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Einleitung

1 Einleitung

Das 1966 erstmalig beschriebene Rett Syndrom ist eine der haufigsten Ursachen geisti-
ger Behinderung von Médchen und Frauen und ist bis heute nicht therapierbar. Die hier
vorgestellte Arbeit wurde mit Fokus auf zwei unterschiedliche Schwerpunkte durchge-
fihrt. Zum einen sollte eine neues Mausmodell fur das Rett Syndrom charakterisiert
werden, welches erstmals eine humane Mutation aufweist die zu einem physiologischen
knockout des MeCP2-Proteins fiihrt. Zum anderen sollten experimentelle
Therpaieansétze zur Behandlung des Rett Syndroms analysiert werden. Hierzu gehdrten
die ,,Stop-Codon Readthrough-Theraphie® und die Knochenmarktransplantation nach

Derecki.

1.1 Rett Syndrom

Das Rett Syndrom (RTT, OMIM #312750, ICD-10 F84.2) ist eine seltene neurologische
Storung die erstmals vom Wiener Pédiater Andreas Rett im Jahre 1966 beschrieben
wurde®. Das Rett Syndrom betrifft fast ausschlieRlich Madchen mit einer Haufigkeit von
1:10.000 — 1:15.000, wobei seltene Falle betroffener Jungen vorliegen®. Das Rett Syn-
drom ist damit die zweithdaufigste monogene Ursache mentaler Retardierung bei Mad-
chen und Frauen® *. Urséchlich fur das Rett Syndrom sind verschiedenen Mutation des
X-chromosomal lokalisierten Gens MECP2, welches das Methyl-CpG-bindende Protein
2 (MECP2) kodiert. Das Rett Syndrom fand allerdings erst 1983 internationale Beach-
tung, nachdem der schwedische Neurologe Dr. Bengt Hagberg eine detaillierte Be-
schreibung von 35 Patientinnen in englischer Sprache verdffentlichte®. Die peri- und
postnatale Entwicklung der betroffenen Kinder verlauft bis zu einem Zeitraum zwischen
dem 6. und 18. Lebensmonat normal, gefolgt von der Progression des Rett Syndroms in
vier Phasen. Wéhrend der ersten Phase, zwischen dem 6. und 18. Lebensmonat, kommt
es zu einer Verzdgerung in der Entwicklung, hauptséchlich motorischer Fahigkeiten bis
diese schlieBlich zum Erliegen kommen (Stagnationsphase). Die Kinder zeigen ver-
mehrt autistische Anzeichen, wie einen sozialen Rickzug, seltener werdende
Blickkontankte und ein steigendes Desinteresse an ihrer Umwelt. Auch kommt es in
diesem Stadium zu Wachstumsverminderung und einer Verlangsamung des Kopf-
wachstums, welche h&ufig zu einer Mikrozephalie flihrt. In der zweiten Phase, die meist

zwischen dem 1. und 4. Lebensjahr auftritt, kommt es zu einer Regression in der Ent-
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wicklung (Regressionsphase). In dieser Phase gehen bereits erlernte Fahigkeiten wie der
Gebrauch der Sprache und motorische Fahigkeiten, insbesondere der sinnvolle Einsatz
der Hénde, verloren. In dieser Phase des Rett Syndroms treten plétzliche, nachtliche
Schreiphasen und die charakteristischen Handbewegungen der ,,waschenden Hande*
auf. Auch kommt es in dieser Phase zu Stérungen der Bewegungsabldufe. Hierzu z&hlen
insbesondere die Storungen gezielter willkurlicher Bewegungen (Apraxien) und plotz-
lich auftretende unwillkirlichen Bewegungsstorungen des Oberkdrpers und der Beine
(Rumpf-und Gangataxien), welche sich in einem unkoordinierten breitbasigen Gangbild
manifestieren’. Desweiteren kdnnen ab dieser Phase epileptische Anfalle auftreten, de-
ren Spektrum von leicht bis nicht therapierefraktar reicht® °. Die dritte Phase, zwischen
dem 2. und 10. Lebensjahr, zeichnet sich durch eine Abmilderung und Stabilisierung
der Symptomatik auf (Plateauphase). In der vierten Phase verschlechtern sich die moto-
rischen Fahigkeiten rapide (Phase des spaten motorischen Verfalls). Haufig sind Kinder
ab dieser Phase auf einen Rollstuhl angewiesen. Gegensatzlich zu den motorischen Fé&-
higkeiten verbessern sich soziale und kognitive Féhigkeiten in dieser Phase. Weitere
haufige Merkmale des Rett Syndroms sind ein Gewichtsverlust trotz normaler Ernah-
rung, das Auftreten einer Skoliose, Zahneknirschen, Verstopfungen, erhohte Angstlich-
keit, Osteoponie und schwere Beeintrachtigung der Atmung wie z.B. Hyperventilation
und das Auftreten von Apnoen’® ! Bei Autopsien von Patienten mit Rett Syndrom
wurden keine Anderungen der Hirnstruktur, sondern ausschlieBlich morphologische
Veranderungen wie eine Verringerung der GroRe des Gehirns, eine Reduzierung dendri-
tischer Verzweigungen und eine erhéhte Dichte von Neuronen gefunden. Anzeichen

einer Neurodegeneration konnten nicht gefunden werden.

111  Genetische Grundlage des Rett Syndroms

In mehr als 95 % aller Félle mit klassischem Rett Syndrom sind Mutationen des X-
chromosomal (Xg28) lokalisierten Gens MECP2 nachzuweisen. In (iber 99 % entstehen
diese spontan wahrend der Spermatogenese unabhéngig vom Alter des Vaters'2. Bei den
uber 300 bekannten pathogenen Mutationen wurden sowohl Missense-, Nonsense-und
Frameshift-Mutation, wie auch kleine bis groRe Insertionen und Deletionen beschrie-
ben'®*®. Etwa 70 % aller Mutationen werden durch eine Cytosin zu Thymin (C>T)
Transition an acht Positionen im MECP2 Gen verursacht und resultieren in Missense-
und Nonsense- Mutationen (Abbildung 1 und Tabelle 1).
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Tabelle 1: Die acht haufigsten pathogenen Mutationen im MECP2 Gen

Nukleotidanderung Aminosaureanderung prozentualer Anteil
c.473C>T p.T158M 8,01
c.502C>T p.R168X 6,68
C.763C>T p.R255X 5,81
c.808C>T p.R270X 5,29
€.880C>T p.R294X 4,55
c.916C>T p.R306C 4,32
c.397C>T p.R133C 3,90
c.316C>T p.R106W 2,55

Untersuchungen zeigen, dass das Rett Syndrom eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation
aufweist. Patientinnen mit einer Nonsense-Mutation oder einer Mutation, die die Kern-
lokalisierungsdoméne (NLS = engl. Nuclear Localization Sequence) betrifft weisen
einen schwereren Krankheitsverlauf auf. Bei Nonsense-Mutationen nimmt die Schwere
des Krankheitsverlaufs mit der Verkiirzung des Proteins zu'’. Das Auftreten milderer
Erscheinungsformen des Rett Syndroms kann durch die Inaktivierung des X-
Chromosoms verursacht werden®, Dieser Prozess ist notwendig, um die Dosis X-
chromosmal lokalisierter Gene bei Frauen zu begrenzen, wobei die Inaktivierung des
maternalen bzw. paternalen X-Chromosoms willkiirlich erfolgt'. In der Pathogenese
des Rett Syndroms kann dieser Prozess gestort sein und es kommt zu haufiger zu einer
Inaktivierung des X-Chromosoms, auf dem sich das mutierte MECP2-Allel befindet®°.
Besonders drastisch kann sich dies bei monozygotischen Zwillingen &ul3ern, die die
gleiche Mutation und sich deutlich unterscheidenden Schweregraden des Rett Syndroms

aufweisen?.

Obwohl das Rett Syndrom hauptséchlich Madchen betrifft werden auch seltene Félle
von betroffenen Jungen beschrieben®*?%. Mutationen im MECP2 Gen, die bei Madchen
die klassische Formen des Rett Syndroms verursachen, fiihren bei Jungen mit normalen
Karyotp zu neonatalen Enzephalopathien und verlaufen meist innerhalb des ersten Jah-
res nach der Geburt todlich. Bei betroffenen Jungen, die zusatzlich noch positiv flr das
Klinefelter Syndrom (47, XXY) sind, kommt es zur Ausbildung des klassischen Rett
Syndroms, wie es bei betroffenen Madchen beschrieben wird?**,
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1.2 Das Methyl-CpG-bindende Protein 2 (MeCP2)

1.2.1 Aufbau und Struktur von MeCP2

Sowohl das humane MECP2 Gen, wie auch das orthologe Gen in der Maus (Mecp2),
sind auf dem X-Chromosom lokalisiert und bestehen jeweils aus vier Exons®**®. Durch
alternatives SpleiRRen entstehen die beiden Isoformen: MeCP2el und MeCP2e2 die sich
in ihrem N-Terminus unterscheiden. Das durch die Exons 1, 3 und 4 kodiert MeCP2el
hat eine Lange von 498 Aminosduren (AS; human und 501 AS murin) und ist gegen-
uber MeCP2e2 (486 AS human und 484 AS murin) um 12 saure und hydrophobe Ami-
nosauren langer. Das durch die Exone 2, 3 und 4 kodierte MeCP2e2, weist neun einzig-
artige N-terminale Aminosduren auf, denen bisher keine pathogene Mutation zugeord-
net werden konnte. Desweiteren kommt MeCP2el im Gehirn etwa zehnmal héaufiger
vor als die Isoform MeCP2e2% 37
Das MeCP2-Protein ist aus finf Domadnen zusammengesetzt: die ,,High Mobility
Group-like Domain 1¢ (engl. HMGD1; AS 2-77), die Methyl-DNS-Bindedoméne
(MBD; AS 78-162; DNS= Desoxyribonukleinsdure), die ,,High Mobility Group-like
Domain 2 (engl. HMGD2; AS 163-206), die Transkriptionsrepressor-Domane (TRD;
AS 207-310) inklusive der Kernlokalisierungssequenz (NLS; AS 255-271) und der C-
terminalen Doméne (CTD; AS 311-486). Die CTD wird dabei noch in CTDa (AS 310-
354) und CTDP (AS 355-486) unterteilt®® (Abbildung 1).

