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Zusammenfassung

Es wird angenommen, dass eine Dysregulation von mTOR zur Entwicklung und zum
Fortschreiten von Krankheiten beitragt. Zu diesen Krankheiten gehoren verschiedene
neurologische Entwicklungsstorungen wie geistige Behinderung (ID), Autismus-
Spektrum-Stérung (ASD) oder auch Epilepsie. Folgen einer mTOR-Dysregulation auf
molekularer und zellularer Ebene sind aber weitgehend unbekannt. So ist beispielsweise
bekannt, dass eine fehlerhafte Funktion von mTOR lokal in Synapsen und Dendriten die
Proteinbiosynthese beeintrachtigt, bestimmte Zielgene wurden bisher aber kaum
identifiziert. Die Identifizierung von Zielgenen und weiteren Mechanismen ist wichtig
fur das Verstandnis der neuronalen mTOR-Funktion sowie der Pathogenese von
neurologischen Entwicklungsstérungen, welche mit Anderungen der mTOR-AKtivitat

verbunden sind.

N-Cadherin gilt als vielversprechender Kandidat fur die erwédhnte mTOR-vermittelte
lokale mMRNA-Translation. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde daher das
Expressionsmuster dieses Zelladhdsionsmolekiils nach Inhibition des mTOR-Signalwegs
mittels des mTOR-Inhibitor Temsirolimus untersucht. Nach einer bestatigten reduzierten
Anderung der Expression von N-Cadherin in priméaren, corticalen Mausneuronen, wurde
bei der Regulation von N-Cadherin durch mTOR vor allem eine mdgliche

posttranskriptionelle Regulation iiber den 3’UTR von N-Cadherin untersucht.

Anhand eines hypothesefreien Ansatzes wurde versucht weitere Zielgene von mTOR in
priméren Neuronen zu identifizieren. Mittels RNA-Sequenzierung wurde das
Transkriptom in primédren Neuronen nach mTOR-Inhibition untersucht. Hierbei zeigte
sich vor allem eine reduzierte Expression von Genen, die mit der Synthese oder dem
Transport von Cholesterin einhergehen. In der Folge wurde eine reduzierte
Proteinexpression dieser Gene bestatigt. AbschlieBend konnte gezeigt werden, dass
sowohl in vitro als auch in vivo im sich entwickelnden Cortex der Maus eine reduzierte
Cholesterinsynthese nach der Inhibition von mTOR vorliegt. Eine durch fehlerhafte
mTOR-AKktivitat verursachte Fehlregulation der Biosynthese von Cholesterin im Gehirn
konnte teilweise flir die Progression neuronaler Erkrankungen wéhrend der

Embryonalentwicklung verantwortlich sein.
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Abstract

It is believed that dysregulation of mTOR contributes to the development and progression
of diseases. These diseases include various neurodevelopmental disorders such as
intellectual disability (ID), autism spectrum disorder (ASD) or epilepsy. However, the
consequences of mTOR dysregulation at the molecular and cellular level are largely
unknown. It is known, for example, that a deficient function of mTOR locally at synapses
and dendrites impairs protein synthesis, but certain target genes have hardly been
identified so far. The identification of target genes and other mechanisms is important for
understanding neural mTOR function and the pathogenesis of neurodevelopmental

disorders associated with changes in mTOR activity.

N-cadherin is considered to be a promising candidate for the mentioned mTOR-mediated
local MRNA translation. In the first part of this work, the expression pattern of this cell
adhesion molecule after inhibition of the mTOR signaling pathway using the mTOR
inhibitor temsirolimus was examined. After a confirmed reduced change in the expression
of N-cadherin in primary cortical mouse neurons, a possible post-transcriptional
regulation via the 3'UTR of N-cadherin was examined for the regulation of N-cadherin
by mTOR.

Using a hypothesis-free approach, an attempt was made to identify further target genes
of mMTOR in primary neurons. The transcriptome in primary neurons after mTOR
inhibition was examined by means of RNA sequencing. Above all, there was a reduced
expression of genes associated with the synthesis or transport of cholesterol. As a result,
a reduced protein expression of these genes was confirmed. Finally, it could be shown
that both in vitro and in vivo a reduced cholesterol synthesis is present in the developing
cortex of the mouse after the inhibition of mMTOR. A dysregulation of the biosynthesis of
cholesterol in the brain caused by defective mTOR activity could be partly responsible

for the progression of neuronal diseases during embryonic development.



1 Einleitung 19

1  Einleitung

1.1 Cortex

1.1.1 Evolutionire Entwicklung des zerebralen Cortex

Die GroB3hirnrinde (Cortex) spielt eine zentrale Rolle bei der kognitiven und emotionalen
Verarbeitung. Der Cortex beherbergt all jene Areale, die fir die hdheren Funktionen
verantwortlich sind, wie das Sprachverstandnis, die Sprachfahigkeit, komplexe kognitive
Leistungen, emotionale Funktionen und Personlichkeit. Makroskopisch lasst sich der
Cortex in verschiedene Bereiche gliedern. Hierbei gibt es Einteilung in vier Hauptlappen
(Lobi), welche durch tiefere Spalten (Fissurae) voneinander getrennt sind. Diese Lappen
lassen sich sowohl morphologisch als auch funktionell untergliedern. Der Frontallappen
ist hierbei vor allem fur motorische Bewegungen, fir die Handlungsplanung und -
initilerung sowie flr die Personlichkeitsbildung zustdndig. Der Parietallappen dient
sowohl der somatosensorischen Funktion als auch dem rdumlichen Denken. Der
Occipitallappen als Teil des visuellen Systems verarbeitet die visuellen Impulse und gilt
daher als Sehzentrum des Gehirns, wéhrend der Temporallappen beim Horen, dem
Verstehen und der Gedachtnisbildung beteiligt ist. Stérungen in der Architektur des
Cortex beim Menschen kdnnen unter anderem zu geistigen Entwicklungsstérungen und
Epilepsie fuhren (Gleeson & Walsh, 2000).

Daher ist das Verstandnis der Mechanismen, die seine Entwicklung und Funktion steuern,
von zentraler Bedeutung fur das Verstandnis der Grundlagen schwerer
Neuroentwicklungsstérungen und neuropsychiatrischer Erkrankungen, insbesondere

derjenigen, die zum ersten Mal in der Kindheit auftreten.

Die Entwicklung des zerebralen Cortex bei Sdugetieren wird als ein entscheidender
evolutiondrer Fortschritt angesehen, der eine hohere kognitive Funktion ermdglicht.
Cortices verschiedener S&ugetierarten variieren jedoch stark in Form, GroRe und
Neuronenzahl (Herculano-Houzel, 2009). Diese Unterschiede sind vermutlich auf
Unterschiede in der Organisation und dem Verhalten neuronaler VVorlauferzellen wahrend
der Embryonalentwicklung zurtickzufiihren. Neuere Modelle der embryonalen Cortex-
Entwicklung basieren grofitenteils auf zelluldren und molekularen Studien an Maus und
Ratte, deren Cortex viele der fur alle S&ugetiere allgemeinen Schlisselmerkmale

aufweist. Hierzu gehodren eine sechsschichtige Organisation und Regionalisierung in
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sensorische, motorische und Assoziationsbereiche. Da der Cortex von Mausen jedoch
nicht gefaltet (sondern lissenzephal) vorliegt, ist seine Fahigkeit, die
Entwicklungsmechanismen eines grofReren und stark gefalteten (gyrencephalen) Cortex

wie den des Homo sapiens zu modellieren von Natur aus begrenzt.

1.1.2 Corticogenese

Die Corticogenese beschreibt den Prozess, bei dem der zerebrale Cortex des Gehirns
wahrend der Entwicklung des Nervensystems gebildet wird. Der Cortex ist die duRere
Schicht des Gehirns und besteht aus bis zu sechs Schichten (Layers). Der Prozess der
Corticogenese findet vom embryonalen Tag 10 bis 17 bei M&usen und zwischen den
Schwangerschaftswochen 7 und 18 beim Menschen statt.

Im Folgenden wird auf die Entwicklung des zerebralen Cortex des Wirbeltiergehirns
Bezug genommen. Nach der Befruchtung der Eizelle entwickeln sich im Embryo die drei
Keimbl&tter Endoderm, Mesoderm und Ektoderm. Aus einem Teil des Ektoderms, dem
Neuroektoderm, bildet sich die Neuralplatte, aus der der grofite Anteil des Nervensystems
entsteht. Aus der Neuralplatte wiederum entsteht nach Absenkung und Schliefung das
Neuralrohr, was als Neurulation bezeichnet wird. Nach dem Verschluss des Neuralrohrs
entwickelt sich daraus das Ventrikelsystem. Wahrend aus dem kaudalen Abschnitt des
Neuralrohrs das Ruckenmark entsteht, entwickelt sich der rostrale Abschnitt zu den
primdren Hirnvesikeln, die als Prosencephalon (VVorderhirn), Mesencephalon (Mittelhirn)
und Rhombencephalon (Hinterhirn) bezeichnet werden. Sekundér entstehen daraus funf
Hirnblaschen: Telencephalon (Grof3hirn), Diencephalon (Zwischenhirn), Mesencephalon
(Mittelhirn), Metencephalon (Kleinhirn) und das Myelencephalon (Markhirn). Aus dem
ventralen Bereich des Telencephalons entwickelt sich das Subpallium, aus dem die
Basalganglien entstehen, welche an der Prozessierung von motorischen und komplex-
integrativen Handlungsmustern beteiligt sind. Aus dem dorsalen Teil des Telencephalons
bildet sich das Pallium, aus dem sich der zerebrale Cortex mit seinen Subdomé&nen
Neocortex, Archicortex und Paldocortex entwickelt. Eine Ubersicht der Entwicklung der
verschiedenen Bereiche des Gehirns aus den primaren und sekundaren Hirnblaschen ist

in Abbildung 1 schematisch dargestellt.
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Abbildung 1: Die Entwicklung der verschiedenen Bereiche des Gehirns aus den primaren Blaschen,
Uber die sekundéren Bléaschen zu den endgultigen Hirnbereichen beim erwachsenen Menschen. Quelle:
www.basicmedicalkey.com

Wahrend der embryonalen Entwicklung wird der zerebrale Cortex in einer
sechsschichtigen Anordnung organisiert (Rakic, 1974). Jede dieser Schichten besitzt ihre
eigenen funktionellen Eigenschaften. Stérungen dieser Eigenschaften konnen zu
unterschiedlichen Erkrankungen wie z.B. Intelligenzminderung oder
Bewegungsstorungen fuhren (Olson & Walsh, 2002). Die Entwicklung des Cortex
beginnt mit der Proliferation neuroepithelialer Zellen im dorso-lateralen Bereich des
Neuralrohrs (Malatesta et al., 2003). Diese Zellschicht wird als ventrikulare Zone (VZ)
bezeichnet. Die ersten Projektionsneuronen, welche die ventrikuldre Zone radial
migrierend verlassen, bilden die Préplatte (PP), welche sich zwischen der Pia mater und
der ventrikuldren Zone befindet und sich spater in eine basal liegende marginale Zone
(MZ) und die Subplatte (SP) teilt. Die marginale Zone enthalt hierbei hauptséachlich Cajal-
Retzius-Zellen. Dieses nur voriibergehend existente Neuron spielt durch die Bildung des
Proteins Reelin eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung der Cortexschichten sowie
der Schichtung hippocampaler Projektionen (Rice & Curran, 2001). Radiale Gliazellen
gehdren zu den ersten Zellen, die sich in der ventrikuldren Zone des sich entwickelnden
Cortex differenzieren. lhre langen Fortsidtze wachsen radial, also senkrecht zur
Orientierung der Ventrikeloberfliche nach auBen. Diese radialen Gliazellen bringen
sowohl pyramidale Neurone als auch Gliazellen hervor (Anthony et al., 2004). Die

radialen Gliazellen oder auch neurale Stammzellen teilen sich entweder asymmetrisch in
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eine neue radiale Gliazelle sowie ein postmitotisches Neuron, oder eine intermediare
Vorlauferzelle, oder symmetrisch in zwei intermedidare Vorlduferzellen. Diese
Vorléuferzellen teilen sich wiederum symmetrisch entweder in Neurone oder in weitere
Vorléuferzellen (Haubensak et al., 2004). Des Weiteren stellen die radialen Gliazellen
durch ihre radialen Fortsdtze das Gerust bereit, an dem postmitotische Zellen
entlangwandern konnen, um letztendlich in die gewinschte Position im Cortex zu
migrieren (Rakic, 1972). Im Anschluss bildet sich zwischen der marginalen Zone und der
Subplatte die Cortexplatte (CP), welche die embryonale Anlage des mehrschichtigen
Cortex darstellt. Diese Mehrschichtigkeit entsteht nach dem inside-out-Prinzip. Friihe
autoradiographische Thymidin-Studien bei Primaten und Nagetieren ergaben, dass sich
radial wandernde Neurone in der Cortexplatte von auRen nach innen festsetzen (Angevine
& Sidman, 1961). Die am friihesten geborenen Neuronen sind dazu bestimmt, die
zukinftige Schicht 6 nahe an der ventrikularen Zone zu werden, wahrend sich die zuletzt
geborenen Neuronen zur Schicht 2 nahe der Marginalzone entwickeln. Der Aufbau des
Cortexes mit den verschiedenen Zonen, die Wanderung der Neuronen entlang der
radialen Gliazellen, sowie eine Darstellung der verschiedenen Zellteilungswege der

radialen Gliazellen sind in der folgenden Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Entwicklung des embryonalen Neocortex.VZ,
ventrikuldre Zone; iSVZ, innere subventrikuldre Zone; oSVZ, &uRere subventrikuldre Zone; 1Z,
intermedidre Zone; CP, Cortexplatte; MZ, marginale Zone. aRG, apikale radiale Gliazelle; bRGs, basale
radiale Gliazellen (verschiedene bRG-Morphotypen sind gezeigt); IP, intermediarer Vorlauferzellen. In der
Legende werden gemeinsame genetische Marker fiir jeden Zelltyp angegeben. Quelle: Penisson et al., 2019

Der menschliche Cortex ist im Vergleich zur Maus - dem in der Forschung verwendeten

dominanten Modellorganismus - mit einer mehr als 1000-fach groReren Flache und

Anzahl von Neuronen erweitert (Herculano-Houzel et al., 2006). Wéhrend die

allgemeinen Prinzipien der corticalen Entwicklung und der Grundarchitektur des Cortex

bei Sdugetieren erhalten zu bleiben scheinen (DeFelipe, 2011), deuten friihere Studien

auf Unterschiede in der zelluldaren Zusammensetzung des menschlichen Cortex hin.
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Beispielsweise werden oberflachliche corticale Schichten in der Sdugetierentwicklung
erweitert (Hill & Walsh, 2005), und einige Zelltypen, wie interlaminare Astrozyten
(Oberheim et al., 2009) und Hagebuttenneuronen (Boldog et al., 2018), weisen beim
Menschen im Vergleich zur Maus spezielle Merkmale auf. Ebenso variiert die
Transkriptionsregulation zwischen Maus und Mensch, einschlieBlich der Transkription
von Genen, die mit der neuronalen Struktur und Funktion assoziiert sind (Hawrylycz et
al., 2015).

Durch die Charakterisierung zahlreicher Gene, welche am Prozess der radialen Migration
beteiligt sind, konnte die Entstehung von Fehlbildungen des Cortexes beim Menschen
besser verstanden werden. So konnte gezeigt werden, dass Mutationen der Gene
REELER, LIS1 (lissencephaly gene 1) und DCX (doublecortin) zu einem fehlerhaft
geschichteten Cortex beim Menschen fuhren (Ogawa et al., 1995; Reiner et al., 1993).
Mutationen oder Deletionen der Gene Lisl und Dcx fiihren beispielsweise zu einer
unzureichenden neuronalen Migration aufgrund fehlerhafter Interaktion der Gene mit
Mikrotubuli-assoziierten  Proteinen.  Zerebrale  Fehlbildungen, welche durch
Migrationsstérungen hervorgerufen werden und durch eine glatte Gehirnoberflache
charakterisiert sind, gelten als Lissenzephalien. Hierbei kommt es unter anderem zu
motorischen Dysfunktionen wie Epilepsien oder Schluckstérungen (Ross & Dobyns,
2001).

Es gibt zwei Haupttypen von corticalen Neuronen, welche fur die kognitiven Leistungen
im zerebralen Cortex eine wichtige Rolle spielen. Etwa 80% sind Projektionsneuronen.
Dabei handelt es sich um exzitatorische Zellen, die Glutamat als Neurotransmitter
verwenden. Ihr Axon erstreckt sich intra- und subcortical Uber weite Strecken zu seinen
synaptischen Zielen. Bei den restlichen 20 % handelt es sich um lokale
Schaltkreisneurone (Interneurone). Diese inhibitorischen Zellen verwenden GABA als
ihren Neurotransmitter. Verschiedene Transkriptionsfaktoren und der Zeitpunkt der
Geburt der Zellen entscheidet Gber den Zielort der Migration und damit Uber den
endgultigen Zelltyp. So exprimieren die Vorlduferzellen von Neuronen in der
ventrikularen Zone beispielsweise den Transkriptionsfaktor Pax6 (paired box protein
Pax-6), wahrend die Zellen der subventrikuldren Zone Cux2 (cut like homeobox 2)

exprimieren (Tarabykin, 2001).

Storungen der Entwicklung und Entfaltung der Projektions- und Interneurone kénnen zu

einer fehlerhaften Bildung corticaler Schaltkreise und damit einhergehend zu einer
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Dysregulation des Gehirnwachstums fuhren. Hierbei kommt es zu Funktionsstérungen in
der sozialen und emotionalen Kommunikation, Sprache und Kognition (Courchesne &
Pierce, 2005).

1.2 mTOR Signalweg

Der mechanistic target of rapamycin (mMTOR)-Signalweg ist einer der Hauptregulatoren
bei der Proteinsynthese und des Zellwachstums. Der mTOR-Signalweg wird als Reaktion
auf Nahrstoffe (Aminosduren), Wachstumsfaktoren (Insulin, IGF-1) und zellulére
Energie (ATP) aktiviert (Wullschleger et al., 2006). Der mTOR-Signalweg gilt dabei als
zentraler Regulator der Ribosomenbiogenese, Proteinsynthese und des Zellwachstums.
Die Geschichte von mTOR begann mit der Entdeckung des antimykotischen Makrolids
Rapamycin in den 1970er Jahren, welches vom Bakterienstamm Streptomyces
hygroscopius produziert wurde. Der Name Rapamycin leitet sich vom Fundort, der Insel
»Rapa Nui*“ ab. Anfangs noch als Antimykotikum verwendet, wurde durch weitere
Untersuchung des Molekdls eine immunsuppressive Wirkung nachgewiesen, welches
nach Organtransplantationen oder Chemotherapie angewendet werden konnte. Durch
Rapamycin wurde das damit verbundene Protein — mTOR — entdeckt (Sabatini et al.,
1994).

1.2.1 mTOR - Proteinkomplex und Interaktionspartner

Bei mTOR handelt es sich um eine atypische Serin/Threonin-Proteinkinase mit einem
Molekulargewicht von 290 kDa. Das mTOR-Protein selbst enthdlt mehrere strukturelle
und funktionelle Domanen. In der aminoterminalen Halfte findet sich eine Reihe von
HEAT (Huntington, Elongation Factor 3, PR65/A, TOR) -Wiederholungen, welche fir
Proteininteraktionen wichtig sind. Bei der FRB (FKBP-rapamycin-binding) -Doméne,
die sich in der Mitte des Proteins befindet, handelt es sich um die Bindedomane fiir den
FKBP12 (FK506 binding protein 12) -Rapamycin-Komplex, der die mTOR-AKktivitat
inhibiert (E. J. Brown et al., 1994). Die katalytische Einheit von mTOR befindet sich im
C-terminalen Bereich des Proteins. Insgesamt ist das TOR-Protein von Hefen bis zu den
Saugetieren sehr gut konserviert (Hall, 2008). Das mTOR-Protein befindet sich in zwei
strukturell und funktionell unterschiedlichen Komplexen: mTORC1 und mTORC2.
Kennzeichnend fir mTORCL1 ist das Protein Raptor (regulatory-associated protein of

mTOR), wahrend in mMTORC2 das Protein Rictor (rapamycin-insensitive companion of
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mTOR) vorliegt. Darlber hinaus zeigt Abbildung 3 die unterschiedlichen Proteine, aus

denen sich mTORC1 und mTORC2 zusammensetzen.

mTORC1 mTORC2
Rapamycin

Abbildung 3: Schematische Darstellung der mTOR-Komplexe. mTORC1 besteht aus der mTOR-
Kinase, mLST8 (mammalian lethal with SEC13 protein 8), DEPTOR (DEP domain-containing mTOR-
interacting protein), Tti (TEL2 interacting protein/Tel2 (telomere length regulation protein 2), Raptor und
PRASA40 (proline-rich protein). mTORC2 teilt die mTOR-Kinase, mLST8, Tti/Tel2 und DEPTOR, enthélt
jedoch einzigartigen Komponenten Rictor und mSinl (stress-activated map kinase interacting protein 1).
Rapamycin ist ein bekannter allosterischer Inhibitor von mTORC1, wahrend mTOR-Kinase-Inhibitoren
(TOR-KIs) die Aktivitaten beider Komplexe hemmen (modifiziert nach L. C. Kim et al., 2017).

Lange Zeit wurde angenommen, dass mTORC2 gegenuiber Rapamycin unempfindlich ist.
Es konnte jedoch durch eine Langzeitbehandlung mit Rapamycin von mehr als 48
Stunden eine verminderte Aktivitdt von mTORC2 beobachtet werden (Sarbassov et al.,
2006). Die Dissoziation von mTORC2 durch Rapamycin wird hierbei Uber die

Dephosphorylierung von Rictor und mSinl realisiert (Rosner & Hengstschlager, 2008).

1.2.2 mTOR Inhibitoren

Neben dem bekanntesten Inhibitor von mTOR existieren weitere Generationen von
mTOR-Inhibitoren. Rapamycin wurde urspriinglich als Immunsuppressivum angewendet
und wird seit etwa 20 Jahren fir die Verhinderung von AbstoRungsreaktionen von
Nierentransplantaten verwendet. Rapamycin hemmt jedoch nicht direkt die katalytische
Aktivitdt von mTOR. Infolgedessen werden nur manche Funktionen von mTORC1
inhibiert. Es wurde gezeigt, dass sich die Wirkung von Rapamycin auf die mTORC1-
Aktivitat auf schwéchere Substrate wie die p70S6 Kinase 1 (S6K1) beschrankt, wahrend
eine Wirkung auf elF4E Binding Protein (4E-BP) nur begrenzt existiert (Choo et al.,
2008). Mit der Weiterentwicklung der Rapamycin-Analoga (Rapaloge), zu denen
Temsirolimus und Everolimus gehoren, wurde die Stabilitat und die Wasserloslichkeit
gegenuber Rapamycin erhoht (Rini, 2008). Angesichts der Tatsache, dass Rapamycin und

Temsirolimus nicht die komplette mMTORC1-Aktivitdt hemmen, haben akademische und
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pharmazeutische Laboratorien Prdparate entwickelt, welche die katalytische Aktivitat
von mTOR inhibieren. Das bedeutet eine Wirkweise auf alle nachgeschalteten
Zielproteine von mTORC1, aber auch auf die Aktivitat von mTORC2. Dies fiihrte zu
einer zweiten Generation von mTOR-Inhibitoren wie Torin 1, die als ATP-kompetitive
Wirkstoffe fur mTOR fungieren.

1.2.3 mTOR - upstream and downstream

Um zu wachsen und sich zu teilen, missen Zellen die Produktion von Proteinen, Lipiden
und Nukleotiden steigern, wahrend gleichzeitig katabole Prozesse wie Autophagie
unterdriickt werden. mTORCL spielt bei der Regulierung dieser Prozesse eine zentrale
Rolle und steuert das Gleichgewicht zwischen Anabolismus und Katabolismus als
Reaktion auf die Umgebungsbedingungen. mTORC1 fordert die Proteinsynthese
weitgehend durch die Phosphorylierung der beiden Schlisseleffektoren p70S6 Kinase 1
(S6K1) und elF4E Binding Protein (4EBP). S6K1 phosphoryliert und aktiviert hierbei
mehrere Substrate, welche die Initilerung der mRNA-Translation fordern, wie
beispiclsweise elF4B, das ein positiver Regulator des 5°-cap bindenden elF4F-
Komplexes ist (Holz et al., 2005). Das mTORC1-Substrat 4EBP hemmt die Translation
durch Bindung von elF4E, sodass der Aufbau des elF4F-Komplexes verhindert wird.
mTORC1 phosphoryliert 4EBP an verschiedenen Stellen, wodurch dessen Dissoziation
von elF4E ausgelost wird und dadurch die 5°-cap-abhangige mRNA-Translation

ermdglicht wird (Gingras et al., 1999).

mTORC1 fordert dariiber hinaus die de novo Lipidsynthese durch die sterol responsive
element binding protein (SREBP) Transkriptionsfaktoren. Diese Transkriptionsfaktoren
steuern die Expression verschiedener Stoffwechselgene, die an der Biosynthese von
Fettsauren und Cholesterin beteiligt sind (Porstmann et al., 2008). Wahrend SREBP als
Reaktion auf niedrige Sterolspiegel aktiviert wird, kann SREBP auch unabhéngig tber
mTORC1 sowohl (ber einen S6K1 abhangigen Mechanismus (Duvel et al., 2010) als
auch Uber die Phosphorylierung des Substrats Lipinl, welches SREBP in Abwesenheit
von mTORC1-Aktivitat hemmt, aktiviert werden (Peterson et al., 2011).

MTORCL1 ermdglicht aulRerdem das Wachstum von Zellen, indem es eine Verschiebung
des Glucosestoffwechsels von der oxidativen Phosphorylierung hin zur Glykolyse
fordert, wodurch der Einbau von N&hrstoffen in neue Biomasse beglnstigt wird.

MTORCL1 erhoht dabei die Translation des Transkriptionsfaktors hypoxia-inducible
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factor 1-alpha (HIF1a), welcher die Expression mehrerer glykolytischer Enzyme wie z.B.
Phospho-Fructo-Kinase (PFK) steuert (Duvel et al., 2010).

Zusétzlich zu den verschiedenen anabolen Prozessen, fordert mTORC1 das
Zellwachstum durch Unterdriickung des Protein-Katabolismus, insbesondere der
Autophagie. Unter nahrstoffreichen Bedingungen phosphoryliert mTORC1 die
Autophagie-initiierende Kinase unc-51 like autophagy activating kinase 1 (ULK1) und
verhindert so dessen Aktivierung durch AMPK (J. Kim et al., 2011).

Eine weitere, noch nicht sehr umfassend untersuchte, zelluldre Funktion von mTORC1
ist die Regulation der Transkription und der RNA-Verarbeitung. mMTOR moduliert die
Transkription von Genen, die von allen drei RNA-Polymerasen transkribiert werden.
Studien konnten hierbei Wechselwirkungen zwischen mTOR und Promotorsequenzen,
die von allen drei RNA-Polymerasen verwendet werden, nachweisen (Tsang et al., 2010).
Zu den am besten untersuchten Transkriptionsfaktoren, die durch mTORC1 reguliert
werden, gehoren die bereits genannten SREBPs und HIF1a (Diivel et al, 2010), aber auch
die Assoziation von yin yang 1 (YY1) mit seinem Coaktivator peroxisome proliferator-
activated receptor-gamma coactivator 1 alpha (PGCla), die zusammen die Aktivierung

des mitochondrialen Genprogramms regulieren (Cunningham et al., 2007).

Waéhrend mTORCL1 das Zellwachstum und den Stoffwechsel reguliert, steuert mTORC?2
stattdessen die Proliferation und das Uberleben hauptsachlich durch Phosphorylierung
mehrerer Mitglieder der Proteinkinase-Familie der AGC (protein kinases A, G, C)
(Jacinto et al., 2004). mTORC2 reguliert das Aktin-Zytoskelett durch protein kinase ¢
alpha (PKCa), kann jedoch auch andere Mitglieder der PKC-Familie phosphorylieren,
welche verschiedene regulatorische Funktionen bei der Zellmigration und bei der
Remodellierung des Zytoskeletts einnehmen (Gan et al., 2012). Die wichtigste Rolle von
MTORC2 ist jedoch die Phosphorylierung und Aktivierung von Akt, einem Enzym des
PI3K (phosphoinositide 3-kinases)/Akt-Signalweges, das durch Phosphorylierung und
Inhibierung verschiedener Substrate zahlreiche Auswirkungen auf die Homdostase der
Zelle hat und die Apoptose, die Proliferation und den Stoffwechsel reguliert (Sarbassov
et al., 2005).
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Abbildung 4: Hauptkomponenten des mTOR-Signalwegs. Wichtige Komponenten der beiden
Komplexe mTORC1 und mTORC2. Vorgeschaltete Regulatoren, die Wachstumsfaktoren und zellulare
Energiesignale integrieren und nachgeschaltete Funktionen wie Translation, Zellwachstum und
Proliferation. Quelle: (Madke, 2013)

Anfangliche Studien zu Rapamycin zeigten, dass es sich bei mTORC1 um einen
nachgeschalteten Mediator mehrerer Wachstumsfaktoren und Mitogen-abhéngiger
Signalwege handelt. Bei den extrazellularen Aktivatoren des mTOR-Signalwegs handelt
es sich beispielsweise um den brain-derived neurotrophic factor (BDNF), Insulin,
insulin-like growth factor 1 (IGF1), ciliary neurotrophic factor (CNTF) und Glutamat
(Lenz & Avruch, 2005; Nie et al., 2010). Diese Faktoren hemmen den Tuberdsen Sklerose
Komplex (TSC), einen wichtigen negativen Regulator des mTORC1-Signalwegs. Bei
TSC handelt es sich um einen Proteinkomplex, der aus TSC1 (Hamartin) und TSC2
(Tuberin) besteht. Dieser Komplex fungiert als GTPase-aktivierendes Protein (GAP) fir
die GTPase Rheb (Ras homolog enriched in brain), welches mMTORC1 direkt bindet und
aktiviert (Sancak et al., 2007). Mehrere Signalkaskaden interagieren indirekt mit TSC,
was zu dessen Phosphorylierung und Inaktivierung und damit einhergehend zur

Aktivierung von mTORCL1 fiihrt. Bei diesen Signalwegen handelt es sich beispielsweise
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um Akt, RSK1 (ribosomal S6 kinase 1), Erk (extracellular-signal-regulated kinase), Wnt
(wingless-type MMTYV integration site family) und AMPK (adenosine monophosphate-
activated protein kinase) (Bai & Jiang, 2010).

Eine Aktivierung von mTORCL1 ist zudem eng an ernahrungsbedingte Anderungen der
Aminosduren gekoppelt. So konnte gezeigt werden, dass Rag-GTPasen bei der Erfassung
der Aminosduren durch mTORCL1 eine bedeutende Rolle zukommen (Sancak et al.,
2008). Die Stimulation durch Aminoséuren konvertiert die Rags in einen aktiven Zustand,
wodurch diese Raptor binden und mTORCL1 an die lysosomale Oberflache rekrutieren,
auf der sich auch Rheb befindet. mMTORC1 ist in diesem Fall nur aktiv, wenn sowohl Rags
als auch Rheb aktiviert wurden, wodurch erklart wird, warum sowohl Wachstumsfaktoren

als auch Aminosauren fir die Aktivierung von mTORC1 erforderlich sind.

Daruber hinaus reagiert mMTORC1 auf intrazelluldren und umweltbedingten Stress, wie
niedrige ATP-Spiegel, Hypoxie oder DNA-Schéden. Eine Reduktion der zellularen
Energieverflgbarkeit, beispielsweise durch Glucosemangel, aktiviert den durch Stress
induzierten metabolischen Regulator AMPK, der mTORCL1 (ber die Phosphorylierung
von TSC2 oder Raptor inhibiert (Gwinn et al., 2008). Bei auftretender Hypoxie wird
mTORC1 einerseits ebenfalls durch eine AMPK-AKktivierung gehemmt, andererseits aber
auch durch die Induktion von REDD1 (regulated in development and DNA damage
responses 1), was wiederum TSC aktiviert (Brugarolas et al., 2004). Des Weiteren hemmt
die DNA-Schadensantwort mTORCL1 durch Induktion von p53-Zielgenen, einschlieBlich
der AMPK regulierender Untereinheit PTEN (phosphatase and tensin homolog) und
TSC2, wodurch die TSC-Aktivitat erhoht wird (Feng et al., 2007).

1.2.4 mTOR — Funktionen im Gehirn

Im Gehirn steuert der mTOR-Signalweg eine Reihe von Prozessen wie neuronale
Differenzierung, neuronale ZellgroRe, axonale Wegfindung, Dendritogenese und
synaptische Plastizitat (Garza-Lombé & Gonsebatt, 2016).

Frihe Studien zeigten bereits eine essentielle Rolle fir mTOR in der frihen
Gehirnentwicklung. So konnte nachgewiesen werden, dass eine Mutation im mtor-Gen
in einem Mausmodell ein Fehlen des Telencephalons zur Folge hat (Hentges et al., 2001).
Weitere Hinweise auf die Wichtigkeit von mTOR wahrend der neuronalen Entwicklung
zeigten Studien, in denen eine Aktivierung von mTOR induziert wurde. So fiihrte eine

frihe embryonale Aktivierung von mTOR zu Mikrozephalie, wéhrend eine Aktivierung
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in postmitotischen Neuronen corticale Hypertrophie, Storung der corticalen Laminierung
und einen frihen Tod nach sich zogen (Kassai et al., 2014). Daruber hinaus wiesen Mause
mit einer erhéhten mTOR-Aktivitat aufgrund von Mutationen in Tsc1/2 weitere neuronale
Anomalien auf. So konnten sowohl in Tscl und Tsc2-defizienten Maus- und
Zellkulturstudien als auch in Hirnschnitten dieser Méause tiefgreifende Veranderungen der
neuronalen Architektur und Differenzierung (Tavazoie et al., 2005), eine veranderte
Produktion multipler Axone (Choi et al., 2008), eine VergrofRerung neuronaler Somata
und dendritischer Dornen und eine reduzierte Anzahl an dendritischer Dornen (Tavazoie
et al.,, 2005) beobachtet werden. Daruber hinaus konnten Studien mit einem
hirnspezifischen Knockout von Raptor und Rictor weitere Informationen tber die Rolle
von mTOR in der Entwicklung des Gehirns hervorbringen. Interessanterweise zeigte
sowohl der Knockout von Raptor als auch der von Rictor tiefgreifende VVeranderungen.
Wahrend ein Knockout von Raptor Mikrozephalie, verminderte Zellgrélie, erhohten
Zelltod und eine friihe postnatale Letalitat hervorriefen (Cloétta et al., 2013), hatte ein
Knockout von Rictor ebenfalls eine Mikrozephalie, kleinere neuronale Somata und
kirzere Dendriten zur Folge (Thomanetz et al., 2013). Die mTOR-Funktion in
myelinisierenden Zellen wurde ebenfalls in transgenen Mdausen untersucht. Es konnte
eine anhaltende Hypomyelinisierung in Oligodendrozyten nach einer Deletion von Tsc2
in Mausen festgestellt werden (Carson et al., 2015). Zudem konnte eine Studie einen
Verlust der Myelinisierung im zerebralen Cortex nach dem WVerlust von Tsclin

neuronalen Zellen nachweisen (Meikle et al., 2007).

