interessanterweise war Vps34 ein auffalliger Kandidat im siRNA basierten Screening,

bei dem eine Reduktion der Gephyrinclusterdichte detektiert wurde [45].

Letztendlich ist es nicht bekannt, ob es ein exklusives Kompartiment gibt, an dem die Translokation
von Gephyrin an die Membranoberflache induziert wird. Durch die Transfektion hippocampaler
Neurone mit Rab5A Varianten konnte gezeigt werden, dass die endosomale Konversion einen

kritischen Aspekt in der Regulation der Gephyrintranslokation darstellt.
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11.1.5 DREI VERSCHIEDENE BLICKWINKEL AUF EIN PROTEIN UND EINE KRANKHEIT

Durch diese Arbeit wurden unterschiedliche Blickwinkel auf die Regulation synaptischer und vor allem
inhibitorischer Marker gelegt, die zur Stabilisierung GABAerger Synapsen notwendig sind und im

Zusammenhang mit Autismus-Spektrum-Stérungen stehen.

Es wurde herausgearbeitet, dass das endosomale System eine mTOR abhangige Schlisselrolle fur die
Regulation inhibitorischer Synapsen hat, aber ist es auch relevant fiir die Neuropathologie von
Autismus? Viele zelluldare Entwicklungsprozesse hangen von der Endozytose, dem endosomalen
Transport, Recycling und der Degradation ab. Es stellt sich immer mehr heraus, dass der endosomale
Signalweg bei einer Reihe von neuronalen Entwicklungsprozessen eine wichtige Rolle spielt. Studien
belegen, dass in Neuronen Rab5 und Rab7 maligeblich den endosomalen Verkehr an der Postsynapse
organisieren [130]. Viele endosomale Signalwege wurden bereits im Kontext von ASD beschrieben
[131, 132]. Rab5A ist, wie bereits ausfiihrlich diskutiert wurde, ein essenzieller Modulator der friihen
Endosom Bildung und Reifung zum spaten Endosom/ Lysosom. Die Lokalisation von mTORC1 und TSC2
an das spate Endosom/Lysosom in Abhangigkeit ihres jeweiligen Aktivierungsstatus weist auf einen
regulatorischen Einfluss des endosomalen Kompartimente auf die beiden Proteine hin.
Uberraschenderweise wurde herausgefunden, dass TSC2 eine spezifische GAP-Aktivitat fiir Rab5 hat
[133].

TSC2 ist ebenfalls in der SFARI (Simons Foundation Autism Research Initiative) Datenbank mit einem
Score von 1 gelistet. Gene mit diesem Score stehen eindeutig im Zusammenhang mit ASD. Neben
seiner Bedeutung fiir ASD zeigte TSC2 in den hier durchgefiihrten Experimenten einen starken Effekt
auf die Regulation sowohl inhibitorischer, als auch exzitatorischer Marker. In gleicher Weise ist auch
die Rezeptortyrosinkinase cMet in der Datenbank zu finden (Score 2). In einigen Studien wurde die
Relevanz von cMet fiir ASD und die Regulation exzitatorischer Synapsen bereits herausgearbeitet.
Durch die Daten dieser Arbeit konnte ein Zusammenhang zwischen cMet und inhibitorischen Synapsen

hergestellt werden.

Zusammenfassend haben cMet, TSC2 und der endosomale Signalweg einen Effekt auf synaptische
Strukturen und lassen sich in der Literatur alle mit einer starken Evidenz fir Autismus verbinden. Aus

den drei verschiedenen Komponenten ergibt sich folgendes, hypothetisches Schema:
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Abbildung 25: schematisch, hypothetische Darstellung der cMet Signaling Kaskade