Abbildung 1: Struktur des MeCP2-Proteins mit Lage der acht hdufigsten Mutationen. HGDM1 (high mobility
group-like domain 1) inklusive beider alternativen N-Termini (gelbe Box), MBD (Methyl-DNS-bindende Do-
méne), HGDM2 (high mobility group-like domain 2), TRD (Transkriptionsrepressor-Domane), NLS (Nuclear
Localisation Signal), CTDa/p (C-terminale Doméne mit a- bzw. g-Untereinheit). Die Zahlen geben die Positio-
nen der Aminosaren an. Die Pfeile verweisen auf die Lage der acht haufigsten Mutationen, wobei durchgehen-
de Pfeile Missense-Mutationen und gestrichelte Pfeile Nonsense-Mutationen anzeigen.

Durch Zirkulardichroismus-Studien und in silico Prognosen konnte gezeigt werden,
dass etwa 60 % des MeCP2 Proteins unstrukturiert sind. Die strukturierten Bereiche

teilen sich in B-Faltblétter (35 %) und a-Helices (5 %) auf und sind vorwiegend in der

4
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Methyl-DNS-Bindedomane zu finden®. Durch die groBen Anteile unstrukturierter Be-
reiche des Proteins wird MeCP2 auch in die Gruppe der ,,intrinsisch desorganisierten
Proteine eingeordnet39. Diese ,,desorganisierten Bereiche fiihren zu einer hohen Fle-
xibilitat der Proteine, da es diesen Regionen nicht moglich ist eine stabile dreidimensio-
nale Form einzunehmen® “°. Es wird vermutet, dass diese Desorganisation fir eine er-
hohte lokale und temporére Komplexiztét notig ist, die es MeCP2 ermdglicht mit DNS,
RNS (Ribonukleinséure) und verschiedensten Proteinen zu interagieren. Diese Theorie
wird durch das haufige Vorkommen intrinsisch desorganisierter Bereiche bei

eukaryotischen Transkriptionsfaktoren untermauert®.

1.2.2  Funktion von MeCP2

Die Expression des MeCP2 Proteins und der verschiedenen Transkriptformen ist wéh-
rend der embryonalen Entwicklung niedrig und steigt wahrend der postnatalen neurona-
len Entwicklung kontinuierlich an** *®. Hierbei erreicht es die hochste Expression, von
etwa 1,6 x 10" Molekiilen pro Zellkern, in ausgereiften Neuronen, wobei es auch in na-
hezu jedem anderen Zelltyp in geringerer Menge zu finden ist und stets an heterochro-
matischen Zentren der DNS lokalisiert ist** *°. Die hohen Mengen an MeCP2 reichen
statistisch aus, um eine Bindung von MeCP2 an 50 % aller Nukleosomen zu ermdgli-
chen. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass MeCP2 das Histon H1 in einem
methylierungsabhé&ngigen Prozess von der DNS verdrangen und somit als alternatives
Histon-Verknupfungsprotein in Neuronen fungieren kann*®. Die Bindung an die
methylierte DNS erfolgt Uber die Bindung der Methyl-DNS bindende Doméne an 5-
Methylcytosine (5-mC) der DNS** #. Im Gegensatz zu anderen Proteinen der MBD-
Proteinfamilie ist MeCP2 zusétzlich in der Lage an 5-Hydroxymethylcytosin (5-hmC)
zu binden. 5-hmC ist vermehrt in aktiven Genen und am héaufigsten in Neuronen zu fin-

den®,

Durch die Fahigkeit an methylierte und unmethylierte DNS zu binden ist MeCP2 in der
Lage regulatorisch in die Transkription einzugreifen. Dies geschieht tUber die Rekrutie-
rung der Korepressor-Komplexe Sin3A (SWI-INdependent), N-CoR (nuclear receptor
corepressor) c-ski, COREST (REST corepressor 1) und LANA (latency-associated nuc-
lear antigen)*® “**! die Transkriptionsaktivatoren YY1 (Ying Yang 1) und CREB1
(cAMP response element-binding protein)®* >*, die Chromatinremodulierungskomplexe
SMARCC4 (SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chroma-
tin) und ATRX (alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked), der DNS-

5
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Methyltransferasen 1 (DNMT1) und der Histonmethyltransferase Suv39H1 (Suppressor

of variegation 3-9 homolog 1 (Drosophila))>*>**'.

Um die Funktion von MeCP2 gezielt zu steuern sind posttranslationelle Modifikationen
notig. Phosphorylierungen verschiedener Aminosaurereste scheinen dabei sowohl fiir
die Bindungsaffinitat zu Chromatin als auch fur die Bindung verschiedener Interakti-

onspartner nétig zu sein® .

MeCP2 spielt weiterhin eine zentrale regulatorische Rolle bei der Expression von
BDNF (Brain derived neutrophic factor), welche durch Acetylierungen und

d®® ®1 In Abwesenheit von

Deacetylierungen des MeCP2 Proteins beeinflusst wir
MeCP2 wird BDNF stark vermindert expremiert®. In MeCP2-Mausmodellen korreliert
die verringerte BDNF-Expression konstant mit dem Verzdgerten auftreten und Voran-
schreiten der Symptomatik®*®®. Aufgrund der hohen Expression von BDNF im zentra-
len Nervensystem kann davon ausgegangen werden, dass BDNF eine wichtige Rollen
bei der neurologischen Differenzierung und Entwicklung spielt®. Eine Verringerung
der BDNF-Mengen im zentralen Nervensystem konnte somit flr die Symptomatik des

Rett Syndroms grundlegend sein®.

1.3 Mausmodelle des Rett Syndroms

In den letzten 15 Jahren sind viele Mausmodelle fir das Rett Syndrom generiert wor-
den. Das erste beschriebene Modell (MeCP2™-*8") aus dem Jahre 2001 trug eine
Deletion des dritten Exons und eine Deletion des kodierenden Bereichs von Exon 4.
Obwohl Nachkommen beider Geschlechter direkt nach der Geburt keinen Phéanotyp
aufwiesen, entwickeln sich nach kurzer Zeit, analog zur humanen Pathogenese, erste
Symptome. Dazu gehdrten eine Versteifung des Ganges, eine Reduzierung spontaner
Aktivitat und eine ungleichmaRige Atmung. Die Tiere zeigte eine motorische Fehlfunk-
tion der Hinterbeine, die als hindlimb clasping beschrieben wurde™. Diese Reaktion
kann auf eine allgemeine Stérung der Muskelspannung hindeuten. Abhéngig vom gene-
tischen Hintergrund wiesen die Mé&use eine drastische Verdnderung des Gewichts auf.
Nachkommen mit dem genetischen Hintergrund C57BL/6J zeigten ein deutlich verrin-
gertes Korpergewicht. Nachkommen mit dem genetischen Hintergrund 129/SvJ zeigten
eine deutliche Erhohung des Korpergewichts. Das auffélligste Merkmal MeCP2-

defizienter Nachkommen war jedoch eine stark verkirzte Lebenserwartung von 54 Ta-
71

ge'.
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Im Laufe der Jahre wurden weitere Mausmodelle generiert die verschiedenste Mutatio-
nen wie groRe Deletionen der Exone 172 und 3" oder der Methyl-DNS-bindenden Do-
mane’, von Nonsense-Mutationen an den Positionen 308 (S308X)"®> und 168
(R168X)"® " und Missense-Mutationen an den Positionen 80 (S80A), 421 (S421A), 424
(S424A)® 8 140 (A140V)™ und 158 (T158A)% tragen. Allen Mauslinien ist gemein,
dass die Symptome verzogert auftreten und sich im weiteren Verlauf der Erkrankung
Stérungen der Atmung, der motorischen Funktionen und der motorische Koordination
manifestieren. Auch das Angstverhalten, das bei Rett Patientinnen verstarkt auftritt, ist
bei den meisten Mausmodellen verandert®. Diese Veranderungen duRern sich in Ab-
hangigkeit der Mutation und des genetischen Hintergrundes, in einer Verstarkung™ oder
einer Verminderung des Angstverhaltens’*™ . Das gravierendste Merkmal das bei
allen MeCP2-defizienten Mauslinien auftritt, ist eine deutlich verkirzte Lebensdauer
mannlicher Tiere, wie sie bereits von Jacky Guy beschrieben wurde’. Die Uberlebens-
dauer mannlicher Mé&use variiert zwischen 54 Tagen und 16 Wochen und ist von der