Daruber hinaus konnten Studien zeigen, dass mTOR eine bedeutende Rolle bei der
Bildung neuronaler Schaltkreise einnimmt. So gibt es Belege fiir eine Rolle in der
axonalen Wegfindung durch Regulation der lokalen Proteinbiosynthese durch mTOR,
wodurch es zu Veranderungen in der Interaktion von Axonen mit ihrer Umgebung kommt
(Yoon et al., 2009). Zusétzlich zu der axonalen Wegfindung wirkt sich die lokale
Proteinbiosynthese durch mTOR auch auf die Formierung und Aufrechterhaltung von
Synapsen aus (Campbell & Holt, 2001).

Die Eigenschaft, Verdnderungen in der synaptischen Starke vorzunehmen, gilt als
wesentliche Fahigkeit des Gehirns, Informationen zu speichern. mTOR spielt eine
wichtige Rolle bei der Anderung der synaptischen Plastizitit. Dies wurde mit Rapamycin
behandelten hippocampalen Hirnschnitten der Ratte gezeigt, die eine Proteinsynthese-
bedingte gestdrte Verdnderung der Langzeitpotenzierung (LTP) aufwiesen (Tang et al.,
2002). Weitere Studien mit Verdnderungen direkter oder indirekter mTOR-
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Interaktionspartner wie beispielsweise TSC2, 4E-BP2 oder S6K1 zeigten inkonsistente
Ergebnisse beztiglich der Langzeitpotenzierung (Banko etal., 2005; Ehninger et al., 2008;
Charles A. Hoeffer et al., 2008). mTOR scheint bei der Anderung der
Langzeitpotenzierung demnach eine komplexe Rolle einzunehmen. Durch Anderungen
der synaptischen Plastizitdt konnten zudem kognitive Verhaltensaufféalligkeiten
festgestellt werden. So konnten bei Mdusen Hippocampus-abhé&ngige Veréanderungen des
Lernens und der Angstkonditionierung nach Modifikation von mTOR durch Anderungen
in Tsc2, S6K1 und 4EBP2 beobachtet werden (Antion et al., 2008; Ehninger et al., 2008).
Einen Einfluss auf die Transkription durch mTOR konnte im Gehirn bisher nicht
endgultig nachgewiesen werden. Es konnte lediglich, wie bereits erwahnt, ein Einfluss
von mTOR auf das Transkriptom in embryonalen Fibroblasten der Maus (MEFs) gezeigt
werden (Duvel et al., 2010). Versuche anhand Rapamycin-behandelter hippocampaler
Hirnschnitte zeigten jedoch keine stabilen VVerdnderungen des Transkriptoms (Blazejczyk
etal., 2017).

1.2.5 mTORopathien

Mutationen in Genen, die Komponenten des mTOR-Signalwegs codieren, flihren zu
genetischen Erkrankungen mit schweren neurologischen Symptomen, den sogenannten
mTORopathien. Obwohl jedes dieser genetischen Syndrome seine eigenen einzigartigen
Merkmale aufweist, bestehen auch einige phanotypische Gemeinsamkeiten. So sind viele
mTORopathien  durch  Autismus, Epilepsie, Bildung von Tumoren und
Intelligenzminderung charakterisiert. Eine Ubersicht der prominentesten genetischen
Erkrankungen, die mit einer Verdnderung der mTOR-AKktivitat einhergehen, sind in der
Abbildung 5 zusammengefasst.
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Abbildung 5: Funktionsstorung der Zellsignale bei genetischen Erkrankungen mit veranderter
mTOR-AKktivitat, die durch Mutationen in TSC1, TSC2, PTEN, AKT, NF1 und FXR1 verursacht
sind. Quelle: (Switon et al., 2017)

Die Tubertse Sklerose (TS) ist eine autosomal-dominante Multisystemerkrankung und
die bislang am besten untersuchte mTORopathie. Primare Manifestationen sind gutartige
Tumore und Lasionen in verschiedenen Organen des Kdrpers sowie Hautveranderungen.
Fortschritte in der Bildgebung des Gehirns zeigten zusétzliche Anzeichen im
Nervensystem wie Bildung von Kndllchen im Kleinhirn (Ertan et al., 2010) und
Hypomyelinisierung in einigen Hirnregionen (Simao et al., 2010). Die hdufigsten
neurologischen Symptome von TS sind Epilepsie, geistige Behinderung und Autismus-

Spektrum-Stérung.

Die durch Defekte an PTEN verursachten Erbkrankheiten werden als PTEN-Hamartom-
Tumor-Syndrom (PTHS) zusammengefasst und beinhalten eine Gruppe heterogener
Syndrome, die eine autosomal-dominante Mutation im PTEN-Gen aufweisen. Bei PTEN
handelt es sich um eine Phosphatase, die den PI3K/Akt/mTOR-Signalweg durch
Dephosphorylierung von Pip3 (phosphatidylinositol (3,4,5) -triphosphate) und
Verhinderung der Akt-Stimulation negativ reguliert (Song et al., 2012). Zu den genannten
Syndromen gehdren das Proteus-Syndrom, Cowden-Syndrom, die Lerhmitte-Duclos-

Krankheit, das Bannayan-Riley-Ruvalcaba-Syndrom und verschiedene Krebsarten
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(Pilarski et al., 2013). Trotz der Heterogenitdt weisen die Krankheiten auch
Gemeinsamkeiten auf, die auch anhand von Tierversuchen mit einer Deletion von PTEN
festgestellt wurden. Dazu z&hlen Makrozephalie, Krampfanfalle und eine fehlerhafte

soziale Interaktion.

Bei der Neurofibromatose Typ | (NF1) handelt es sich um ein neurokutanes Syndrom,
das durch die Entwicklung von gut- und bosartigen Tumoren des zentralen
Nervensystems, sowie durch Anomalien an Haut, Knochen wund Nieren,
Lernschwierigkeiten und Angstzustdnden gekennzeichnet ist (Johannessen et al., 2005).
Mutationen im NF1-Gen fiihren zu dieser Erkrankung. NF1 codiert ein GTPase-
aktivierendes Protein, das die Aktivitat des Protoonkogens RAS unterdrickt. In einem
aktiven Zustand signalisiert Ras an mehrere nachgeschaltete Effektoren, einschlieRlich

der Erk- und mTOR-Signalwege (Johannessen et al., 2005).

Das Fragile X-Syndrom (FXS) ist eine der verbreitetsten genetischen Ursachen fir
angeborene geistige Behinderungen bei Mannern und eine haufige Ursache fur Autismus.
Zusétzliche neurologische Symptome sind Hyperaktivitat, Schlafstérungen, epileptische
Anfélle und Angstzustande. Die Ursache des Syndroms ist der Verlust des FMRP (fragile
X mental retardation protein), ein RNA-bindendes Protein, das an der translationalen
Stummschaltung von mRNAs beteiligt ist, welche lokal in Dendriten und Postsynapsen
translatiert werden. Studien konnten den Nachweis einer erhéhten mTOR-Aktivitat in
FMRP-deletierten Mausen und Hirnproben von FXS-Patienten erbringen (C. A. Hoeffer
et al., 2012; Sharma et al., 2010).

Autismus ist eine tiefgreifende neurologische Entwicklungsstérung, die durch zwei
Hauptmerkmale definiert wird. Erstens anhaltendes soziales Kommunikations- und
Interaktionsdefizit und  zweitens eingeschrankte und sich  wiederholende
Verhaltensmuster. Wahrend die Ursachen von Autismus sehr heterogen erscheinen,
zeigen Studien einen Zusammenhang zwischen Autismus und genetischen Erkrankungen
mit einer fehlerhaften mTOR-Signaliibertragung. So kénnen Patienten mit Mutationen
sowohl im TSC1/2-Gen als auch im PTEN-Gen ein autistisches Profil aufweisen (Jeste et
al., 2008; Zhou & Parada, 2012). Versuche an Mé&usen mit Mutationen im Tscl/2
beziehungsweise PTEN-Gen konnten zudem einen verhaltensauffalligen Phénotyp
beziiglich sozialer Interaktion feststellen, der zumindest zum Teil durch eine Rapamycin-
Behandlung reversibel war (Kwon et al., 2006; Sato et al., 2012). Ein direkter

Zusammenhang zu mTOR konnte durch Studien mit Deletionen im 4E-BP2-Gen und
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einer Uberexpression von elF4E gezeigt werden, wobei Autismus-dhnliche
Auffalligkeiten festgestellt werden konnten (Gkogkas et al., 2013; Santini et al., 2013).

1.3 N-Cadherin

N-Cadherin ist ein transmembranes Glykoprotein und vermittelt Adhésion,
Signalubertragung, Synapsenbildung und synaptische Plastizitdt durch homophile
Wechselwirkungen innerhalb der synaptischen Spalte und intrazelluldre Bindung an
Catenine. N-Cadherin gehort zu den klassischen Cadherinen des Typs | und besteht aus
finf  extrazellularen  Domadnen, einer  Transmembrandomdne und einem
zytoplasmatischen Schwanz, der Wechselwirkungen mit Signalmolekilen und dem
Zytoskelett ermdglicht. Abbildung 6 zeigt eine vereinfachte Darstellung der N-Cadherin-

vermittelten Adhéasion zweier Zellen.

EC4 N-Cadherin

EC5

Actin

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Mechanismus des Zell-Zell Kontakts zweier Zellen tiber
eine Adherens Junction durch N-Cadherin. Dargestellt ist der N-Cadherin-Catenin-Proteinkomplex mit
den Interaktionen anderer Proteine wie p120, alpha-Actinin, Vinculin und Formin-1 und deren Bindung an
Actin (modifiziert nach (Gumbiner, 2005))

Die prézise rdumlich-zeitliche Expression von N-Cadherin wéhrend der neuronalen
Entwicklung ist sehr wichtig. So wird N-Cadherin beispielsweise fir die strukturelle
Integritit des Neuralrohrs und corticaler Strukturen ben6tigt. Dariiber hinaus tragt N-
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Cadherin auch zur zunehmenden Komplexitat des zentralen Nervensystems bei, da es
Aufgaben bei der Zellmigration, Formierung von Schaltkreisen im Gehirn, der Bildung
von Synapsen und Aufrechterhaltung des Pools der VVorldauferzellen Gbernimmt. Hierbei
fuhrt ein Funktionsverlust von N-Cadherin zu einer friihzeitigen Differenzierung und
Wanderung neuronaler VVorlauferzellen (Zhang et al., 2010). Eine Uberexpression von N-
Cadherin dagegen hat eine Blockierung der Differenzierung zur Folge (Rousso et al.,
2012). In unreifen Neuronen wird N-Cadherin in entstehenden exzitatorischen und
inhibitorischen Synapsen exprimiert, wahrend es in reifen inhibitorischen Synapsen
waéhrend der Gehirnentwicklung verschwindet (Benson & Tanaka, 1998). Die
Auswirkung einer Stérung der N-Cadherin-Funktion wurden sowohl pra- als auch
postsynaptisch festgestellt. Hemmung der N-Cadherin vermittelten Adhdsion in der
Prasynapse fiihrt zu einer verminderten Rekrutierung von synaptischen Versikeln in
hippocampalen Neuronen (Stan et al., 2010). Postsynaptisch beeinflusst N-Cadherin die
Bildung und Reifung von dendritischen Dornen durch indirekte Wechselwirkung mit dem
Aktin-Zytoskelett ber Catenine (Togashi et al., 2002). Daruber hinaus werden die
aktivitatsabhangige Morphogenese dendritscher Dornen und die Langzeitpotenzierung
durch N-Cadherin gesteuert (Mendez et al., 2010). Neben den Einflissen von N-Cadherin
auf die Struktur und Morphologie dendritscher Dornen und Synapsen, beschreiben
mehrere Studien eine entscheidende Rolle von N-Cadherin fiir die Funktionalitét
synaptischer Kontakte. So fuhrte ein Knockout von N-Cadherin zu einer erhdhten
synaptischen Depression (Jingling et al., 2006) und einer stark reduzierten
Langzeitpotenzierung (Bozdagi et al., 2010). Die besondere Notwendigkeit von N-
Cadherin fir die Embryonalentwicklung konnte anhand von N-Cadherin Knockout-
Mausen gezeigt werden, die noch wahrend der Embryogenese im Stadium E10 starben.
So konnten eine Verzdgerung in der Entwicklung sowie eine fehlerhafte Bildung des
Neuralrohrs und des Herzens beobachtet werden (Radice et al., 1997). Anhand
konditioneller Knockout-Experimente konnte beobachtet werden, dass ein Fehlen von N-
Cadherin im zerebralen Cortex fatale Folgen fir die Zellorganisation nach sich zieht. So
konnte gezeigt werden, dass eine korrekte Wanderung neuronaler VVorlauferzellen durch
die fehlerhafte Organisation der radialen Gliazellen im zerebralen Cortex nicht mehr
moglich war (Kadowaki et al., 2007). Weitere Studien zeigten, dass sowohl eine
Uberexpression und ein Mangel an N-Cadherin als auch eine fehlerhafte zelluldre

Lokalisation zu einer Beeintrachtigung der Neurogenese fiihren (Kawauchi et al., 2010;
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Zhang et al., 2010). Eine prézise Regulation von N-Cadherin scheint demnach notwendig

Zu sein.

Neueren Studien zufolge kdnnte N-Cadherin zudem bei der Pathogenese von Autismus
eine Rolle spielen (La Fata et al., 2014). So konnte in der Abwesenheit des Fragile-X-
Mental-Retardation-Proteins (FMRP), dessen Mutation eine kognitive Behinderung
(Fragiles-X-Syndrom) verursacht, eine Verzogerung der neuronalen Wanderung
festgestellt und eine verringerte Expression von N-Cadherin dafir verantwortlich
gemacht werden. Des Weiteren zeigte ein Knockdown von KIDLIA eine Stérung des
dendritischen Wachstums und der Formierung von Synapsen, was durch eine beobachtete
erhohte Expression von N-Cadherin begriindet sein konnte (Gilbert & Man, 2016). Der
Verlust der Expression von KIDLIA wurde als urséchlich fir schwere
Intelligenzminderung und autistisches Verhalten in mehreren Familien identifiziert (Van
Maldergem et al., 2013). Daruber hinaus konnte in einer Studie gezeigt werden, dass
Probanden mit einer de novo heterozygoten Mutation des N-Cadherin kodierenden Gens
CDH2 eine syndromale neurologische Entwicklungsstérung mit einer globalen

Entwicklungsverzégerung als Hauptmerkmal aufweisen (Accogli et al., 2019).

1.3.1 N-Cadherin und mTOR

Mehrere Studien wiesen einen Einfluss von mTOR auf die Proteinexpression von N-
Cadherin nach. So zeigte ein Knockout von DEPTOR, dessen Aufgabe die Blockierung
der beiden mTOR-Komplexe darstellt, eine erhdhte Expression von N-Cadherin in
Tumorgewebeproben auf (J. Chen et al., 2019). Mit einem Knockdown von Raptor, ein
weiterer Bestandteil des mTORC1-Komplexes, konnte in der A549-Zelllinie ebenfalls
eine erhdhte Expression von N-Cadherin beobachtet werden (E. Y. Kim et al., 2014). In
PC12-Zellen konnte zudem gezeigt werden, dass eine Behandlung mit Rapamycin zu
einer reduzierten Expression von N-Cadherin fihrt (Wei et al., 2018). Andererseits
zeigten weitere Studien einen gegensétzlichen Effekt. So konnte zum einen in MCF 10A-
Zellen eine erhdhte Expression von N-Cadherin nach einer Inhibierung von mTORC1
mittels PP242 (Mikaelian et al., 2013) und zum anderen in AML (acute myeloid
leukemia)-Zellen eine erhohte Expression von N-Cadherin nach einer Uberexpression
von Tuberin, als auch nach einer Behandlung mit Rapamycin beobachtet werden (Liang
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et al., 2014). Liang und Kollegen konnten zudem eine verminderte Expression von N-

Cadherin in Proben von Nierentumoren von Patienten mit tuberdser Sklerose feststellen.

Da bereits bekannt ist, dass die Feinregulation der N-Cadherin Expression essentiell fir
die neuronale Differenzierung und Wanderung ist, kénnte eine Abweichung in der
Expression von N-Cadherin in einer fehlerhaften mTOR-AKktivitat begriindet liegen. Eine
durch Dysregulation der mTOR-AKktivitat verursachte veranderte Proteinbiosynthese von
N-Cadherin kdnnte so teilweise fir Symptome neuronaler Entwicklungsstérungen wie

Intelligenzminderung und Autismus verantwortlich sein.

1.4 Unmittelbar friihe Gene

Bei den unmittelbar-friihen Genen (IEGs) handelt es sich um Gene, welche
voriibergehend und schnell als Reaktion auf eine Vielzahl von zelluldren Stimuli aktiviert
werden kdnnen. Der Begriff unmittelbar-friihe Gene wurde erstmals verwendet, um die
viralen Gene zu beschreiben, die innerhalb von 2 Minuten nach der Virustransfektion in
Wirtszellen transkribiert werden (Jayaraman, 1972). IEGs kdnnen dabei innerhalb
weniger Minuten nach einer Stimulation aktiviert und transkribiert werden, ohne dass
eine de novo-Proteinsynthese erforderlich ist. Sie werden sowohl als Reaktion auf
zellexterne (extrinsische) als auch zelleigene (intrinsische) Signale stimuliert
(Herschman, 1991). Extrazellulare Signale werden von der Zelloberflache ber
Rezeptoren Ubertragen, die eine Kette von Proteinen in der Zelle aktivieren, insbesondere
die extrazellular signalregulierten Kinasen (ERKs) und die mitogenaktivierten
Proteinkinasen  (MAPKs). Uber Signalkaskaden und Ubertragungen von
Phosphatgruppen werden Transkriptionsfaktoren schlieflich aktiviert und in den Kern
transloziert, wodurch die Genexpression aktiviert wird. Hierbei konnen diverse Stimuli
die Expression verschiedener IEGs anschalten, wie beispielsweise Wachstumsfaktoren,
zellulédrer Stress oder DNA-Schaden.

Wie bereits angedeutet, erfolgt die Transkription der IEGs Uber die Aktivierung des Erk-
respektive MAPK-Signalwegs, die dem mTOR-Signalweg vorangeschaltet sind. Diese
Signalwege kdnnen untereinander auch mit starken Wechselwirkungen einhergehen. So
wird die Signaldynamik h&ufig stark von sowohl positiven als auch negativen
Ruickkopplungsschleifen beeinflusst. Mehrere Studien konnten anhand der Hemmung des
mTOR-Signalwegs eine Aktivierung des MAPK-Signalwegs aufzeigen, was eine mTOR-
MAPK Rickkopplungsschleife darstellt. (Carracedo et al., 2008). Zudem ist wie bereits
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angedeutet, bekannt, dass die Aktivierung des MAPK-Signalwegs zu einer
Hochregulation verschiedener IEGs wie cFos und Junb fihrt (Murphy & Blenis, 2006).
Eine fehlerhafte Aktivitit von mTOR konnte demnach Einfluss auf eine indirekte
Regulation der Expression verschiedener IEGs Uber eine Veranderung der Aktivitat des

MAPK-Signalwegs ausiben.

Die IEGs haben eine wesentliche biologische Rolle, insbesondere bei Stressreaktionen
wie z.B. der Immunantwort und der Differenzierung. Daher spielen sie bei der Entstehung

von verschiedenen Krankheiten wie z.B. Krebs eine wichtige Rolle (Ozanne et al., 2006).

Dartiber hinaus sind IEGs essentiell fur die Entwicklung des Gehirns und das Lernen. Im
Gehirn werden IEGs vor allem durch neuronale Aktivitdt und Neurotransmitter, aber
beispielsweise auch bei Verletzungen des Gehirns oder Krampfanfallen induziert.
Zusétzlich spielen diese Gene eine wesentliche Rolle bei zellularen Reaktionen, die zur

langfristigen neuronalen Plastizitat beitragen (Minatohara et al., 2016).

Beispiele fir im Gehirn aktive IEGs sind cFos, Arc (activity-regulated cytoskeleton-
associated protein), Egr-4 (early growth response 4), Npas4 (neuronal PAS domain-
containing protein 4), Junb und Homerla. Funktionell kdnnen die IEGs in zwei
Hauptklassen eingeteilt werden - Transkriptionsfaktoren, welche die nachgeschaltete
Genexpression regulieren, wie beispielsweise cFos und Npas4 und Effektorproteine,
welche die Zellfunktion direkt modulieren, wie Arc und Homerla. Die Mehrzahl an
Transkriptionsfaktor-IEGs wird schnell induziert, wahrend Effektor-IEGs mit Ausnahme

von Arc im Allgemeinen langsamer induziert werden (Abraham et al., 1991).

cFos ist an der Zellproliferation und -differenzierung, induziert durch extrazellulére
Stimuli beteiligt, wahrend seine Dysregulation mit einer erhohten Tumorprogression in
Verbindung gebracht wurde. CFos kann mit Mitgliedern der JUN-Familie, wie
beispielsweise JunB heterodimerisieren, um das Transkriptionsfaktor-Aktivatorprotein 1
(AP-1) zu bilden (Curran & Franza, 1988). Als AP-1-Heterodimer wird cFos als
Hauptschalter angesehen, der kurzfristige Stimuli in langfristige Reaktionen umwandelt.
Zusétzlich wird cFos derzeit als Marker flir neuronale Aktivitat verwendet und wurde mit
einer Reihe von neuronalen und Verhaltensreaktionen auf die Expression akuter Reize in
Verbindung gebracht. Anhand von KO-Experimenten konnte die Wichtigkeit von cFos
fur die Entwicklung des Gehirns verifiziert werden. Ein reduziertes Koérpergewicht von
cFos Knockout-M&usen um 50 % wurde mit einer verminderten Zellanzahl des Gehirns

in Verbindung gebracht. cFos defiziente Embryonen zeigen eine Verringerung der Dicke
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des sich entwickelnden Cortex um ca. 15 % im Vergleich zum Wildtyp (Velazquez et al.,
2015). Bei dieser Studie wurde zudem eine erhohte Anzahl an neuronalen Vorlauferzellen
und eine verringerte Anzahl an postmitotischen Neuronen festgestellt.
Zusammengenommen unterstreichen diese Ergebnisse die Bedeutung von cFos fur die

Neurogenese im sich entwickelnden Gehirn.

Npas4 ist es ein IEG mit einzigartigen Eigenschaften. Erstens wird Npas4 ausschliel3lich
in Neuronen exprimiert und zweitens wird es nur durch neuronale Aktivitat, nicht aber
durch Wachstumsfaktoren oder Neurotrophine induziert. Dariiber hinaus scheint Npas4
die Expression einer groBen Anzahl aktivitatsabhéngiger Gene direkt zu steuern (Lin et
al., 2008). Zudem wurde gezeigt, dass Npas4 sowohl fir die Entwicklung glutamaterger
als auch der GABAerger Synapsen in Neuronen wichtig ist (Spiegel et al., 2014). Npas4
scheint besonders essentiell fur die aktivitatsabhéngige Regulation einer grofien Anzahl
von Genen zu sein. In Npas4-defizienten Neuronen konnte eine reduzierte
aktivitatsabhangige Induktion einer grolRen Anzahl von Genen, einschliel3lich der meisten
bekannten IEGs, festgestellt werden (Ramamoorthi et al., 2011). Die Deletion von Npas4
in Méausen fuhrte zu einer Beeintrachtigung der langfristigen Gedéchtnisbildung. Zudem
konnte bei diesen Mausen kein kontextuelles Angstgedéchtnis ausgebildet werden
(Ramamoorthi et al., 2011). In weiteren Studien in Npas4-defizienten Mdusen konnten
verschiedene Verhaltensstorungen festgestellt werden. darunter eine Hyperaktivitat in
einer neuartigen Umgebung, eine Stérung der Prapulshemmung, soziale
Interaktionsdefizite und kognitive Beeintrachtigungen (Coutellier et al., 2012). Diese
Ergebnisse legen nahe, dass Npas4 eine wichtige Rolle bei der Regulation kognitiver und
sozialer Funktionen im Gehirn spielt, mit mdglichen Auswirkungen auf

Entwicklungsstérungen wie Schizophrenie und Autismus.

Bei Homerl handelt es sich um ein postsynaptisches Protein, das die synaptische
Architektur zusammen mit anderen Proteinen wie Shank aufrechterhalt. Dies gilt fur die
beiden SpleiRvarianten Homerlb und Homerlc. Bei Homerla dagegen handelt es sich
um ein IEG, welches die Interaktionen der anderen beiden SpleiBvarianten blockiert.
Dadurch entkoppelt Homerla die mGIuR- (metabotropic glutatmate receptor)
Signalubertragung und verkleinert dadurch die dendritische Dornenstruktur (Sala et al.,
2003). Homerla ist darlber hinaus wichtig fur die neuronale Plastizitdt und die
Angstkonditionierung (Celikel, 2007). Homerla resultiert aus der Verwendung der
proximalen PolyA-Stelle des flinften Introns, wéhrend bei der distalen PolyA-Stelle die

beiden Proteine Homerlb und Homerlc entstehen. Im Gegensatz zu den meisten IEGs,
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hat Homerla sehr spezifische Funktionen, da es direkt an den Synapsen agiert.
Fehlexpression von Homerla mindet in einer fehlerhaften Angstkonditionierung und

einer reduzierten sozialen Interaktion (Banerjee et al., 2016).

1.5 Cholesterin

Beim Cholesterin handelt es sich um einen wesentlichen Bestandteil aller eukaryotischer
Membrane. Es erhoht die Stabilitdt der Membrane und trdgt gemeinsam mit Proteinen
dazu bei, Signalstoffe zu transportieren. Unterschiedliche Cholesterinkonzentrationen
regulieren die Membranfluiditdt und damit die strukturelle Integritat und funktionelle
Spezifitat verschiedener zellulérer Orte, einschlieBlich Membrantransport und der
Transmembransignalisierung  (Schroeder et al.,, 1991). Insbesondere  der
Cholesterinspiegel der Membrane stellt einen Schlusselfaktor flr die Bestimmung der
Stabilitdt und Organisation von Mikrodomanen, sogenannter lipid rafts, dar (Korade &
Kenworthy, 2008). Cholesterin dient dartiber hinaus als VVorlaufer aller Steroidhormone
und Gallensdauren. Fir den Transport innerhalb des Korpers wird Cholesterin an
Lipoproteine gebunden, welche je nach Dichte in unterschiedliche Gruppen unterteilt
werden. Fehlgeschalteter Cholesterin-Metabolismus ist mit diversen Stérungen wie
Atherosklerose, Gallensteine oder der familiaren Hypercholesterindmie verknipft. Da
Lipoproteine die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren und somit kein Transport von
Cholesterin stattfinden kann, wird fast das gesamte Cholesterin im Gehirn in situ
synthetisiert. Obwohl das Gehirn nur 2-5 % der gesamten Korpermasse einnimmt, sind
25 % des Gesamtcholesterins im Gehirn zu finden (Dietschy & Turley, 2001). Das Gehirn
verfiigt daher mit 15-20 mg/g Gewebe eine deutlich hdhere Cholesterinkonzentration als
das restliche Korpergewebe mit ca. 2 mg/g Gewebe (Dietschy & Turley, 2004). Der
GroRteil des Cholesterins (bis zu 90 %) des zentralen Nervensystems ist in den
Myelinschichten zu finden, welche die Axone umwickeln, dessen Aufgabe die
Weiterleitung elektrischer Impulse darstellt. Dartiber hinaus wird Cholesterin auch ftr
den Aufbau von Dendriten und Synapsen, einschliel3lich der postsynaptischen Dornen
und prasynaptischen Vesikel benétigt (Goritz et al., 2005). Cholesterin spielt demnach
eine essentielle Rolle als Bestandteil der Formierung von Synapsen und Dendriten und
bei der axonalen Wegfihrung. Die Cholesterinsynthese des Gehirns erreicht ihren
Hohepunkt in den Oligodendrozyten bei der aktiven Myelinisierung wéhrend der
Entwicklung des Gehirns und wird um etwa 90 % nach dem Abschluss der

Myelinisierung in Erwachsenen heruntergefahren (Dietschy & Turley, 2004).
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Cholesterin ist hierbei sowohl vor allem wéhrend der Entwicklung als auch im
Erwachsenenstadium fir die neuronale Physiologie essentiell. Ein vermindertes
Cholesterin-Level in Neuronen beeintrachtigt die Exozytose synaptischer Versikel, die
neuronale Aktivitdt und die Neurotransmission, was zu einer Degeneration von
dendritischen Dornen und Synapsen fuhrt (Linetti et al., 2010; J. P. Liu et al., 2010).
Zudem konnte gezeigt werden, dass es durch eine experimentelle Entfernung von
Cholesterin in neuronalen Vorldauferzellen wéhrend der Embryonalentwicklung bei
Mausen zu einer Verringerung der GehirngrofRe und zur perinatalen Letalitdt kommt
(Saito et al., 2009). Daruber hinaus fuhren Defekte im Cholesterinstoffwechsels zu
strukturellen und funktionellen Erkrankungen des zentralen Nervensystems wie dem
Niemann-Pick C (NPC) Syndrom, Huntington, Alzheimer oder Parkinson. Beim Smith-
Lemli-Opitz-Syndrom (SLOS) handelt es sich um eine autosomal rezessive
Neuroentwicklungsstérung, die  durch Mutationen im DHCR7 (7-
Dehydrocholesterinreduktase)-Gen verursacht wird, das den letzten Schritt des
Cholesterin-Biosynthesewegs katalysiert. Daraus resultiert einerseits eine verminderte
Cholesterinmenge und andererseits eine Akkumulation des Cholesterinvorlaufers 7-
Dehydrocholesterin sowohl im Plasma als auch in den Zellen des Gehirns. SLOS ist
durch mehrere Entwicklungsstorungen wie beispielsweise Intelligenzminderung,
Mikrozephalie, Wachstumsprobleme und Gesichtsveranderungen gekennzeichnet. Es ist
bekannt, dass neuronale Zellen ihren Cholesteringehalt Uber
Ruckkopplungsmechanismen regulieren, welche Biosynthese, Import und Ausscheidung
in Einklang bringen. Zellen erfassen ihren Cholesterinspiegel durch membrangebundene
Transkriptionsfaktoren, welche, wie bereits erwahnt, als SREBPs bekannt sind und die
Transkription von Genen regulieren, die bei der Cholesterin- und Fettsdurebiosynthese
involviert sind (M. S. Brown & Goldstein, 1999).

1.6 mTOR - Rolle in der Cholesterinbiosynthese

Anhand Studien mehrere Tiermodelle konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt von
mTORC1 mit der Biosynthese von Cholesterin korreliert (Mathews & Appel, 2016). Ein
wesentlicher Bestandteil in der Regulation der Expression von Genen der Biosynthese
von Cholesterin bilden die Transkriptionsfaktoren der SREBP-Familie (Horton et al.,
2002). So aktivieren nahrstoffreiche Bedingungen mTORC1 um die Adipogenese zu
erhdhen (Laplante & Sabatini, 2012), um die mitochondriale Biogenese im Muskel zu

regulieren (Polak et al., 2008) und um die hepatische Lipogenese durch Aktivierung der
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SREBPs zu fordern (Sengupta et al., 2010). Dartiber hinaus wurde nachgewiesen, dass
die Inaktivierung von SREBP die von Akt abhangige Lipogenese hemmt. Es wird hierbei
vermutet, dass die Achse um PI3SK/Akt/mTOR die Biosynthese von Proteinen und
Lipiden auf eine fein koordinierte Weise regulieren (Porstmann et al., 2008). Zusatzlich
haben Studien gezeigt, dass eine Hemmung von mTORCL1 die Funktion von SREBP
beeintréchtigt und dazu fuhrt, dass M&use in einer Abhéngigkeit von Lipin 1 tolerant
gegenlber Hypercholesterindamie werden, die durch eine fett- und cholesterinreiche
Erndhrung induziert wird (Peterson et al., 2011). Dartiber hinaus konnte festgestellt
werden, dass die Inhibierung von mTORC1 mit einer fehlenden Translokation des SCAP
(SREBP cleavage-activating protein)/SREBP-2-Komplexes vom endoplasmatischen
Retikulum zum Golgi-Apparat einhergeht, wodurch es zu einer reduzierten Expression
von LDLR (low density lipoprotein receptor)und SREBP-2 kommt. Hierbei kam es dazu
noch zu einer erhdhten Degradierung von LDLR (J. Liu et al., 2015).