Wird der cMet Rezeptor durch seinen Liganden HGF stimuliert, kommt es zu einer Homodimerisierung des Rezeptors
und zur Aktivierung der Ras GTPase. Uber den PI3k- oder den Erk- Signalweg wird der TSC Komplex aktiviert. TSC2 hat
eine inhibierende Wirkung auf die Rheb GTPase. Liegt Rheb GTP gebunden vor fiihrt dies zu einer Phosphorylierung von
mTOR. Dies wiederum fiihrt zu einer Dissoziation von mTOR und Gephyrin. Die Dissoziation findet am spaten Lysosom
statt. Nachfolgend wird Gephyrin von Collybistin gebunden und iber Mikrotubuli-Strukturen an die Membranoberflache

der Zelle transloziert. Dort bildet Gephyrin eine hexagonale Geriststruktur aus, die zur Stabilisierung von GABAA
Rezeptoren bendtigt wird.
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Durch HGF-Stimulation, Rapamycin/PHA-Behandlungen und anschlieBende immuncytochemische
Farbungen konnte gezeigt werden, dass die Gephyrinclusterun in hippocampalen Zellen verstarkt wird.
Zur Erganzung der erhobenen Daten widre es ratsam eine zusatzliche, unabhangige

Proteinquantifizierung durchzufiihren (Western Blot).

mTOR ist in inaktivem Zustand mit Gephyrin assoziiert [46] und wird an spiten Endosomen/
Lysosomen aktiviert [91]. Die imuncytochemische Darstellung und Auswertung einer Kolokalisation
von Gephyrin an spaten Endosomen konnte nicht dargestellt werden. Zur weiteren Exploration des
Translokationsursprungs von Gephyrin kdnnte man ein virales Konstrukt erstellen, dass Gephyrin
getagged mit einer Biotinylierungssequenz exprimiert. Auf diese Weise kénnten in infizierten Zellen
nach Biotin Zugabe mit Gephyrin interagierende oder proximal lokalisierte Proteine aufgereinigt
werden. Uber einen Western Blot kdnnte so liberpriifet werden ob beispielsweise Rab7 oder andere

Proteine des spaten Endosoms mit Gephyrin interagieren [132].

Zur Uberprifung der Funktionalitit der lentiviralen miRNA Konstrukte kodnnte eine
Transkriptomanalyse infizierter hippocampaler Neurone durchgefiihrt werden. Eventuell lassen sich
schon hier signifikante deregulierte Expressionsmuster im Vergleich zu kontroll- transfizierten Zellen
finden. Des Weiteren kann durch eine Transkriptomanalyse ein viel breiteres Spektrum an

Fehlregulationen aufgedeckt werden.

Zudem wadre es flr zukiinftige Experimente denkbar und interessant ein iPSC abgeleitetes Modell TSC
defizienter Patienten mit ASD zu etablieren und zu untersuchen. Durch die Ausdifferenzierung von
Neuronen kdnnte man nicht nur die Netzwerkaktivitat Gber Calciumimaging untersuchen, sondern
auch Effekt auf die endosomalen Kompartimente studieren. Es ware spannend zu untersuchen, ob mit
einem Patienten-abgeleiteten Modell dhnliche Auswirkungen auf die synaptische Regulation
gemessen werden kénnen, wie in dieser Arbeit. Ein weiterer interessanter Aspekt ware die Validierung
von cMet in solch einem Modellsystem. Da man nicht davon ausgehen kann, dass der Patient eine
Mutation in dem zu Grunde liegenden Gen aufweist, konnte man analysieren ob die TSC Defizienz
einen moglichen Effekt auf die Regulation der Rezeptortyrosinkinase hat. Letztlich ware es auch
denkbar ein Organoid aus den ausdifferenzierten Neuronen zu ziichten und die synaptische

Konnektivitat in einer dreidimensionalen Struktur zu untersuchen.