Mutation und dem genetischen Hintergrund abhangig’ ™ " 768,

1.4 Therapeutische Ansdtze zur Behandlung des
Rett Syndroms

Fur das Rett Syndrom gibt es bisher keine kausale Therapie. Die prinzipielle Heilbarkeit
der Rett Syndroms konnte jedoch 2007 von Jacky Guy an Mausen gezeigt werden®. In
dieser Arbeit wurde die Expression von MeCP2 durch das Einbringen einer gefloxten
Stop-Kassette vor dem Mecp2-Promotor inhibiert (MeCP2'S®P) was zu einem physio-
logischen MeCP2 knockout filhrte. MeCP2'%SP_Mause zeigten dabei eine den knock-
out Mausen (MeCP2"™8") vergleichbare Symptomatik. In dem MeCP2'**-Modell
kann MeCP2 durch die Expression einer Cre-Rekombinase Zelltyp-spezifisch und unter
der Kontrolle des MeCP2-Promotors re-exprimiert werden. Nach einer Verpaarung mit
Cre-Rekombinase exprimierenden Mausen zeigten diese Tiere (MeCP2C™ %S1%P) gjne

nahezu komplette Abmilderung der Symptomatik®?.

Es gibt zahlreiche therapeutische Malinahmen, welche in Abhéngigkeit der Schwere der
Erkrankung zu einer Linderung der Symptome und somit zu einer deutlichen Erhéhung
der Lebensqualitat fuhren konnen. Physikalische Therapien dienen der Mobilisierung
der Patientinnen und verbessern die Koordination und Beweglichkeit. Desweiteren lei-
den viele Patientinnen an Untergewicht und Osteoporose. Diese Symptome kdnnen mit
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einer hochkalorischen Erndhrung und dem Zusatz von Vitamin D, Calcium und
Bisphosphonaten abgemildert werden. Epileptische Anfalle werden mit antikonvulsiven

Medikamenten und ein gastroesophagaler Reflux operativ behandelt.

14.1  Stop-Codon Readthrough-Therapie

Als ,,Stop-Codon Readthrough-Therapie* (kurz Readthrough) bezeichnet man den Pro-
zess bei dem ein vorgelagertes Stop-Codon in Anwesenheit bestimmter Substanzen wie
Aminoglykoside ,,iiberlesen” wird. Dies geschient durch die Bindung der
Aminoglykoside an die Dekodierungsstelle (A-site), innerhalb der kleinen Untereinheit
des Ribosoms (30S bei Prokaryoten und 40S bei Eukaryoten)® 4. Natiirliche Stop-
Codons werden von diesem Prozess in der Regel nicht betroffen. Der Grund dafir ist
die Zirkularisierung der mRNS (boten (engl. messenger)-Ribonukleinséure) durch die
N-terminale Bindung der eukaryotischen Elongationsfaktoren elFAE und elF4G und die
Bindung des Poly-A-Bindeproteins (PBAP) am Poly-A-Schwanz der mRNS. Die Er-
kennung des nattrlichen Stop-Codons erfolgt durch den Terminationskomplex, beste-
hend aus den eukaryotischen Freisetzungsfaktoren eRF1 und eRF3 + GTP, wobei eRF3
mit PABP interagieren kann. Durch die raumliche Néhe des Stop-Codons und des poly-
A-Schwanzes zueinander, wird die umgehende Freisetzung der fertigen Polypeptidkette,
aus dem Ribosom, durch die Interaktion von eRF3 und PABP katalysiert. Einem vorge-
lagerten Stop-Codon, verursacht durch eine Nonsense-Mutation, fehlt diese raumliche
Néhe zum poly-A-Schwanz in den meisten Féllen. In dieser Situation pausiert das Ribo-
som am vorgelagerten Stop-Codon. Die Bindung eines Aminoglykosids bewirkt eine
leichte Konformationsanderung an der kleinen ribosomalen Untereinheit. Die Verénde-
rung bewirkt eine Verringerung der Bindung der eukarytoschen Freisetzungsfaktoren an
das, sich in der A-Site (Aminoacyl-Site) des Ribosoms befindliche, Stop-Codon.
Gleichzeitig wird die Spezifitat der Codon-Anticodon-Bindung zwischen einer mit einer
Aminosdure beladenen Aminoacyl-tRNS (transport-Ribonukleinsdure) und der mRNS
herabgesetzt. Diese Faktoren begunstigen die Codon-Anitcodon-Bindung einer mit ei-
ner zufalligen Aminoacyl-tRNS und somit den Einbau einer zufélligen Aminosdure in

die wachsende Polypeptidkette®.

Das dieses Prinzip auch in eukaryotischen System erfolgreich eingesetzt werden kann,
ist seit Mitte der 80’er Jahre bekannt. Burke und Mogg konnten zeigen, dass das mit
einem Amber-Stop-Codon (UAG, an Position 38) mutierten bakterielle Gen

,Chloramphenicol-Acetyl-Transferase* (cat) in transfizierten COS-7 Zellen nach Be-

8



Einleitung

handlung mit den Aminoglykosiden G418 und Paromomycin teilweise vollstdndig
translatiert wurde®®. Diese Eigenschaft konnte spater auch fiir das klinisch verwendete
Aminoglykosid Gentamicin bei der Initilerung eines Readthroughs fir das ,,Cystic
fibrosis transmembrane conductor protein“ (CFTR) gezeigt werden®’. Erst Ende der
90°er Jahre wurde Gentamicin bei in vivo Versuchen eingesetzt. Hierflr wurden mdx-
Méusen (DMD (Dystrophin) knockout-Mé&use), ein Modell fiir die ,,X-chromosomalen
Muskeldystrophien Typ Becker und Duchenne®, 14 Tage mit subkutanen Injektionen
von Gentamicin behandelt und anschlieBend ein Dystrophin-Protein mit voller Langer
nachgewiesen®. Seither wurde Gentamicin in in vitro und in vivo unter anderem an
Krankheitsmodellen der zystischen Fibrose %, Muskeldystrophie des Typs Duchenne®,
Hamophilie®, retinale Degeneration®®, Hurler Syndrom® und dem Rett Syndrom®*®

auf seine Wirksamkeit untersucht.

Aufgrund der hohen Nehphro-und Ototoxizitét, die bei 10-20 % der chronisch behan-
delter Patienten zu akuten Nierenversagen®” % und bei etwa 33 % der behandelten Pati-
enten zum Verlust des Gehdrsinns fiihrt™, stellt Gentamicin kein geeignetes Medika-
ment fir eine potentielle Langzeittherapie dar. Andere Aminoglykoside wie Amikacin
weisen eine geringere Toxizitat auf, jedoch geht diese mit einer geringeren Effinzienz
bei der Initiierung eines Readthroughs einher. Um eine geringere Toxizitat bei gleich-
zeitig erhohter Readthrough-Effizienz zu ermdglichen, wurden die sogenannten NB-
Komponenten von Timor Baasov und Igor Nudelman entwickelt'®*%, Grundlegend fiir
die Herstellung dieser neuen Verbindungen war das Aminoglykosid Paromomycin, da
es einen soliden Readthrough bei gleichzeitig relativ geringer Toxizitat gewahrleistet™®.
Die Struktur von Paromomycin lieR sich dabei auf ein, fiir den Readthrough, notwendi-
ges Minimum reduzieren (in Rot dargestellte Regionen von Paromomycin, Abbildung
2). Die Generierung der NB-Komponenten erfolgte nun tber eine gezielte Anheftung
bzw. Entfernung einzelner chemischer Gruppen dieser Grundstruktur. NB54 wurde
durch den Einbau der (S)-4-amino-2-hydroxybutanoyl-Gruppe des Amikacins (Grln in
Abbildung 2 Amikacin bzw. NB54) in das Paromomycin-Grundgerst erstellt, was zu
einer drastischen Reduzierung der Toxizitdt und einer Erhéhung der Readhrough-
Effizienz filhrte (Abbildung 2)*.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der natiirlichen Aminoglykoside Paromoycin, Geneticin, Amikacin
und Gentamicin, sowie der synthetischen NB-Komponenten NB54, NB84 und NB124.

Eine weitere Erhohung der Readthrough-Effizienz konnte durch die Ubertragung einer
Methylgruppe des Geneticins (Abbildung 2 Geneticin) auf die Struktur von NB54 er-
reicht werden. Das Resultat dieser Arbeit stellt die Komponente NB84 dar (Abbildung 2
NB84)!*. Die Einfihrung einer zweiten Methylgruppe an die Ribose von NB84
(Abbildung 2, orange Gruppe bei NB124) zeigte einen synergetischen Effekt zu der bei
NB84 eingefihrten Methylgruppe bei der Initiation des Readthroughs'®.
Die reduzierte Toxizitat und die erhohte Effizienz bei der Einleitung des Readthroughs
konnte an verschiedenen Krankheitsmodellen in vitro gezeigt werden®* % 101 104107 pje
durchgefuhrten Modifikationen fiihren zu einer erhohten Affinitdt der NB-
Komponenten gegentiber den eukaryotischen Ribosomen. Da mitochondriale Riboso-
men den prokayrotischen Ribosomen in ihrer Struktur &hneln, fuhrt die erhdhte Affinitat
an eukaryotische Ribosomen zu einer geringeren Toxizitat und einer héheren Effizienz

des Readthroughs*®.