Angesichts der zentralen Rolle von mTORC1 bei der Biogenese von Lipiden und
Cholesterin gibt es eine begriindete Annahme, dass die Aufnahme von Lipiden einen
Effekt auf die Aktivitdt von mTORCL1 hat. So wird aufgefuhrt, dass eine fettreiche
Erndhrung die mTORC1-Aktivitdt bei Mé&usen stimuliert (Um et al., 2004). In
Zellkulturen konnte auRBerdem gezeigt werden, dass durch die Reduktion von Cholesterin
durch Methyl-beta-Cyclodextrin die mTORCL1-Signaliibertragung reduziert wurde. Eine
Exposition dieser Zellen mit LDL konnte die mTORC1-Aktivitat wiederum reaktivieren
(Castellano et al., 2017). Eine weitere Studie konnte nachweisen, dass durch eine
Inaktivitdt von mTORCL1 der Transport von Autophagosomen und Endosomen zu den
Lysosomen verhindert wird. Somit steigt das Cholesterin in den Lysosomen und im
endoplasmatischen Reticulum, wodurch es zu einer Unterdriickung von SREBP-2
kommt. Umgekehrt unterdriickt eine hohe mTORC1-Aktivitat die Autophagie, was zu
einem niedrigen Cholesterin-Niveau im endoplasmatischen Reticulum und schlieRlich zu
einer Aktivierung von SREBP-2 flhrt (Eid et al., 2017). Erst kirzlich konnte auRerdem
gezeigt werden, dass die Inhibierung von mTORCL1 in NPC1 (NPC intracellular
cholesterol transporter 1) -defizienten Neuronen die dort fehlerhafte Funktion
verschiedener Zellorganellen korrigieren konnte (Davis et al., 2020). LDLR fungiert
indirekt als Transporter von Cholesterin. Hierfur konnte in hepatischen Untersuchungen
in Ma&usen eine Reduktion der Expression von LDLR nach einer einwdchigen
Behandlung mit Rapamycin beobachtet werden (Ai et al., 2012). Zudem konnte eine

Studie von Diivel et al., 2010 zeigen, dass in Tsc1 und Tsc2-defizienten mouse embryonic
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fibroblasts (MEFs), also nach einer Hyperaktivitdt von mTORCL1, eine signifikant erhohte
Expression verschiedener Gene gezeigt wird, welche in der Cholesterin-Biosynthese eine

Rolle spielen.

1.7 Hypothese/ Ziel dieser Arbeit

Es wird angenommen, dass eine Funktionsstorung des mTOR-Signalwegs die
Hauptursache flr verschiedene neurologische Entwicklungsstérungen wie Autismus-
Spektrum-Stérung (ASD), geistige Behinderung (ID) und Epilepsie ist. Wahrend
angenommen wird, dass die Dysregulation von mTOR zur Entwicklung und zum
Fortschreiten dieser Krankheiten beitragt, sind die Folgen einer mTOR-Dysregulation auf
molekularer und zellulérer Ebene kaum bekannt. Die Identifizierung von Mechanismen
ist wichtig, um die neuronale mTOR-Funktion sowie die Pathogenese neurologischer
Entwicklungsstérungen zu verstehen, die mit Anderungen der mTOR-AKtivitat

verbunden sind.

Ziel der Arbeit war die Identifizierung neuer Zielgene, die durch mTOR reguliert werden
und deren Dysregulation an der Progression von neuronalen Erkrankungen beteiligt sein
konnte. Im ersten Teil der Arbeitsollte (ber einen Kandidatenansatz das
Zelladhésionsmolekiil N-Cadherin untersucht werden. Eine Feinregulation der
Expression von N-Cadherin ist essentiell fir die neuronale Differenzierung und
Wanderung (Rago et al., 2014). Eine Abweichung dieser Expression durch eine
fehlerhafte mTOR-Aktivitat konnte bei der Entstehung von neuronalen Erkrankungen
mitverantwortlich sein. Als Zellmodell dienten neben HeLa-Zellen vor allem primare
corticale Mausneuronen. Ein méglicher Einfluss von mTOR auf die Expression von N-
Cadherin und dessen Regulation sollte Uber einen experimentellen Ansatz durch
Inhibierung des mTOR-Signalwegs mittels Temsirolimus erfolgen. Nach Etablierung der
primaren corticalen Mausneuronenkultur und einer Aufrechterhaltung der Vitalitat nach
einer Temsirolimus-Behandlung, wurde das Expressionsmuster von N-Cadherin nach
dieser mTOR-Inhibierung anhand qPCR- und Westernblot-Experimenten untersucht. Im
Anschluss wurde die Regulation von N-Cadherin durch mTOR mit Hauptaugenmerk auf

die posttranskriptionelle Regulation {iber den 3’UTR von N-Cadherin analysiert.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein hypothesefreier Ansatz verfolgt, um einen
moglichen Einfluss von mTOR auf das Transkriptom der corticalen Neuronen zu

untersuchen. Arbeiten an embryonalen Fibroblasten der Maus (MEFs) hatten bereits eine
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Verénderung des Transkriptoms bei einer Abweichung der mTOR-Aktivitat gezeigt
(Davel et al., 2010). Hierbei kam es vor allem zu Verénderungen verschiedener
Stoffwechselwege wie der Glykolyse und der Cholesterinbiosynthese. Eine durch
fehlerhafte mTOR-Aktivitat verursachte Fehlregulation der Biosynthese von Cholesterin
im Gehirn konnte teilweise fiir die Progression neuronaler Erkrankungen wéhrend der
Embryonalentwicklung verantwortlich sein. Magliche Anderungen des Transkriptoms
sollten anhand von RNA-Sequenzierungs-Experimenten aufgezeigt werden. Nach der
Verifizierung dieser Ergebnisse mittels qPCR wurde versucht die Ergebnisse mittels
intraperitonealer Injektionen in vivo zu reproduzieren. Abschlielend wurde die

Regulation der verénderten Transkription der Gene durch mTOR né&her beleuchtet.
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2.1 Material

Tabelle 1: Verwendete Gerate und ihre Hersteller.

Gerét Hersteller
Fluoreszenzmikroskop LSM 710 NLO Carl Zeiss

Mikroskop SZX100 Olympus

Mikroskop Zeiss Axiovert25 Carl Zeiss

Mikroskop EVOS XL Life Technologies
Nanodrop Spectrophotometer ND-1000 Thermo Fisher Scientific
Nanodrop Spectrophotometer OneC Thermo Fisher Scientific
Cycler PTC-200 MJ Research
StepOnePlus™ Real-Time PCR System Applied Biosystems
HeraSafe Sterilbank Heraeus

Wasserbad VWB26 VWR

COz-Inkubator Serie CB Binder

Zentrifuge Megafuge 16R Heraeus

Zentrifuge Peglab PerfectSpin 24R Peglab

Qubit® 2.0 Fluorometer Life Technologies
ChemiDoc™ MP Imaging System Bio-Rad
Luminometer Centro LB 960 Berthold Technologies
TransBlot Turbo Transfer System Bio-Rad

2100 Bioanalyzer Instrument Agilent Technologies
NextSeq 550 System Illumina

HiSeq 2500 System Illumina

FluoSTAR Optima Microplate Reader BMG Labtech
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Tabelle 2: Verwendete Reagenzien und ihre Hersteller.

Reagenz

Hersteller

Ethanol (100 %)

AppliChem

Ethanol denaturated

VWR International

Isopropanol

Carl Roth

DMEM

Sigma-Aldrich

DMEM high Glucose

Gibco® Life Technologies

Opti-MEM Reduced Serum

Gibco® Life Technologies

Neurobasal® Medium

Gibco® Life Technologies

DPBS

Gibco® Life Technologies

FBS

Gibco® Life Technologies

Penicillin/Streptomycin

Gibco® Life Technologies

B27-Supplement

Gibco® Life Technologies

GlutaMAX

Gibco® Life Technologies

Trypsin-EDTA (0,05 %)

Gibco® Life Technologies

N2-Supplement

Gibco® Life Technologies

Poly-D-Lysin Sigma-Aldrich
Poly-L-Ornithine Sigma-Aldrich
Laminin Sigma-Aldrich
Torinl Cell Signaling
Temsirolimus Sigma-Aldrich

Rapamycin LC Laboratories
u0126 ApexBio Technology
Actinomycin D Sigma-Aldrich
Cycloheximid Sigma-Aldrich
Methyl-beta-Cyclodextrin Sigma-Aldrich
IGF-1 BioTechne
Tetrodotoxin Abcam

BSA

New England Biolabs
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Formaldehyd Sigma-Aldrich
EDTA AppliChem
HT1 Hybridization Buffer Ilumina

DNA Exitus Applichem
Magnesiumchlorid Carl Roth
Magnesiumsulfat Carl Roth
Kaliumchlorid Carl Roth
IGEPAL CA-630 Sigma-Aldrich
Natriumacetat Carl Roth
HEPES Carl Roth
NP-40 Abcam

DTT Thermo Fisher Scientific
Proteinase K Applichem
ATP Sigma-Aldrich
Luciferin Sigma-Aldrich

T4 DNA Ligase

New England Biolabs

DNA Polymerase

Axon Labortechnik

Ndel

New England Biolabs

PageRuler Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific

Lipofectamine 2000

Thermo Fisher Scientific

Oligofectamine

Thermo Fisher Scientific

dNTP Roche
RNasin Plus Ribonuclease Inhibitor Promega
Phenol Carl Roth
Chloroform Carl Roth
Glycogen Roche
Protein G Agarose Roche

Dynabeads M-280 Streptavidin

Thermo Fisher Scientific

Bio-11-UTP

Invitrogen® Life Technologies
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Normal Sheep Serum

Abcam

RNase away Molecular BioProducts
Agqua ad iniectabilia Braun
RNAlater Sigma-Aldrich
DMSO Sigma-Aldrich
Acrylamid/Bisacrylamid 30 % Carl Roth
SDS Carl Roth
Ammoniumperoxodisulfat Carl Roth
Milchpulver Carl Roth
Harnstoff Carl Roth
TRIS Carl Roth
Glycin Carl Roth
Glycerin Carl Roth
2-Mercaptoethanol Carl Roth
Bromphenolblau Carl Roth
Triton X 100 Carl Roth
Tween 80 Carl Roth
Albumin Fraktion V Carl Roth
Salzsaure 32 % Carl Roth
Essigsaure Carl Roth
Agar-Agar Carl Roth
Formamid Carl Roth

6x Loading Dye

Thermo Fisher Scientific

Agarose Applichem
Hefeextrakt Carl Roth
Natriumcitrat Carl Roth
Natriumchlorid Carl Roth
Paraformaldehyd Carl Roth

Sucrose

Sigma-Aldrich




2 Material und Methoden

50

Trypton Carl Roth
Ampicilin Applichem
cOmplete Protease Inhibitor Tablets Roche
Ethidiumbromid Carl Roth

PBS Tabletten

Gibco® Life Technologies

PhosSTOP Tabletten

Roche

TEMED Invitrogen® Life Technologies
Protease Inhibitor Cocktail Tabletten Roche
Trypanblau Carl Roth

GeneRuler 100 bp DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific

PrimeScript™ RT Master Mix

Takara/Clontech

SYBR® Premix Ex Taq

Takara/Clontech

Fluoromount™ Aqueous Mounting Medium Sigma-Aldrich

Hoechst 33258 Sigma-Aldrich

Phase Lock Gel Tubes VWR

Negative Control siRNA Qiagen

Negative Control Accell siRNA Dharmacon

SMARTpool Accell cFos siRNA Dharmacon

HuR siRNA_1 Qiagen

HuR siRNA_11 Qiagen
Tabelle 3: Verwendete Kits und ihre Hersteller.

Kit Hersteller

Western Lightning Plus-ECL Kit PerkinElmer

QIlAshredder Qiagen

QuantSeq 3’ mRNA-Seq Library Prep Kit REV | Lexogen

PCR Add-on Kit Lexogen

High Pure RNA lIsolation Kit Roche
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Agencourt AMPure XP Beads

Beckman Coulter

MinElute PCR Purification Kit

Qiagen

Poly(A) Tailing Kit

New England Biolabs

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit

Thermo Fisher Scientific

Advantage HF 2 PCR Kit Takara
pPpGEM-T Easy Vector Kit Promega
Renilla Luciferase Assay System Promega

NEBNext 2x PCR Master Mix

New England Biolabs

Amplex Red Cholesterol Assay Kit

Thermo Fisher Scientific

RNeasy Micro Kit Qiagen
EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen
QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis | Agilent
Kit
RiboMAX Large Scale RNA T7 System Promega
Tagment DNA Enzyme and Buffer Kit IHlumina
High Output Reagent Cartridge v2, 75 cycles Illumina
Flow Cell Illumina

Tabelle 4: Verwendete Primer fir qPCR.
Gen Forward Reverse
N-Cadherin gccatcatcgctatccttct ccgtttcatccataccacaaa
Fosb gttcgcagagagcggaac ctgccttttcctcttcaage
cFos cagcctttcctactaccattcc acagatctgcgcaaaagtcc
Egr4 gacgcgcttctctccaag agcccagctcaagaagtcg
Npas4 agggtttgctgatgagttgc ttccectecacttecatct
Junb ccacggagggagagaaaatc agttggcagctgtgcgtaa
Ldlr agaggggtgaactggtgtga caggtactggcaaccaccat
Osc ggggcatacctaccaagatg ccgctgttcacatgattcaa
Mvd ctgaatggtcgcgaggag gagtgtccecgtectetgt
Nsdhl cgccatgaagcctattgacta ttagggtcgttggcatcc
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Acss2 gcctgcaatectgaatgagt cagggctgcttgaacacc
Sqle catgagtctccggaaageag tgaagcacaacaccttctataaactt
Dhcr7 ccagcagaatggcttgttct aatagatggtgggctccaag
Dhcr24 ggtcatgacggacgacgta agggcttgtagtaactgccaat
Pfkp gagggaccccatctgcat gtagcttccagcaaggcaat
Pgm2 gcgactggaccaggagac gctgtttcactgactcagaggtta
Pdk1 gttgaaacgtccegtgct gcgtgatatgggcaatce
GAPDH gggttcctataaatacggactgc tacggccaaatccgttcaca
Tabelle 5: Verwendete Primer fiur ChIP-gPCR.
Gen Forward Reverse
Aurka aacagccatgtccctttccaac agctaccgggatcgettggag
MyoD1 tccgggacatagacttgaca cgggtcatcatagaagtcgtc
Mvd acgcgctgccatatgatt tccataggctaaaaagtggatca
Nsdhl ctgtgagcgtcaattggttg caatcagcagagcttccttca
Dhcr7 cgtcctgctgtcaatctcaa gattggtgaaggcagtgage

Tabelle 6: Verwendete Primer fiir cDNA + PCR.

Gen Forward Reverse

Cdh2-5 acggcaggacggacttggctt tgagttaattttttttaatctggttg

Cdh2-6 tggagtgattttgttacctttgg ccagatccaaaattagctttttattc
Cdh2-5-mut | gtagttagaatactcaagcgtctgtgttgtgtacc ggtacacaacacagacgcttgagtattctaactac
M13 tgtaaaacgacggccagt caggaaacagctatgacc

Anker- gaccacgcgtatcgatgtcgac

Primer

oligodT gaccacgcgtatcgatgtcgacttttttttttttttty
Ncad- actagcaccgtgcttgct

RACE
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Tabelle 7: Verwendete Plasmide fiir Transfektionen.

Name Resistenz
pGL3P-empty (=Ctrl) Ampicillin
pGL3P-Ncad UTR short Ampicillin
pGL3P-Ncad UTR long delPolyA Ampicillin
pGL3P-Ncad UTR long Ampicillin
pGL3P-Ncad UTR long delHuR Ampicillin
pRL-TK Ampicillin

Tabelle 8: Verwendete primare Antikdrper und die jeweiligen Hersteller zur Immunférbung von
Zellen und Hirnschnitten.

Antikdrper Spender Konzentration Hersteller Artikelnummer
GFAP Kaninchen 1:1000 Abcam ab7260
B-111-Tubulin Maus 1:400 Sigma-Aldrich T8660

NF-YA Maus 1:200 Santa Cruz Sc-17753
N-Cadherin Maus 1:500 BD Biosciences 610921

MAP2 Kaninchen 1:500 Abcam ab32454

Tau Kaninchen 1:500 Abcam ab32057

Tabelle 9: Verwendete sekundare Antikdrper und die jeweiligen Hersteller zur Immunfarbung von
Zellen. Angegebene Konzentrationen beschrénken sich auf die Farbung der Hirnschnitte

Antikdrper Spender Reaktivitat Konzentration Hersteller

Alexa Fluor 488 Ziege Maus 1:500 Life Technologies
Alexa Fluor 488 Ziege Kaninchen 1:500 Life Technologies
Alexa Fluor 594 Ziege Maus 1:500 Life Technologies
Alexa Fluor 594 Ziege Kaninchen 1:500 Life Technologies
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Tabelle 10: Verwendete primare Antikdrper und die jeweiligen Hersteller fir Western Blot und
Immunprazipitation. Angegebene Konzentrationen beschranken sich auf das jeweilige Experiment.

1:1000 WB)

Antikorper Spender Konzentration Hersteller Artikelnummer

N-Cadherin Maus 1:1000 BD Biosciences 610921

S6 Maus 1:1000 Cell Signaling 2317S

pS6 Kaninchen 1:2000 Cell Signaling 2215S

GAPDH Maus 1:6000 Abcam ah8245

HuR Maus 1:200 (IP) Santa Cruz sc-5261
1:1000 (WB)

1gG Maus 1:400 (IP) Santa Cruz sc-2025

cFos Kaninchen 1:1000 Abcam ah190289

Fosb Kaninchen 1:500 Cell Signaling 2251S

Npas4 Kaninchen 1:500 Activity Signaling AS-AB18A

MAPK Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 9102S

pPMAPK Kaninchen 1:500 Cell Signaling 9101S

LdIr Ziege 1:1000 Novus Biologicals AF2255

Nsdhl Kaninchen 1:1000 Novus Biologicals NBP1-83306

Osc Maus 1:500 Santa Cruz sc-365129

Mvd Maus 1:500 Santa Cruz sc-376975

4E-BP1 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 9644S

p4E-BP1 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 2855S

NF-YA Maus 1:200 (ChlIP) Santa Cruz sc-17753
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die Durchfiihrung der zellbiologischen Arbeiten erfolgte unter Verwendung steriler
Reagenzien und Arbeitsmaterialien unter einer Sterilbank. Die verschiedenen Zelllinien
wurden in den jeweiligen Zellkulturmedien in einem CO2-Inkubator bei einer Temperatur
von 37 °C und einer CO»-Konzentration von 5 % (Neuronen bei 8 %) kultiviert. Die
Zellen wurden regelmaRig zwei bis drei Mal pro Woche bei einer Konfluenz von 70 bis
90 % gesplittet.

2.2.1.1 Kultivierung von Zelllinien

HelLa Zellen wurden in DMEM inklusive 10 % FBS und 1 % Penicillin/Streptomycin in
einem Inkubator bei 37°C und 5 % CO: kultiviert.

Fur das Passagieren der adharenten Zellen wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit
Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline (DPBS) gewaschen und durch eine 5-miniitige
Inkubation bei 37 °C mit Trypsin/EDTA gelost. Der Verdau durch Trypsin/EDTA wurde
durch Zugabe des Kulturmediums gestoppt. Die Zellen wurden resuspendiert und je nach

Bedarf verdlnnt auf eine neue Zellkulturflasche inklusive frischem Medium Ubertragen.

2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese in ein Falcon tberfiihrt und fur 5 Minuten bei
1000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Zellpellet mit
Einfriermedium (10 % DMSO in Kulturmedium) resuspendiert. Die Zellen wurden
anschlieBend in Kryoréhrchen zu je 1 ml aliquotiert und mit Hilfe von CoolCell®
Freezing Containern bei -80 °C eingefroren. Nach 2-3 Tagen wurden die Zellen in einen
flissigen Stickstofftank (-180 °C) tiberfiihrt.

Um die Zellen aufzutauen wurden diese im Wasserbad bei 37 °C erwéarmt, in ein Falcon
uberfuhrt, zentrifugiert und das Einfriermedium entfernt. Nach Absaugen des
Einfriermediums wurde das Zellpellet im jeweiligen Zellkulturmedium resuspendiert und

in eine Zellkulturflasche respektive Zellkulturschale Gberfuhrt.

2.2.1.3 Bestimmung der Zellzahlen

Zur Bestimmung der Zellzahlen wurde Trypanblau als Indikator der Zellviabilitat

verwendet. Trypanblau wird von lebenden Zellen nicht aufgenommen, wahrend der
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Farbstoff die Membran toter Zellen durchdringen kann, wodurch sich diese dunkelblau
farben. Zur Zahlung wurden 10 pl der jeweiligen Zellsuspension und 10 pl Trypanblau
gemischt. AnschlieBend wurde das Gemisch in eine Neubauer-Zahlkammer tberfiihrt, die
Zellen aus vier Quadraten gezahlt und die Menge der lebenden Zellen der Suspension

nach folgender Formel berechnet:

Zellen pro ml = Durchschnitt der Zellzahl aus 4 Quadranten * 2 (Verdunnungsfaktor) * 10°4

2.2.1.4 Kultivierung von priméaren Neuronen

Fur die Kultivierung der priméren Neuronen wurden diese aus dem zerebralen Cortex von
Mausembryonen (Stadium E14.5) isoliert und auf Poly-L-Ornithin sowie Laminin

beschichteten Zellkulturplatten wie nachfolgend beschrieben kultiviert.

2.2.1.4.1 Beschichtung der Platten

6-well Platten wurden mit Poly-L-Ornithin in DPBS (15 pg/ml) beschichtet und
anschlieRend fiir 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit DPBS
wurden die Platten mit Laminin in DPBS (2,5 pg/ml) beschichtet und fur 2 Stunden bei
37 °C oder Uber Nacht im Kuihlschrank bei 4 °C inkubiert. Am Tag der Praparation
wurden die Platten erneut zwei Mal mit DPBS gewaschen. Anschlieend wurde das
zugehorige Kulturmedium, das aus Neurobasal Medium (97 %), B27 (2 %) und
GlutaMAX (1 %) bestand, hinzugefugt und die Platten im Brutschrank bei 37 °C
equilibriert (siehe Tabelle 11)

2.2.1.4.2 Vorbereitungen zur Praparation der Maus

Zur Sterilisation und Equilibrierung der Werkzeuge wurden je zwei Zentrifugenrohrchen
(50 ml) mit DPBS und Ethanol (70 %) und drei Zentrifugenréhrchen (50 ml) mit DMEM
(ohne Zusatze) vorbereitet. Zwei der drei Zentrifugenréhrchen mit DMEM wurden kurz
vor der Prdparation angewdrmt, wahrend das dritte R6hrchen auf Eis gelagert wurde.
Zusatzlich wurden vor der Préparation Trypsin/EDTA, Stoppmedium (DMEM, 20 %
FBS), DMEM (ohne Zusatze) und das Kulturmedium (Neurobasal, B27, GlutaMAX) im

Wasserbad aufgewérmt.
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2.2.1.4.3 Durchfihrung der Mauspraparation

Die tragende Maus (Stadium E14.5) wurde durch zerebrale Dislokation getotet.
AnschlieRend wurde die Bauchdecke mit 70 % Ethanol desinfiziert. Mit einer Pinzette
wurde die Bauchdecke angehoben, mittels Schere V-formig aufgeschnitten und kopfwérts
weggeklappt. Anschlielend wurden die Embryonen vorsichtig mit einer Pinzette
herausgezogen, die Verbindung zum Muttertier am Zusammenstof3 der Horner
durchtrennt und in eine Petrischale mit angewarmtem DMEM uberfiihrt. Die Embryonen
wurden nach Offnen der Fruchtblase vorsichtig entnommen und mit einer Schere
dekapitiert. Mit Hilfe eines Stereomikroskops wurden daraufhin die Schadeldecken mit
zwei gebogenen Pinzetten entfernt und das Gehirn freigelegt. Die Hirne wurden
anschlieBend in eine neue Petrischale mit DMEM (uberfuhrt. Die beiden Hemisphéren
jedes Gehirns wurden voneinander getrennt und abermals in eine neue Petrischale mit
DMEM (berflhrt. Daraufhin wurden die Hirnhdute der Hemisphdren entfernt, der
zerebrale Cortex isoliert und anschlieBend in das auf Eis gelagerte Zentrifugenréhrchen
mit DMEM uberfuhrt.

2.2.1.4.4 Isolierung der Neuronen

Nach Vollendung der Cortexpraparation wurde das DMEM aus dem Zentrifugenréhrchen
vorsichtig abgesaugt. AnschlieBend wurde vorgewarmtes Trypsin/EDTA (0,5 ml pro
Hirn) hinzugegeben und die Neocortexe flr exakt 6 Minuten bei 37 °C inkubiert. Der
Verdau wurde nach Ablauf der 6 Minuten mit 15 ml Stoppmedium gestoppt und bei
Raumtemperatur fiir zwei Minuten mit 200 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt, das Pellet mit 20 ml DMEM uberschichtet und erneut unter den gleichen
Parametern zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde ein zweites Mal wiederholt.
AnschlieBend wurde das Zellpellet mit 1 ml Kulturmedium versetzt und mit einer Pipette
ausgiebig resuspendiert, sodass keine Cortexstiicke mehr zu sehen waren. Daraufhin
wurden weitere 4 ml Kulturmedium in das Zentrifugenréhrchen zugegeben. Nach
Ziahlung der Zellen wurde die Zellsuspension erneut vermischt und 1,4 x 108 Zellen in
jedes well der equilibrierten 6-well Platten pipettiert. Die Neuronen wurden bei 37 °C und
8 % COz inkubiert.
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Tabelle 11: Zusammensetzung des Kulturmediums fur die Kultivierung der primaren Neuronen.

Medium Zusammensetzung

97 % Neurobasal-Medium

Kulturmedium 2 % B27-Supplement

1 % GlutaMAX

2.2.1.5 Behandlung mit pharmakologischen Stoffen

2.2.1.5.1 Behandlung der Neurone

Zur Uberpriifung von eventuellen Effekten verschiedener Substanzen, wurden primare
Neuronen fur gewohnlich fur sechs Tage kultiviert und anschlieBend mit dem jeweiligen
Stoff behandelt. Fir die Inhibition von mTOR wurde Temsirolimus (10 uM) und spater
auch Torinl (500 nM) verwendet. Hierfir wurden nach der Kultivierung fiir sechs Tage
die Halfte des Kulturmediums der Neuronen entfernt und durch frisches Medium
inklusive der jeweiligen Substanz ersetzt. Um zusétzlich zur Inhibition von mTOR einen
Effekt auf die RNA- bzw. Proteinstabilitat zu erdrtern, wurden die Neuronen nach der
Behandlung mit DMSO bzw. Temsirolimus zusatzlich mit Actinomycin D (5 pug/ml) zur
Blockierung der Transkription oder mit Cycloheximid (200 pg/ml) zur Blockierung der
Translation behandelt. Als Positivkontrolle fiir den Cholesterol Assay wurde Methyl-f3-
Cyclodextrin (1 mM) verwendet. Um einen potenziellen Effekt einer Aktivierung von
MTOR zu Uberpriufen, wurden die Neuronen mit dem Insulin-like-growth-factor-1 (IGF1;
50 — 100 ng/ml) behandelt. Zur Untersuchung einer eventuellen neuronalen Aktivierung
nach der Gabe von Temsirolimus vorliegt, wurden die primédren Neuronen mit dem
Natrium-Kanal-Blocker Tetrodotoxin (TTX; 1 uM) behandelt. Um einen Einfluss des
MAP-Kinase-Signalwegs (mitogen-activated protein pathway) nach Inhibition von
mTOR zu testen, wurden die Neuronen mit dem selektiven Inhibitor U0126 (10 uM)
behandelt, welcher die Enzyme MEK 1 und 2 des MAP-Kinase-Signalwegs inhibiert.

2.2.1.5.2 IP-Injektionen

Fur in vivo Experimente wurden 8-12 Wochen alte schwangere NMRI-M&use mit
Rapamycin behandelt. Hierfir wurden den Mausen mit Hilfe einer Spritze 10 pl
Rapamycin (1 mg/kg) oder 10 pul DMSO intraperitoneal injiziert. Diese Injektionen

erfolgten in Anlehnung an die Arbeit von Tsai und Kollegen entweder einmalig (E16.5)
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oder an drei aufeinander folgenden Tagen (E14.5-E16.5) (Tsai et al., 2013). Zusétzlich
wurden postnatale Tiere mit Rapamycin und DMSO intraperitoneal injiziert. Hierbei
erfolgten die Injektionen der Tiere entweder einmalig im Stadium P2 oder zweimalig in
den Stadien P2 und P4.

2.2.1.6 Transfektion von HeLa-Zellen

HeLa Zellen wurden am Vortag in DMEM mit 10 % FBS und 1 % Penicillin-
Streptomycin ausgesat (100.000 Zellen pro well einer 6-well Platte). Zun&chst wurden die
beiden Mixe fiir die Transfektion vorbereitet. Mix 1 beinhaltete hierbei ein Gemisch aus
11 pl OptiMEM und 5 pl Oligofectamin (Angaben pro well). Mix 2 bestand aus 175 pl
OptiMEM und 10 pl der jeweiligen siRNA (20 uM) gegen HUR pro well. Nach einer 5-
mindtigen Inkubation wurde anschliellend die benétigte Menge an Mix 1 zu Mix 2
pipettiert und fir weitere 15 Minuten inkubiert. Daraufhin wurden 200 pl des siRNA-
Oligofectamin-Gemischs auf die Zellen pipettiert und fir 48 Stunden bei 37°C und 5 %
CO: inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir das weitere Vorgehen entsprechend

geerntet.

2.2.1.7 Transfektion von primaren Neuronen

Primére Neuronen sind durch ihre Eigenschaft, sich nicht zu teilen, schwieriger zu
transfizieren. Daher wurde hierfur ein bereits etablierter Ansatz mit Hilfe von Accell
siRNAs verfolgt. Der Mechanismus der Reaktion dieser speziellen siRNAs ist nicht
bekannt, es konnte sich jedoch hierbei um Oligonukleotide handeln, die mit Lipiden

angereichert sind. Zur Transfektion wird kein zusatzliches Transfektionsreagenz benétigt.

Fur die Transfektion wurde ein Pool aus vier sSiRNAs (1 uM) gegen cFos auf die Zellen
pipettiert. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen zuséatzlich mit
Temsirolimus behandelt. Weitere 24 Stunden spater wurden die Zellen geerntet und fur
eine Proteinisolation weiterverarbeitet.

2.2.2 Isolierung der Proteine aus Zellen

Um die zu untersuchenden Proteine analysieren zu konnen, wurden die priméren
Neuronen und Zelllinien geerntet. Im Vorfeld wurde ein Aliquot des Protein-Lysis-
Puffers Magic-Mix aufgetaut und mit 1 % Mercaptoethanol versetzt (siehe Tabelle 12).
Fur die Proteinisolation wurde das Medium der wells entfernt, die wells mit 2 ml DPBS
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gewaschen und mit 1 ml frischem DPBS uberschichtet. Mittels Zellschaber wurden die
Zellen vom Boden geldst. Anschlielend wurde die Zellsuspension in ein Falcon tberfihrt
und bei 200 x g fir zwei Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in 50 — 100 pl Magic Mix, je nach GroRe des Pellets, aufgenommen. Mit einer
abgeschnittenen Pipettenspitze wurde die viskose Suspension auf eine QlAshredder-
Sdule Ubertragen, bei 11.000 rpm fiir zwei Minuten zentrifugiert und der Durchfluss auf
ein neues Reaktionsgefal tbertragen und bis zur Analyse via Western Blot bei -20 °C

gelagert.

Tabelle 12: Zusammensetzung des Protein-Lyse-Puffers ,,Magic Mix*.

Puffer Zusammensetzung

48 % Harnstoff

14 mM Tris pH 7,5

8,7 % Glycerin

Magic Mix
1% SDS

1 Protease Inhibitor Cocktail Tablette

in dH20

2.2.3 Isolierung der Proteine aus Gewebe

Nach Totung des Muttertiers durch cervikaler Dislokation, wurden die Cortexe der
Embryonen analog zum Vorgehen der Isolation der Neuronen (beschrieben unter
2.2.1.4.3) isoliert. Die Cortexe wurden in Magic Mix inklusive 1 % Mercaptoethanol
uberfuhrt und mit Hilfe eines Homogenisators zerkleinert. Im Folgenden wurde das
Gemisch fir 2 Stunden bei 8 °C geschiittelt. Anschliel’end wurde das Gemisch auf eine
QIlAshredder-Saule Gberfuhrt und bei 11.000 rpm flr 2 Minuten zentrifugiert. Das Lysat

wurde in ein frisches Reaktionsgefal uberfiihrt und bei -20°C gelagert.

2.2.4 TIsolierung der Gesamt-RNA aus Zellen

Fur die Isolation der RNA wurde das High Pure RNA Isolation Kit der Firma Roche
verwendet. Das geerntete Zellpellet wurde in 200 pul DPBS resuspendiert, mit 400 pl
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Lysis-/Binding Puffer versetzt und anschlieRend grindlich fur 15 Sekunden gevortext.
Fur die RNA-Gewinnung nutzt man die spezifischen Bindeeigenschaften einer
Glasfasermembran und die Mikroséulenzentrifugation. Zunéchst wurde das Lysat (600
ul) auf die Membran der Sdule des High Pure Filter Rohrchens pipettiert und fiir 15
Sekunden bei 13000 rpm zentrifugiert. Die abzentrifugierte Fllissigkeit wurde verworfen.
Um Reste kontaminierender DNA abzubauen, erfolgte anschliefend der DNase-Verdau
durch Zugabe von 100 pl DNase I (Roche), hergestellt aus 10 pul DNase Stocklésung und
90 ul DNase | Incubation Puffer fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach dem Verdau
wurde dieser mit 500 pul Wash Buffer 1 gestoppt und anschlieBend fiir 15 Sekunden bei
13000 rpm zentrifugiert. Die abzentrifugierte Flissigkeit wurde verworfen. Um die RNA
von anderen Begleitsubstanzen und zelluldren Bestandteilen zu befreien, wurden 500 pl
Wash Buffer Il hinzugefligt und wiederum fiir 15 Sekunden bei 13000 rpm zentrifugiert.
Danach wurden noch einmal 200 ul Wash Buffer II zugegeben und diesmal fiir 2 Minuten
bei 13000 rpm zentrifugiert. Beide Male kann die Fliissigkeit im ,,Collection Tube*
anschlieBend verworfen werden. Zuletzt folgte das Eluieren der RNA mit 50-100 ul
RNase-freiem Wasser durch Zentrifugation fur 1 Minute bei 13000 rpm. Die so
gewonnene RNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.2.5 Isolierung der Gesamt-RNA aus Gewebe

Nach Totung des Muttertiers durch cervikaler Dislokation, wurden die Cortexe der
Embryonen analog zum Vorgehen der Isolation der Neuronen (beschrieben unter
2.2.1.4.3) isoliert. Die Cortexe wurden Gber Nacht in 100 pl RNAlater bei -80°C gelagert.
Zur Isolierung der RNA wurde zundchst 100 pl Trizol auf das Gewebe pipettiert und
anschlieBend mit einem Homogenisator zerkleinert. Im Anschluss wurden weitere 900 pl
Trizol auf das Gewebe Uberfuhrt. Nach Herstellung einer homogenen Suspension mit
Hilfe eines Vortexers wurde das Gewebegemisch fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend wurden 200 ul Chloroform auf das Gemisch pipettiert, fur etwa
10 Sekunden geschdittelt und fur weitere 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf
folgte eine Zentrifugation bei 12.000 g fur 15 Minuten bei 4 °C. Die obere, klare Phase
wurde in ein vorbereitetes Reaktionsgefal? mit 500 pl kaltem Isopropanol Gberfuhrt. Nach
einer 10-mindtigen Inkubation wurde das Geféal3 bei 12.000 g fiir 10 Minuten bei 4 °C
zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen, das Pellet mit 70 % kaltem
Ethanol gewaschen und erneut bei 12.000 g fiir 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Nach

einer weiteren Waschung mit 70 % kaltem Ethanol wurde das Pellet bei Luft getrocknet
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und im Anschluss mit 50 pl RNA Elutionspuffer (High Pure RNA Isolation Kit, Roche)
resuspendiert. Die Proben wurden anschlieBend entweder sofort verwendet oder bis zur

Verwendung bei -80°C gelagert.