In den hier durchgefiihrten Experimenten wurden Surrogat-Modelle (in vitro und in vivo) verwendet
um Evidenzien zu finden, dass cMet, TSC2 und die endosomale Kompartimentierung an der Regulation
synaptischer Strukturen beteiligt sind. Um dieses Grundlagenmodell auch im menschlichen System zu
untersuchen wiare es interessant humanes, hippocamapales Gewebe zu untersuchen. Dies ware
einerseits moglich durch Proben von post mortem Gehirnen oder durch Resektions-Proben, von
Patienten, die an einer Temporallappenepilepsie leiden. An post mortem Gehirnen von Kontroll- und
Patienten- Gruppen kdnnten lediglich immuncytochemische Quantifizierungen vorgenommen werden

um synaptische Veranderungen zu quantifizieren.



Ausblick

Das Spannende an Resektionsproben des medialen Temporallapens hingegen ist, dass in Patienten-
Kohorten mit dieser Erkrankung oftmals eine Korrelation mit Autismus und TSC2 Mutationen gegeben
ist [134-136]. Zudem wiirde das resezierte Gewebe weitaus mehr Untersuchungs-Moglichkeiten
bieten. Da das Gewebe immer noch vital ist, kdnnten neben elektrophysiologische Ableitungen, die
Aufschluss dariiber geben in welchem Verhdltnis Exzitation zu Inhibition stehen, auch

Transkriptomanalysen sowie immuncytochemische Farbungen durchgefiihrt werden.
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Abbildung 26: Lentiviraler Expressionsvektor

Die verwendeten miRNAs fiir den cMet und TSC2 Knockdown wurden in den Vektor
pLenti04/CAMK/mi__/SEW Uberfihrt. Die miRNA wird nach einen CAMKII Promotor exprimiert. Anstelle
einer Blastizidinresistenz befindet sich eine durch einen Synapsin-Promotor kontrollierte EGFP-Kassette,
auf die eine WPRE-Einheit folgt (SEW).
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13.1.1 UBERSICHT DER INJEKTIONEN IN DEN GYRUS DENTATUS DER RATTE
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Abbildung 27: Injektionstreffer der cMet/TSC2 injizierten lentiviralen Konstrukte in
den Gyrus Dentatus von 3 Monate Ratte

Gezeigt sind die lentiviralen injektion der CTR (Tier #9 und #14), mi3923 (Tier #5, #10, #11), miUTR
(Tier #12, #13), mi500 (Tier #15, #16) und mi2675 (Tier #17, #18) injizierten Tiere (HS= Hemisphare).

In grin die lentiviral injzierten Neurone (SEW Expression), in blau eine Hoechstfarbung zur
Darstellung der Zellkerne. Der Mal3stabsbalken entspricht 200um.
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13.1.2 EINZELDATEN DER STEREOTAKTISCHEN INJEKTION DES CMET KD IN DEN DG
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Abbildung 28: Einzeldaten der stereotaktischen cMet Knockdown Injektion in den Gyrus Dentatus
der Ratte

Alle Grafen prasentieren die Daten der einzelnen injizierten Tiere. A: Quantifizierung der cMet Clusterdichte. B:
Quantifizierung der Gephyrin Clusterdichte. C: Quantifizierung der VGAT Clusterdichte. D: Quantifizierung der
PSD95 Clusterdichte. E: Quantifizierung der VGlut Clusterdichte. Es wurde keine statistische Analyse erhoben.
Fehlerbalken=SEM.
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13.1.3 EINZELDATEN DER STEREOTAKTISCHEN INJEKTION DES TSC2 KD IN DEN DG
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Abbildung 29: Einzeldaten der stereotaktischen TSC2 Knockdown Injektion in den Gyrus
Dentatus der Ratte

Alle Grafen prasentieren die Daten der einzelnen injizierten Tiere. A: Quantifizierung der TSC2
Clusterdichte. B: Quantifizierung der Gephyrin Clusterdichte. C: Quantifizierung der VGAT
Clusterdichte. D: Quantifizierung der PSD95 Clusterdichte. E: Quantifizierung der VGlut Clusterdichte.
Es wurde keine statistische Analyse erhoben. Fehlerbalken=SEM.
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