Ein weiterer Ansatz ist die Verwendung niedermolekularer Substanzen wie der SMRT
(small molecule readthrough)-Komponenten und PTC124. Die SMRT-Komponenten
RTC#13 und #14 konnten bisher nur bei in vitro Modellen zur Duchene-

Muskeldystrophie'%®

und der Ataxia teleangiectatica (Louis-Bar-Syndrom) getestet wer-
den®®® ™! Diese Substanzen zeigen eine, den NB-Komponenten vergleichbare, erhohte

Readthrough-Effizienz, bei einer gleichzeitig niedrigeren Zytotoxizitat'™. Es ist anzu-
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nehmen das die RTC-Komponenten wie Aminoglykoside und die NB-Komponenten an
die 16S rRNS (ribosomale Ribonukleinsaure) der 30S Untereinheit des prokaryotischen
bzw. an die 18S rRNS der 40S Untereinheit des eukaryotischen Ribosoms binden*? %3,
Fur PTC124 konnte gezeigt werden, dass dieses an die 60S Untereinheit des

106, 117-123 und in

eukaryotischen Ribosoms bindet'**!®, PTC124 konnte in vielen in vitro
vivo'" 12 Krankheitsmodellen erfolgreich getestet werden. Im Juli 2014 wurde PTC124
von der EMA (European Medicine Agency) in Europa fir die Behandlung der
Duchenne Muskeldystrophie im Kindesalter als Medikament (Translarna®) zugelassen

(http://www.ema.europa.eu; Agency product number: EMEA/H/C/002720)'%°,

14.2 Knochenmarktransplantation

Bei der Knochenmarktransplantation werden dem Patienten Knochenmarkstammzellen
gesunder immunkompetenter Spender intravends injiziert. Dabei muss das Knochen-
mark des Empféangers vor der Transplantation durch eine Chemotherapie oder einer
Ganzkorperbestrahlung mit y-Strahlen abgetotet werden (Konditionierung). Bei der Art
der Transplantation ist dabei zwischen autologer (Reinfusion eigner Stammzellen),
syngener (Infusion von Stammzellen eines eineiigen Zwillingsgeschwisters (immunge-
netisch identisch)) oder allogener (Transplantation von Stammzellen eines immungene-
tisch fremden Spenders) Transplantation zu unterscheiden. Bei syngenen und allogenen
Transplantationen besteht sowohl das Risiko einer AbstoRungsreaktion als auch einer
Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (GVH (Graft vs. Host-Krankheit). Die GVH-
Krankheit stellt eine Immunreaktion des Transplantats dar, das sich gegen die Organe
des Patienten richtet. Hierbei sind vor allem Darm, Haut, das hamatopoetische System
und die Leber betroffen. Die Mortalitat einer Knochenmarktransplantation liegt bei etwa
10-20 %126, 127.

Die fiir die Transplantation benétigten CD34" Vorlauferzellen kénnen auf verschiede-
nen Wegen gewonnen werden:
1. Die direkte Entnahme von Knochenmark aus dem Beckenkamm, bei der etwa 1-2
Liter eines Blut-Knochenmark-Gemischs entnommen werden.
2. Die Isolierung mobilisierter Stammzellen aus dem Blut (Stammzellapharese) durch
Injektionen  des  Granulozyten-Kolonie  stimulierenden  Faktors  (G-CSF).
In beiden Fallen werden nach der Entnahme CD34" Stammzellen fiir die Transplantati-

on vorbereitet'? 12°,
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1.4.2.1 Knochenarktransplantation und das Rett Syndrom

Es konnte gezeigt werden, dass die Abwesenheit von MeCP2 in Astrozyten allein eben-
falls zu neurologischen Beeintrachtigungen bei Mdusen flhrt, die den Beeintrachtigun-
gen bisheriger MeCP2 knockout Mausmodelle ahneln*¥ 31 Ebenfalls konnte gezeigt
werden, dass Mikroglia von MeCP2-defizienten Mausen schwere Beeintrachtigungen
aufweisen. Mikroglia sind die ansassigen Immunzellen des zentralen Nervensystems,
mit hamatopoetischen Ursprung*®?, und spielen eine essentielle Rolle bei der Aufrecht-
erhaltung des zellularen Umfelds®3* 3¢,

2012 konnte Noél Derecki zeigen, dass eine Knochenmarktransplantation nach einer
Ganzkorperbestrahlung bei MeCP2-defizienten Mdausen eine Einwanderung von
Mikroglia in das Gehirn der Mause verursacht und zu einer drastischen Verbesserung
der Symptome, allen voran der mittleren Uberlebensdauer, bei mannlichen Mausen
fuhrt'®. Die aufgestellte Hypothese dieser Arbeit war, dass die Mikroglia die Fahigkeit
der Phagozytose verloren und somit die Zellreste apoptotisch verstorbener Zellen nicht
mehr aus dem Gewebe des zentralen Nervensystems entfernen kénnen. Die Anreiche-
rung zellularer Uberreste fiihrt zu einer Verschlechterung des Milieus des zentralen
Nervensystems, wodurch die Funktion der, schon durch den Verlust von MeCP2 beein-

trachtigten, Neurone weiter gestort wird.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerite

Geratename
Thermocycler
T3 Thermocycler
T3000 Thermocycler

Zentrifugen und Rotoren
Zentrifuge 5424
Rotor FA-45-24-11
Zentrifuge 5804R
Rotor A-4-44
Kihlzentrifuge Mikro 200R
Rotor 2424-B
Zentrifuge Universal 320
Rotor 1619
Rotor A-4-44
Kihlzentrifuge Mikro 200R
Rotor 2424-B
Zentrifuge Universal 320
Rotor 1619

Histologie
Mikrotom RM2165
Paraffinausgiefstation EG1150 H
Citadel 1000
Mikroskopie
IMAGER.M1
AxioCam HRm

Hersteller

Biometra GmbH, Géttingen
Biometra GmbH, Géttingen

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen
Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen
Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen
Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen
Eppendorf AG, Hamburg
Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen
Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen
Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen
Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch
Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Carl Zeiss AG, Oberkochen
Carl Zeiss AG, Oberkochen
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AxioCam HR

Elektronenmikroskopie
Vibratom VT1200S

Ultramicrotom Ultracut-S
Leica EMTP
Leica EM-Trim

EM900

Heidolph PD5201 Perfusionspumpe

Molekularbiologie
Fastblot B 43
LAS-3000

Sonstiges
Ultra Thuraxx
Dispergierwerkzeug S25N-8G
Xstrahl RS225A
FACS Canto Il
Rotarod Advanced

Ultraschallprozessor UP50H

14

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Leica Microsystems GmbH, Wien, Oster-
reich

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Biometra GmbH, Géttingen
Fujifilm Europe GmbH, Dusseldorf

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Xstrahl Ltd., Camberley, England
Beckman Coulter GmbH, Krefeld
TSE Systems GmbH, Bad Homburg

Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow
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2.2 Software

Software Hersteller
VideoMot2 TSE Systems GmbH, Bad Homburg
GraphPad Prism 5 GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA
ImageJ National Institute of Health, Bethesda,
USA
Struktureditor SimpleSoft, Braunschweig

2.3 Chemikalien

Soweit nicht anders erwahnt, wurden alle Chemikalien mit dem Reinheitsgrad ,,zur
Analyse® eingesetzt und von den Firmen Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland), Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland), AppliChem GmbH (Darmstadt,
Deutschland) oder SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Deutschland) erwor-
ben.