2.2.6 Konzentrationsbestimmung von Proteinen und RNA

Die Reinheit, Menge und Integritat der Protein- und RNA-Proben wurden mittels
NanoDrop One-Spektrophotometer gemessen. AnschlieRend wurden die Proben bis zur

weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.2.7 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um die gewiinschten Proteine zu untersuchen wurden die Proteinlysate mittels SDS-Page
aufgetrennt und nach anschlieBender Western Blot-Analyse quantifiziert. Zur
elektrophoretischen Auftrennung der Proteinproben wurden ausschlielich SDS-Gele
nach der Methode von Laemmli (Laemmli, 1970) verwendet. Hierfur wurde ein 10 %iges
Trenngel entsprechend der Tabelle 14 vorbereitet und in die Elektrophorese-Apparatur
tiberfuhrt. Durch die Uberschichtung des Trenngels mit Isopropanol, wurde eine korrekte
Polymerisation des Gels gewdhrleistet. Nach Aushérten des Trenngels wurde das
Isopropanol entfernt und das vorbereitete Sammelgel auf das Trenngel pipettiert.
Daraufhin wurde ein Kamm in das Sammelgel eingefuhrt. Zur elektrophoretischen
Separation wurden 20-30 g der Proteinproben (maximal 25 pl) mit 5 pul Laemmli sample
Puffer (siehe Tabelle 13) gemischt und fir 5 Minuten bei 95 °C gekocht. Nach dem
Aushérten des Sammelgels und der Entfernung des Kamms wurden die Proteinproben in
die Taschen aufgetragen. Zur Bestimmung der GroRe der aufgetrennten Proteine wurde
ein GrolRenmarker (PageRuler Prestained Protein Ladder; siehe Abb. 7 B) verwendet. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 200 V fur etwa 45 Minuten.

Tabelle 13: Zusammensetzungen der eingesetzten Puffer bei der SDS-Page.

Puffer Zusammensetzung

Laemmli sample Puffer 2 X Magic Mix

0,004 % Bromphenolblau

10 % APS 1 g Ammonium persulfate

10 ml dH20
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Reservoir Puffer

6 g Trishase

28,8 g Glycerin

2 Liter dH20

29 SDS
10 % SDS 10 g SDS

90 ml dH20
0,5M Tris pH 6,8 30,275 g Trisbase

konzentriertes HCI zum pH einstellen

Gesamtvolumen auf 500 ml mit dH,O

1,5M Tris pH 8,8

90,825 g Trisbase
konzentriertes HCI zum pH einstellen

Gesamtvolumen auf 500 ml mit dH,O

Tabelle 14: Zusammensetzung der verwendeten Gele bei der SDS-Page.

10% Trenngel [uL] 5% Sammelgel [uL]

dH20 1900 1650
1.5 M Tris (pH 8.8) 1300

0,5 M Tris (pH 6.8) 500
30% Acrylamide 1700 330
10% SDS 50 20
10% APS 50 20
TEMED 2 2

2.2.8 Western Blot

Nach erfolgreicher Auftrennung der Proteine wurden die Gele auf eine

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran Ubertragen. Hierfiir wurden die kommerziellen
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TransBlot Turbo Transfer Packs (Bio-Rad) verwendet. Entsprechend Abbildung 7A
wurde die Western Blot Kammer aufgebaut und die Proteine je nach Grofie fur 5-15
Minuten bei 25 V und 2,5 A transferiert (Trans-Blot® Turbo™ Transfer System).

Tabelle 15: Zusammensetzung der verwendeten Puffer beim Western Blot.

Puffer Zusammensetzung

PBS-T 1 ml Tween
2 PBS-Tabletten

Auf 1 Liter dH.0

Blocking Reagenz (Milch) 2,5 g Milchpulver

Auf 50 ml PBS-T

Blocking Reagenz (BSA) 1gBSA

Auf 50 ml PBS-T

kDa

Top (<) cassette
P -~180
A electrode (cathode) B
=} 30 =
Top ion reservoir stack —~100 -
-
Gel
| l | - =55 - -
Blotting membrane - =40 —{ S—
=35 - -
Bottom ion reservor stack 25 -
Bottom (+) cassette 3 — =15~ —
electrode (anode)
Gel Blot

Abbildung 7: Aufbau der Western-Blot-Kammer und der verwendete Langenstandard. A) Aufbau
der Western-Blot-Kammer zur Ubertragung der Proteine des SDS-Gels auf die PVDF-Membran.
B) Verwendeter Lingenstandard PageRule™ Prestained Protein Ladder™. Quellen: http://www.bio-
rad.com/ ; www.thermofisher.com

Nach dem Blotten wurde die Membran in 50 ml Falcons utberfiihrt. Die folgenden
Inkubations- und Waschschritte wurden stets auf einem Rollenmischer vollzogen. Die
unspezifischen Proteinbindungsstellen auf der Membran wurden mittels 15 ml Blocking
Reagenz fir 30-60 Minuten blockiert (siehe Tabelle 15). AnschlieRend wurden 12 ml des
Blocking Reagenzes entfernt und die Membran mit den zugehorigen priméren
Antikdrpern tber Nacht bei 4 °C inkubiert (siehe Tabelle 10). Nach drei finfminutigen


http://www.bio-rad.com/
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Waschschritten mit 15 ml PBS-T wurde der sekundédre Antikorper in 3 ml Blocking
Reagenz zusammen mit den Membranen bei Raumtemperatur inkubiert (siehe Tabelle
15). Nach drei weiteren Waschschritten wurden die Proteine mittels einer
Elektrochemilumineszenzreaktion (Western Lightning® Plus ECL Kit, Perkin Elmer)
und dem ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad) visualisiert. Die Quantifizierung
der Banden wurde mit Hilfe der beiden Softwares ImageJ und Microsoft Excel vollzogen.
Hierbei wurden die Werte (ber eine Division durch die korrespondierenden GAPDH-

Werte normalisiert.

2.2.9 Reverse Transkription der mRNA

Die reverse Transkription beschreibt die Umkehrung der Transkription, das heil3t die
Ubersetzung der Sequenzabfolge einer RNA in eine komplementare DNA (cDNA).
Katalysiert wird diese Reaktion durch das Enzym reverse Transkriptase. Hierflr wurde
die gewtinschte Menge Gesamt-RNA (500 — 1000 ng) in ein Reaktionsgefal tberfuhrt
und zusammen mit dem PrimeScript™ RT Master Mix und Wasser auf die Gesamtmenge
von 10 pl pro Reaktion aufgefillt. Als Primer dienten dabei Oligo-dT-Nukleotide und
random Hexamer-Oligonukleotide. Unter den folgenden Bedingungen wurde die cDNA-

Synthese gestartet (siehe Tabelle 16).

Tabelle 16: Bedingungen der cDNA-Synthese der Gesamt-RNA.

Step Temperatur Zeit

Hold 37°C 15 Minuten Reverse
Transkription

Hold 85°C 5 Sekunden Hitzeinaktivierung

Hold 4°C 0 Lagerung

2.2.10 Quantifizierung der cDNA mittels quantitativer PCR (qPCR)

Fir die Quantifizierung der unterschiedlichen cDNA-Level wurden diese Uber eine g°PCR
analysiert. Die Methode der quantitativen Real-time PCR beruht auf dem herkémmlichen
Prinzip der PCR, welche jedoch wéhrend eines PCR-Zyklus mittels

Fluoreszenzmessungen die Quantifizierung der gewonnenen DNA ermdglicht. Hierbei
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nimmt die Fluoreszenz proportional zur Menge der PCR-Produkte zu. Zur
Quantifizierung der PCR-Produkte wurde der DNA-Farbstoff SYBR Green (SYBR
Premix Ex Taqg, Takara) verwendet. Dieser Farbstoff interkaliert in doppelstrangige
DNA, wodurch diese fluoresziert und dadurch nachweisbar ist. Zur Bestimmung der
urspringlichen DNA-Konzentration wurde der CT-Wert (Cycle Treshold) genutzt, der
den erstmaligen signifikanten Fluoreszenzanstieg im Vergleich zum Hintergrund
beschreibt. Jede Probe wurde in einem dreifachen Ansatz (Triplikate) amplifiziert und die
ermittelten CT-Werte Uber einen Mittelwert zusammengefasst. Eine relative
Quantifizierung erfolgte durch Normierung der Expressionslevel der verschiedenen
Zielgene zum Haushaltsgen GAPDH.

Fur die gPCR wurden die cDNA-Samples zundchst auf 5 ng/ul verdinnt. AnschlieRend
wurde ein Mastermix bestehend aus 0,4 ul Primer (10 uM), 5 ul SYBR® Premix Ex
Taq™ Il und 2,6 pul dH20 (Angaben pro well einer 96-well-Platte) angefertigt. Nun wurde
2 Ml der verdiinnten cDNA in drei technischen Replikaten in die wells vorgelegt und
anschlieBend 8 pl des Mastermixes hinzugegeben. Nach Versiegelung der Platte mit einer
Folie (Absolute gPCR Plate Seal) und Zentrifugation, wurde die Platte in das
StepOnePlus™ Real-Time PCR System Uberfuhrt und die qRT-PCR mit folgenden
Parametern gestartet (siehe Tabelle 17).

Tabelle 17: Bedingungen der gRT-PCR.

Step Temperatur Zeit
Hold 95°C 30 sec DNA-Denaturierung
94 °C 15 sec DNA-Denaturierung
CYCLE (40 cycles) 60 °C 30 sec Primerannealing
72 °C 30 sec Elongation
CYCLE (-0,5°C 60 °C 15 sec
) Schmelzkurve
nach jedem Cycle) 95,5 °C 15 sec
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2.2.11 Chromatin-Immunprizipitation (ChIP)-qPCR

Bei der Chromatin-Immunprézipitation (ChlIP) handelt es sich um eine Technik zur
Untersuchung von Protein-DNA Interaktionen, um eine mdgliche transkriptionelle
Regulation zu untersuchen. DMSO oder Temsirolimus behandelte Neuronen wurden
pelletiert, in kaltem PBS resuspendiert und anschliefend in 1 % Formaldehyd (gelost in
DPBS) fur 10 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Die fixierten Zellen wurden in 140
mM RIPA-Puffer (siehe Tabelle 18) resuspendiert und fiir 20 Zyklen auf einem Bioruptor
Pico (Diagenode) mit Ultraschall behandelt. Nach der Beschallung wurden die Proben
bei 14.000 g fir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Hierbei wurde das Input-Material
separat gesammelt und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt. Die Extrakte
wurden Uber Nacht mit 1 pg NF-YA respektive 1gG-Antikdrper (beide Santa Cruz) bei
4°C auf einem Uberkopfmischer inkubiert. Im Anschluss wurden 20 pl von blockierten
Protein A und G Dynabeads (Diagenode) zu den Proben pipettiert und fir weitere drei
Stunden inkubiert. Die Beads wurden mit Hilfe eines Magnetracks von den Proben
getrennt und nach folgendem Schema gewaschen: Einmalig mit 140 mM RIPA-Puffer,
vier Mal mit 250 mM RIPA-Puffer und zwei Mal mit TE-Puffer (siehe Tabelle 18).
AnschlieBend wurden die Proben mit RNAse (New England Biolabs) behandelt und nach
Zugabe von Proteinase K fur 12 Stunden bei 37° C inkubiert. Nach dieser Behandlung
wurde mit Hilfe der Phenol-Chloroform-Methode die DNA extrahiert. Nach der
Prézipitation und Pelletierung wurde die DNA in 20 pl TE Puffer geldst. Die Proben
wurden mittels qRT-PCR gemessen, wobei das fluoreszierende Signal der amplifizierten

DNA zum Input der jeweiligen Probe normalisiert wurde.

Tabelle 18: Zusammensetzungen der eingesetzten Puffer bei der Chromatin-lmmunpréazipitation.

Puffer Zusammensetzung
RIPA-Puffer (140 mM) 10 mM Tris-Cl, pH 8
140 mM NaCl

0,1 mM EDTA, pH 8
1 9% Triton X-100

0,1 % SDS
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RIPA-Puffer (250 mM) 10 mM Tris-Cl, pH 8
250 mM NaCl

0,1 mM EDTA, pH 8
1 % Triton X-100

0,1% SDS

TE Puffer 10 mM Tric-Cl, pH 8

0,1 mM EDTA, pH 8

2.2.12 RNA-Sequenzierung (RNA-Seq)

Um einen Effekt von mTOR auf die Transkription der priméren Neuronen zu tberpriifen,
wurde das Transkriptom der Zellen nach einer Behandlung mit DMSO und Temsirolimus

flr 5 respektive 24 Stunden untersucht.

2.2.12.1  Library

Nach dem Ernten der Zellen wurde die Reinheit, Menge und Integritdt der RNA mittels
Bioanalyzer (berprift und die RNA flr eine Library vorbereitet. Fur die Library wurde
das QuantSeq 3 mRNA-Seq REV Kit von Lexogen verwendet. Mit Hilfe der
Konzentrationsbestimmung wurden 500 ng RNA fir die Library verwendet. Unter
Zugabe von dH>O wurde das Volumen der RNA auf 5 pl gebracht und anschlieBend mit
5 ul First Strand cDNA Synthesis Mix 1 vermischt. Nach Denaturierung bei 85°C fir 3
Minuten wurde bei einer Temperatur von 42°C ein Mix aus First Strand cDNA Synthesis
Mix 2 und Enzyme Mix auf die Proben pipettiert und fur 15 Minuten bei 42°C inkubiert.
Die nun entstandene cDNA wurde von restlicher RNA mittels RNA Removal Solution
unter Inkubation fiir 10 Minuten bei 95°C befreit. Flr die Synthese des zweiten Strangs
wurden 10 pl des Second Strand Synthesis Mix 1 zu den Proben pipettiert und fur 1
Minute bei 98°C inkubiert. Nach schrittweiser Abkiihlung von 0,5° C pro Sekunde auf
25 °C wurde der Ansatz fir weitere 30 Minuten bei 25°C inkubiert. Nach Zugabe einer
Mischung aus Second Strand Synthesis Mix 2 und Enzym Mix 2 pro Reaktion wurde der
Ansatz erneut flr 15 Minuten bei 25°C inkubiert. Daraufhin wurden die Proben mittels
Beads aufgereinigt. Nach Zugabe von 16 pl Purification Beads und anschlieBender 5-
minitiger Inkubation wurden die Proben auf ein Magnetrack gestellt. Der klare Uberstand

wurde abgenommen und verworfen. AnschlieBend wurden 40 pl Elution Buffer auf die
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Proben gegeben und gemischt. Nach 2-minttiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden
56 pl Purification Solution auf die Proben pipettiert und flr weitere 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand erneut mittels
Magnetrack entfernt. Daraufhin wurden die Beads zwei Mal mit 80 % Ethanol
gewaschen. Im Anschluss wurden 22 pl Elution Buffer auf die Proben pipettiert, inkubiert
und mittels Magnetrack von den Beads separiert. Der aufgereinigte Uberstand inklusive

cDNA wurde anschlieBend in ein neues Reaktionsgefal3 tiberfihrt.

Als Néchstes wurden die bendtigten Zyklen fiir die darauffolgende PCR anhand einer
gPCR bestimmt. Hierflir wurden 1,7 pl der jeweiligen cDNA mit 7 pul PCR Mix, 5 pl P7
Primer, 1 pl Enzyme Mix (PCR Add-On Kit fir llumina) 13,8 pl H.O und 1,5 pl SYBR
Green (Takara) auf eine 96-well Platte pipettiert.

Tabelle 19: Thermocycler-Programm fiur gRT-PCR (RNA-Sequenzierung).

Step Temperatur Zeit
Hold 98 °C 30 sec DNA-Denaturierung
98 °C 10 sec DNA-Denaturierung
CYCLE (45 cycles) 65 °C 20 sec Primerannealing
72 °C 30 sec Elongation
Hold 72 °C 1 min Elongation
Hold 10 °C For ever Storage

Fur die Index-PCR wurde zunachst ein Mastermix aus 7 pl PCR-Mix und 1 pl Enzyme
Mix 3 vorbereitet. Anschlieend wurden 8 pl des Mastermixes zu der eluierten Library
gegeben. Daraufhin wurden 5 pl eines i7 Index-Primer aus einer mitgelieferten,
versiegelten 96-well Platte zu der Probe hinzugefugt. Nach Mischen und
Abzentrifugieren der Proben wurde die PCR mit den in Tabelle 19 beschriebenen

Konditionen gestartet.

AbschlieBend wurde die finale Library nochmals mit Beads aufgereinigt. Nach Zugabe
von 30 pl Beads und anschlieRender 5-mindtiger Inkubation wurden die Beads mittels
Magnetrack von der Probe separiert und der Uberstand verworfen. AnschlieRend wurden

30 pl Elution Buffer und 30 pl Purification Solution zu den Proben pipettiert. Nach
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Inkubationsschritten wurde der Uberstand erneut von den Beads entfernt. Im Anschluss
wurden die Proben zweimalig mit 80 % Ethanol gewaschen und daraufhin luftgetrocknet.
AbschlieBend wurden 20 ul Elution Buffer auf die Proben gegeben, fir 5 Minuten
inkubiert und der Uberstand nach Trennung von den Beads in ein neues ReaktionsgefaR

uberflhrt. Die finale Library wurde anschliel3end mittels Bioanalyzer quantifiziert.

2.2.12.2  Sequenzierung

Im Folgenden wurden die Proben fir die Sequenzierung vorbereitet. Zunachst wurde ein
Pool aller Proben angefertigt, sodass jede Probe in einem definierten VVolumen eine
Konzentration von 2 nM aufwies. Fir die weitere VVorgehensweisen beziehungsweise die
Denaturierung der Library wurde 0,2 N NaOH hergestellt, welche im Verhéltnis von 1:1
mit der Library vermischt wurde. Nach einer 5-minttigen Inkubationszeit wurden 10 pl
Tris-HCI (200 mM; pH 7) hinzugefligt. Mittels HT1-Puffer wurde die denaturierte
Library nun auf 20 pM verdlnnt. Flr die verwendete Library wird eine Konzentration
von 2,5 pM empfohlen, die mittels HT1-Puffer abermals verdinnt wurde. Der
mitgelieferte Custom Primer von Lexogen wurde ebenfalls mittels HT1-Puffer auf eine
Konzentration von 0,3 UM bei einem VVolumen von 2 ml verdiinnt. Anschlie3end wurden
Library und Primer auf die High Output Reagent Cartridge v2 (75 cycles; Illumina)
geladen. Nach Vorbereitung der Flow Cell (Illumina) wurde der Sequenzier-Lauf auf

einem NextSeq 550-Gerat (Illumina) gestartet.

2.2.13 Assay for Transposase-Accessible Chromatin-Sequencing
(ATAC-Seq)

Mit Hilfe des ATAC-Seq kann man genomweite Anderungen in der Zugénglichkeit von
Chromatin tberprifen. Hierfir wurden primare Neuronen mit DMSO oder Temsirolimus
fur 5 Stunden behandelt, geerntet, 50.000 Zellen pelletiert, in kaltem Lyse-Puffer (siehe
Tabelle 20) resuspendiert und im Anschluss bei 750 g fir 30 Minuten bei 4°C
zentrifugiert. Direkt nach der Zellpréparation wurde das Pellet mit dem Transposase
Reaktionsmix (siehe Tabelle 20) resuspendiert. Die Reaktion erfolgte fur 30 Minuten bei
37°C. Nach der Transposition wurden die Proben mit Hilfe des MinElute PCR
Purification Kits (Qiagen) aufgereinigt. Im Anschluss wurde die Library mit Hilfe des 1x
NEBnext PCR Master Mix und dem Custom Nextera PCR Primer 1 und 2 (1,25 pM) mit
Hilfe der in Tabelle 21 beschriebenen PCR-Konditionen amplifiziert. Nach der PCR
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wurden die Proben erneut mittels MinElute PCR Purification Kit aufgereinigt. Um

Primerdimere zu entfernen wurden die Proben mit Hilfe der AMPure Beads XP

(Beckman Coulter) mit einem Verhaltnis von 0,9:1 von Beads zu Proben weiter gereinigt.

Die Proben wurden im Anschluss mit Hilfe des Bioanalyzers (Agilent Technologies)

analysiert und mittels HiSeq 2500 (Illumina) sequenziert.

Tabelle 20: Zusammensetzungen der eingesetzten Puffer bei der ATAC-Sequenzierung.

Puffer

Zusammensetzung

Lyse-Puffer

10 mM Tris-HCI, pH 7,4

10 mM NacCl

3 mM MgCl»

0,1 % IGEPAL CA-630

Transposase Reaktionsmix

25 pl TD-Puffer

2,5 ul Transposase

22,5 pl Nucleasefreies Wasser

Tabelle 21: Thermocycler-Programm fiir PCR (ATAC-Sequenzierung).

Step Temperatur Zeit
Hold 72 °C 5 min
Hold 98 °C 30 sec DNA-Denaturierung
CYCLE (12 cycles) 98 °C 10 sec DNA-Denaturierung
63 °C 30 sec Primerannealing
72 °C 1 min Elongation
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2.2.14 Cholesterol Assay

Zur Uberpriifung eines potenziell veranderten Cholesteringehalts der Neuronenkultur
wurde mit Hilfe des Amplex™ Red Cholesterol Assays die Cholesterinmenge untersucht.
Hierfur wurden die primaren Neuronen mit DMSO, Temsirolimus (je 48 Stunden) oder
Cyclodextrin (eine Stunde) behandelt. Cyclodextrin dient als Positiv-Kontrolle, da es
Cholesterol aus Zellmembranen extrahieren und damit reduzieren kann. Im Anschluss
wurden die Zellen mittels Zellschaber geerntet und das Pellet mit 500 pl DPBS
resuspendiert. Fir den Assay wurde zunachst aus den Reagenzien des Kits eine 10 uM
H20.-L6sung hergestellt, was als Positivkontrolle diente. Im Anschluss wurden pro
Sample 20 pl der Zellsuspension mit 30 pl 1 x Reaction Buffer vermischt. Neben der
Positivkontrolle wurden in Duplikaten die unterschiedlichen Zellsuspensionen in eine 96-
well Platte pipettiert. Anschliefend wurde die Amplex Working-Losung hergestellt.
Hierfir wurden 1,61 ml Reaction Buffer, 25 ul Amplex Red Solution, 16,6 pl HRP
Solution, 16,6 pl Cholesterol Oxidase und 1,66 pl Cholesterol Esterase gemischt. Hiervon
wurden 50 pl zu den bereits geladenen wells pipettiert. Im Anschluss wurden die 96-well
Platte bei 37°C fur 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Daraufhin wurde der
Cholesteringehalt der unterschiedlichen Proben mittels des Multi-mode Microplate
Reader FLUOstar Optima (BMG Labtech) wunter der Verwendung der

Anregungswellenldnge von 560 nm und einer Emissionsdetektion von 590 nm gemessen.

2.2.15 Luciferase Assay

Um eine potenzielle posttranskriptionelle Regulation von N-Cadherin durch mTOR zu
untersuchen wurde ein dualer Luciferase-Assay durchgefuhrt. Hierdurch lassen sich zwei
verschiedene Reporterenzyme innerhalb einer Probe simultan bestimmen. Als
Reportergene dienten die Firefly und Renilla Luciferasen. Diese Luciferasen kénnen
Reaktionen katalysieren, wodurch biolumineszierende Effekte entstehen. Die Firefly-
Aktivitat bezieht sich auf den Effekt der tatsachlichen experimentellen Bedingungen,
wahrend Renilla als Kontroll-Reporter dient. Bei Firefly kommt es bei einer von ATP und
Magnesium abhéngigen Reaktion zur Entstehung von Luciferin, welches in Gegenwart
von Sauerstoff zu Oxyluciferin oxidiert. Das angeregte Oxyluciferin kehrt dann unter
Freisetzung von Licht in den Grundzustand zuriick. Eine schematische Darstellung dieser

Reaktion ist in Abbildung 8 zu sehen.
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Abbildung 8: Biolumineszenzreaktionen, die durch die Firefly- und die Renilla-Luciferase katalysiert
werden.

Zur Untersuchung einer posttranskriptionellen Regulation von Ncad wurden vier
verschiedene Konstrukte verwendet (siehe Tabelle 7). Fir den Versuch wurden primére
Neuronen in einer 24-well-Platte fir sechs Tage kultiviert, mit DMSO respektive
Temsirolimus behandelt und anschlieRend mit den verschiedenen Konstrukten und dem
Renilla-Plasmid (pRL) kotransfiziert. Als Tranfektionsreagenz diente Lipofectamin
2000. Bei dieser Methode wird ein Vektor durch Einschluss von Liposomen in die zu
transfizierenden Zellen eingeschleust. Fur die Transfektion wurden zum einen pro well
25 ul OptiMEM und 2,5 pl Lipofectamin (Mix 1) und zum anderen 25 pl OptiMEM, 100
ng pRL und 200 ng des jeweiligen Konstrukts (Mix 2) gemischt. Das Experiment erfolgte
stets in Triplikaten. AnschlieRend wurden die verschiedenen Ansatze vermischt und fur
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurde der jeweilige Ansatz auf die

Neuronen Ubertragen.

24 Stunden nach der Transfektion wurden die transfizierten Neuronen geerntet und
gemessen. Zur Messung von Firefly wurde ein etablierter hauseigener Puffer verwendet
(siehe Tabelle 22). Fur Renilla wurde das kommerzielle erworbene Produkt Renilla

Luciferase Assay System (Promega) verwendet.

Die Neuronen wurden von dem Kulturmedium befreit und anschlieBend mit DPBS
gewaschen. Anschliefend wurden 100 pl Luciferase Assay Lyse Puffer (im Kit enthalten)
auf die Neuronen pipettiert und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur unter Schitteln

inkubiert.

Fur die Messung der Luciferaseaktivitit wurden 20 pl der jeweiligen transfizierten Zellen

zum einen fur die Firefly und zum anderen fur die Renilla-Messung in eine neue Platte
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pipettiert. Uber das Luminometer (Centro LB 960 Luminometer, Berthold Technologies)

wurden die jeweiligen Puffer zu den Proben gegeben und anschlieBend die

Luciferaseaktivitat gemessen.

Tabelle 22: Zusammensetzungen der eingesetzten Bestandteile beim Luciferase-Assay.

Luciferase Assay

Bestandteile

TRIS-P 100 mM

0,619 TRIS
50 ml ddH0

pH=7,8

Magnesiumsulfat 100 mM

0,6 g MgSOa4

50 ml ddH20

ATP2mM

19 ATP 100 mM
18,15 ml ddH.0O

pH=75

Luciferin

10 mg Luciferin

33 ml ddH20

Firefly Luciferase Enzym Mix

25 mM TRIS-P
10 mM MgSOq4
2 mM ATP

50 uM Luciferin

Auf 50 ml ddH20 auffillen

2.2.16 3’ Rapid amplification of cDNA-ends (3’RACE)

Um die Expression der unterschiedlich langen 3’UTRs von Ncad nach einer Inhibition

von mTOR zu bestimmen, wurde das 3’RACE angewendet. Im Genauen wurde hier

uberpruft welches Poly-A-Signal fir die Expression von Ncad verwendet wird und ob

sich dies durch eine Inhibition von mTOR verdndert (schematische Darstellung siehe

Abb. 9).
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Bei dieser Methode wird mittels eines oligodT-Primers inklusive angehdngtem Anker ein
cDNA-Produkt synthetisiert, welches sich durch einen genspezifischen 5’Primer und
einen 3’Ankerprimer vervielfiltigen ldasst. Um zu iberpriifen, ob es sich bei den
amplifizierten Abschnitten um den 3’UTR von Ncad handelt, wurde das PCR-Produkt in
den pGEM-T Easy Vektor ligiert und anschlieBend transformiert. Nach anschlie3ender

Kolonie-PCR und Mini-Prep wurden die verschiedenen Proben sequenziert.

——
| — == AAA
[ —;

" B CDS

UTR

Abbildung 9: Alternative Polyadenylierungsstellen (pA = polyadenylation sites) eines Gens.
Es wird ein hypothetisches Gen gezeigt, bei dem sich zwei Polyadenylierungsstellen im 3’Exon befinden.
Die graue Linie beschreibt die genomische DNA, wéhrend die blauen Linien zwei unterschiedliche mRNAs
zeigen. Die Codierungssequenz (CDS) und die nicht translatierte 3° Region (3’UTR) sind als dicke bzw.
dunne blaue Linien dargestellt. AAA\ zeigt den PolyA-Schwanz an (verdandert nach Tian & Manley, 2013).

Primédre Neuronen wurden wie bereits beschrieben mit DMSO oder Temsirolimus
behandelt und nach 24 Stunden geerntet. Nach Isolation der RNA wurde mit Hilfe eines
Poly(A) Tailing Kits (New England Biolabs) eventuell verkiirzt vorliegende 3°’UTRs vor
vorzeitigem Abbau durch Exonukleasen geschiitzt. Hierbei wurden 15 pl der isolierten
RNA, 2 pl des 10X E.coli Poly(A) Polymerase Reaction Puffer, 2 pul ATP (10 mM) und
1 pl E. coli Poly(A) Polymerase gemischt, fur 30 Minuten bei 37° C inkubiert und die
Reaktion anschlielend durch Zugabe von 0,8 pl EDTA (0,25 M) gestoppt. Daraufhin
wurde die behandelte RNA mit einem speziellen OligodT Primers inklusive einer Ankers
Sequenz (siehe Tabelle 6) mit Hilfe des RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kits
(Thermo Scientific) in eine cONA umgewandelt. Hierfir wurden 1000 ng RNA mit 20
pmol des OligodT-Ankerprimers vermischt und mit Nuklease-freiem Wasser auf 12 pl
aufgefullt. Anschliefend wurden 4 pl Reaction Buffer (5 x), 1 ul RiboLock RNase
Inhibitor, 2 ul NTP Mix (10 mM) und 1 pl RevertAid M-MuLV Reverse Transkriptase
(200 U/uL) hinzugegeben. Der Ansatz wurde fiir 60 Minuten bei 42°C in einem PCR-
Cycler inkubiert und anschlieBend fiir 5 Minuten bei 70°C gestoppt. Im Anschluss
wurden die unterschiedlichen Fragmente mit Hilfe einer PCR amplifiziert. Hierfur
wurden pro Reaktion 18,5 pl H20, 2,5 pl 10X Advantage 2 PCR Buffer, 0,5 ul dNTP (10
mM), 1 pl Ncad spezifischen forward Primer (Ncad-3RACE Sequenz Tabelle 2.8), 1 pl



2 Material und Methoden 76

Anker reverse Primer (siehe Tabelle 6), 1 ul cDNA und 0,5 pl 50 x Advantage 2
Polymerase Mix gemischt und schlieBlich im PCR-Cycler amplifiziert (siehe Tabelle 23).
Anhand eines Agarosegels wurde die Intensitat und GréRe der Banden tberpraft. Um zu
iiberpriifen, ob es sich bei den Banden des Agarosegels um Produkte des 3’UTRs von
Ncad handelt, wurden im Folgenden die Produkte der PCR in den pGEM-T Easy Vektor
(Promega) ligiert. Pro Ansatz wurden 5 pul 2 x Rapid Ligation Buffer, 3 ul PCR Produkt,
1 ul pGEM-T Easy Vector (50 ng) und 1 pul T4 DNA-Ligase vermischt und tber Nacht
bei 16° C inkubiert. Im Anschluss wurden die Ligations-Produkte transformiert. Hierfur
wurden kompetente E. coli Bakterien auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 5 pl
Ligationsansatz wurden die Rohrchen vorsichtig geschwenkt und fir 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Nach einem 90-sekiindigen Hitzeschock wurden die Réhrchen erneut fir zwei
Minuten auf Eis gelagert. AnschlieBend wurden 200 pl vorgewarmtes LB-Medium
(Tabelle 24) zu den Proben hinzugefiigt und fur 30 Minuten bei 37°C unter Schiitteln
(225 rpm) inkubiert. Daraufhin wurden die Ansétze mittels Impfose auf vorgewarmten
Agarplatten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37° C inkubiert. Anschliefend wurde
mittels Kolonie-PCR eine Auswahl an Proben zur Sequenzierung bereitgestellt. Hierflr
wurden gewachsene Kolonien mit einer Pipettenspitze aufgenommen, in ein vorbereitetes
PCR-Tube getaucht und anschlieBend in ein Réhrchen mit 3 ml LB-Medium inklusive
Ampicillin Oberfihrt. Der PCR-Ansatz beinhaltet 17,5 ul H20, 2,5 pl Reaktionspuffer,
1,5 pul MgClz (25 mM), 1 pl dNTP, 1 pl forward M13 Primer, 1 pl reverse M13 Primer
(Primerliste siehe 2.6) und 0,5 pl Tag-DNA-Polymerase (Axon Labortechnik). Nach
anschlieBendem Agarosegel wurden die fur die geeigneten PCR-Produkte aquivalenten
LB-Medium-Réhrchen am néchsten Tag mittels Miniprep aufgereinigt. Hierfur wurden
1,5 ml Medium in ein neues ReaktionsgefaR Uberfuhrt und fir 5 Minuten bei 6.000 rpm
zentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen worden war, wurde mittels 100 pl P1-
Puffer aus dem EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen) das Pellet gelost. Nach Zugabe von
100 pl P2-Puffer, mehrmaligem Invertieren und einer 5-mindtigen Inkubation bei
Raumtemperatur wurden schlielich 100 pl P3-Puffer auf die Proben pipettiert. Nach
Vortexen und 5-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben bei 13.500
rom fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Rohrchen mit
vorgelegtem Ethanol (100 %) Gberflhrt. Nach erneuter Zentrifugation bei 13.500 rpm fiir
10 Minuten wurde der Uberstand verworfen und das Pellet mit 150 pl Ethanol (70 %)
gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation bei 13.500 rpm flr 5 Minuten wurde der

Uberstand entfernt und das Pellet bei 50°C im Heizblock getrocknet. Die aufgereinigte
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DNA wurde mittels 50 pl H20 resuspendiert. Im Anschluss wurden die Proben mittels
der Sanger-Methode sequenziert (GATC).