231 Aminoglykoside, NB-Komponenten und PTC124

Substanz
Geneticin (G418) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Gentamicin Ratiopharm GmbH, Ulm
) Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Neomycin
Hamburg
NB54 Timor Baasov, Technion —
NB84 Israel Institute of Technology,
NB124 Haifa, Israel
PTC124 Selleck Chemicals, Miinchen
24 Losungen und Puffer
241 Kommerzielle Losungen
Ldsung Hersteller
Antibody Diluent Dako Deutschland GmbH, Hamburg
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Antigendemaskierungspuffer (pH 6,1)

LdOsung

DEPC (Diethyldicarbonat)

DirectPCR-Tail

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Me-

dium), low/high Glucose
Eukitt
Fotales Kalberserum (FKS)
HBSS (Hank's Balanced Salt Solution)

L-Glutamin

LPS (Lipoplysaccharid) des E. col-
Serotyps R515

Lumi-Light western blotting substrate

Myco-3
OptiyLyse B

Osmiumtetraoxid

PFA 4 % (Paraformaldehyd) in PBS
PBS (Phosphatbuffered solution)

peqGoldTriFast

ProLong Gold Antifade Reagent with
DAPI

Rekombinantes Maus-Interferon

gamma (IFNy)
Rodent Block M

16

Dako Deutschland GmbH, Hamburg
Hersteller
Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Hamburg

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlan-

gen

Biochrom GmbH, Berlin

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Hamburg

Biochrom GmbH, Berlin

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Os-
terreich

PAA Laboratories GmbH, Colbe
Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach

Roche Deutschland Holding GmbH,
Mannheim
AppliChem GmbH, Darmstadt
Beckman Coulter GmbH, Krefeld

SPI Chem West Chester, PA, USA
(Science Services, Miinchen)
Addmymetrix, Wien, Osterreich

Biochrom GmbH, Berlin
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlan-

gen

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwer-

te

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordstadt

Zytomed Systems GmbH, Berlin
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Ldsung
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 10 %

Trypsin/EDTA
(Ethylendiamintetraessigsaure)

Uranylacetat

24.2

L6sung

Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)-HCI, pH 6,8

Tris-HCI, pH 8,8
Tris-HCI, pH 7,5
NaCl
NP-40
Natrium-Deoxycholat

PFA

ALSEVER‘s
NaCl
Tri-Natriumcitrat Dihydrat

Zitronensaure

Blot Puffer
Tris
Glycin
SDS

Methanol

EPON

Hersteller

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwer-

te

PAA Laboratories GmbH, Colbe

SPI Chem West Chester, PA, USA
(Science Services, Miinchen, Deutsch-
land)

Selbstangesetzte Losungen und Puffer

Konzentration/
05M
15M

1M
2M
10 %
10 %
4 % PFA

70 mM
30 mM
3 mM

48 mM
39 mM
0,04 %
20 %
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Glycidether 100
2-Dodecylsdaure Anhydrid
Methynadic Anhydrid
10 Minuten bei RT ruhren

2,4,6-Tris (dimethylaminomethyl)phenol

FACS Puffer I
PBS
BSA

Natriumazid (NaN3)

FACS Puffer 11
PBS
FKS
EDTA pH 8
Natriumazid (NaNs3)

Karslon und Schulz (KS) Phosphatpuffer pH 7,4

NaH,PO,*H,0
Na,HPO,2H,0
NaCl
Agua dest.
Glutaraldehyd (25 %)
Formaldehyd (16 %)

RIPA (Radioimmunoprecipitation assay buffer) Puffer

Tris
NacCl
NP-40

RIPA (Radioimmunoprecipitation assay buffer) Puffer

Natrium-Deoxycholat

18

21,44
1449
11,3g

0,84 ml

x1
0,1 %
0,01 %

x1

2%
0,01 M
0,1%

15,12 mM
109,92 mM
86,2 mM

2,5%

1,6 %

50 mM
400 mM
1% (viv)

0,8 % (v/v)
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EDTA 5mM
SDS 0,1 % (viv)
Protease-Inhibitor
cOmplete, EDTA frei, Roche Deutschland Holding GmbH, Mann- x1
heim
SDS-Laufpuffer (x5)
Tris 120 mM
Glycin 1,04 M
SDS 0,625 %
TBST-Waschpuffer fir Western Blots
Tris 20 mM
NaCl 150 mM
Tween20 0,05 % (v/v)
TBST-Waschpuffer fur Immunfluoreszenzfarbungen
Tris 20 mM
NaCl 150 mM
Tween20 0,025 % (v/v)

2.5 Kits

Alle in dieser Arbeit verwendeten Kits wurden nach den Vorgaben des Herstellers ver-

wendet.

Kit
Effectene Transfection Reagent
FITC-Labeling Kit
Tag DNA Polymerase
Kit
TagMan Reverse Transcription
Reagents

Hersteller
Qiagen GmbH, Hilden
Pierce Perbio Science, Germany
Qiagen GmbH, Hilden
Hersteller

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte
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2.6 Antikorper

Hersteller

Cell Signaling Technology, Danvers, USA

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Ham-

burg

Abcam plc, Cambridge, England

Antibodies-omline GmbH, Aachen

Antikdrper fur Durchflusszytometrie

2.,6.1 Primidre Antikorper
Antigen Spezies
MeCP2 Kaninchen
Tubulin Maus
GAPDH Maus
Gentamicin Kaninchen
Antigen  Spezies Konjugat
CD4 Maus PerCP
CD8 Ratte Cy7
CD11b Ratte Pacific-Blue
CD11b Maus APC
GR-1 Maus APC-Cy7
CD45.1 Maus PE
CD45.2 Maus APC
MHC-I Maus AlexaFluor647
MHC-II Maus APE
TCRb Maus FITC

20

Hersteller
BD Bioscience, Heidelberg
eBioscience GmbH, Frankfurt am Main
Biolegend, Fell
eBioscience GmbH, Frankfurt am Main
BD Bioscience, Heidelberg
BD Bioscience, Heidelberg
BD Bioscience, Heidelberg
Biolegend, Fell
Biolegend, Fell
BD Bioscience, Heidelberg
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2.6.2 Sekundidre Antikorper

Antigen Spezies Konjugat Hersteller
Kaninchen-lgG  Ziege I\/Ieere_ttlch- Jackson ImmunoResearch Europe
peroxidase Ltd., Suffolk, England

Jackson ImmunoResearch Europe

Kaninchen-1gG  Ziege Cy-3
Ltd., Suffolk, England
Maus-1gG Esel I\/Ieere_ttlch- Jackson ImmunoResearch Europe
peroxidase Ltd., Suffolk, England

2.7 Allgemeine Molekularbiologische Methoden

271 Isolierung von Gesamt-RNS aus Mausgehirn

Gesamt-RNS aus Mausgehirnen wurde mittels pegGOLD TriFast nach Angaben des
Herstellers isoliert. Die Gehirne wurden in kleinere Fragmente geschnitten und nachfol-
gend mittels ,,Ultra Thuraxx“ und eines RNase-freien Dispergierwerkzeuges zerkleinert.
Hierfur wurden 800 ul TriFast fur ein halbes Gehirn verwendet. Nach einer 5 mindtigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurden 200 pL zu jedem Ansatz hinzugeflgt, fur wei-
tere 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlielend fiir 5 Minuten bei
12.000 *g und 4 °C zentrifugiert. Der die RNS enthaltende wassrige Uberstand wurde
mit gleichem Volumen Isopropanol geféllt, 15 Minuten bei 4°C inkubiert und anschlie-
Rend fir 10 Minuten bei 12.000 *g und 4°C zentrifugiert. Das RNS-Pellet wurde mit 70
% Ethanol in DEPC gewaschen, in DEPC-Wasser (0,1 % DEPC) aufgenommen und
anschlieRend bei -80°C gelagert.

2.7.2  Synthese von cDNS

Die Synthese komplementérer (engl. complentary) DNS (cDNS) erfolgte mit Hilfe des
Kits ,,TagMan Reverse Transcription Reagents* nach Angaben des Herstellers. Hierfiir
wurden 1.000 pg Gesamt-RNS eingesetzt. Fiir die Synthese dienten ,,zufillige
Hexamere®, sechs zufillig aneinander synthetisierte Nukleotide, als Primer. Um einen
Abbau von RNS zu verhindern wurde dem Ansatz ein RNase-Inhibitor zugesetzt. Die

Synthese der cDNS erfolgte in einem Thermocycler mit folgendem Programm:
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25°C 10¢
48°C 30¢
95°C 5¢

2.7.3 Isolierung genomischer DNS aus Mausschwinzen

Die Isolierung genomischer DNS zur Bestimmung des Genotyps der Méause erfolgte
mittels DirectPCR-Tail. Die Biopsien wurden tber Nacht bei 55 °C inkubiert und die
Reaktion wurde am Folgetag bei einer Temperatur von 85 °C abgestoppt. Gewebereste

wurden fir die PCR-Reaktion abzentrifugiert.

2.74  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation spezifischer DNS Sequenzen erfolgte mit Tag Ploymerase (Quiagen,
Hilden) und sequenzspezifischen Primern. Als Templates dienten c¢DNS und
genomische DNS.

Primer Sequenz
Geno —Neo for GCC TGA AGG TTG GAC ACG AAA GC
Geno —Neo rev GGG CTAGAC TGAATATCT TTG GTT GGT AC
Mecp2 Ex3/4 for GAT CTG CTG GAA AGT ATG ATG
Mecp2 Ex3/4 rev CTG GAG CTT TGG GAG ATT

2.8 Herstellung von Proteinlysaten

Die Isolation der Proteine erfolgte mit einfacher Lyse bei Zelllinien oder mittels mecha-
nischen  Gewebeaufschluss in  Kombination mit Zelllyse bei  Geweben.
Fur die Lyse von inkubierten Zellen wurden diese mit PBS gewaschen und nach Zugabe
von 250 pl RIPA-Puffer fur 15 Minuten bei 4 °C unter gelegentlichem Abschlagen
inkubiert. AnschlieBend wurde der proteinhaltige Uberstand nach der Zentrifugation fiir
30 Minuten bei 4 °C und 18.000 *g abgenommen und bei -80 °C gelagert.
Mausgewebe wurden mittels ,,Ultra Thuraxx“ und Dispergierwerkzeug in RIPA-Puffer
zerkleinert und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlie3end wurde die DNS mit 5 Ultra-
schallpulsen (Amplitude 100 %, Frequenz 0,5 Herz) geschert.
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2.9 SDS-Polyacrylamidelektrophorese und Western Blot

Fur den immunologischen Nachweis von Proteinen wurden Lysate aus Geweben und
Zellen mittels Elektrophorese unter denaturierenden Bedingungen (SDS-PAGE) nach
ihrer Grolie aufgetrennt. Standardmaliig erfolgte die Elektrophorese mit 1 %igen Sam-
melgelen und 10 %igen Trenngelen. Die Proteinlysate wurden im Verhéltnis 1:3 mit 4x-
Laemmli-Ladepuffer versetzt und 5 Minuten bei 95 °C denaturiert. Anschlieend wur-
den die Proteine und der Marker (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo
Fisher Scientific, Schwerte) geladen und fir 2 h bei 80 V elektrophoretisch getrennt.
Der Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran erfolgte Gber das semi-dry
Blot-Verfahren mit 2 mA/ cm? fiir 90 Minuten. AnschlieBend wurden die Membranen in
TBST gewaschen und mit 5 % Trockenmilch in TBST fur 1 h blockiert. Alle Antikorper
wurden in 5 % Trockenmilch in TBST verdunnt und eine Stunde bei Raumtemperatur
oder Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach drei Waschschritten von je 15 Minuten wurde
die Membran mit dem jeweiligen Sekundérantikorper in 5 % Trockenmilch in TBST fir
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Detektion des Signals erfolgte nach drei
weiteren Waschschritten mittels ,,Lumi Light Western Blotting Substrate® (Roche) und
einem digitalen Detektionssystem (LAS-3000, FujiFilm).

2.10 Immunfluoreszenzfiarbungen

Um die Gewebe der MeCP2™%®*-M4use in immunologischen Farbungen analysieren zu
kdnnen, wurden diese nach der Totung, durch Genickbruch, der Tiere in PBS gewa-
schen und Uber Nacht in 4 % PFA/PBS fixiert. Die Praparate wurden 1 h bei 4 °C mit
PBS gewaschen und in 70 % Ethanol bis zur Einbettung aufbewahrt. Die Einbettung

erfolgte automatisiert mittels des Einbettautomaten ,,Citadel 1000* und folgendem Pro-

gramm:
Schritt Ldsung Dauer [h:min]
1 70 % EtOH 3:30
2 80 % EtOH 2:00
3 96 % EtOH 1:00
4 100 % EtOH 1:00
5 100 % EtOH 1:00
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Schritt Ldsung Dauer [h:min]
6 100 % EtOH 1:00
7 Xylol 1:30
8 Xylol 1:30
9 Paraffin 1:00
10 Paraffin 1:00
11 Paraffin 3:00

Nach der Fixierung musste die Antigenitat wieder hergestellt werden (Demaskierung).
Hierfr wurden die Schnitte fir 40 Minuten bei 90 °C in einem
Antigendemaskierngspuffer (pH 6,1) erwarmt. Um nicht-spezifische Bindungen der
primédren Antikorper zu vermeiden wurden unspezifische Bindungsstellen und Maus-
IgG’s mit ,,Rodent Block* blockiert. Die Schnitte wurden mit den priméren Antikorper
uber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach zwei 5 mintigen
Waschschritten wurden die Schnitte mit dem jeweils zum Primarantikdrper passenden
Sekundarantikdrper 1 h bei RT gelagert und anschlieBend zweimal 5 Minuten gewa-
schen und mit ,ProLong Gold“ eingedeckelt.
Die Mikroskopie erfolgte nach allen Farbungen mit dem ,,Imager.M1* (Carl Zeiss) mit

einer 400 fachen VergrolRerung.

2.11 Zellkultur

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellkulturmedien, DMEM low/high glucose, wurden
mit 10 % FKS und 1 % L-Glutamin versetzt. Auf den Gebrauch von Pen/Strep (Penicil-

lin/ Streptomycin) wurde aufgrund des zu untersuchenden Readthroughs verzichtet.

2.11.1 HeLa-Zellen

HelLa-Zellen wurden flr Versuche verwendet bei denen ein Konstrukt (von Dr. Cornelia
Brendel zur Verfugung gestellt) mit der Mutation MeCP2R®®* (¢.502C>T) transient in
die Zellen transfiziert werden musste. Die Versuche dienten zur Verifizierung der
Readthrough-Funktion. Als Kontrollen dienten hier sowohl nicht-transfizierte Zellen als
auch Zellen, die mit dem Konstrukt transfiziert jedoch nicht behandelt wurden. 3*10°
Zellen wurden in 6-Well Kulturschalen ausgesét und tiber Nacht bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert. Den Angaben des Herstellers folgend wurden 2 pg des Konstrukts mit dem
Transfektionsansatz zu den Zellen dazu gegeben und fir 8 h inkubiert.
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2.11.2 Mausohr-Fibroblasten

Mausohr-Fibroblasten wurden fiir Readthrough-Versuche des endogenen MeCP2R1%8X

(c.502A>T) aus transgenen Méausen verwendet. Als Kontrollen dienten Fibroblasten aus
Ohren gesunder Mé&use. Hierfiir wurden von, bereits in einem anderen Experiment ver-
wendeten, M&usen Teile der Ohren abgeschnitten, mit Isopropanol abgespriiht und in
DMEM aufbewahrt. Die Ohren wurden in kleine Stlicke geschnitten auf den Boden ei-
ner zuvor mit Medium benetzten 25 cm? Zellkultur-Flasche gelegt. Die Flasche wurde
senkrecht fir 1 h bei 37 °C aufbewahrt. Anschlieend wurde die Flasche langsam um 90
° gedreht und uber Nacht bei 37 °C und 5 % CO; gelagert. Nachfolgend wurden 3 ml
Medium langsam hinzugegeben und die Gewebe fiir etwa zwei Wochen kultiviert, bis
genugend Fibroblasten ausgewachsen waren. Diese wurden vermehrt und fir Experi-

mente verwendet.

2.12 Verwendete Mauslinien

Haltung und Zucht aller in dieser Arbeit verwendeten Mauslinien erfolgte in der ,,Zent-
ralen Tierexperimentellen Einrichtung® unter Leitung von Frau Dr. med. vet. Sarah
Kimmina. Die Haltung der Mduse erfolgte in einem 12:12 (h:h) Hell-Dunkel-Rhythmus,

wobei die Tiere mit Wasser und Futter ad libitum versorgt wurden.

2.12.1 MeCP2R168X-Mause

Die Generierung der MeCP2R'*®*_Mause erfolgte durch Dr. Cornelia Brendel®. Fir die
Zucht wurden heterozygote Weibchen mit C57BL6/J-Méannchen verpaart. Die
Genotypisierung erfolgte mittels PCR mit den Primern Geno —Neo for und Geno —Neo

rev (2.7.4) und folgendem PCR-Programm:
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95°C
95°C
58°C
72°C
72°C
10°C

5(
30 ) ) -

Ein Wildtypallel ergab dabei eine Lé&nge
30 [x35 . _ .
30 von 300 bp und ein mutiertes Allel eine
5 Lange von 330 bp.
0

2.12.2 B6.SJL-Ptprca Pepcb/Boy]-Miuse

Die B6.SJL-Ptprc? Pepc’/Boy] Mause (im Weiteren kurz ,,CD45.1“ genannt) dienten

als Spendertiere fur die Knochenmarktransplantation und wurden freundlicherweise von

Prof. Dr. Holger Reichardt (Abteilung Zelluldre und Molekulare Immunologie, Univer-

sitdtsmedizin Gottingen) zur Verflgung gestellt. Die Zucht dieser Linie erfolgte mit

ausschlieBlich homozygoten Tieren so dass diese keiner Genotypisierung unterzogen

werden mussten.

2.13 Stop-Codon Readthrough-Therapie

Fur in vitro und in vivo Therapien wurden folgende Substanzen verwendet:

Aminoglykoside
Gentamicin
Geneticin (G418)

Neomycin

NB-Komponenten Niedermolekulare Substanzen
NB54 PTC124
NB84
NB124

Detaillierte Angaben der verwendeten Konzentrationen befinden sich in den jeweiligen
Punkten des Ergebnissteils (Tabelle 6, Tabelle 7 und Tabelle 8).