Tabelle 23: Thermocycler-Programm fiir PCR (3‘RACE).

Step Temperatur Zeit
Hold 95°C 1 min DNA-Denaturierung
95 °C 30 sec DNA-Denaturierung
CYCLE (30 cycles) 68 °C 1 min Annealing +
Elongation
Hold 68 °C 1 min Elongation
Hold 10 °C For ever Storage

Tabelle 24: Zusammensetzung des LB-Mediums fiir die Bakterienkultur.

Kulturmedium Bestandteile

LB-Medium 5 g Hefeextrakt
10 g Trypton
10 g NaCL

Auf 1 Liter mit dH20 auffillen
pH 7

autoklavieren

2.2.17 Immunfirbung

Fir eine Visualisierung von N-Cadherin in den priméren Neuronen wurden die Zellen auf
Deckgléaschen in einer 12-well Platte ausgesat. Nach einer 24-stiindigen Behandlung mit
DMSO oder Temsirolimus, wurden die Zellen nach einmaligem Waschen mit DBPS
mittels 4 % PFA fixiert. Nach einer Inkubation von 15 Minuten wurden die Platten drei-
vier Mal mit DPBS gewaschen und bis zur weiteren Verwendung mit Parafilm im

Kuhlschrank aufbewahrt.
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Fur das weitere Vorgehen wurden die fixierten Zellen durch Immunfluoreszenzférbungen
sichtbar gemacht. Hierfir wurde neben den zu untersuchenden Proteinen auch die
Zellkerne mittels Hoechst-Farbstoff angefarbt. Dieser Fluoreszenzfarbstoff bindet DNA
und emittiert nach der Anregung durch UV-Licht im Spektrum von Blau bis Cyan. Die
Proteine wurden mit priméren AntikOrpern markiert, die wiederum von sekundaren
fluoreszenzmarkierten ~ Antikérpern  gebunden  werden und unter einem

Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden kénnen.

Die nach der Fixierung im Kuhlschrank aufbewahrten Platten wurden von DPBS befreit
und fir 10 Minuten in 0,2 % Triton X-100 in DPBS bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
drei Waschschritten mit DPBS wurden die Zellen fir 20 Minuten in 2 % Sheep Serum in
DPBS geblockt (siehe Tabelle 29). Je nach Farbung wurden nun 50 pl 2 % Sheep Serum
in DPBS mit 0,5 ul primarem Antikorper (Tabelle 8) pro Deckglaschen vermischt. 40 pl
davon wurden pro Deckglaschen auf einen mit Parafilm tUberzogenen Deckel einer 6-
well-Platte pipettiert. Jedes Deckglaschen wurde nun vorsichtig aus den wells gehoben
und mit den Zellen nach unten auf die Tropfen gelegt. Nach 60-mindtiger Inkubationszeit
wurden die Deckglaschen zuriick in die wells transferiert und drei Mal mit DPBS
gewaschen. Fur den sekundaren Antikorper wurde das VVorgehen wiederholt. 50 pl 2 %
Sheep Serum in DPBS wurden mit 0,5 pl sekundarem Antikorper pro Reaktion vermischt
und 40 pl davon auf einen Deckel mit Parafilm gegeben. Nach Ubertragung der
Deckglaschen wurden die Zellen nun fir 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Daraufhin
wurden die Deckglaschen erneut drei Mal mit DPBS gewaschen. AnschlieRend wurde 1
ml Fluoromount Mounting Medium mit 1 pl Hoechst-Farbstoff vermischt und 10 pl
davon auf SuperFrost Objekttrager pipettiert. Das Mounting Medium dient der
Befestigung des Deckgléschens auf dem Objekttrager, wahrend der Hoechst-Farbstoff die
DNA der Zellen bindet. Die Zellen wurden mdoglichst blasenfrei auf den Tropfen

uberflhrt und bis zur Analyse mittels Fluoreszenzmikroskop im Kiihlschrank aufbewahrt.

Tabelle 25: Verwendete Puffer bei der Immunféarbung.

Puffer Zusammensetzung

0,2 % Triton-X in PBS

Blocking Buffer
2 % Sheep Serum

Washing Buffer 0,2 % Triton-X in PBS
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3  Ergebnisse

3.1 Kaultivierung von priméren Neuronen

Auf der Suche nach einem geeigneten neuronalen Zellmodell, um Folgen einer mTOR-
Inhibierung durch Temsirolimus auf die Genexpression zu untersuchen, wurden primére
Neuronen aus Mausembryonen isoliert und kultiviert. Hierfir wurden primére Neuronen
aus dem zerebralen Cortex aus Mausembryonen im Stadium E14.5 (embryonic day 14.5)
prapariert und ausgesat. Abbildung 10 zeigt die Kultivierung der corticalen Neuronen

nach unterschiedlichen Zeitpunkten.

Abbildung 10: Kultivierung von primaren Neuronen der Maus aus dem zerebralen Neocortex.
A) Mikroskopische Aufnahme der priméren Neuronen nach Tag 1. B) Mikroskopische Aufnahme der
primédren Neuronen nach Tag 3. C) Mikroskopische Aufnahme der priméren Neuronen nach Tag 5. D)
Mikroskopische Aufnahme der priméren Neuronen nach Tag 7.

Wie an den Bildern zu erkennen ist, liegen die primaren Neuronen an Tag 1 (Abb. 10 A)
noch vereinzelt vor, wahrend sie nach Tag 7 (Abb. 10 D) bereits ein dichtes Netzwerk
ausgebildet haben. Die Kultivierung war insgesamt erfolgreich, wodurch ein moglicher
Einfluss einer Verdnderung von mTOR auf die primédren Neuronen untersucht werden
konnte.
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3.2 Uberpriifung der Differenzierung der primiiren
Neuronen
Um zu Uberprufen, ob es sich bei den angezeigten Zellen um primére Neuronen handelte,

wurde eine Farbung mit dem Astrozytenmarker glial fibrillary acidic protein (GFAP) und

dem Neuronenmarker B-111-Tubulin angefertigt (Abb. 11).

A GFAP B B-Ill-Tubulin C merge

Abbildung 11: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Expression von GFAP und B-111-Tubulin
in priméren Neuronen der Maus. A) Immunfarbung mittels GFAP-Antikorper in rot B) Immunfarbung
mittels B-111-Tubulin Antikérper in griin C) Uberlappende Immunférbung von GFAP in rot, R-111-Tubulin
in grin und Hoechst-Farbstoff zur Anfarbung der Zellkerne in blau.

Die Aufnahmen zeigen den Erfolg der Differenzierung der primaren Neuronen. Der
Groliteil der Zellen zeigt eine positive Farbung fur den neuronalen Marker B-111-Tubulin

(griin), wéhrend die Anzahl der Astrozyten (rot) deutlich geringer ausfallt.

3.3 Kandidatenansatz — N-Cadherin

Mehrere Studien haben bereits gezeigt, dass die Expression des Zelladhdasionsmolekiils
N-Cadherin durch mTOR-AKktivitat beeinflusst wird (J. Chen et al., 2019; E. Y. Kim et
al., 2014; Liang et al., 2014; Mikaelian et al., 2013; Wei et al., 2018). Stérungen der N-
Cadherin-Expression flihren zu Fehlern der Neurogenese und neuronalen Wanderung
(Rago et al., 2014). Des Weiteren wurde gezeigt, dass Keimbahnmutationen in dem das
N-Cadherin-Protein  kodierenden CDH2-Gen eine syndromale neurologische
Entwicklungsstérung verursachen (Accogli et al., 2019). Diese Beobachtungen lassen
vermuten, dass die Expression von N-Cadherin durch mTOR reguliert wird und N-
Cadherin ein wichtiger Effektor des mTOR-Signalwegs sein kdnnte. In diesem Teil der
Arbeit wurde daher die mTOR-vermittelte Regulation der N-Cadherin-Expression in

Neuronen naher untersucht.
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3.3.1 Expressionsmuster von N-Cadherin

Zunéchst wurde die Expression von N-Cadherin nach der Behandlung primérer corticaler
Neurone mit dem mTOR-Inhibitor Temsirolimus im Vergleich zu DMSO analysiert. Um
die Expression auf Proteinebene zu tberprifen, wurden die primaren Neuronen fur 24
Stunden mit DMSO respektive Temsirolimus behandelt, geerntet, die Gesamtproteine
isoliert, mittels SDS-Page elektrophoretisch aufgetrennt und Uber die Western Blot-
Methode auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Mittels Elektrochemilumineszenz wurden
die durch Antikérper markierten Proteine N-Cadherin, phosphoryliertes S6, S6 und
GAPDH sichtbar gemacht. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe von ImageJ und Excel.
Nachfolgende Abbildung (Abb. 12) zeigt den Western Blot und die zugehorige
Quantifizierung der primaren Neuronen nach 24-stiindiger Behandlung mit DMSO

beziehungsweise Temsirolimus.
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Abbildung 12: Quantifizierung der Proteinexpression von N-Cadherin, pS6, S6 und GAPDH in
priméren Neuronen (DIV7). A) Quantifizierung des Western Blots von B mit Hilfe von ImageJ, Image
Lab und Microsoft Excel. B) Western Blot der priméaren Neuronen an Tag 7 mit Banden von N-Cadherin
(130 kDa), pS6 (30 kDa), S6 (30 kDa) und GAPDH (36 kDa). Zur statistischen Auswertung wurden drei
biologische Replikate verwendet. Fir statistische Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P <
0.01; ***P < 0.001.

Die Abbildungen zeigen zum einen, dass die Inhibition von mTOR erfolgreich war, da
die Expression von pS6 deutlich reduziert vorliegt, wéhrend die Expression von S6
unverandert bleibt und zum anderen, dass die Inhibition von mTOR eine Reduzierung der

Expression von N-Cadherin zur Folge hat.

Zur Bestétigung einer Regulation von mTOR auf Proteinebene wurden auf Deckglaschen

ausgesate primare Neuronen mit DMSO respektive Temsirolimus fir 24 Stunden
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behandelt und die Expression von N-Cadherin mittels Immunféarbung sichtbar gemacht.
Abbildung 13 zeigt die Expression von N-Cadherin (rot) nach der Behandlung mit DMSO

und Temsirolimus.

A DMSO B TS

Abbildung 13: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Expression von N-Cadherin in priméren
Neuronen der Maus nach Behandlung mit DMSO respektive Temsirolimus (TS).
A) Immunfarbung mit N-Cadherin Antikdrper und Hoechst-Farbstoff nach Behandlung mit DMSO fiir 24
Stunden. N-Cadherin positive Zellen sind rot angefarbt, wéahrend Zellkerne in blau angefarbt sind.
B) Immunfarbung mit N-Cadherin Antikdrper und Hoechst-Farbstoff nach Behandlung mit Temsirolimus
flr 24 Stunden. N-Cadherin positive Zellen sind rot angefarbt, wahrend Zellkerne in blau angeférbt sind.

Die Immunfarbung zeigt eine deutliche Reduktion von N-Cadherin nach der Behandlung
mit Temsirolimus im Vergleich zu DMSO. Somit konnte die verminderte Expression von

N-Cadherin auf Proteinebene nach der Inhibition von mTOR bestétigt werden.

Um die Expression auf RNA-Ebene zu ermitteln, wurden die Neuronen nach der
Behandlung geerntet, die RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels g°PCR
quantifiziert. Folgende Abbildung (Abb. 14) zeigt die Quantifizierung der RNA-
Expression von N-Cadherin nach der Behandlung mit DMSO beziehungsweise

Temsirolimus fiir 24 Stunden.
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Abbildung 14: Quantifizierung der mRNA-Expression von N-Cadherin nach Behandlung mit DMSO
beziehungsweise Temsirolimus fir 24 Stunden in priméren Neuronen (DIV7) mittels gqRT-PCR und
Excel. Zur statistischen Auswertung wurden drei biologische Replikate verwendet. Fir statistische

Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Nach der Quantifizierung und Normalisierung von N-Cadherin auf GAPDH, konnte auch
auf RNA-Ebene eine Reduktion der Expression von N-Cadherin nach der Inhibition von
mTOR beobachtet werden.

3.3.2 Vitalitit der priméren Neuronen nach Temsirolimus-Behandlung

Um einen negativen Effekt von Temsirolimus auf die Vitalitdt der Axone
beziehungsweise Dendriten auszuschliefen, wurden mit Temsirolimus behandelte
primére Neuronen auf deren Vitalitat Gberpraft. Hierflr wurde nach der Behandlung und
anschlieRender Fixierung eine Antikorperfarbung mit dem dendritischen Marker MAP2
(microtubule-associated protein 2) und dem axonalen Marker Tau angefertigt. Die
folgende Abbildung (Abb. 15) zeigt die beiden Farbungen jeweils in griin, wahrend N-

Cadherin in rot co-geféarbt wurde.
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Grin: MAP2

Grin: Tau
Rot: Ncad

Abbildung 15: Analyse der priméren Neuronen (DIV7) nach Behandlung mit DMSO respektive
Temsirolimus (je 24 Stunden) und Anfarbung mit MAP2, Tau wund N-Cadherin.
A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von priméren Neuronen nach DMSO-Behandlung: grun =
MAP2, rot = Ncad, blau = Zellkerne B) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von priméren Neuronen
nach TS-Behandlung: grin = MAP2, rot = Ncad, blau = Zellkerne C) Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme von primdren Neuronen nach DMSO-Behandlung: griin = Tau, rot = Ncad, blau = Zellkerne
D) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von primaren Neuronen nach TS-Behandlung: grin = Tau, rot
= Ncad, blau = Zellkerne

Die Abbildungen zeigen, dass keine sichtbare Reduzierung sowohl hinsichtlich der
Anzahl der Dendriten als auch der Anzahl der Axone vorliegt. Insgesamt scheint es zu
keiner Verminderung der Vitalitat der primaren Neuronen nach einer Temsirolimus
Behandlung zu kommen. Speziell bei der Tau-Farbung kann man zusétzlich beobachten,

dass die Farbung von Ncad nach der Inhibition von mTOR deutlich reduziert vorliegt.

3.3.3 Mechanismus der mTOR abhiingigen Regulation von N-

Cadherin — Stabilititsexperimente

Auf der Suche nach dem Mechanismus, durch den die Expression von Ncad durch mTOR
reguliert wird, wurden Stabilitats-Experimente durchgefiihrt. Um einen Effekt auf die

Proteinstabilitat zu tberprifen, wurden primare Neuronen zusétzlich zu DMSO bzw.



3 Ergebnisse 85

Temsirolimus mit Cycloheximid behandelt, welches die Translation blockiert. Eine
unterschiedliche Verlaufskurve der Proteinexpression von Ncad zu verschiedenen
Zeitpunkten wirde darauf hinweisen, dass mTOR die Proteinstabilitit von Ncad
beeinflusst. Die folgenden Western Blot-Experimente (Abb. 16) zeigen die
Proteinexpression von Ncad nach DMSO respektive Temsirolimus-Behandlung und
zusétzlicher Zugabe von Cycloheximid fir O h, 8 h und 24 h.
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Abbildung 16: Quantifizierung der Proteinexpression von N-Cadherin nach Behandlung mit DMSO
respektive Temsirolimus plus Cycloheximid in priméaren Neuronen (DIV7). A) Quantifizierung der
Proteinstabilitdt von N-Cadherin nach Behandlung mit DMSO beziehungsweise Temsirolimus und
Cycloheximid nach den Zeitpunkten Oh, 8h und 24h mit Hilfe von ImageJ, Image Lab und Microsoft Excel.
B) Western Blot von N-Cadherin (130 kDa) in primaren Neuronen zu den unterschiedlichen Zeitpunkten.
Zur statistischen Auswertung wurden drei biologische Replikate verwendet. Fir statistische Analysen
wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Die Quantifizierung der Western Blots zeigt eine ahnliche Verlaufskurve der Expression
von Ncad zwischen DMSO und Temsirolimus behandelten Neuronen nach Inhibierung
der Proteintranslation mittels Cycloheximid. Ein Einfluss auf die Proteinstabilitat von

Ncad durch mTOR konnte daher ausgeschlossen werden.

Im nédchsten Schritt wurden RNA-Stabilitdtsexperimente mit Hilfe von Actinomycin D
durchgeftihrt. Durch die Behandlung von Zellen mit Actinomycin D wird die
Transkription inhibiert, wodurch sich ein mdglicher Einfluss von mTOR auf die RNA-
Stabilitdt von Ncad untersuchen lieR. Analog zu dem Vorgehen der Untersuchungen
bezlglich der Proteinstabilitat, wurden die priméren Neuronen zusatzlich zu DMSO
respektive Temsirolimus mit Actinomycin D behandelt. g°PCR Experimente (Abb. 17)
zeigen die mRNA-Expression von Ncad nach den unterschiedlichen Zeitpunkten der
Behandlung (Oh, 3h, 5h, 10h und 24h).
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Abbildung 17: Quantifizierung der mRNA-Expression von N-Cadherin nach Behandlung mit DMSO
respektive Temsirolimus plus Actinomycin D in primaren Neuronen (DIV7). Quantifizierung der
MRNA-Stabilitdt von N-Cadherin nach Behandlung mit DMSO beziehungsweise Temsirolimus und
Actinomycin D nach den Zeitpunkten Oh, 3h, 5h, 10h wund 24h mittels gPCR.
Zur statistischen Auswertung wurden drei biologische Replikate verwendet.
Fir statistische Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Im Gegensatz zur Proteinstabilitdt zeigte sich, dass mTOR einen Einfluss auf die RNA-
Stabilitdt von Ncad ausiibt. Die RNA-Expression von Ncad sinkt deutlich starker nach
Temsirolimus-Behandlung im Vergleich zur Zugabe von DMSO, bei gleichzeitiger
Blockierung der Transkription.

3.3.4 Mechanismus der mTOR abhiingigen Regulation von N-
Cadherin — Posttranskriptionelle Regulation

Eine Veranderung der RNA-Stabilitat zeigt an, dass die 3° untranslatierte Region
(3°’UTR) von Ncad involviert sein konnte. Fiir eine Untersuchung des 3’UTRs von Ncad
wurden verschiedene Konstrukte hergestellt (siehe Tabelle 7). N-Cadherin weist drei
alternative Polyadenylierungsstellen auf, deren Benutzung 3’UTRs mit einer Lange von
ca. 400 bp, 1000 bp und 1150 bp generieren kann. Neben der Kontrolle wurden Plasmide
hergestellt, die den kurzen 3’UTR (Ncad UTR short) oder den langen 3’UTR (Ncad UTR
long) stromabwarts des Firefly-Luciferase-Gens enthielten. AuRerdem wurde ein Plasmid
hergestellt, dass den langen 3’UTR enthielt und in dem zusétzlich das
Polyadenylierungssignal des kurzen 3’UTRs deletiert wurde (Ncad UTR long delPolyA)
(siehe Abb. 18).
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Abbildung 18: Schematische Abbildung der verwendeten Ncad-Konstrukte: Ncad UTR short, Ncad
UTRIong delPolyA und Ncad UTR long.

Nach der Transfektion der Plasmide und Behandlung der priméren Neuronen mit DMSO
beziehungsweise TS wurden Luciferase Assays durchgefihrt. Das Ergebnis dieser Assays
sieht man in folgender Abbildung (Abb. 19).
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Abbildung 19: Analyse der Expression unterschiedlicher 3°UTRs von N-Cadherin nach Behandlung
mit DMSO oder Temsirolimus fur 24 Stunden mittels Luciferase Assay. Quantifizierung der Luciferase
Assays nach Temsirolimus-Behandlung (normalisiert zu DMSO) und nach Transfektion des Kontroll-
3’UTRs (Ctrl), des 3’°UTRs bis zur ersten Polyadenylierungsstelle (Ncad UTR short), des 3’UTRs bis zur
zweiten Polyadenylierungsstelle mit einer Deletion des ersten Polyadenylierungssignals (Ncad UTR long
delPolyA) und des 3’UTRs bis zur zweiten Polyadenylierungsstelle (Ncad UTR long) mit Hilfe von Excel.
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Zur statistischen Auswertung wurden drei biologische Replikate verwendet. Fir statistische Analysen
wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Die Auswertung der Luciferase-Assays zeigt an, dass im Vergleich zur Kontrolle nach
der Behandlung mit Temsirolimus lediglich der lange 3°UTR von Ncad mit intaktem
Polyadenylierungssignal vermindert exprimiert wird. Diese Beobachtung legt nahe, dass
mMTOR die Bindung von microRNAs (miRNAs) oder RNA-bindenden Proteinen an den
langen 3’UTR und eventuell die alternative Polyadenylierung des Ncad-Transkripts

reguliert.

Um diese Theorie zu iiberpriifen wurden 3’RACE-Experimente durchgefuhrt. Hierbei
wurden, nach einer Behandlung mit DMSO respektive Temsirolimus fiir 24 Stunden, tUber
eine RT-PCR der kurze und der lange 3’UTR von Ncad mit Hilfe eines fiir Ncad
spezifischen und eines an den PolyA-Schwanz bindenden Anker-Primers hergestellt. Auf
einem Agarosegel wurden zwei Banden des 3’UTRs von Ncad visualisiert, welche den
kurzen (ca. 400 bp) und den langen (ca. 1000 bp) 3’UTR von Ncad darstellen (siche Abb.
20). Eine Ubersicht der polyA-Signale des 3°UTRs von Ncad ist der Abbildung 18 zu

entnehmen.
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Abbildung 20: Expression der 3’°UTRs von N-Cadherin nach der Behandlung mit DMSO respektive
Temsirolimus fur 24 Stunden. A) Banden des kurzen 3°UTRs (ca. 400 bp) und der beiden langen 3’UTRs
(ca. 1000 bp und 1150 bp) dargestellt mit Hilfe eines Agarosegels nach der Behandlung mit DMSO
beziehungsweise Temsirolimus. B) Quantifizierung der RNA-Expression der unterschiedlichen 3’UTRs
von N-Cadherin nach Behandlung mit DMSO beziehungsweise Temsirolimus mittels Agarosegel.
Zur statistischen Auswertung wurden vier biologische Replikate verwendet. Fiir statistische Analysen
wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Anhand des Agarosegels kann man feststellen, dass der lange 3’UTR auf der Hohe von
ca. 1000 bp nach der Behandlung mit Temsirolimus reduziert vorliegt, wahrend der kurze
3’UTR keine sichtbare Verdnderung zeigt. Auf der Hohe von ca. 1000 bp befinden sich
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mehrere Banden. Das liegt daran, dass in diesem Bereich mehrere polyA-Stellen zu
finden sind, welche mit geringen GrofRenanderungen einhergehen. Eine Quantifizierung
der einzelnen Banden des langen 3‘UTRs war aufgrund der Nahe der Banden zueinander
in der Hohe von ca. 1000 bp leider nicht mdglich. Eine Quantifizierung der beiden
Banden im Bereich 1000 — 1150 bp ergab eine signifikant reduzierte Expression des
langen 3’UTRs nach der Inhibition von mTOR, wihrend der kurze 3’UTR keine
signifikante Anderung der Expression anzeigt. ~ Zusammen mit dem Ergebnis der
Luciferase-Assays zeigt sich eine Funktion von mTOR bei der Regulierung des 3’UTRs
von Ncad. Aufgrund einer fehlenden Kontrolle kann eine reduzierte RNA-Menge nach
der Behandlung mit Temsirolimus zu der verminderten Expression des langen 3’UTRs
als Grund nicht ausgeschlossen werden. Zudem kommt es zu keiner vollstandigen
Reduktion des langen 3°’UTRs, weswegen andere Regulationsmechanismen wie die

Bindung von RNA-bindenden Proteine eine Rolle spielen kdnnte.

3.4 Identifizierung von mTOR-regulierten Genen in

Neuronen (Hypothese-freier Ansatz)

Um weitere neue Zielgene von mTOR zu identifizieren wurde neben dem

Kandidatenansatz fiir N-Cadherin auch ein Hypothese-freier Ansatz verfolgt.

3.4.1 RNA Sequenzierung (RNA-seq)

Fiir diesen Ansatz wurde eine 3° RNA-Sequenzierung mit Hilfe des QuantSeq 3 mRNA-
Seq Kits von Lexogen durchgefuhrt. Um mTOR zu inhibieren wurden primére corticale
Neuronen mit Temsirolimus behandelt und nach 5 Stunden und 24 Stunden geerntet. Als
Kontrolle wurden Neuronen zeitgleich mit DMSO behandelt. Nach der Isolation der RNA
und der Anfertigung der Library wurden mit Hilfe der RNA-Sequenzierung Anderungen
in der Expression des Transkriptoms ermittelt. Ein Venn-Diagramm der Gene, die nach
5 Stunden und 24 Stunden zwischen DMSO und Temsirolimus-Behandlung differentiell

exprimiert sind, werden in folgender Abbildung gezeigt (Abb. 21).
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Abbildung 21: Auswertung der RNA-Sequenzierung. A) Venn-Diagramm der differentiell exprimierten
Gene (DEG) nach einer Behandlung mit Temsirolimus fiir 5 respektive 24 Stunden im Vergleich zu DMSO.
B) Anzahl der Gene, die nach mTOR-Inhibition hochreguliert bzw. herunterreguliert vorliegen. Die Daten
beruhen auf Transkriptom-Analysen mittels RNA-Sequenzierung von primaren Neuronen. Folgende
Kriterien wurden fiir DEGs festgelegt: CPM>10; log2FC>0,5; padj<0,05

Anhand des Venn-Diagramms ist zu erkennen, dass bereits nach 5 Stunden 522 Gene auf
RNA-Niveau differenziell exprimiert vorliegen. Nach 24 Stunden sind es 1090 Gene.
Weiterhin gibt es nach 5 und 24 Stunden eine Uberschneidung von 241 differenziell
exprimierten Genen (DEGs). Zudem wurde festgestellt, dass die Anzahl der Gene, die
hoch- und die herunterreguliert vorliegen, eine dhnliche Anzahl aufweisen. So sind 315
bzw. 564 Gene nach 5 bzw. 24 Stunden hochreguliert, wahrend 207 und 526 Gene zu den

jeweiligen Zeitpunkten herunterreguliert sind.

Mit Hilfe einer Heat-Map (siehe Abb. 22) werden die 10 Gene gezeigt, die nach 5 Stunden

am stérksten hoch- bzw. herunterreguliert vorliegen.
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Abbildung 22: Heat-Map der fehlregulierten Gene. Gezeigt werden die 10 Gene, die nach einer
funfstundigen Temsirolimus-Behandlung im Vergleich zu DMSO am starksten hochreguliert vorliegen
(obere Halfte) sowie diejenigen Gene, die nach einer derartigen Behandlung am stérksten reduziert
vorliegen (untere Halfte).

Anhand der Heat-Map sind in der oberen Halfte diejenigen Gene angezeigt, die nach einer
Behandlung mit Temsirolimus den hdchsten Anstieg ihrer Expression auf RNA-Ebene
erfahren. Diese Gene werden auf der rechten Seite als griin angezeigt. In der unteren
Hélfte und somit rechts in rot dargestellt, werden die Gene, welche nach der Inhibition

von mTOR am starksten reduziert vorliegen.

Mit Hilfe einer Gene Ontology-Analyse wurde festgestellt, dass die hochregulierten Gene
vor allem in Entwicklungsprozessen und in der Regulation der Transkription involviert
sind. Auffallig war, dass es sich hierbei um viele sogenannte unmittelbar-friihe Gene
(,,immediate early genes; IEGs) handelt. Im Gegensatz dazu wurde bei dieser Analyse
fur die herunterregulierten Gene eine Anreicherung fir metabolische Prozesse wie Sterol
und Lipid Biosynthese und Metabolismus gefunden. Es waren vor allem Gene betroffen,

die an der Cholesterinbiosynthese beteiligt sind.
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3.4.2 mTOR reguliert die Expression der unmittelbar-frithen Gene in

Neuronen

3.4.2.1 Validierung der Hochregulation unmittelbar friher Gene

Um die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung zu verifizieren, wurden zundchst gPCR
Experimente durchgefihrt. Hierbei wurden sowohl RNA-Proben verwendet, die fir die
RNA-Sequenzierung bereits genutzt wurden, als auch neue mit Temsirolimus behandelte
RNA-Proben von priméren Neuronen. Das Ergebnis aus einer Auswahl von Genen (Fosb,
cFos, Egr4, Npas4 und Junb) wird in Abbildung 23 dargestellt.
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Abbildung 23: Quantifizierung der mMRNA-Expression von Fosb, cFos, Egr4, Npas4 und Junb nach
Behandlung mit DMSO beziehungsweise Temsirolimus fur funf Stunden in primédren Neuronen
(DIVT) mittels gRT-PCR und Excel. Fur die Verifizierung wurden zwei biologische Replikate verwendet,
die bereits fir die RNA-Sequenzierung benutzt wurden und zwei neue mit Temsirolimus behandelte
biologische Replikate. Zur statistischen Auswertung wurden drei biologische Replikate verwendet. Fir
statistische Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Die Quantifizierung der qPCR zeigt, dass alle untersuchten Gene nach der Inhibition von
mTOR fur 5 Stunden, einen Anstieg in ihrer Expression auf RNA-Ebene zeigen. Vor
allem Fosb, cFos und Egr4, welche alle um mindestens das 50-fache erhoht vorliegen.
Die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung konnten fir die hochregulierten Gene auf RNA-

Ebene bestatigt werden.
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3.4.2.2 Unmittelbar-friihe Gene werden 4 Stunden nach TS-Behandlung
hochreguliert

IEGs werden fiir gewdhnlich nach einer Stimulation oder einem Impuls innerhalb
weniger Minuten transkribiert. Zudem ist die Transkription dieser Gene nur
voriibergehend, sodass ihre Expression nach kurzer Zeit wieder auf Normalniveau sinkt.
Um zu uberprifen, ob die mTOR-Inhibition einen &hnlich raschen Anstieg der IEG-
Expression bewirkt, wurde ein Zeitverlauf erstellt. Die folgende Abbildung 24 zeigt
einen Zeitverlauf fur die beiden Gene Fosb und Egr4, deren Expression zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (15 Minuten, 30 Minuten, 1 Stunde, 2 Stunden und 4
Stunden) nach einer Behandlung mit Temsirolimus auf RNA-Ebene untersucht wurde.
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Abbildung 24: Zeitverlauf-Analyse der RNA-Expression der beiden Gene Fosb und Egr4 nach
mMTOR-Inhibition mittels g°PCR. A) Zeitverlauf der RNA-Expression von Fosb nach Behandlung mit
Temsirolimus im Vergleich zu DMSO nach 15 Minuten, 30 Minuten, 1 Stunde, 2 Stunden und 4 Stunden.
B) Zeitverlauf der RNA-Expression von Egr4 nach Behandlung mit Temsirolimus im Vergleich zu DMSO
nach 15 Minuten, 30 Minuten, 1 Stunde, 2 Stunden und 4 Stunden. Zur statistischen Auswertung wurden
drei biologische Replikate verwendet. Fur statistische Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05;
**P < 0.01; ***P < 0.001.

Die Quantifizierung der qPCR fiir die beiden Gene Fosb und Egr4 zeigen ein ahnliches
Muster. Zwei Stunden nach einer Behandlung mit Temsirolimus gibt es keine
signifikanten Veranderungen hinsichtlich der Expression von Fosb und Egr4. Nach vier
Stunden jedoch kommt es zu einem massiven Anstieg beider Gene. Die Expression von

Fosb steigt hierbei um das 400-fache, die von Egr4 um etwa das 150-fache.

Um die Dauer der Erhéhung der Expression von IEGs zu untersuchen wurden spatere
Zeitpunkte nach einer mTOR Inhibition Uberpruft. Fir diesen Versuch wurden gPCR
Experimente nach einer Behandlung von 5 Stunden, 24 Stunden und 48 Stunden

durchgefihrt. Abbildung 25 zeigt diesen Zeitverlauf fir die beiden Gene Fosb und cFos.
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Abbildung 25: Zeitverlauf-Analyse der RNA-Expression der beiden Gene cFos und Fosb nach
mMTOR-Inhibition mittels gPCR. A) Zeitverlauf der RNA-Expression von cFos nach Behandlung mit
Temsirolimus im Vergleich zu DMSO nach 5 Stunden, 24 Stunden und 48 Stunden. B) Western Blot von
pS6 zu den unterschiedlichen Zeitpunkten (5h, 24h und 48h) nach Behandlung mit DMSO respektive
Temsirolimus. Zur statistischen Auswertung wurden drei biologische Replikate verwendet. Fiir statistische
Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Auch hier ergibt sich ein eher untypisches Muster fiir IEGs. Die erhdhte Expression von
cFos und Fosb nach Temsirolimus h&lt fir mindestens 20 Stunden an. Zwischen 24
Stunden und 48 Stunden nach einer Inhibition von mTOR kommt es zu einem Absinken
ahnlich des Normalniveaus. Western Blot-Analysen von pS6 zeigen eine stabile
Inhibition des mTOR-Signalswegs Uber 48 Stunden. Zusammenfassend kommt es also
sowohl zu einem verspateten Anstieg der IEGs, als auch zu einer langer anhaltenden

Aufrechterhaltung der erhdhten Expression.

3.4.2.3 Zusammenhang mit Genen, die nach neuronaler Aktivitat angeregt werden

Nach einem Vergleich unserer Daten mit bereits veroffentlichten Ergebnissen wurde
festgestellt, dass unter den nach mTOR-Inhibierung hochregulierten Genen viele waren,
die durch neuronale Aktivitat angeregt werden. Dies wurde in der Studie von Flavell et
al., 2008 gezeigt, die Aktivitat-regulierende Gene in der Synapse analysierten, welche
unter der Kontrolle des synaptischen Transkriptionsfaktors myocyte enhancer factor-2
(MEF2) stehen. Ein Vergleich der beiden Datensédtze wird in folgender Abbildung 26
gezeigt.
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Abbildung 26: Venn-Diagramm Uber die Gene, die nach einer fiinfstiindigen Behandlung mit
Temsirolimus hochreguliert vorliegen und Gene, welche nach neuronaler Aktivitat induziert werden

(Flavell et al., 2008).