2.13.1 Readthrough-Behandlung in vitro

Fir in vitro Behandlungen wurden sowohl transient transfizierte HeLa-Zellen als auch

Mausohr-Fibroblasten aus mutationstragenden (MeCP2R'%8*%) und gesunden mannli-

chen (MeCP2"") Mausen genutzt. Die verwendeten Substanzen (Tabelle 6) wurden

dem Medium in l6slicher Form zugegeben und das Medium alle zwei Tagen gewech-

selt. Nach der fiinftagigen Behandlung wurden die Zellen geerntet (siehe 2.8).
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2.13.2 Readthrough-Behandlung in vivo

Fir die Behandlung von MeCP2R™8*% (symptomatisch) und MeCP2""™ (gesund)
Mannchen wurden ebenfalls die in Punkt 2.13 aufgefiihrten Substanzen verwendet. Die
Substanzen Gentamicin (Refobacin®, Merck Soreno, Darmstadt, Deutschland), NB54,
NB84 und NB124 wurden dabei sowohl intraperitoneal (i.p.) wie auch subkutan (s.c.)
injiziert. Eine weitere Applikationsform fir die Substanzen Gentamicin, NB54 und
NB84 stellte dabei die Implantation einer osmotischer Pumpen der Marke ,,ALZET*
(Charles River Laboratories, Research Models and Services, Germany GmbH, Sulzfeld,
Deutschland) dar. Die Pumpen des Models ,,1004* ermoglichten eine 28-t4gige Behand-
lung der Tiere mit 35 mg Gentamicin/ kg/ Tag. Die Implantation der Pumpe erfolgte
subkutan dorsal, unter Isoflurannarkose (Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland) und
Gabe der Analgetika Finadyne (Essex Tierarznei, Minchen, Deutschland) und
Metapyrin (MEDISTAR Arzneimittelvertrieb GmbH, Ascheberg, Deutschland). Alle
Tierversuche erfolgten mit der Genehmigung des Niederséchsischen Landesamtes fiir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES) und der Zentralen Tierexperi-

mentellen Einrichtung (ZTE) der Universitatsmedizin Gottingen (UMG).

2.14 Knochenmarktransplantation

Fur eine erfolgreiche Rekonstitution des Knochenmarks muss das Knochenmark der
Empféangertiere zuerst ablatiert werden. Dies wird (iber eine Ganzkdrperbestrahlung mit
y-Strahlen von einer Gesamtdosisleitung von 12,5 Gray (Gy) erreicht. Die Bestrahlung
erfolgte mittels ,,RS 225 X-Ray Research System® (X-Strahl Ltd., Camberley, England)
betriecben bei 200 kV, 15 mA und mit einem 0,5 mm dinnen Kupfer-Filter.
Die Tiere mussten vor dem Auftreten der ersten Symptome (~ Tag 33) transplantiert
werden. Die Bestrahlung wurde auf 2 Sitzungen geteilt, da die Tiere eine Einzelbestrah-
lung mit 12,5 Gy, aufgrund der geringen KorpergroRe nicht Gberleben wiirden. Bei der
ersten Sitzung wurden die Tiere mit 3,5 Gy und 48 Stunden spéter mit 9 Gy bestrahlt.
Um Infektionen der bestrahlten Tiere zu vermeiden wurden ab einem Tag vor der ersten
Bestrahlung bis 3 Wochen nach der Transplantation 25 pg/ ml Neomycin dem Trink-
wasser hinzugefigt und das Trinkwasser alle zwei Tage gewechselt.
Um nach der Transplantation des Knochenmarks eine Aussage Uber die Effizienz der
Rekonstitution machen zu kdnnen wurde das Knochenmark jeweils aus geschlechts-und

altersgepaarten B6.SJL-Ptprc?® Pepc”/BoyJ-Mausen isoliert. Die Tiere dieser Linie un-
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terscheiden sich im Oberflachenmolekiil CD45 in der Auspragung CD45.1" bzw. Ptprc?
(Protein tyrosine phosphatase, receptor type, C), wéhrend Tiere mit dem genetischen
Hintergrund C57BL6/J normalerweise CD45.2° bzw. Ptprc® positiv  sind.
Die Isolation des geschlechtsidentischen Knochenmarks, aus gesunden CD45.1%-,
MeCP2R¥Y._ ynd MeCP2R™®8**_Mausen, erfolgte durch Freilegung der Femores nach
Euthanasie der Tiere mit CO,. Hierbei wurden die Epiphysen an beiden Seiten des Kno-
chens mit einer sterilen Schere abgeschnitten. Das Knochenmark wurde mit 5 ml PBS
mit 0,5 % BSA und einer 24G Kanile aus dem Knochen gespult und mit einer 20G Ka-
nile durch aufziehen und ausdriicken homogenisiert. AnschlieBend wurde das
Homogenat durch ein 40 um Zellsieb (Beckman Coulter GmbH, Krefeld) gedriickt um
es von Geweberesten zu befreien und bis zur Injektion bei 4 °C gelagert.
Die Injektion des frisch isolierten Knochenmarks erfolgte 4 Stunden nach der zweiten
Bestrahlung. Die Empféangertiere wurden mit Isofluran betaubt und 5*10° Knochen-
markzellen mit einer sterilen Insulinspritze 30G (Beckman Coulter GmbH, Krefeld) in

den retrobulbéren Venenplexus injiziert.

Aus der Kombination der Isolierten Spenderzellen und nach Injektion in die Empféanger-

tiere ergaben sich somit folgende Gruppen:

Gruppe Spendertier Empfangertier
MeCP2V™ (WT) - )
MeCP2V™ (WT) ] .

R168X/y - _

R168X/x ] .

WT > WT MeCP2™ MeCPp2WTY
WT > WT MeCPp2R168X/x MeCp2RL68Xix
WT = R168X/y MeCP2W™Y MeCp2R168Xly
WT > R168X/x MeCP2"™ MeCP2R1eX
R168X/y > R168X/y MeCP2RI68XY MeCp2R168Xly

2.14.1 FACS-Analyse zum Nachweis der Konchenmarkrekonsti-

tution

Zur Uberpriifung der Effizienz der Knochenmarktransplantation wurde allen Tieren finf

Wochen nach der Transplantation Blut aus der Schwanzvene abgenommen. Um eine
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Koagulation der Blutproben zu verhindern, wurden diese bis zur Weiterverarbeitung in
Alsever’s Losung aufbewahrt. Das Blut wurde fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur und
370 *g abzentrifugiert und zweimal mit FACS-(fluorescence-activated cell sorting) Puf-
fer 1 gewaschen (Zentrifugation bei Raumtemperatur und 370 *g). Die Fluorophor-
gekoppelten Antikorper (2.6.1) wurden 1:1.00 bis 1:2.00 fach verdinnt und zusammen
den Proben zugeflgt. Der Ansatz wurde kurz gevortext und fir 20 Minuten bei 4 °C
inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die verbliebenen Erythrozyten mit
OptiLyse B fur 1 Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln verdaut. Nach einem letzten
Waschschritt wurde der Uberstand abgeschiittet und im FACS Cantoll (Beckman
Coulter GmbH, Krefeld) gemessen.

2.14.2 Isolierung von Mikroglia neugeborener MeCP2R168X-

Maiuse

Um Mikroglia von mannlichen MeCP2™®**-Mausen untersuchen zu kdnnen, mussten
diese aus Gehirnen neugeborener Mduse isoliert werden. Nach Tétung der Tiere durch
Dekapitation wurden die Meningen (Dura mater encephali, Arachnoidea encephali und
Pia mater encephali) mit einer Pinzette entfernt. Anschliefend wurden alle verbliebenen
und sichtbaren Blutgefdlle ebenfalls mit einer Pinzette entfernt und die Gehirne an-
schlieBend in DMEM mit 10 % FKS bei 4 °C aufbewahrt. Fir die Erstellung von Ein-
zelzellsuspensionen wurde das Medium vollstandig abgesaugt und mit 100 pl Trypsin
fur funf Minuten bei 37 °C inkubiert und anschlieBend kurz geschdttelt. Nach einer wei-
teren funfmindtigen Inkubation bei 37 °C wurde der Losung 50 ul DNase zugegeben
und ein weiteres Mal fir flinf Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurden die
Zellen in, mit poly-L-Lysin beschichteten, 75 cm? Flaschen ausgesat und bei 37 °C mit
5 % CO; inkubiert.

2.14.3 Untersuchung der Phagozytoseaktivitit und der Expressi-
on von MHC-I und MHC-II als Reaktion auf externe Sti-

muli

Die Analyse der Phagozytose und der Expression der Haupthistokompatibilitéts-
komplexe I und Il (Major Histocompatibilty Complex | bzw. Il (MHC-I bzw. —II)) er-
folgte mittels FACS-Analyse. Je nach Anzahl vorhandener Zellen wurden mindestens
Duplikate mit 2*10° Zellen pro Durchlauf angefertigt. Die Zellen wurden fiir 24 Stun-
den in Anwesenheit von 10 ng LPS/ ml oder 10 ng INFy/ ml stimuliert. 10 ng/ mi
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floureszenz-markiertes Myelin wurden zwei Stunden vor der Messung dem Medium
zugesetzt. Zellen, die als Kontrolle dienten, wurden nur mit dem Medium inkubiert. Die
Zellen wurden nach Inkubation mit 0,05 % Trypsin + 0,02 % EDTA fir funf Minuten
bei 37 °C inkubiert, die Trypsin-Reaktion durch Zugabe von Medium abgestoppt, die
Zellen vorsichtig abgekratzt und in 1,5 ml Reaktionsgeféal3e Gberflhrt. Die Zellen wur-
den fur zehn Minuten bei 700 *g bei 4°C abzentrifugiert und in FACS Puffer II
resuspendiert. Nach wiederholter Zentrifugation erfolgte ein Blockierungs-Schritt flr
zehn Minuten bei 4°C. Anschliefend wurden die Fluorophor-gekoppelten Antikorper
gegen CD11b, MHC-I und MHC-II in einer Endverdinnung von 1:200 zugegeben und
fir 25 Minuten bei 4°C im dunklen inkubiert. Nach Abstoppen der Reaktion durch die
Zugabe von FACS Puffer Il wurden die Zellen erneut zentrifugiert, in FACS Puffer 11
resuspendiert und mittels FACS analysiert.
Fur die Analyse der Myelinphagozytose wurde die Zahl der prozentuale Anteil der
CD11b- und Myelin-positiven Zellen ausgewertet. Fur die Auswertung der Expression
der Oberflachenmolekiile MHC-I und MHC-II wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat
der CD11b und MHC-1 bzw. MHC-II positiven Zellen herangezogen.