Nach dem Vergleich der beiden Datensitze konnte eine bemerkenswerte Uberlappung
der publizierten aktivitatsregulierten Gene und der in diesem Projekt gefundenen, nach 5
Stunden Temsirolimus-Behandlung hochregulierten, Gene beobachtet werden. Unter
diesen Genen wurden wichtige Transkriptionsfaktoren wie cFos, Egrl und Klf4 als auch
synaptische Proteine wie Arc, Bdnf und Homer1 identifiziert. Die Inhibition von mTOR
zieht demnach ein Expressionsmuster nach sich, dass dem nach einer neuronalen

Aktivierung ahnelt.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Behandlung der Neuronen mit Temsirolimus
eine gesteigerte neuronale Aktivitat verursacht, die dann wiederum die Expression der
IEGs induziert. Alternativ konnte die Expression der IEGs aber auch unabhéngig einer
Steigerung der neuronalen Aktivitat induziert werden. Um dies naher zu untersuchen
wurden die primaren Neuronen zusatzlich zu der Inhibition von mTOR mit Tetrodotoxin
(TTX) behandelt. Dabei handelt es sich um ein Nervengift, das spannungsaktivierte
Natriumkanéle blockiert, wodurch keine Aktionspotenziale mehr ausgeldst werden
kénnen und in der Folge die Nervenerregung unterbunden wird. Falls die
Expressionssteigerung der IEGs nach Temsirolimus-Behandlung abhangig von
neuronaler Aktivitat ist, sollte dieser Effekt nach TTX-Behandlung nicht mehr zu
beobachten sein. Die folgende Abbildung 27 zeigt die RNA-Expression der beiden IEGs
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Fosb und Egr4 nach einer Behandlung mit DMSO, Temsirolimus, und einer jeweils
zusétzlichen Behandlung mit Tetrodotoxin.
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Abbildung 27: Quantifizierung der mRNA-Expression von Fosb und Egr4 nach Behandlung mit
DMSO respektive Temsirolimus plus Tetrodotoxin (TTX) in primaren Neuronen (DIV7). Zur
statistischen Auswertung wurden drei biologische Replikate verwendet. Fir statistische Analysen wurde
der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Sowohl mit als auch ohne TTX stieg die Expression der IEGs nach Behandlung mit
Temsirolimus stark an. Nach TTX-Behandlung war dieser Anstieg jedoch deutlich
geringer. Die Expression von Fosb wurde ohne TTX um das 247-fache gesteigert, mit
TTX jedoch nur um das 39-fache. Bei Egr4 stieg die Expression ohne TTX nach mTOR-
Inhibition um das 123-fache, mit TTX nur um das 17-fache (p-Wert 0,12). Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine neuronale Aktivierung zwar nicht essentiell flr
den Expressionsanstieg der IEGs nach Temsirolimus-Behandlung ist, diesen aber

verstarken kann.

3.4.2.4 mTOR-Inhibierung induziert die Expression der IEGs auf Proteinebene

Als Néachstes galt es die Uberexpression der IEGs auf Proteinebene zu Gberpriifen. Um
die Spezifitat des cFos-Antikorpers zu Uberprifen, wurde ein cFos Knockdown in
primdren Neuronen etabliert. Ein Grund hierfir war unter anderem, dass nach
Verwendung des cFos-Antikorpers zwei Banden unterschiedlicher Grolze im Westernblot
beobachtet wurden (Abb 28 C). Mithilfe des cFos-Knockdowns sollte Gberprift werden,
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welche dieser Banden spezifisch ist. Zusatzlich wurde die Expression von cFos nach
dessen Knockdown auf RNA-Ebene analysiert. Fur die Versuche wurden die primaren
Neurone mit einer Accell Control siRNA und mit einer Accell siRNA gegen cFos fir 48
Stunden behandelt, RNA respektive Proteine isoliert und mittels gPCR und Western Blot
analysiert. Die Ergebnisse der Western Blots und qPCRs sind in folgender Abbildung
aufgezeigt (Abb. 28).
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Abbildung 28: Analyse der Expression von cFos nach einem Knockdown von cFos in priméaren
Neuronen mittels Western Blot und gPCR. A) Expression von cFos auf mRNA-Ebene nach Transfektion
einer Kontroll-siRNA (Ctrl) und einer Accell siRNA (cFos Knockdown). B) Expression von cFos auf
Proteinebene nach Transfektion einer Kontroll-siRNA (Ctrl) und einer Accell siRNA (cFos Knockdown).
C) Western Blot von GAPDH (36 kDa) und den beiden cFos-Banden (ca. 60 kDa) nach Behandlung mit
DMSO bzw. Temsirolimus fur 24 Stunden. D) Western Blot von GAPDH (36 kDa) und den beiden cFos-
Banden (ca. 60 kDa) nach der Zugabe der Kontroll-siRNA und der siRNA gegen cFos.
Quantifizierung erfolgte mit Hilfe von ImageJ, ImageLab und Excel. Zur statistischen Auswertung wurden
drei biologische Replikate verwendet. Fur statistische Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05;
**P < 0.01; ***P < 0.001.

Die gPCR Ergebnisse (Abb. 28 A) zeigen, dass der Knockdown in den priméren
Neuronen erfolgreich war. Die Expression von cFos zeigt einen deutlichen Rickgang auf
RNA-Ebene (60 %) nach der Zugabe der siRNA gegen cFos. Auf Proteinebene zeigt sich
ebenfalls ein Riickgang von cFos von in dem Fall ca. 30 % (siehe Abb. 28 B). Zusétzlich
war eine der beiden Banden von dem Knockdown deutlich stérker betroffen betroffen,

was darauf hindeutet, dass es sich bei der Zweitbande um eine Kreuzreaktion handelt.

Fur die Uberprifung der Expression der IEGs auf Proteinebene wurden primére
Neuronen flr 24 Stunden mit Temsirolimus behandelt, Proteinlysate hergestellt und die
Proteinexpressionsmuster der IEGs cFos, Fosb und Npas4 mittels SDS-Page und Western
Blot visualisiert. Eine Ubersicht der Western Blots und deren Quantifizierung ist in der
folgenden Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: Analyse der Proteinexpression von cFos, Fosb, Npas4 und GAPDH in priméren
Neuronen (DIV7) nach Behandlung mit DMSO respektive Temsirolimus fiur 24 Stunden.
A) Quantifizierung des Western Blots von B mit Hilfe von ImageJ, Image Lab und Microsoft Excel. B)
Western Blot der primdren Neuronen an Tag 7 mit Banden von cFos (ca. 60 kDa), Fosb (48 kDa), Npas4
(120 kDa) und GAPDH (36 kDa). Zur statistischen Auswertung wurden drei biologische Replikate
verwendet. FUr statistische Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Wie anhand der Blots und der zugehoérigen Quantifizierung zu sehen ist, werden die IEGs
cFos, Fosb und Npas4 nach einer Inhibition von mTOR auf Proteinebene vermehrt
exprimiert. Speziell cFos und Fosb erfahren hierbei eine mehr als 10fache Erhéhung nach
der Behandlung mit Temsirolimus. Die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung und gPCR

konnte demnach mit Hilfe der Western Blot-Methode auf Proteinebene bestétigt werden.

3.4.2.5 Mechanismus der mTOR abhangigen Regulation der IEGs

Nach der Bestatigung der erhohten Expression auf Proteinebene, galt der nichste Schritt
der Analyse des Mechanismus der erhohten IEG-Expression nach mTOR-Inhibition. Es
ist bekannt, dass der MAP-Kinase-Signalweg die Expression verschiedener IEGs wie
beispielsweise cFos reguliert. Weiterhin zeigten Studien, dass eine Inhibition von mTOR
mit einer erhohten Aktivitat des MAP-Kinase-Signalwegs einhergeht. Es kdnnte daher
sein, dass die Steigerung der IEG-Expression nach mTOR-Inhibition auf eine erhohte
Aktivitat des MAP-Kinase-Signalwegs zurtickzufihren ist. Um diese These zu bestatigen
wurde die Aktivitat dieses Signalwegs Uberprift. DMSO und Temsirolimus behandelte
Neuronen wurden mit den Antikérpern MAPK und phospho-MAPK (pMAPK) inkubiert
und mittels Western Blot visualisiert. Das Ergebnis ist in folgender Abbildung 30 zu

sehen.
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Abbildung 30: Analyse der Proteinexpression von pMAPK und MAPK in priméren Neuronen
(DIVT) nach Behandlung mit DMSO respektive Temsirolimus. A) Quantifizierung des Western Blots
von B mit Hilfe von ImageJ, Image Lab und Microsoft Excel. B) Western Blot der priméren Neuronen 1
Stunde, 2 Stunden und 3 Stunden nach DMSO- beziehungsweise Temsirolimus-Behandlung mit Banden
von MAPK und pMAPK (jeweils 42 kDa). Zur statistischen Auswertung wurden drei biologische Replikate
verwendet. FUr statistische Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Die Experimente zeigen, dass nach den unterschiedlichen Zeitpunkten der Temsirolimus-
Behandlung (1 Stunde, 2 Stunden und 3 Stunden) eine erhéhte Phosphorylierung von
MAPK, also eine erhohte Aktivitat des MAP-Kinase-Signalwegs vorliegt. Eine erhohte
Aktivitadt konnte den Hinweis liefern, dass es sich hierbei um den zugrundeliegenden
Mechanismus handelt, weswegen die IEGs verzdgert nach der Inhibition von mTOR
vermehrt exprimiert werden. Die bereits nach einer Stunde auftretende erhdhte Aktivitat
des MAP-Kinase-Signalwegs spricht aber dafir, dass dies nicht der alleinige

Mechanismus zu sein scheint.

Um einen Einfluss des MAP-Kinase-Signalwegs auf die Steigerung der Expression der
IEGS nach Temsirolimus-Behandlung weiter zu untersuchen, wurde dieser Signalweg in
einem néchsten Experiment inhibiert. Hierfur wurden primare Neuronen zuséatzlich zu der
Behandlung mit DMSO beziehungsweise Temsirolimus mit dem MAP-Kinase-Inhibitor
U0126 behandelt. Zun&chst wurde tberprift, ob U0126 den MAP-Kinase-Signalweg
inhibiert. Primére Neuronen wurden fur 3 Stunden mit Temsirolimus oder U0126
behandelt und anschlieRend auf die Proteinexpression von MAPK und pMAPK mittels
Western Blot tberprift. Eine Auswertung dieser Experimente ist in folgender Abbildung

31 zu sehen.
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Abbildung 31: Analyse der Proteinexpression von pMAPK und MAPK in priméren Neuronen
(DIV7) nach Behandlung mit Temsirolimus respektive U0126 fur drei Stunden. A) Quantifizierung
des Western Blots von B mit Hilfe von ImageJ, Image Lab und Microsoft Excel. B) Western Blot der
priméren Neuronen drei Stunden nach Temsirolimus beziehungsweise U0126-Behandlung mit Banden von
MAPK und pMAPK (jeweils 42 und 44 kDa). Zur statistischen Auswertung wurden drei biologische
Replikate verwendet. Fur statistische Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P <
0.001.

Die Experimente zeigen, dass eine Behandlung mit U0126 zu einer erfolgreichen
Reduktion der Phosphorylierung von MAPK und somit zu einer Inhibition des MAP-
Kinase-Signalweges fuhrt. Die Expression von pMAPK wurde nach der Gabe von U0126

um etwa 70 % im Vergleich zu Temsirolimus reduziert.

Als néchsten Schritt wurde der Einfluss einer Inhibition des MAP-Kinase-Signalwegs auf
die Expression des IEGs cFos Uberprift. Hierzu wurden die Neuronen mit DMSO,
Temsirolimus und Temsirolimus plus U0126 fiir 5 Stunden behandelt. Nach Isolation der
RNA wurde die Expression von cFos mittels gPCR ermittelt. Die Quantifizierung dieser
Experimente sind in Abbildung 32 abgebildet.
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Abbildung 32: Analyse der mRNA-Expression von cFos primédren Neuronen (DIV7) nach
Behandlung mit U0126, Temsirolimus oder Temsirolimus und U0126 fur finf Stunden mittels gPCR.
Quantifizierung der qPCR mit Hilfe von Microsoft Excel. Zur statistischen Auswertung wurden drei
biologische Replikate verwendet. Fur statistische Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P <
0.01; ***P < 0.001.

Die Auswertung zeigt, dass der MAP-Kinase-Signalweg an der Expressionsregulation
von cFos beziehungsweise an der erhdhten Expression von cFos nach Inhibition von
MTOR beteiligt ist. Eine gleichzeitige Inhibition von mTOR und des MAP-Kinase-
Signalwegs resultiert in einer deutlich geringeren Expressionserhthung von cFos
gegenuber einer alleinigen Inhibition von mTOR im Vergleich zu DMSO. Dennoch ist
eine erhdhte Expression nach der doppelten Inhibition zu sehen, was darauf hindeutet,
dass der MAP-Kinase-Signalweg nicht alleinig fur die erhdhte Expression von cFos nach

Temsirolimus-Behandlung verantwortlich ist.

3.4.2.6 Evaluierung der Expression der IEGs in vivo

Nachdem in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass mTOR die Expression verschiedener IEGs
in primaren Neuronen reguliert, sollte dartber hinaus Uberprift werden, ob diese
Regulation auch in vivo stattfindet. Daftir wurden zunéchst tragende Mduse im Stadium
E16.5 intraperitoneal mit Rapamycin injiziert. Um einen inhibitorischen Effekt von
Rapamycin auf mTOR zu untersuchen wurden zunéchst die Expressionsmuster von S6
und pS6 auf Proteinebene tberprift. Hierfur wurden die Mduse 24 Stunden nach
Rapamycin-Injektion getotet, der zerebrale Cortex der Embryos prapariert und fir die

Gewinnung von Proteinlysat verwendet. AnschlieBend wurde ein Westernblot
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durchgefuhrt. Die folgende Abbildung 33 zeigt den inhibitorischen Effekt von

Rapamycin in vivo.
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Abbildung 33: Quantifizierung der Proteinexpression von pS6 und S6 von Cortex-Proben der
Embryonen 24 Stunden nach intraperitonealer Rapamycin-Injektion des Muttertiers (1 mg pro kg
Korpergewicht). A) Western Blot der Cortex-Samples mit Banden von pS6 und S6 (je 36 kDa)
B) Quantifizierung des Western Blots von A mit Hilfe von ImageJ, Image Lab und Microsoft Excel.
Zur statistischen Auswertung wurden drei biologische Replikate verwendet. Fir statistische Analysen
wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Die Analyse von pS6 zeigt, dass bereits 24 Stunden nach einer intraperitonealen Injektion
von Rapamycin ein inhibitorischer Effekt auf mTOR vorliegt. Die Expression von pS6
liegt nach der Behandlung mit Rapamycin nur noch bei 20 % im Vergleich zu einer
DMSO-Injektion.

Im Anschluss wurde die Expression von cFos sowie Fosb stellvertretend fir die IEGs,
welche in den Temsirolimus behandelten Neuronen hochreguliert vorlagen, auf RNA-
und Proteinebene nach einmaliger Injektion (E16) oder nach drei Injektionen an drei
aufeinander folgenden Tagen (E14-16) mit Rapamycin im Vergleich zu DMSO
analysiert. Die Ergebnisse der gPCR flr cFos und Fosb und Western Blot-Experimente

flr cFos sind in folgender Abbildung 34 zu sehen.
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Abbildung 34: Quantifizierung der mMRNA- und Protein-Expression der beiden IEGs cFos und Fosb
in vivo nach einmaliger und dreimaliger intraperitonealer Injektion mit DMSO beziehungsweise
Rapamycin in tragenden Mausen (E16 beziehungsweise E14-E16). A) RNA-Expression der Cortex-
Samples der Gene Fosb und cFos nach einmaliger Injektion. B) RNA-Expression der Cortex-Samples der
Gene Fosb und cFos nach drei Injektionen an drei aufeinanderfolgenden Tagen. C) Quantifizierung des
Western Blots von cFos nach einmaliger Injektion (siehe Abbildung E) mit Hilfe von ImagelJ, Image Lab
und Microsoft Excel. D) Quantifizierung des Western Blots von cFos nach dreimaliger Injektion (siehe
Abbildung E) E) Western Blot der Cortex-Samples mit Banden von cFos (60 kDa) und GAPDH (36 kDa).
Zur statistischen Auswertung wurden drei biologische Replikate verwendet. Fir statistische Analysen
wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Weder die gPCR- noch die Western Blot-Ergebnisse konnten den Effekt der priméren
Neuronen bestatigen. Sowohl nach einmaliger Injektion als auch nach drei Injektionen an
drei aufeinanderfolgenden Tagen mit Rapamycin konnte keine signifikante Verdnderung

von cFos respektive Fosb im Vergleich zu DMSO gefunden werden.

Als Nachstes wurden weitere Experimente in vivo durchgefihrt. Hierbei wurden
postnatale Tiere einmalig im Stadium P2 oder zweimalig in den Stadien P2 und P4 mit
DMSO beziehungsweise Rapamycin intraperitoneal injiziert. Analysiert wurden die
jeweiligen Cortex-Samples nach einmaliger Injektion an P3 und nach zweimaliger
Injektion an P6. Erneut wurde zuné&chst ein inhibitorischen Effekt von Rapamycin auf
mTOR Uberpriuft. Die Expressionsmuster von S6 und pS6 wurden anhand eines Western-
Blots analysiert. Die folgende Abbildung 35 zeigt den inhibitorischen Effekt von
Rapamycin in vivo.
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Abbildung 35: Quantifizierung der Proteinexpression von pS6 und S6 von Cortex-Proben der
postnatalen Tiere im Stadium P3 24 Stunden nach intraperitonealer Rapamycin-Injektion (1 mg pro
kg Korpergewicht) des Muttertiers. A) Western Blot der Cortex-Samples mit Banden von pS6 und S6
(je 36 kDa) B) Quantifizierung des Western Blots von A mit Hilfe von ImageJ, Image Lab und Microsoft
Excel. Zur statistischen Auswertung wurden drei biologische Replikate verwendet. Fir statistische
Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Die Analyse von pS6 zeigt, dass die intraperitonealen Injektionen von Rapamycin der
postnatalen Tiere erfolgreich durchgefuhrt werden konnten. Die Expression von pS6 liegt
nach der Behandlung mit Rapamycin nur noch bei 10 % im Vergleich zu einer DMSO-

Injektion.

Erneut wurde die Expression von cFos sowie Fosb stellvertretend fur die IEGs auf RNA-
und Proteinebene nach einmaliger Injektion im Stadium P2 und zweimaliger Injektion im
Stadium P2 und P4 mit Rapamycin im Vergleich zu DMSO analysiert. Die Ergebnisse
der gPCR und Western Blot-Experimente fiir cFos sind in folgender Abbildung 36 zu
sehen.
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Abbildung 36: Quantifizierung der mMRNA- und Protein-Expression der beiden IEGs cFos und Fosb
in vivo nach einmaliger intraperitonealer Injektion an P2 und zweimaliger intraperitonealer
Injektion an P2 und P4 mit DMSO beziehungsweise Rapamycin in tragenden Mausen. A) RNA-
Expression der Cortex-Samples der Gene Fosb und cFos 24 Stunden nach einmaliger Injektion im Stadium
P2. B) RNA-Expression der Cortex-Samples der Gene Fosb und cFos 48 Stunden nach zweimaliger
Injektion im Stadium P2 und P4. C) Quantifizierung des Western Blots von cFos nach einmaliger Injektion
(siehe Abbildung E) mit Hilfe von ImageJ, Image Lab und Microsoft Excel. D) Quantifizierung des Western
Blots von cFos nach zweimaliger Injektion (siehe Abbildung E) E) Western Blot der Cortex-Samples mit
Banden von cFos (60 kDa) und GAPDH (36 kDa). Zur statistischen Auswertung wurden drei biologische
Replikate verwendet. Fur statistische Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P <
0.001.

Auch postnatal konnten weder die gPCR- noch die Western Blot-Ergebnisse den Effekt
der primdren Neuronen bestatigen. Sowohl im Stadium P3 nach einmaliger Injektion an
P2 als auch im Stadium P6 nach zweimaliger Injektion an P2 und P4 mit Rapamycin
konnte keine signifikante VVeranderung von cFos respektive Fosb im Vergleich zu DMSO

gefunden werden.
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3.4.3 mTOR-Aktivitiit reguliert die Expression zahlreicher Gene des
Cholesterinbiosynthesewegs in Neuronen und im sich

entwickelnden zerebralen Cortex

3.4.3.1 Validierung der Herunterregulation der Metabolismus-Gene

Um die herunterregulierten Gene der RNA-Sequenzierung zu validieren, wurden erneut
gPCR Experimente durchgeflhrt. Hierbei wurden sowohl RNA-Proben verwendet, die
fir die RNA-Sequenzierung bereits genutzt wurden, als auch neue RNA-Proben von
Temsirolimus behandelten primaren Neuronen. Das Ergebnis aus einer Auswahl von
Genen (Ldlr, Osc, Mvd, Nsdhl, Acss2) wird in Abbildung 37 gezeigt.

1.5-

mm DMSO

1.0+ TS
wAE &k ok %k %k ok *
0.5 * k% T -|- T -"
T
0.0- T T T T T

Ldir Osc Mvd Nsdhl Acss2

relative RNA expression
normalized to GAPDH

Abbildung 37: Quantifizierung der mRNA-Expression von Ldlr, Osc, Mvd, Nsdhl und Acss2 nach
Behandlung mit DMSO beziehungsweise Temsirolimus fir 5 Stunden in priméren Neuronen (DIV7)
mittels qRT-PCR und Excel . Zur statistischen Auswertung wurden drei biologische Replikate verwendet.
Fur statistische Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Die Quantifizierung der gPCR zeigt, dass alle untersuchten Gene nach einer
flnfstindigen mTOR-Inhibition eine signifikante Reduktion ihrer Expression auf RNA-
Ebene zeigen. Dabei zeigte sich zwischen den verschiedenen Genen eine Reduktion
zwischen 40 % und 60 %. Die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung konnten fir die
herunterregulierten Gene nach Temsirolimus-Behandlung somit bestétigt werden.

3.4.3.2 mTOR-Inhibition vermindert die Expression von Metabolismusgenen auf
Proteinebene

Als néchstes galt es die Reduktion dieser Gene auf Proteinebene zu tberprifen. Hierfir

wurden primére Neuronen fir 24 Stunden mit Temsirolimus behandelt, Proteinlysate

hergestellt und die Proteinexpression der metabolischen Zielgene Ldlr, Osc, Mvd und
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Nsdhl mittels SDS-Page und Western Blot visualisiert. Eine Ubersicht der
Quantifizierung der Western Blots ist in der folgenden Abbildung 38 dargestelit.
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Abbildung 38: Analyse der Proteinexpression von Ldlr, Osc, Mvd, Nsdhl und GAPDH in priméren
Neuronen (DIV7) nach Behandlung mit DMSO respektive Temsirolimus fiur 24 Stunden.
A) Quantifizierung des Western Blots mit Hilfe von ImageJ, Image Lab und Microsoft Excel.
B) Western Blot mit Banden von LdIir (135 kDa), Osc (60 kDa), Mvd (43 kDa), Nsdhl (50 kDa) und
GAPDH (36 kDa) Zur statistischen Auswertung wurden drei biologische Replikate verwendet.
Fur statistische Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Die Quantifizierung der Western Blot-Experimente zeigt eine Reduktion der Zielgene.
Wahrend Ldlr, Mvd und Nsdhl eine Reduktion zwischen 40 % und 50 % zeigen, ist bei
Osc lediglich eine Tendenz (p-Wert 0,09) eines Riickgangs der Proteinexpression zu

beobachten. Dennoch konnte insgesamt die Reduktion auf Proteinebene bestatigt werden.

3.4.3.3 Vergleich zu bereits publizierten Daten

Um die erlangten Ergebnisse zu bestatigen wurden diese im ndchsten Schritt mit der
bislang veroffentlichten Literatur verglichen. Nach einem Abgleich der Daten mit bereits
publizierten Daten (Duvel et al., 2010), konnten wir unter den herunterregulierten Genen
eine Ubereinstimmung zu Genen finden, die in mTOR hyperaktiven Fibroblasten von
Mausen hochreguliert vorliegen. Durch eine TSC2-Mutation in den Fibroblasten, ist der
mTOR Signalweg in diesen Zellen hyperaktiv. Daher wurden die Gene, die nach einer
Inhibition von mTOR herunterreguliert sind, mit denen verglichen, die bei einer
Aktivierung von mTOR hochreguliert vorliegen. Das Venn-Diagramm in folgender

Abbildung (Abb. 39) zeigt die Uberschneidung dieser beiden Datensatze.
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Abbildung 39: Venn-Diagramm Uber die herunterregulierten Gene nach mTOR-Inhibition und der
durch mTOR Aktivierung hochregulierten Gene. Gezeigt wird die Uberschneidung der Gene, die nach
der hier durchgefiihrten funfstiindigen Behandlung mit Temsirolimus reduziert vorliegen und der Gene,
welche nach einer Aktivierung von mTOR hochreguliert vorliegen (Diivel et al., 2010).

Unter den insgesamt 233 herunterregulierten Genen, die nach einer 5-stiindigen mTOR
Inhibition gefunden wurden, wurde eine Ubereinstimmung von 51 Genen zu den

hochregulierten Genen in den hyperaktiven mTOR Fibroblasten gefunden.

3.4.3.4 Expressionsmuster von Genen des Cholesterin-Stoffwechsels und der
Glykolyse

Auf der Suche nach Gemeinsamkeiten beziehungsweise Unterschieden der beiden
Datensédtze haben wir zwei Stoffwechselwege genauer untersucht. In der Arbeit von
Divel et al. sind Gene, die fir die Glykolyse und den Cholesterin-Stoffwechsel wichtig
sind, hochreguliert. Fir eine Untersuchung der Expression dieser Gene in den priméaren
Neuronen nach mTOR Inhibition, wurden je drei Gene der Glykolyse (Pfkp, Pgm2 und
Pdkl) und drei Gene des Cholesterin-Stoffwechsels (Sqgle, Dhcr7 und Dhcr24)
ausgewahlt. Die Gene der Glykolyse waren in den RNA-Seq Daten nicht signifikant
verandert, wahrend Gene des Cholesterinstoffwechsels signifikant reduziert exprimiert
vorlagen. Nach einer fiinfstindigen Behandlung mit Temsirolimus wurde die RNA
isoliert und die Expression mittels gPCR ermittelt. Folgende Abbildung (Abb. 40) zeigt
die Ergebnisse der Expression der Gene beider Stoffwechselwege.
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Abbildung 40: Quantifizierung der mRNA-Expression verschiedener Gene des Cholesterin-
Stoffwechselweges und der Glykolyse nach Behandlung mit DMSO beziehungsweise Temsirolimus
far funf Stunden in  priméaren Neuronen (DIV7) mittels gPCR und Excel.
A) RNA-Expression der Cholesterin-Stoffwechselgene Sgle, Dhcr7 und Dhcer24 nach mTOR Inhibition
B) RNA-Expression der Glykolyse-Gene Pfkp, Pgm2 und Pdkl nach mTOR Inhibition
Zur statistischen Auswertung wurden drei biologische Replikate verwendet.
Fur statistische Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Die Quantifizierung in Abbildung 40 A zeigt, dass die Expression der Gene des
Cholesterin-Stoffwechselweges in den primédren Neuronen nach mTOR Inhibition
signifikant herunterreguliert ist, wéhrend die Gene der Glykolyse keine signifikanten
Verénderungen zeigen (siehe Abb. 40 B). So ist die Expression der drei Gene des
Cholesterin-Stoffwechselwegs Sqle, Dhcr7 und Dhcr24 nach der Behandlung mit
Temsirolimus im Vergleich zur DMSO-Kontrolle um etwa 40 % - 50 % reduziert. Die
Glykolyse-Gene Pfkp, Pgm2 und Pdkl zeigen dagegen keine Verénderung. Um zu
uberprifen, ob es sich hierbei um einen zellspezifischen oder inhibitorspezifischen Effekt
handelt, wurden primare Neurone statt mit Temsirolimus mit Torinl behandelt. Torinl
inhibiert hierbei nicht nur mTORC1, sondern im Gegensatz zu Temsirolimus auch
mTORC2. Auch hier wurden die priméren Neurone nach einer finfstiindigen Behandlung
geerntet, die RNA isoliert und die Expression der ausgewahlten Gene der Glykolyse mit
Hilfe von gPCR analysiert. Folgende Abbildung 41 zeigt die Ergebnisse dieser

Experimente.
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Abbildung 41: Quantifizierung der mRNA-Expression verschiedener Gene der Glykolyse (Pfkp,
Pgm2 und Pdk1) nach Behandlung mit DMSO beziehungsweise Torin 1 fir funf Stunden in priméren
Neuronen (DIV7) mittels gRT-PCR und Excel. Zur statistischen Auswertung wurden drei biologische
Replikate verwendet. Fir statistische Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P <
0.001.

Die Quantifizierung der qPCR Experimente zeigt, dass die drei Gene der Glykolyse nach
der Behandlung mit Torin 1 signifikant reduziert exprimiert werden. Eine Rolle von
mTORC2 in der Regulation der Gene der Glykolyse konnte der Grund fiir die Reduktion

nach Behandlung mit Torin 1 sein.

Torinl ist zusétzlich bekannt daflr die Phosphorylierung von 4E-BP1 im Vergleich zu
Temsirolimus deutlich starker zu reduzieren. Um einen Unterschied in der Expression
von 4E-BP1 und phospho 4EBP1 (p4E-BP1) zu erortern, wurden mit Temsirolimus und
Torin 1 behandelte primdre Neuronen geerntet, Proteine isoliert und die Expression
anhand Western Blot Experimente analysiert. Die Blots dieser beiden Antikorper sind in
folgender Abbildung (Abb. 42) zu sehen.
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Abbildung 42: Western Blot der priméren Neuronen fiinf Stunden nach DMSO, Temsirolimus
beziehungsweise Torinl-Behandlung mit Banden von 4E-BP1 und p4E-BP1 (ca 18 kDa).
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Anhand dieser Abbildung ist zu sehen, dass zum einen eine dritte Bande von 4E-BP1, die
nach Behandlung mit Temsirolimus auftaucht, nach einer Behandlung mit Torin 1 nicht
mehr zu sehen ist, als auch zum zweiten, dass eine Phosphorylierung nur nach einer
Behandlung mit Temsirolimus zustande kommt. Torinl scheint im Gegensatz zu
Temsirolimus also eine Phosphorylierung von 4E-BP1 zu verhindern. Zudem ist kein
Unterschied zwischen DMSO und Temsirolimus festzustellen. Aufgrund der marginalen
Unterschiede speziell bei p4E-BP1 und der raumlichen Nédhe der Banden zueinander, war
eine Quantifizierung in diesem Fall leider nicht mdglich.

3.4.3.5 Die Aktivierung von mTOR erhoht die Expression der
Cholesterinbiosynthese-Gene

Um einen gegenteiligen Effekt durch eine Aktivierung von mTOR zu untersuchen,
wurden primare corticale Neuronen mit IGF-1 behandelt. IGF-1 wirkt hierbei durch seine
Eigenschaft als Wachstumsfaktor aktivierend auf mTOR. Zur Uberpriifung wurden erste
gPCR Experimente nach einer Behandlung mit DMSO respektive IGF-1 fur 5 Stunden
durchgefuhrt. Das Ergebnis der Analyse der beiden Gene Ldlr und Dhcr7 ist in Abbildung
43 dargestellt.
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Abbildung 43: Quantifizierung der mRNA-Expression von LdIr und Dhcr7 nach Behandlung mit
DMSO beziehungsweise IGF-1 fiir finf Stunden in primaren Neuronen (DIV7) mittels gRT-PCR
und Excel. Zur statistischen Auswertung wurden drei biologische Replikate verwendet. Fr statistische
Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Die Quantifizierung der beiden Gene zeigt, dass deren Expression in den primdren
Neuronen nach einer Aktivierung von mTOR erhéht vorliegt. Sowohl die Expression von
LdlIr als auch die von Dhcr7 steigt um etwa 25 %. Diese Experimente weisen darauf hin,
dass die Reduktion der Cholesterin-Gene nach der Inhibierung von mTOR tatsdchlich in
der reduzierten mTOR-AKtivitat begriindet liegt.
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3.4.3.6 mTOR reguliert die Expression der Cholesterinbiosynthese-Gene in vivo im
sich entwickelnden zerebralen Cortex

Nachdem im Rahmen dieser Arbeit gezeigt wurde, dass mTOR die Expression der
Cholesterinbiosynthese-Gene in vitro in primédren Neuronen reguliert, sollte hier
uberprift werden, ob diese Regulation auch in vivo stattfindet. Dafiir wurden zunédchst
wie unter 3.4.2.6 bereits beschrieben tragende Mduse im Stadium E16.5 intraperitoneal
mit Rapamycin injiziert. Zunachst wurde die Expression der Gene, die in den
Temsirolimus behandelten Neuronen herunterreguliert vorlagen, auf RNA- und
Proteinebene 24 Stunden nach der Injektion mit Rapamycin im Vergleich zu DMSO
analysiert. Die Ergebnisse der qPCR und Western Blot-Experimente fur die Gene Ldlr,
Osc, Mvd und Dhcr7 beziehungsweise Nsdhl sind in folgender Abbildung 44 zu sehen.
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Abbildung 44: Quantifizierung der mRNA- und Protein-Expression verschiedener Gene des
Cholesterin-Stoffwechselweges nach intraperitonealer Injektion mit DMSO beziehungsweise
Rapamycin fur 24 Stunden in tragenden Mausen (E16). A) RNA-Expression der Cortex-Samples der
Gene Ldlr, Osc, Mvd und Dhcr7. B) Quantifizierung des Western Blots von C mit Hilfe von ImageJ, Image
Lab und Microsoft Excel. C) Western Blot der Cortex-Samples mit Banden von LdlIr (135 kDa), Osc (60
kDa), Mvd (43 kDa), Nsdhl (50 kDa) und GAPDH (36 kDa) Zur statistischen Auswertung wurden sechs



3 Ergebnisse 113

biologische Replikate verwendet. Fir statistische Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P <
0.01; ***P < 0.001.

Die gPCR Ergebnisse zeigen eine Reduktion der Gene Ldlr, Osc, Mvd und Dhcr7 auf
RNA-Ebene um etwa 50 %. Auf Proteinebene konnte lediglich fir Ldlr eine Reduktion
(20 %) nach der Injektion mit Rapamycin im Vergleich zu DMSO aufgezeigt werden. Flr
Osc, Mvd und Nsdhl konnte zwar eine Tendenz, jedoch keine signifikante Reduktion

nach einer Behandlung mit Rapamycin gezeigt werden.

Der geringe Effekt auf Proteinebene kdnnte durch die Proteinstabilitat der entsprechenden
Proteine bedingt sein. Daher wurde als nadchster Schritt Rapamycin an drei
aufeinanderfolgenden Tagen in den Stadien E14.5 — E16.5 injiziert. Erneut wurden im
Anschluss die genannten Gene hinsichtlich ihrer RNA- und Proteinexpression mit Hilfe
von gPCR und Western Blot-Experimenten analysiert. Die Abbildung 45 zeigt die

Ergebnisse dieser Experimente.
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Abbildung 45: Quantifizierung der mRNA- und Protein-Expression verschiedener Gene des
Cholesterin-Stoffwechselweges nach intraperitonealer Injektion mit DMSO beziehungsweise
Rapamycin (1 mg pro kg Kérpergewicht) an drei aufeinanderfolgenden Tagen in tragenden Mausen
(E14.5-E16.5). A) RNA-Expression der Gene Ldlr, Osc, Mvd und Dhcr7 in den embryonalen Cortex-
Proben. B) Quantifizierung des Western Blots von B mit Hilfe von ImageJ, Image Lab und Microsoft Excel.
C) Western Blot der Cortex-Proben mit Banden von Ldlr (135 kDa), Osc (60 kDa), Mvd (43 kDa), Nsdhl
(50 kDa) und GAPDH (36 kDa). Zur statistischen Auswertung wurden sechs biologische Replikate
verwendet. FUr statistische Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Nach drei Injektionen an drei aufeinanderfolgenden Tagen zeigen die Gene Ldlr, Osc,
Mvd und Dhcr7 einen Rickgang ihrer RNA-Expression auf ihr Normalniveau und damit
keine signifikante Veradnderung zu DMSO. Im Gegensatz dazu sind nun drei der vier
untersuchten Gene (LdIr, Mvd und Nsdhl) auf Proteinebene signifikant reduziert. Ldlr
wird hierbei um 45 %, Mvd um 30 % und Nsdhl um 25 % reduziert. Die Proteinexpression
von Osc zeigt eine Tendenz (p-Wert 0,105) zur Reduktion, aber keine signifikante
Verénderung.

Analog zu den in vivo-Untersuchungen der IEGs wurden fiir die Cholesterinbiosynthese-

Gene ebenfalls Analysen an P3 nach einmaliger intraperitonealer Injektion an P2 mit
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DMSO beziehungsweise Rapamycin angestellt. Die Ergebnisse der g°PCR und Western
Blot-Experimente fur die Gene Ldlr, Osc, Mvd und Nsdhl sind in folgender Abbildung

46 zu sehen
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Abbildung 46: Quantifizierung der mRNA- und Protein-Expression verschiedener Gene des
Cholesterin-Stoffwechselweges 24 Stunden nach intraperitonealer Injektion im Stadium P2 mit
DMSO beziehungsweise Rapamycin (1 mg pro kg Kérpergewicht). A) RNA-Expression der Gene Ldlr,
Osc und Mvd in den Cortex-Proben. B) Quantifizierung des Western Blots von C mit Hilfe von ImageJ,
Image Lab und Microsoft Excel. C) Western Blot der Cortex-Proben mit Banden von Ldlr (135 kDa), Osc
(60 kDa), Mvd (43 kDa), Nsdhl (50 kDa) und GAPDH (36 kDa). Zur statistischen Auswertung wurden drei
biologische Replikate verwendet. Fir statistische Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P <
0.01; ***pP < 0.001.

Die gPCR Ergebnisse zeigen eine signifikante Reduktion der Gene Ldlr, Osc und Mvd
auf RNA-Ebene um 40 % fur Ldlr und um etwa 30 % fir Osc und Mvd. Auf Proteinebene
konnte lediglich fiir Ldlr eine Reduktion (30 %) nach der Injektion mit Rapamycin im
Vergleich zu DMSO aufgezeigt werden. Fir Osc wurde eine signifikant erhéhte
Expression festgestellt. Mvd und Nsdhl zeigten keine Veranderung in ihrer Expression

nach einer Behandlung mit Rapamycin im Vergleich zu DMSO.
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Erneut wurde eine verlangerte Behandlung mit Rapamycin eingeleitet. Hierfur wurden
postnatale Mause in den Stadien P2 und P4 mit Rapamycin intraperitoneal behandelt und
im Stadium P6 analysiert. Abermals wurden im Anschluss die genannten Gene
hinsichtlich ihrer RNA- und Proteinexpression mit Hilfe von gPCR und Western Blot-
Experimenten analysiert. Die Abbildung 47 zeigt die Ergebnisse dieser Experimente.
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Abbildung 47: Quantifizierung der mRNA- und Protein-Expression verschiedener Gene des
Cholesterin-Stoffwechselweges 48 Stunden nach zweimaliger intraperitonealer Injektion in den
Stadien P2 und P4 mit DMSO beziehungsweise Rapamycin (1 mg pro kg Korpergewicht). A) RNA-
Expression der Gene LdlIr, Osc und Mvd in den Cortex-Proben. B) Quantifizierung des Western Blots von
C mit Hilfe von ImageJ, Image Lab und Microsoft Excel. C) Western Blot der Cortex-Proben mit Banden
von LdIr (135 kDa), Osc (60 kDa), Mvd (43 kDa), Nsdhl (50 kDa) und GAPDH (36 kDa). Zur statistischen
Auswertung wurden drei biologische Replikate verwendet. Fur statistische Analysen wurde der t-Test
verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Nach zweimaliger intraperitonealer Injektion zeigen die Gene Ldlr, Osc und Mvd einen
Rickgang ihrer RNA-Expression auf ihr Normalniveau und damit keine signifikante
Verénderung zu DMSO. Im Gegensatz dazu sind nun drei der vier untersuchten Gene
(Ldir, Mvd und Nsdhl) auf Proteinebene signifikant reduziert. Ldlr und Nsdhl werden
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hierbei um 40 % und Mvd um 45 % reduziert. Die Proteinexpression von Osc zeigt im
Vergleich dazu keine signifikante Veranderung.

3.4.3.7 mTOR-Inhibition hemmt die Cholesterin-Synthese in primaren Neuronen

Die Experimente in vitro zeigten, dass nach einer Behandlung mit Temsirolimus fir 5
Stunden bereits 8, bei 24 Stunden sogar 15 Gene des Cholesterin-Biosynthesewegs in
ihrer Expression signifikant herunterreguliert vorliegen (siehe Abb. 48). Wir erwarteten
daher eine beeintrachtigte Cholesterinbiosynthese nach der Inhibierung des mTOR
Signalwegs mittels Temsirolimus. Um diese These zu prifen, wurden zundchst Neuronen
fur 48 Stunden mit DMSO bzw. Temsirolimus behandelt und anschlielend der
Cholesteringehalt der Zellen mit Hilfe des Amplex Red Cholesterin-Assays gemessen.
Als Positivkontrolle wurde Cyclodextrin verwendet. Die Ergebnisse dieses Assays sind

in Abbildung 49 aufgezeigt.
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Abbildung 48: Schematische Ubersicht des Cholesterinsynthesewegs in der Maus. Gene, die in der
RNA-Sequenzierung nach 24-stiindiger Behandlung mit Temsirolimus als herunterreguliert identifiziert
wurden, sind in Gelb markiert.
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Abbildung 49: Veranderungen im Cholesteringehalt in priméren Neuronen (DIV6) mittels Amplex
Red Cholesterol Assay nach Behandlung mit DMSO respektive Temsirolimus fiir 24 Stunden oder
Cyclodextrin (CD) fur eine Stunde. Zur statistischen Auswertung wurden funf biologische Replikate
verwendet. FUr statistische Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Im Vergleich zu DMSO war der Cholesteringehalt in Temsirolimus behandelten
Neuronen etwa um 15 % signifikant reduziert. Zusatzlich war der Cholesteringehalt nach
einer Behandlung mit Cyclodextrin (CD) um etwa 30 % reduziert. Die Positivkontrolle
Cyclodextrin ist in der Lage Cholesterin aus den Zellen zu binden und den
Cholesteringehalt der Zellen somit zu senken. Es konnte somit gezeigt werden, dass eine
Hypoaktivitit des mTOR Signalwegs in vitro zu einer reduzierten Cholesterinbiosynthese
flhrt.

3.4.3.8 Mechanismus der mTOR abhangigen Regulation von Genen des
Cholesterin-Stoffwechsels

Veranderungen der RNA-Expression konnen auf epigenetischer Ebene durch Anderung

der Zugénglichkeit des Chromatins, auf Transkriptionsebene durch Veranderung der

Bindung von Transkriptionsfaktoren oder auf posttranskriptioneller Ebene durch

Anderung der RNA-Stabilitat erfolgen.

Um mogliche Veranderungen der RNA-Stabilitdt zu untersuchen, wurden primare
Neuronen mit dem Transkriptionsinhibitor Actinomycin D in Kombination mit DMSO
oder Temsirolimus behandelt. Mittels g°PCR-Analysen wurde die RNA-Zerfallsrate der
drei herunterregulierten Gene Ldlr, Osc und Nsdhl untersucht. Die folgende Abbildung

50 zeigt das Ergebnis dieser Experimente.
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Abbildung 50: Quantifizierung der mRNA-Expression von Ldlr, Osc und Nsdhl nach Behandlung
mit DMSO respektive Temsirolimus plus Actinomycin D in primaren Neuronen (DIV7).
Quantifizierung der mRNA-Stabilitdt von Ldlr, Osc und Nsdhl nach Behandlung mit DMSO
beziehungsweise Temsirolimus und Actinomycin D nach den Zeitpunkten 0 Minuten, 30 Minuten und 90
Minuten mittels qPCR. Zur statistischen Auswertung wurden drei biologische Replikate verwendet.
Fur statistische Analysen wurde der t-Test verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Wie anhand der Abbildung zu erkennen ist, zeigt keines der drei Gene nach einer
Inhibierung des mTOR Signalwegs eine Verdnderung seiner RNA-Stabilitat. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass mTOR unter diesen experimentellen Bedingungen
keinen Einfluss auf die posttranskriptionelle Regulation der RNA-Expression dieser Gene
hat.

Um auf mégliche mTOR-vermittelte Anderungen der Zugénglichkeit des Chromatins zu
testen, wurde als ndchster Schritt ATAC-seq (Assay for Transposase-Accessible
Chromatin using sequencing) durchgefihrt. Hierfur wurden corticale Neuronen erneut fur
5 Stunden mit DMSO oder Temsirolimus behandelt und im Anschluss das Chromatin
untersucht. Die Analyse der drei nach Temsirolimus reduziert vorliegenden Gene Ldlr,
Osc und Nsdhl ist in folgender Abbildung 51 aufgezeigt.
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Abbildung 51: Veranderungen der Chromatin-Zuganglichkeit der Gene Ldlr, Osc und Nsdhl nach
Behandlung mit DMSO oder Temsirolimus fir 24 Stunden mittels ATAC-seq (Assay for
Transposase-Accessible Chromatin using sequencing).

Beim Vergleich offener Chromatinregionen der drei Gene Ldlr, Osc und Nsdhl konnten
nach der Behandlung von Neuronen mit DMSO und Temsirolimus keine wesentlichen
Unterschiede festgestellt werden. Dieses Ergebnis legt nahe, dass Modifikationen der
Zuganglichkeit des Chromatins keine wesentliche Rolle bei der Vermittlung von
Genexpressionsdnderungen nach Temsirolimus-Behandlung spielen. Vielmehr kann
davon ausgegangen werden, dass die durch mTOR vermittelte Aktivierung der

Genexpression in Neuronen direkt auf der Ebene der Transkriptionsfaktoren erfolgt.

Um eine Anderung der Bindung von Transkriptionsfaktoren zu uberpriifen, wurden
zundchst  Transkriptionsfaktor-Bindestellen  in  den  Promotorregionen  der
herunterregulierten Gene identifiziert. Hierbei wurden die Promotorregionen der nach
funfstundiger Temsirolimus-Behandlung herunterregulierten Gene mittels der Softwares
FindM und Homer (Ambrosini et al., 2003; Heinz et al., 2010) untersucht.
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Abbildung 52: Analyse der Bindung von Transkriptionsfaktoren in Neuronen nach mTOR-
Inhibition. A) Venn Diagramm der Gene, die nach Temsirolimus-Behandlung reduziert vorliegen und eine
SREBP-Bindestelle aufweisen. B) Venn Diagramm der Gene, die nach Temsirolimus-Behandlung
reduziert vorliegen und eine SP1-Bindestelle aufweisen. C) Venn Diagramm der Gene, die nach
Temsirolimus-Behandlung reduziert vorliegen und eine NF-Y-Bindestelle aufweisen.

Divel und Kollegen konnten bereits zeigen, dass die Bindestelle fiir SREBPs in den
Promotoren von mTOR-regulierten Zielgenen uUberrepréasentiert vorliegt. Nach
Untersuchung der Promoter-Regionen der nach funfstindiger mTOR-Inhibition
herunterregulierten Gene mit Hilfe der findM-Software (Quelle) konnte gezeigt werden,
dass 45 % dieser Gene mindestens eine Bindestelle fiir SREBP besitzen (Abb. 52 A).
Zuséatzlich konnten wir mit Hilfe der Software Homer herausfinden, dass fur die
Transkriptionsfaktoren SP1 in 76,3 % (Abb. 52 B) und fiir NF-Y in 31,4 % (Abb. 52 C)
der Promotoren der herunterregulierten Gene Bindestellen vorliegen. SREBP1 ist fur sich
ein schwacher transkriptioneller ~Aktivator und interagiert daher mit den
Interaktionspartners SP1 und NF-Y (Reed et al., 2008). Die Identifizierung von
angereicherten GO-Terms ergab, dass Gene, welche am Cholesterin-Biosyntheseweg
beteiligt sind, bevorzugt Bindestellen fir alle drei Transkriptionsfaktoren (SREBP, NF-
Y und SP1) oder fir zwei Transkriptionsfaktoren (NF-Y und SP1) in ihren Promotoren
enthielten (siehe Abb. 53 A).
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Transcription factor GO term Number of genes | p Value (adjusted)

SREBP, NFY, SP1 Sterol biosynthesis 5 5.13x10

(n=35) Lipid biosynthesis 9 0.0002
Cholesterol biosynthesis | 3 0.006

NFY, SP1 Sterol biosynthesis 4 0.0003

(n=22) Cholesterol biosynthesis | 3 0.002

SREBP, SP1

(n = 48)

SREBP (n=7)

NFY(n=5)

SP1 (n = 53)

Abbildung 53: Transkriptionsfaktoren, die Bindestellen in den herunterregulierten Genen
aufweisen. A) Venn-Diagramm, das herunterregulierte Gene zeigt, die Bindungsstellen fir zwei oder drei
der Transkriptionsfaktoren SREBP, SP1 und NF-Y in ihren Promotoren teilen. B) GO-Term-Analyse der
Gene, die unterschiedliche Kombinationen von Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen in ihren Promotoren
enthalten.

Aufgrund dieser Ergebnisse und der Grundlage, dass bisher wenig tber die Verbindung
von mTOR-AKktivitat und NF-Y bekannt ist, wurde NF-Y genauer untersucht. Beim NF-
Y-Komplex handelt es sich um ein Trimer das aus NF-YA, NF-YB und NF-YC besteht.
Da NF-YA fir die Bindung mit Promotorregionen anderer Ziele verantwortlich ist, wurde
NF-YA stellvertretend fir den NF-Y-Komplex ndher untersucht. NF-YA st
hauptséchlich im Nucleus lokalisiert. Zunachst wurde uberprift, ob sich die subzellulare
Lokalisierung nach Behandlung mit Temsirolimus andert. Hierfir wurden primare
Neuronen fir 5 Stunden mit DMSO respektive Temsirolimus behandelt und NF-Y A nach
Fixierung auf Deckglaschen mittels Immunféarbung visualisiert. Abbildung 54 zeigt einen
Ausschnitt aus einer solchen Farbung.

A DMSO B TS

Abbildung 54: Subzellulare Lokalisation von NF-YA in priméren Neuronen. A) Immunférbung von
primaren Neuronen nach 5-stindiger DMSO-Behandlung. Griin = NF-YA, blau = Zellkerne B)
Immunfarbung von priméren Neuronen nach 5-stiindiger Temsirolimus-Behandlung. Griin = NF-YA, blau
= Zellkerne
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Wie anhand der Immunfarbung in Abbildung 54 zu erkennen ist, gibt es keine
Verénderung der subzelluldren Lokalisation von NF-YA nach Temsirolimus-
Behandlung. Sowohl nach Behandlung mit DMSO als auch mit Temsirolimus liegt NF-

YA hauptsachlich im Zellkern der Zellen vor.

Der nachste Schritt galt der Untersuchung einer Verénderung der potenziellen Bindung
von NF-Y und Kandidatengenen. Daher wurden primére Neuronen fir 5 Stunden mit
DMSO beziehungsweise Temsirolimus behandelt und anschlieRend die Bindung von NF-
YA mit Hilfe von ChIP-gPCR und NF-YA-Antikorpern untersucht. Untersucht wurden
zum einen eine Positivkontrolle (Aurka) als auch eine Negativkontrolle (MyoD1) fur die
Bindung von NF-YA und zum anderen Gene, die nach mTOR-Inhibition
herunterreguliert vorlagen und an der Cholesterin-Biosynthese beteiligt sind (Mvd, Nsdhl
und Dhcr7). Die Ergebnisse der DNA-Expression der unterschiedlichen Zielgene nach

der Chromatin-Immunprazipitation sind in folgender Abbildung 55 gezeigt.
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Abbildung 55: ChIP-gPCR Analyse der Bindung von NF-YA mit unterschiedlichen Genen nach
mTOR-Inhibition. A) ChIP-gPCR der Positivkontrolle Aurka und der Negativkontrolle MyoD1 nach 5-
stiindiger Behandlung mit DMSO oder Temsirolimus. B) ChIP-gPCR der Cholesterin-Biosynthese-Gene
Mvd, Nsdhl und Dhcr7 nach 5-stindiger Behandlung mit DMSO oder Temsirolimus. Zur statistischen
Auswertung wurden drei biologische Replikate verwendet. Fir statistische Analysen wurde der t-Test
verwendet. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Anhand der Abbildung 55 A ist zu sehen, dass die Kontrollen funktioniert haben. Aurka
weist eine hohere Bindung von NF-YA auf als MyoD1. Auflerdem ist nach der
Behandlung mit Temsirolimus die Bindung von NF-YA an den Promotor von Aurka
deutlich hoher als nach Behandlung mit DMSO. Ahnliches ist in Abbildung 55 B zu
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beobachten. Mvd und Nsdhl zeigen nach der Inhibition von mTOR eine signifikante
Erh6hung der Bindung an, wéhrend Dhcr7 eine Tendenz (p-Wert 0,13) zur erhdhten
Bindung anzeigt. Da NF-Y hauptsédchlich als Transkriptionsaktivator wirkt, wurde eine
Abnahme der NF-YA-Bindung zu seinen Zielstellen innerhalb der Promotoren derjenigen
Gene erwartet, welche nach mTOR-Inhibition reduziert vorliegen. Uberraschenderweise
wurde das Gegenteil beobachtet. NF-YA zeigte sowohl eine erhohte Bindung an den
Promotor des bekannten Ziels Aurka als auch an die Promotoren der Zielgene Mvd und
Nsdhl.
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4 Diskussion

Ziel der Arbeit war die Identifizierung neuer Gene, welche durch mTOR reguliert werden
und deren Dysregulation an der Progression neuronaler Erkrankungen beteiligt sein
konnte. Bei mTOR handelt es sich um eine Serin/Threonin-Proteinkinase, welche als
Hauptregulator der Proteintranslation und des Zellwachstums fungiert. Eine
Funktionsstérung des mTOR-Signalwegs gilt als eine der Hauptursachen verschiedener
neurologischer Entwicklungsstorungen wie Autismus-Spektrum-Storung (ASD), geistige
Behinderung (ID) und Epilepsie. Anhand eines Kandidatenansatzes wurde das
Zelladhésionsmolekiil N-Cadherin als eines der Zielgene von mTOR untersucht. Hier
wurden Expressionsmuster dieses Gens in primaren, corticalen Mausneuronen nach der
Inhibition von mTOR mittels Temsirolimus ermittelt und im Anschluss der zugrunde
liegende Mechanismus dieser Regulation naher beleuchtet. Im zweiten Teil der Arbeit
wurde ein Einfluss des mTOR-Signalwegs auf das Transkriptom der corticalen Neuronen
untersucht. Hierbei wurde eine erhéhte Expression flir einige immediate early genes
(IEGs) sowie eine verminderte Expression fir Gene verschiedener Stoffwechselwege,
insbesondere fur Gene der Cholesterinbiosynthese, gefunden. Nach Verifizierung der
Ergebnisse konnte eine verminderte Cholesterinsynthese in vitro und in vivo bestatigt

werden.

4.1 mTOR-abhingige Regulation von N-Cadherin

Um einen moglichen Einfluss von mTOR auf die Expression von N-Cadherin zu
untersuchen, wurden primére corticale Neurone mit dem mTOR-Inhibitor Temsirolimus
behandelt. Studien wiesen bereits auf eine Rolle von mTOR auf die Expression von N-
Cadherin hin. So konnte in unterschiedlichen Zelllinien nach einer Behandlung mit
Rapamycin sowohl eine erhohte (Liang et al., 2014) als auch eine reduzierte Expression
von N-Cadherin (Wie et al., 2017) beobachtet werden. Diese Ergebnisse stiitzen die These
einer besonderen Wichtigkeit der Feinregulation von N-Cadherin wahrend der
Embryonalentwicklung (Rago et al., 2014). Die angesprochene Bedeutung von N-
Cadherin wahrend der fortschreitenden Entwicklung des Embryos konnten bereits
verschiedene Studien bereits nachweisen. So zeigten Studien, dass N-Cadherin unter
anderem an der Zellmigration, der Formierung von Schaltkreisen und der Bildung von
Synapsen beteiligt ist (Benson & Tanaka, 1998; Jingling et al., 2006; Stan et al., 2010;
Zhang et al., 2010; Rousso et al., 2012). Dass N-Cadherin fur die Embryonalentwicklung
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essenziell ist, bestatigt sich auch in N-Cadherin Knockout-Mé&usen, die im Stadium E10
versterben (Radice et al., 1997). Da N-Cadherin vor allem im Gehirn eine essenzielle
Rolle wahrend der Embryonalentwicklung einnimmt (Kadowaki et al., 2007), wurden fir
die Untersuchung im Rahmen dieser Arbeit primare corticale Neurone der Maus als
Zellmodell verwendet. Zur Uberpriifung der mTOR-vermittelten Regulation der N-

Cadherin Expression wurden diese Neurone kultiviert und mit Temsirolimus behandelt.

Da es sich bei mTOR um einen der Hauptregulatoren der Proteinsynthese handelt, wurde
eine verminderte Proteinexpression von N-Cadherin vermutet und bestatigt. Aufgrund
der aufkommenden Anzahl an Studien, die eine Rolle von mTOR bei der Regulation der
Transkription aufzeigen (Duvel et al., 2010; X. Wang & Proud, 2011), wurde zudem eine
verminderte RNA-Expression von N-Cadherin vermutet und ermittelt. Um den
Mechanismus der mTOR-abhangigen Reduzierung von N-Cadherin zu ergriinden,
wurden Luciferase-Assays, 3’RACE- sowie Protein- und RNA-Stabilitatsexperimente
durchgefihrt. Da Studien existieren, die eine Rolle von mTOR in die Protein- respektive
RNA-Stabilitat nahelegen (Lisi et al., 2011; Park et al., 2014), wurde ein Einfluss von
mTOR auf die Stabilitat des Transskripts beziehungsweise des Proteins von N-Cadherin
untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die mRNA von N-Cadherin eine schnellere
Reduktion nach der Inhibition von mTOR erfuhr, was einen Einfluss auf die RNA-
Stabilitdt von N-Cadherin aufzeigt. Darliber hinaus ist bekannt, dass der mTOR-
Signalweg die Genexpression posttranskriptionell reguliert (Boudra et al., 2016). Deshalb
wurde eine mogliche posttranskriptionelle Regulation der Expression von N-Cadherin
iber die 3° untranslatierte Region (3’UTR) untersucht. Das Transkript von N-Cadherin
enthélt eine hochkonservierte 3’UTR mit drei alternativen Polyadenylierungssignalen,
deren unterschiedliche Verwendung entweder eine kurze oder eine lange 3’UTR erzeugt.
Anhand von Luciferase Assays wurde eine reduzierte Luciferaseaktivitat nach der
Behandlung mit Temsirolimus nur fiir den langen 3’UTR festgestellt. Hierbei wurde fiir
den gleichen 3’UTR, bei dem ein Polyadenylierungssignal mutiert wurde, keine
signifikante Reduzierung der Luciferaseaktivitat beobachtet. Zusammen mit bereits
veroffentlichten Studien, die eine Rolle fir mTOR in der alternativen Polyadenylierung
aufzeigen (Chang et al., 2018), legen diese Ergebnisse nahe, dass mTOR die alternative
Polyadenylierung des Transkripts von N-Cadherin reguliert. Polyadenylierung und
alternative Polyadenylierung erweisen sich als wichtige Regulatoren der Genexpression,
wobei Verénderungen dieser Polyadenylierung Auswirkungen auf viele Krankheiten

haben (Gruber & Zavolan, 2019). Studien konnten darlber hinaus zeigen, dass eine
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verdanderte Aktivitit von mTOR die Léange des 3’UTRs verschiedener Zielgene
modulieren kann (Chang et al., 2015; Matoulkova et al., 2017). Daher wurde als nachstes
eine mogliche Verkiirzung des 3’UTRs von N-Cadherin, aufgrund einer Inhibition von
mTOR, untersucht. Anhand von 3’RACE-Experimenten konnte eine verringerte
Expression des langen 3’UTRs von N-Cadherin nach Behandlung mit Temsirolimus
festgestellt werden. Es kommt demnach zu einer Verschiebung zur vermehrten
Expression des kurzen 3’UTR im Verhéltnis zum langen 3’UTR nach der Inhibition von
mTOR. Zusammenfassend konnte hier gezeigt werden, dass mTOR die Expression von
N-Cadherin dahingehend beeinflusst, indem mTOR die alternative Polyadenylierung der
MRNA von N-Cadherin veréndert. Eine verminderte mTOR-Aktivitat verursacht hier
eine verminderte Produktion an Transkripten, welche den langen 3°’UTR enthalten. Ob
die Gabe von Temsirolimus eine Verkiirzung des 3’UTRs von N-Cadherin hervorruft,
kann nicht abschlieRend gekl&rt werden. Weitere Schritte zur Klarung, inwieweit mTOR
den 3’UTR von N-Cadherin reguliert, sind demnach von Noten. Ein mdglicher Punkt
waren RNA-bindende Proteine, welche durch eine Inhibition von mTOR fehlreguliert
sein konnten, was wiederum mit einer Verdnderung des 3’UTRs von N-Cadherin
einherginge. RNA-bindende Proteine nehmen eine Vielfalt an Funktionen an. So kénnen
sie bei dem alternativen Spleif3en und der Polyadenylierung beteiligt sein, den Transport
der reifen mRNA ins Zytoplasma vermitteln und die Stabilitdat sowie die Translation
verschiedener Zieltranskripte unterstiitzen (Matoulkova et al., 2012). Eine potenzielle
Gruppe an RNA-bindenden Proteinen wéaren die Hu-Proteinfamilie. Arbeiten von
Sosanya und Kollegen konnte bereits eine antagonistische Beziehung zwischen mTOR
und HuD bei der Regulierung der Expression des spannungsgesteuerten Kaliumkanals
1.1 (Kv1l.1)- andeuten (Sosanya et al., 2013). Zur Hu-Proteinfamilie gehéren die
hauptsachlich neuronal exprimierten RNA-bindenden Proteine HuB, HUC und HuD
sowie das universell exprimierte HUR. Diese Proteine erkennen und binden an die AU-
reichen Elemente (ARE) in 3’UTR seiner Ziel-mRNA und verbessern die mRNA-
Stabilitdt und Translation, indem die Proteine um die AREs gegen mRNA
destabilisierende Modulatoren konkurrieren (Mukherjee et al., 2011). Zudem spielen
diese Proteine eine wichtige Rolle in der neuronalen Differenzierung und der
Langzeitpotenzierung (Akamatsu et al., 1999, 2005). Zusétzlich handelt es sich
beispielsweise bei HUR um einen wesentlichen Regulator der mRNA-Translation und der
neocorticalen Entwicklung (Popovitchenko et al., 2016). Direkte mRNA-Ziele von HuR
oder den anderen Vertretern der Proteinfamilie sind aber weitestgehend unbekannt.
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Weitere experimentelle Schritte wéren notwendig, um herauszufinden, ob N-Cadherin
eines dieser Ziele sein konnte. Neben der Rolle der Hu-Proteinfamilie in der
Verbesserung der Stabilitat und Translation verschiedener mMRNAs, konnte eine Funktion
fur die Auswahl der PolyA-Stelle wahrend der neuronalen Differenzierung fir HuC
gezeigt werden (Grassi et al., 2019). Zusatzlich konnte bereits eine Korrelation in Form
einer Co-Lokalisierung von HuD und dem Poly-A-bindenden Protein (PABP)
nachgewiesen werden (Tiruchinapalli et al., 2008). So konnte durch eine mTOR-
Inhibition verursachte Fehlregulation einzelner Hu-Proteine die Stabilitat des Transkripts
von N-Cadherin beziehungsweise dessen alternative Polyadenylierung beeintrachtigt
sein. Darlber hinaus konnten fehlende Bindestellen fir miRNAs durch die Verschiebung
hin zum kirzeren 3°’UTR fur eine Verdnderung in der Expression der RNA von N-
Cadherin verantwortlich sein. MiRNAs binden den 3°’UTR des jeweiligen Zieltranskripts
und verhindern durch Blockierung der Translation oder Abbau des Transkripts die
Proteinbiosynthese des entsprechenden Gens (Nilsen, 2007). Einige Studien haben jedoch
gezeigt, dass miRNAs die Fahigkeit besitzen, die Genexpression direkt oder indirekt zu
aktivieren (Ghosh et al., 2008; Tili et al., 2008). Fehlende Bindestellen fiir miRNAs durch
eine mogliche Verkiirzung des 3’UTRs von N-Cadherin kdnnte so eine destabilisierende
Wirkung auf dessen Transkript austiben. Ob eine Fehlregulation von miRNAs oder RNA-
bindenden Proteinen durch die Inhibition von mTOR vorliegt, welche den 3’UTR
verandert und wodurch schlief3lich die Expression der mRNA von N-Cadherin reduziert
wird, konnte nicht abschlieBend gekldrt werden. Hier konnte man den 3’UTR von N-
Cadherin gezielt nach Bindestellen fiir RNA-bindende Proteine oder miRNAs und dessen

Expression nach einer Inhibition von mTOR untersuchen.

4.2 Anderungen des Transkriptoms nach mTOR Inhibition

In der vorliegenden Arbeit wurden Anderungen im neuronalen Transkriptom nach
mTOR-Inhibition untersucht. Bereits nach einer funfstindigen Inhibition von mTOR
ergab sich eine signifikante Anderung des Transkriptoms in primaren Neuronen. So
zeigten sich nach dieser Zeit 587 differenziell exprimierte Gene, wéhrend nach einer
Inhibition von 24 Stunden bereits 1331 Gene differenziell exprimiert vorlagen. Durch die
Tatsache, dass die hoch- beziehungsweise herunterregulierten Gene eine ahnliche Anzahl
aufwiesen, konnte eine Art Off-Target-Effekt und eine generelle Toxizitdt durch
Temsirolimus ausgeschlossen werden. Eine einseitige Veranderung des Transkriptoms,

wodurch die Mehrheit der Gene beispielsweise herunterreguliert vorliegen, kénnte in
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einem durch Temsirolimus hervorgerufenen schadlichen Effekt begrundet liegen.
Anhand von Gene Ontology-Analysen konnte gezeigt werden, dass die hochregulierten
Gene vor allem in die Regulation der Transkription und in Entwicklungsprozesse
involviert sind. Unter den hochregulierten Genen waren insbesondere die IEGs, die vor
allem als Transkriptionsfaktoren oder Effektorproteine dienen. Im Gegensatz dazu
wurden bei dieser Analyse fir die herunterregulierten Gene eine Anreicherung fur
verschiedene metabolische Prozesse wie Sterol- und Lipid-Biosynthese gefunden. Es
waren hierbei vor allem Gene betroffen, die bei der Cholesterinbiosynthese oder dem

Transport von Cholesterin beteiligt sind.

4.2.1 Verstirkte Expression von IEGs nach der Inhibition von mTOR

Nach mTOR-Inhibition erhohte sich die Expression zahlreicher IEGs, wie beispielsweise
Fosb und Egr4. IEGs zeigen fur gewdhnlich ohne Stimulation eine niedrige Expression
und werden durch eine Stimulation mit beispielsweise Wachstumsfaktoren,
Neurotransmitter oder neuronaler Aktivierung schnell, innerhalb von 15 Minuten und
transient exprimiert (Sheng und Greenberg, 1990). Im Gegensatz hierzu erfolgte der
Expressionsanstieg der IEGs nach mTOR-Inhibition zeitverzogert. Hierbei &nderte sich
die RNA-Expression von Fosb und Egr4 innerhalb von zwei Stunden nur unwesentlich,
wahrend nach vier Stunden ein massiver Anstieg zu verzeichnen war. Es handelt sich in
diesem Fall also um einen eher untypischen, ndmlich verzogerten, Verlauf. Daruber
hinaus ergab sich ein tendenziell noch starkerer Anstieg der Expression nach einer 24-
stindigen Behandlung mit Temsirolimus im Vergleich zum Ausgangsniveau.
Zusammenfassend kommt es also sowohl zu einem fur IEGs eher spaten Anstieg der
Expression, als auch zu einer langer anhaltenden Aufrechterhaltung der erhohten
Expression. Da ein derartiges Expressionsmuster von IEGs nicht bekannt war, galt es, die
mechanistische Basis der beobachteten Expressionsanderungen zu ergriinden. Mehrere
Studien zeigten, dass eine Hemmung des mTOR-Signalwegs zu einer Aktivierung des
MAPK-Signalwegs fuhrt, was eine mTOR-MAPK-Ruckkopplungsschleife darstellt
(Carracedo et al., 2008). Zudem ist bekannt, dass eine Aktivierung des MAPK-
Signalwegs zu einer Hochregulation verschiedener IEGs wie beispielsweise cFos, Junb
(Murphy et al., 2006) und Egr4 (Rivera et al., 2011) fihrt. Darliber hinaus konnte eine
Inhibierung des MAPK-Signalwegs eine dramatische Abschwéchung der Induktion von
IEGs hervorrufen (Tyssowski et al., 2018). Eine durch Temsirolimus hervorgerufene

Inhibition von mTOR kdnnte demnach den MAPK-Signalweg aktivieren, der wiederum
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die Expression verschiedener IEGs induziert. Diese Rickkopplungsschleife konnte fur
den verzogerten Anstieg der Expression der IEGs verantwortlich sein. Ubereinstimmend
mit dieser Hypothese konnte eine Aktivierung des MAPK-Signalwegs innerhalb von drei
Stunden nach einer Temsirolimus-Behandlung gezeigt werden. Eine verzogerte Induktion

der IEGs konnte also in der Aktivierung des MAPK-Signalwegs begrindet liegen.

Eine gleichzeitige Inhibition von mTOR und des MAP-Kinase-Signalwegs resultierte
zwar in einer deutlich geringeren Expressionserhdhung von cFos gegenuber einer
alleinigen Inhibition von mTOR. Dennoch ist eine erhéhte Expression nach der doppelten
Inhibition zu sehen, was darauf hindeutet, dass der MAP-Kinase-Signalweg nicht alleinig
fur die erhohte Expression der IEGs nach Temsirolimus-Behandlung verantwortlich ist.
Weitere Ansatze waren fir eine Abklarung der Rolle des MAPK-Signalwegs von Noten.
Es ist nicht eindeutig geklart, ob MAPK weitere IEGs reguliert. Bisher konnte lediglich
gezeigt werden, dass der MAPK-Signalweg die Expression von IEGs wie cFos und Junb
induziert, sowie die Phosphorylierung von beispielsweise Npas4 reguliert (Funahashi et
al., 2019). Ahnliche Effekte kénnten auch fiir weitere IEGs existieren. Ob der MAPK-
Signalweg fur die Induktion weiterer IEGs verantwortlich ist, misste durch weitere
Experimente abgeklart werden. Hier kdnnte die Expression verschiedener IEGs nach der
Gabe von Ceramiden, welche einen Aktivator des MAPK-Signalwegs darstellen (C. L.
Chen et al., 2008), Uberpruft werden. Da nach einer Inhibition stets eine Restaktivitat
messbar ist, ware ein besserer Ansatz zur Ausschaltung des MAPK-Signalwegs hilfreich,
um die endgultige Rolle dieses Signalwegs aufzudecken. So kdnnte ein Knockout von
MAPK einen starkeren Effekt auf die Aktivitat und die Rolle der Expressionsinduktion

von |IEGs ausiben.

Daruber hinaus ist bekannt, dass das Absinken der Expression von IEGs auf ihr
Normalniveau durch miRNAs reguliert wird. Eine verlangerte Aufrechterhaltung des
hohen Expressionsniveaus der IEGs konnte in einer fehlerhaften Expression und dadurch
einer fehlenden Inhibition respektive fehlenden Abbaus durch miRNAs durch die
Inhibition des mTOR-Signalwegs begriindet sein (Aitken et al., 2015). Im Normalfall
wird die Produktion von miRNAs nach einer Stimulation der IEGs blockiert, was
innerhalb kurzer Zeit aber aufgehoben wird (Aitken et al., 2015). So kénnte die Inhibition
von mTOR ein fehlerhaftes Expressionsmuster verschiedener miRNAs hervorrufen,
wodurch diese miRNAs nicht mehr den 3’UTR der IEGs binden, wodurch diese folglich

nicht abgebaut werden koénnten. Eine Analyse des Expressionsmusters verschiedener
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miRNAs nach der Inhibition von mTOR kdnnte einen ersten Hinweis auf die Grundlage
einer verlangerten Aufrechterhaltung der Expression verschiedener IEGs darstellen.

4.2.2 Expressionsmuster nach mTOR-Inhibition f#hnlich einer

neuronalen Aktivitat

Es wird angenommen, dass das Aktivitdtsmuster eines Neurons in seinem
Genexpressionsprofil kodiert ist. Das bedeutet, dass eine neuronale Aktivitadt ein
bestimmtes Genexpressionsmuster vorweist. Hierbei handelt es sich in erster Linie um
IEGs, welche wiederum secondary response genes regulieren (Winkles, 1997). Diese

IEGs sind demnach ein Indikator fiir neuronale Aktivitat.

Nach dem Vergleich unserer Ergebnisse mit bereits verdffentlichten Daten (Flavell et al.,
2008), konnte eine signifikante Ubereinstimmung zwischen den Genen gefunden werden,
die nach der Inhibition von mTOR hochreguliert vorlagen, und den Genen, die nach
neuronaler Stimulation vermehrt exprimiert werden. Flavell und Kollegen untersuchten
den synaptischen Transkriptionsfaktor Mef2, welcher aktivitatsregulierte Gene in der
Synapse reguliert. Unter den (Uberlappenden Datensatzen konnten wichtige
Transkriptionsfaktoren wie cFos, Egrl und KIf4 sowie synaptische Proteine wie Arc,
Bdnf und Homerl identifiziert werden. Die Inhibition von mTOR zeigt demnach ein
Expressionsmuster, welches dem einer neuronalen Aktivierung &hnelt. Um zu
Uberprifen, ob die Expression der IEGs von neuronaler Aktivitat abhangt, wurden die
Neuronen zusatzlich zu der Inhibition von mTOR mit Tetrodotoxin (TTX) behandelt. Es
handelt sich dabei um ein Nervengift, welches spannungsaktivierte Natriumkanéle
blockiert, wodurch keine Aktionspotenziale ausgeldst werden kénnen und in der Folge
die Nervenerregung unterbunden wird. Hierbei zeigte sich ein deutlich reduzierter
Anstieg der Expression der beiden IEGs nach zusatzlicher Blockierung der
Nervenerregung. Es konnte also sein, dass die mTOR-Inhibition neuronale Aktivitat
auslost, was wiederum die erhéhte Expression der IEGs bewirkt. Ob die mTOR-
Inhibition neurale Aktivitat auslost, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht, sollte aber
im Fokus zukiinftiger Experimente stehen. Eine Mdoglichkeit, dies zu untersuchen, ware
die Patch-Clamp-Technik, bei der es sich um eine elektrophysiologische Technik zur
Untersuchung von lonenstrdmen einzelner Zellen handelt. Bei dieser Technik wird eine
Elektrode direkt auf die Zellmembran gelegt. Die sehr kleine Offnung der Pipette
ermoglicht den Nachweis eines einzelnen lonenkanalproteins. Gleichzeitig wird eine

elektrisch dichte Verbindung zwischen der Messelektrode und der Zellmembran
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hergestellt. So konnen sehr kleine Strome bzw. Stromverénderungen gemessen werden.
Eine weitere Mdoglichkeit bestent in der Mikroelektrodenarray-Technik. Diese
sogenannten MEAs enthalten Mikroelektroden, die neuronale Signale empfangen oder
abgeben koénnen. Wenn Neuronen angeregt werden, flieBen lonenstréme durch ihre
Membran, wodurch Ladungspotenziale innerhalb und auBerhalb der Zelle verandert
werden. Die Elektroden des MEA wandeln bei der Aufzeichnung die Potenzial&nderung,
welche durch den lonenfluss hervorgerufen wird, in einen Stromfluss um. Beide
Methoden konnten dabei Spannungsanderungen und damit Anderungen der neuronalen

Aktivitat messen.

4.2.3 Keine Bestitigung der erhohten IEG-Expression in vivo

Die Ergebnisse, die in vitro in primaren Neuronen erzielt wurden, konnten in vivo nicht
bestatigt werden. Hierfir wurden Mause intraperitoneal mit dem mTOR-Inhibitor
Rapamycin injiziert. Zum einen wurden verschiedene pranatale Stadien untersucht, wofur
das tragende Muttertier injiziert wurde, wéahrend zum anderen postnatale Tiere direkt
intraperitoneal injiziert wurden. Die Entscheidung fiel in diesem Teil der Experimente
auf Rapamycin, da derartige Injektionen bereits etabliert waren (Tsai et al., 2013),
wahrend Injektionen von Temsirolimus bis dato nicht publiziert waren. Temsirolimus
weist zwar ein giinstigeres pharmakokinetisches Profil auf, besitzt aber als Prodrug von
Rapamycin die gleichen Eigenschaften hinsichtlich Wirkweise und Bindestellen flr
MTORC1 und FKBP12. In keinem unserer Experimente konnte eine signifikante
Expressionsveranderung fur die untersuchen IEGs gefunden werden. Weder nach pra-
noch postnataler Injektion konnte die in vitro nachgewiesene erhthte Expression auf
RNA- beziehungsweise Proteinebene bestatigt werden. Einerseits kdnnte eine fehlende
Expressionserhéhung in vivo in einem Zellkulturartefakt begriindet liegen, wonach dieses
Ph&nomen nur in vitro auftritt. So konnte in einer Studie in retinalen Pigmentepithelzellen
gezeigt werden, dass eine Anderung des Mediums bereits zu einer signifikanten Induktion
der Transkription einiger IEGs fuhrt (Yang et al., 2006). Ob es bei der Studie ebenfalls
zu einer erhohten Proteinexpression der IEGs kommt, wurde nicht gezeigt. Auch wenn
die in der vorliegenden Arbeit erhohte Expression auf Proteinebene in vitro tendenziell
eher gegen einen Zellkulturartefakt spricht, kann dieser Effekt aber dennoch nicht
ausgeschlossen werden. Weiterhin kdnnte das komplexe Zusammenspiel der
unterschiedlichen Hirnregionen von Bedeutung sein. Die Ergebnisse in vitro zeigen

lediglich das Geschehen fir die Neurone als Einheit, wahrend im lebenden Organismus
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aufgrund der Komplexitat des Zusammenspiels der verschiedenen molekularen und
subzellularen Ebenen und der Abstimmung der verschiedenen Hirnareale mit den
Neuronen andere Mechanismen ermdglicht werden. So existieren im lebenden
Individuum deutlich mehr Mechanismen, welche eine Verénderung auf Zellebene
neutralisieren respektive ausgleichen kénnen. Dadurch kénnten Anderungen auf Ebene
der einzelnen Neurone durch hohere Ebenen ausgeglichen werden, was in vitro nicht
mdoglich ist. Zudem konnen auch nur einzelne Neuronensubpopulationen von einer
Expressionssteigerung der IEGs betroffen sein. Ein detaillierteres Vorgehen mit
Untersuchungen verschiedener Hirnregionen respektive verschiedener Subpopulationen
von Neuronen zu unterschiedlichen Zeitpunkten konnte die Frage nach einer erhohten

IEG-Expression abschlieRend kléren.

4.2.4 mTOR reguliert spezifische bioenergetische zelluliire Prozesse

Wie bereits angedeutet sind bei der Analyse fir die herunterregulierten Gene nach einer
Inhibition von mTOR eine Anreicherung von Genen vor allem flir metabolische Prozesse
gefunden worden. Hierbei waren besonders Gene betroffen, die bei dem Transport von

Cholesterin und vor allem der Cholesterinbiosynthese beteiligt sind.

Eine Beteiligung von mTOR an der Regulation der Expression von Metabolismusgenen
war bereits aus der Literatur bekannt (Duvel et al., 2010). Duvel und Kollegen hatten
embryonale Mausfibroblasten (MEFs) unter anderem aus Tsc2-Knockout-Mausen
verwendet, um die mTOR-vermittelte Regulation der Transkription zu untersuchen.
Mutationen im TSC2-Gen fiihren zu der multisystemischen autosomal dominanten
genetischen Erkrankung Tuberése Sklerose (TSC). TSC2 inaktiviert zusammen mit TSC1
die GTPase RHEB, welche mTORC1 direkt bindet und aktiviert (Sancak et al., 2007).
Eine Mutation in TSC2 verhindert eine Inaktivierung von RHEB, wodurch es zu einer
Hyperaktivitdt des mTOR-Signalwegs kommt. In diesem Zusammenhang wurden die
hochregulierten Gene dieser Tsc2-defizienten MEFs mit Daten dieser Arbeit verglichen.
Es wurde gezielt nach Uberschneidungen der Gene gesucht, welche in dieser Arbeit nach
der Inhibition von mTOR herunterreguliert vorlagen und denen, die in der Arbeit von
Duvel und Kollegen nach einer Hyperaktivitat von mTOR hochreguliert waren. VVon den
insgesamt 233 Genen, welche nach einer 5-stiindigen Behandlung mit Temsirolimus
vermindert exprimiert werden, ergab sich eine Ubereinstimmung von 51 Genen mit
denjenigen, die nach einer Mutation von Tsc2 eine erhOhte Expression aufwiesen. So

ergab sich eine Uberschneidung von ca. einem Viertel der von uns gefundenen reduziert
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exprimierten Gene. Ein grof3er Unterschied der beiden Studien ist die Auswahl der Zellen,
so handelt es sich bei Fibroblasten und Neurone um unterschiedliche Zelltypen, welche
ihr eigenes individuelles Expressionsmuster aufweisen. Zundchst galt es,
Uberschneidungen und auch Unterschiede der beiden Datensitze zu beleuchten. Da vor
allem Gene von Stoffwechselwegen in beiden Datensatzen gefunden wurden, galten die
ersten Versuche der Analyse von Expressionsmuster der Glykolyse und des
Cholesterinstoffwechsels. Fir Gene beider Stoffwechselwege zeigte sich eine erhéhte
Expression in der Arbeit von Divel und Kollegen. Zudem konnten weitere Studien
belegen, dass eine fehlerhafte Aktivitat von mTOR die Aktivitat dieser Stoffwechselwege
beeinflusst (Cairns et al., 2011; B. T. Wang et al., 2011). In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass in Neuronen essenzielle Gene des Cholesterinstoffwechsels
nach mTOR-Inhibition via Temsirolimus signifikant reduziert vorlagen, wahrend Gene
der Glykolyse keine VVerénderung in ihrer Expression aufzeigten. Nach Behandlung der
Neurone mit dem mTOR-Inhibitor Torin1 war jedoch auch die Expression der Glykolyse-
Gene reduziert. Genauso wie Rapamycin hemmt Temsirolimus nicht die katalytische
Aktivitdt von mTOR, wodurch nur manche Funktionen von mTOR inhibiert werden. So
konnte fiir die beiden Wirkstoffe zwar eine Wirkung auf die Aktivitat der p70S6 Kinase
1 (S6K1), aber nur ein begrenzter Effekt auf das elF4E Binding Protein (4E-BP)
nachgewiesen werden (Choo et al., 2008). Zudem konnte fiir Temsirolimus keine
Wirkung auf mTORC2 gezeigt werden (Rini, 2008). Im Gegensatz hierzu wirkt eine
Mutation von TSC2 sowohl auf mTORC1 als auch auf mTORC2 sowie auf die
Gesamtheit aller nachfolgenden Substrate des mTOR-Signalwegs (Huang et al., 2008).
Bei Torinl handelt es sich um einen mTOR-Inhibitor der zweiten Generation, der als
ATP-kompetitiver Wirkstoff fur mTOR fungiert. Diese Generation von Inhibitoren
besetzt die katalytische Einheit im C-terminalen Bereich des TOR-Proteins, wodurch
sowohl mTORC1 als auch mTORC?2 inaktiviert werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass Torinl im Gegensatz zu Temsirolimus die Phosphorylierung von 4E-BP in
Neuronen verhindert. Ob der Einfluss von Torinl auf die Gene der Glykolyse durch die
fehlende Phosphorylierung oder eine mdgliche zusatzliche Inaktivierung von mTORC2
begriindet ist, kann nicht abschlieRend geklart werden. Um einen Einfluss von mTORC2
zu erdrtern, konnte man mTORC2 gezielt genetisch ausschalten oder einen Ansatz mit
antisense Oligonukleotiden verwenden, welche Rictor ansteuern und somit die mTORC2-
Aktivitat inhibieren (Chen et al., 2019). Durch die fehlenden selektiven Inhibitoren fiir
mTORC2, wére Methylglyoxal eine Mdglichkeit, mTORC2 gezielt zu aktivieren, um
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damit einen Effekt auf die Gene der Glykolyse zu untersuchen (Nomura & Inoue, 2015).
Um einen Einfluss auf die Gene der Glykolyse durch mTORC1 zu verifizieren, konnte
man fur diesen Fall 4E-BP gezielt genetisch verandern. Eine Deletion oder Inhibierung
von 4E-BP konnte eine Behandlung von Torinl simulieren, ohne die Aktivitat von
MTORC2 zu beeinflussen. Des Weiteren wurde gezeigt, dass in mTOR-hyperaktiven
MEFs der Transkriptionsfaktor HIF-/a sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene
erhdht exprimiert vorliegt, dessen Funktion bekannt dafir ist, einen aktivierenden
Einfluss auf Gene der Glykolyse auszuiiben (Duvel et al., 2010). Eine Verénderung der
Expression von HIF-/a nach Torinl konnte Aufschluss uber die Rolle bzw. die Art der
Regulation des mTOR-Signalwegs in der Glykolyse geben.

Um die Rolle des mTOR-Signalwegs bei der Expressionsregulation der Gene des
Cholesterinstoffwechsel weiter zu untersuchen, wurde eine erhohte mTOR-Aktivitat
mittels IGF-1 induziert. IGF-1 wirkt durch seine Eigenschaft als Wachstumsfaktor
aktivierend auf den mTOR-Signalweg (Wullschleger et al., 2006). Die erhohte
Expression von LDLR und DHCR7 nach der Gabe von IGF-1 zeigt, dass die reduzierte
Expression dieser Gene nach der Gabe von Temsirolimus, in der reduzierten mTOR-

Aktivitat begrindet liegt.

Da die bisherigen Ergebnisse lediglich in vitro produziert wurden, war der n&chste Schritt
die Uberpriifung der Resultate in vivo. Nach der Bestatigung der Wirksamkeit durch
Rapamycin, konnte nach einer einmaligen Injektion pra- und postnatal lediglich auf
RNA-Niveau eine verminderte Expression fur Gene des Cholesterinstoffwechsels gezeigt
werden. Nach Injektionen an drei aufeinanderfolgenden Tagen pranatal und nach
zweifacher Injektion postnatal konnte jedoch eine Reduktion auf Proteinebene
nachgewiesen werden, wahrend sich im Gegensatz dazu die Reduktion auf MRNA-Ebene
nicht mehr zeigte. Fir die reduzierte Proteinexpression wurde ein verzogerter Effekt
durch die Gabe in vivo im Vergleich zur Applikation in vitro angenommen. Zudem konnte
die erhohte Proteinstabilitat fur einen fehlenden respektive unzureichenden Effekt nach
einer einmaligen Injektion verantwortlich sein. Eine mogliche Ursache fiir die fehlende
Expressionsédnderung auf RNA-Ebene konnte in der verminderten Proteinexpression
liegen. Mechanismen kdnnten so als Reaktion auf die verminderte Proteinexpression die
mRNA-Produktion gezielt erhdhen. So existieren Aktivatoren, welche die Interaktion
zwischen RNA-Polymerasen und bestimmten Promotoren erhéhen und so die Expression
des Gens fordern (Blackwood & Kadonaga, 1998). Enhancer kdnnen durch diese

Aktivatoren gebunden werden, wodurch in der DNA-Helix Schleifen entstehen, sodass
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ein Promotor an den Initiationskomplex ,transportiert® wird. Auch eine erhdhte
Expression  bestimmter  Transkriptionsfaktoren aufgrund einer  verminderten
Proteinexpression ist denkbar, wodurch gezielt bestimmte Transkripte vermehrt
exprimiert werden konnten. Zudem ware eine Art Autoregulation durch die
verschiedenen Proteine denkbar, wodurch das Protein seine eigene Produktion positiv
reguliert (Jablonka et al., 1992).

4.2.5 mTOR reguliert die Cholesterinbiosynthese in priméiren

Neuronen

Die Ergebnisse der mTOR-Inhibition zeigten zusammengefasst sowohl in vitro als auch
in vivo eine signifikante Reduktion von Genen, die direkt oder indirekt mit dem
Cholesterinstoffwechsel in Beziehung stehen. Mvd, Osc, Nsdhl und Dhcr7 sind Gene, die
direkt in die Cholesterinbiosynthese involviert sind. Es handelt sich um Enzyme, die zu
verschiedenen Zeitpunkten in die Biosynthese von Cholesterin eingreifen, indem sie die
Produktion von Zwischenprodukten vermitteln. Wéhrend Mvd zu Beginn des
Biosynthesewegs eingreift, setzen Osc und Nsdhl erst spater auf dem Weg zur Produktion
von Cholesterin ein. Bei Dhcr7 handelt es sich um das wichtige letzte Enzym in diesem
Stoffwechselweg. Es vermittelt die Bildung von Cholesterin aus 7-Dehydrocholesterol.
Insgesamt wurden 15 reduzierte Gene nach einer Inhibition von mTOR gefunden, welche
direkt bei der Biosynthese von Cholesterin beteiligt sind. Bei Ldlr handelt es sich um
einen Membranrezeptor, der den Transport von Cholesterin in die Zelle vermittelt. In
Ubereinstimmung  mit  der  reduzierten  Expression der  Gene  des
Cholesterinbiosynthesewegs konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass der
Cholesteringehalt in primédren Neuronen und im zerebralen Cortex nach mTOR-
Inhibition reduziert war. Wie bereits erwéhnt, befindet sich der Grofteil des Cholesterins
des menschlichen Kérpers im Gehirn und ist dort an wichtigen Aufgaben wie der Bildung
von Dendriten und Synapsen sowie der axonalen Wegfihrung beteiligt (Goritz et al.,
2005). Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass ein reduzierter Cholesterinwert in
Neuronen zu Degeneration von Dendriten und Synapsen fihren kann (Linetti et al., 2010,
Liu et al. 2010). Vor allem wahrend der Embryonalentwicklung sind derartige
neurologische Prozesse von besonderer Bedeutung. Versuche an Méausen zeigten eine
verringerte GehirngrofRe und eine perinatal auftretende Letalitat nach einer Entfernung
von Cholesterin in neuronalen Vorlauferzellen (Saito et al., 2009). Zudem konnten

Studien bereits zeigen, dass einmalige Injektionen von tragenden Mdausen die friihe
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postnatale Entwicklung beeintréchtigt und es zudem zu langanhaltenden negativen
Folgen des sozialen Verhaltens kommt (Tsai et al., 2013). Eine durch mTOR
hervorgerufene verursachte Fehlregulation der Biosynthese von Cholesterin kdnnte so flr

die Progression neuronaler Erkrankungen mitverantwortlich sein.

4.2.6 Regulation der Cholesterin-Gene durch mTOR

Wie bereits erwdhnt weist mTOR eine hohe Vielfaltigkeit an Regulationsmechanismen
auf. Neben der bekanntesten Rolle hinsichtlich der Translation spielt mTOR auch eine
wichtige Rolle bei der transkriptionellen Regulation und bei der Regulation der RNA-
Stabilitat. Bei der Transkription moduliert mTOR die Transkription von Genen, die von
allen drei RNA-Polymerasen transkribiert werden (Mayer & Grummt, 2006). Dartiber
hinaus werden eine grolRe Anzahl an Transkriptionsfaktoren wie YY1, SREBPs und HIF-
la direkt durch mTORC1 reguliert (Laplante & Sabatini, 2013). Neue Erkenntnisse
deuten auBerdem auf eine direkte Rolle von mTOR als Transkriptionsfaktor hin, der
direkt mit dem Chromatin im Nucleus interagiert (Giguere, 2018).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mTOR weder die Stabilitat der
Cholesterinbiosynthese-mRNAs noch die Chromatinakzessibilitat der sie kodierenden
Gene beeinflusst. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass mTOR die Transkription der
Cholesterinbiosynthese-Gene durch die veranderte Bindung von Transkriptionsfaktoren
an Promotoren oder Enhancer dieser Gene reguliert. Eine Uberpriifung auf potenzielle
Bindestellen fir Transkriptionsfaktoren in den Promotorregionen der herunterregulierten
Gene ergab Uberreprasentierte Bindestellen fur die drei Transkriptionsfaktoren SP1,
SREBP und NF-Y. In den Genen, die direkt oder indirekt mit dem Transport oder der
Synthese von Cholesterin beteiligt sind, konnte gezeigt werden, dass deren Promotoren
entweder Bindestellen fir alle drei Transkriptionsfaktoren oder fir die beiden
Transkriptionsfaktoren NF-Y und SP1 enthielten. Die SREBP-Transkriptionsfaktoren
sind fir die mTOR-induzierte Expression von metabolischen Genen erforderlich
(Peterson et al., 2011). Uber den Zusammenhang zwischen der mTOR-AKktivitat und der
Funktion von NF-Y ist jedoch bedeutend weniger bekannt. Beim NF-Y-Komplex handelt
es sich um ein Trimer, das aus NF-YA, NF-YB und NF-Y C besteht. Mit Histon-&hnlichen
Strukturen bilden NF-YB und NF-YC nach Heterodimerisierung eine Grundlage fur die
Assoziation von NF-YA. Als Mitglied des NF-Y-Komplexes, vermittelt NF-YA die
DNA-Bindungsspezifitdt fir das CCAAT-Motiv in der proximalen Promotorregion

(Maity & De Crombrugghe, 1998). Durch Immunfluoreszenzanalysen konnte keine
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subzellulare Anderung der Lokalisation von NF-YA nach der Inhibition von mTOR
festgestellt werden. NF-YA war sowohl nach der Behandlung mit DMSO als auch
Temsirolimus vorwiegend im Zellkern lokalisiert. Nach der bioinformatischen Analyse
fir Bindungsstellen fir NF-Y, konnte eine Bindung zu diversen Zielgenen mittels ChiP-
gPCR bestéatigt werden. Um zu testen, ob sich die NF-Y Bindung nach der Inhibition von
MTOR é&ndert und weil NF-YA flr die Steuerung des NF-Y-Komplexes zu seinen
Zielsequenzen verantwortlich ist, wurden die ChIP-gPCR Experimente mit NF-YA
spezifischen  Antikdrpern  durchgefuhrt. Da  NF-Y  hauptsachlich  als
Transkriptionsaktivator wirkt, wurde eine Abnahme der Bindung von NF-YA zu seinen
Zielstellen innerhalb der Promotoren von mTOR-regulierten Genen nach der Inhibition
von mTOR erwartet. Im Gegensatz dazu wurde eine erhdhte Bindung an die Promotoren
der mTOR-Zielgene MVD und NSDHL nach der Behandlung mit Temsirolimus
aufgezeigt. NF-Y reguliert eine zunehmende Anzahl von Genen und wird ubiquitar
exprimiert. Der Knockout von NF-YA bei Mdusen fuhrt zu einer friihen embryonalen
Letalitat (Bhattacharya et al., 2003). Wéhrend NF-Y bei der Differenzierung haufig
herunterreguliert wird, ist es in reifen Neuronen des Gehirns der adulten Maus aktiv. Eine
Deletion von NF-Y fuhrt hierbei zu einer neuronalen Degeneration (Gurtner et al., 2003,
Yamanaka et al., 2008). Daruber hinaus wurde gezeigt, dass NF-Y in Zusammenarbeit
mit SREBP1 oder SREBP2 und SP1 mit Zielgenpromotoren interagiert und Gene
verschiedener Stoffwechselwege aktiviert (Benatti et al., 2016; Reed et al., 2008). Die
Tatsache, dass die NF-YA Bindung an den untersuchten Zielgenen nach der Inhibition
von mTOR zunahm, legt einen Mechanismus nahe, bei dem NF-YA wichtig sein kann,
um andere Transkriptionsfaktoren wie SREBPs zu rekrutieren. Dies legt zudem nahe,
dass NF-YA in diesem Zusammenhang eher als Transkriptionsrepressor statt als
Aktivator fungiert. Eine Repressoraktivitat durch NF-Y konnte in mehreren Studien
gezeigt werden (Cha-Molstad et al., 2012; Nassiri et al., 2010; Peng & Jahroudi, 2002).
So konnte beispielsweise durch Cha-Molstad und Kollegen gezeigt werden, dass in
Kardiomyozyten, die mit dem Kalziumkanalblocker Verapamil behandelt wurden, die
Expression von Txnip durch eine NF-Y-abh&ngige Transkriptionsrepression reduziert
wurde. Ubereinstimmend mit dieser Studie, fanden wir eine signifikant reduzierte
Expression von Txnip in primdren Neuronen nach einer 5-stindigen Behandlung mit
Temsirolimus. Gegen diese Theorie spricht eine Studie in N2A-Zellen, die nach einem
Knockdown von NF-YA und NF-YC eine reduzierte Expression verschiedener Gene, die

bei der Cholesterinsynthese beteiligt sind, zeigte (Yamanaka et al., 2020). Welche Rolle
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NF-YA bei der Regulation der Gene, welche nach mTOR-Inhibition fehlreguliert sind,
einnimmt, konnte nicht abschlielend geklart werden.

Es wird angenommen, dass eine reduzierte mTOR-Aktivitat eine wichtige Rolle bei der
Pathogenese von neurologischen Entwicklungsstérungen wie beispielsweise dem Rett
Syndrom spielt (Li et al., 2013). Wie eine verminderte mTOR-Aktivitdt zur
Krankheitsentwicklung bei derartigen Erkrankungen beitrégt, ist jedoch nicht eindeutig
geklart. Defekte im Cholesterinsyntheseweg konnten ein beitragender Mechanismus sein.
Bereits kleine Storungen des Cholesterinstoffwechsels konnen die neuronale
Entwicklung stark beeinflussen (Driver et al., 2016; Waterham, 2006). Niedrige
Cholesterinspiegel ~ wurden mit  einer  Vielzahl von neurologischen
Entwicklungsstérungen in Verbindung gebracht. AuBerdem existieren mehrere
Entwicklungssyndrome, die durch Mutationen in Genen des Cholesterin-
Biosynthesewegs  verursacht werden. Das haufigste mit Defekten der
Cholesterinbiosynthese assoziierte genetische Syndrom ist das autosomal rezessiv
vererbte Smith-Lemli-Opitz Syndrom, das durch Mutationen im DHCR7-Gen verursacht
wird. Dartiber hinaus fiihren Mutationen im NSDHL-Gen zur X-chromosomal
dominanten Stérung CHILD-Syndrom (Konig et al., 2000) und der X-chromosomal
rezessiven Stérung CK-Syndrom (McLarren et al., 2010), wéahrend Mutationen in MVK
mit der autosomal rezessiven Stérung Mevalonazidurie (Schafer et al., 1992) assoziiert
sind. Alle drei Syndrome sind durch strukturelle Gehirnanomalien und/oder
neurologische Symptome einschliel3lich geistiger Behinderung gekennzeichnet. Sowohl
NSDHL als auch MVD sind direkt an der Cholesterinbiosynthese beteiligt. Neben diesen
beiden Enzymen konnten wir in der vorliegenden Arbeit auch eine reduzierte Expression
fur Dher7 nach der Inhibition von mTOR beobachten.

Obwohl diese Ergebnisse darauf hindeuten, dass Stérungen der Cholesterinbiosynthese
zur Pathogenese von Entwicklungsstérungen, die mit einer Herunterregulierung von
mTOR verbunden sind, beitragen kdnnten, missen weitere Studien erfolgen. Es ist daher
immer noch unklar, ob eine verminderte mTOR-AKktivitat zu langanhaltenden Defekten
in der Cholesterinbiosynthese und zu einer dauerhaften Verringerung des
Cholesterinspiegels flihrt. In den in vivo-Experimenten beobachteten wir, dass 24 Stunden
nach Injektion einer Einzeldosis Rapamycin die mRNA-Expression aller getesteten Gene
verringert war. Nach drei Tagen Rapamycin-Injektion war die Expression jedoch wieder
auf normale Werte zuriickgekehrt. Diese Beobachtung weist auf das VVorhandensein von

Rickkopplungs- oder Kompensationsmechanismen hin. Tatsdachlich beinhaltet die
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Cholesterinbiosynthese mehrere Rickkopplungsmechanismen (Ahmad et al., 2019).
Buchovecky und Kollegen fanden heraus, dass im Gehirn eines Mausmodells fur das
Rett-Syndrom (Mecp2-Nullméduse) das Gesamtcholesterin bei P56 erhéht war, wenn
mutierte Mannchen schwere Symptome hatten. In einem spateren Alter (P70) waren die
Cholesterinspiegel im Gehirn jedoch mit den Wildtypspiegeln vergleichbar.
Wahrscheinlich hatte die Uberproduktion von Cholesterin zu einer spéteren Verringerung
der Cholesterinsynthese gefiihrt. Bemerkenswerterweise besserte die genetische oder
pharmakologische Hemmung der Cholesterinsynthese einige der Symptome bei diesen
Méusen (Buchovecky et al., 2013).

Unsere Studien beschrankten sich auf die mTOR-vermittelte Regulation der
Cholesterinbiosynthese in corticalen Neuronen. Wéhrend das Gehirn sein eigenes
Cholesterin auch wahrend der Entwicklung synthetisieren muss, wenn sich die Blut-Hirn-
Schranke noch nicht vollstandig gebildet hat, ist die neuronale Cholesterinsynthese
wahrend eines kritischen Entwicklungszeitfensters am wichtigsten (Fiinfschilling et al.,
2012). Neuronen im erwachsenen Gehirn sind hauptsachlich auf Astrozyten angewiesen,
um Cholesterin bereitzustellen. Darlber hinaus synthetisieren Oligodendrozyten wéhrend
der Myelinisierung groRRe Mengen an Cholesterin. Im Zebrafisch wurde bereits gezeigt,
dass Cholesterin fur die mTOR-Aktivitat in Oligodendrozyten-Vorlauferzellen benétigt
wird und dass mTOR die cholesterinabhangige Myelin-Genexpression reguliert
(Mathews & Appel, 2016). Eine offene Frage ist daher, ob die mTOR-Signalubertragung
in Astrozyten und Oligodendrozyten fiur die Cholesterinbiosynthese ebenso wichtig ist

wie in Neuronen.
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