2144 Untersuchung der Phagozytoseaktivitit von MeCP2R168X-

Mikroglia mittels Elektronenmikroskopie

Fur die Elektronenmikroskopie wurden die Méuse mit einer intraperitonealen Injektion
von 0,2 ml Avertin (Sigma-Aldrich, Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Ham-
burg) pro 10 g Korpergewicht andasthesiert. Die Perfusion erfolgte mit einer konstanten
Durchlaufgeschwindigkeit von 1 ml/ min mit 3,5 ml Salzlésung nach Hanks (HBSS)
gefolgt von 15 ml Fixativ nach Karlson und Schulz**® (siehe 2.4.2). Die Gehirne wurden
anschlieBend frei-préapariert und mit einem Vibratom (Leica VT1200S) saggital in 200
MM dunne Scheiben geschnitten. Die zu untersuchenden Regionen (Corpus callosum
und Hippocampus) wurden mit einem ,,Harris punch® (Harris Univore 2mm,) ausge-
stanzt und nach einer Postfixierung in Karlson und Schulz-Puffer fur mindesten 24
Stunden nach folgendem Protokoll mit dem automatisierten Einbettsystem EMTP (Lei-

ca Microsystems GmbH, Wetzlar) in Epon eingebettet:

Reagenz Zeit Temperatur
Phosphatpuffer 0,1 M 15 Minuten 4°C
Phosphatpuffer 0,1 M 15 Minuten 4°C
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Reagenz Zeit Temperatur
Phosphatpuffer 0,1 M 15 Minuten 4°C
0sO4in 0,1 M PBS 4 Stunden 4°C
Phosphatpuffer 0,1 M 15 Minuten 4°C
Phosphatpuffer 0,1 M 15 Minuten 4°C
Phosphatpuffer 0,1 M 15 Minuten 4°C
30 % Ethanol 20 Minuten 4°C
50 % Ethanol 20 Minuten 4°C
70 % Ethanol 20 Minuten 4°C
90 % Ethanol 20 Minuten 4°C
100 % Ethanol 10 Minuten 4°C
100 % Ethanol 10 Minuten 4°C
100 % Ethanol 10 Minuten 4°C
2-Propanol 10 Minuten 4°C
Propylenoxid 10 Minuten RT
Propylenoxid 10 Minuten RT
Propylenoxid 10 Minuten RT
Propylenoxid/ Epon 2:1 2 Stunden RT
Propylenoxid/ Epon 1:1 2 Stunden RT
Propylenoxid/ Epon 1:2 4 Stunden RT
Epon rein 4 Stunden RT

Die Gewebe wurden anschlieBend in mit EPON gefillte Formchen platziert und fur die
EPON-Polymerisation tber Nacht bei 60 °C im Ofen gelagert. Die Auspolymerisierten
Epon Blocke wurden mittels Leica ,,EM-Trim* mit einer Kantenneigung von 30° ge-
trimmt. Mit einem Mikrotom (Ultracut S, Leica Microsystems GmbH, Wien, Oster-
reich) und dem Diamantmesser ,,Diatome Histo 45°“ (Diatome AG, Biel, Schweiz)
wurden Ubersichtsschnitte, ,,semi-diinn® (0,50 um), angefertigt. Die semi-diinn-Schnitte
wurden auf einem Objekttrager (Histo-Bond, Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda
Konigshofen) gezogen, bei 60 °C getrocknet und anschlieBend mit Methylenblau-Azure

Il nach Richardson fiir eine Minute gefarbt™®’. Nach Trocknung der Schnitte wurden
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diese mit Eukitt eingebettet.
Nach der Verifizierung der Region mit Hilfe der semi-diinn-Schnitte und erneuten
Trimmen der Proben, wurde Ultradiinn-Schnitte (50 nm) mit dem Diamantmesser
,Diatome Ultra 45° ,, (Diatome AG, Biel, Schweiz) angefertig. Die Schnitte wurden auf
100Mesh hexagonalen Kupfer Grids (Gilder Grids Ltd. Grantham, England) gezogen
und getrocknet. Die Kontrastierung der Schnitte erfolgte kopfuberliegend auf Tropfen

nach folgendem Protokoll:

Substanz Zeit
Uranylacetat 30 Minuten
Agua dest. 3x 1 Minute

Bleizitrat nach Reynolds 6 Minuten

Agua dest. 4x 1 Minute

Die Grids wurden vorsichtig mit Filterpapier getrocknet und bei Raumtemperatur gela-
gert. Die Mikroskopie und Dokumentation erfolgte mit dem Elektronenmikroskop
»~EM900“ (Carl Zeiss AG, Oberkochen) ausgestattet mit einer 2k-CCD-
Weitwinkelkamera (TRS, Moorenweis) in einer 7000-fachen VergroRerung. Die Aus-
wertung und Quantifizierung der Bilder erfolgte mit ImageJ (National Institute of
Health, Bethesda, USA) Uber die Auszéhlung degenerierter Neurone. Hierfiir wurden
pro Tier und Gehirnregion 7 Bilder mit einer Flache von jeweils 14740 nm? verblindet

ausgewertet.

2.15 Verhaltensversuche

Um eine Aussage Uber die Auswirkung der Mutation MeCP2™%* auf das Verhalten
und die motorischen Fahigkeiten der Tiere zu gewinnen wurden diese mittels des auto-
matischen Trackingsystems ,,VideoMot2* und dem ,,RotaRod Advanced“(TSE Sys-
tems) analysiert und ausgewertet. Die ,,VideoMot2* Software erkennt die Versuchstiere
uber die Kontrastdifferenz zum Hintergrund und ist somit in der Lage die Maus wéah-
rend des gesamten Experiments zu verfolgen. Die Software berechnet die zuriickgelegte
Strecke und die durchschnittliche Geschwindigkeit in Echtzeit. Virtuelle Zonen, die in
der Software erstellt werden, Uberlagern dabei das Live-Bild der Kamera und ermdgli-

chen eine Echtzeiterfassung der Tiere in den fur die Versuche jeweils definierten Zonen.
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Um mit moglichst geringen Tierzahlen arbeiten zu kénnen, wurden die unbehandelten
Weibchen aus der Knochenmarktransplantation ebenfalls fur die Charakterisierung des

Verhaltens der Linie MeCP2™'%®* genutzt.

2.15.1 Elevated Plus Maze

Um festzustellen ob die mutationstragenden Tiere Veranderungen im Angstverhalten
aufweisen wurden diese im Elevated Plus Maze-Experiment getestet™®.
Die Apparatur besteht hier aus einer kreuzférmigen Anordnung von zwei offenen (ohne
Seitenwande) und zwei geschlossenen Armen (mit Seitenwénden), wobei sich jeweils
zwei identische Arme gegentber stehen und durch ein quadratisches Zentrum vonei-
nander getrennt sind (Abbildung 3). Die gesamte Arena befindet sich dabei in etwa 60
cm Hohe. Die Malie der Arme, sowohl offene wie auch geschlossene, betragen 30 cm in
der Lange und 10 cm in der Breite. Daraus ergibt sich eine Gesamtlange von 70 cm flr
beide Arme inklusive des Zentrums. Die Seitenwénde der geschlossenen Arme sind 15
cm hoch.
Als Parameter fir diesen Versuch wurden die prozentuale Aufenthaltszeit in den ver-
schiedenen Armen, Besuche in die verschiedenen Arme und die durchschnittliche Ge-

schwindigkeit gemessen.

o

Abbildung 3: Darstellung einer ,,Elevated Plus Maze“ mit offenen (Sternchen) und geschlossenen (Pfeile)
Armen. Die Arena wird ohne Erhéhung dargestelit.

2.15.2 Open Field

Der Open Field-Versuch dient zur Uberpriifung der motorischen Fahigkeiten und des
Angstverhaltens'®® der Mause. Die Arena besteht aus einem Quadrat mit einer Seiten-
lange von 50 cm umgeben von etwa 15 cm hohen Wanden, wie bei den geschlossenen
Armen der Elevated Plus Maze. Die Versuchstiere wurden in die Mitte der Arena ge-

setzt und von einer Kamera aufgenommen. Mittels der Software VideoMot2 wurden 16
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virtuelle Quadrate Uber die Flache gelegt um die prozentuale Aufenthaltsdauer, die
Durchschnittsgeschwindigkeit und die zurlickgelegte Distanz in allen Bereichen der
Arena zu ermitteln. Fir die Bestimmung der motorischen Fahigkeiten wurden durch-
schnittliche Geschwindigkeit und die zuriickgelegte Distanz gemessen. Uber das Ver-
haltnis der Aufenthaltszeit von ,,Ecken® und ,,Zentrum‘ konnte ermittelt werden ob die
Tiere eine Verdnderung im Angstverhalten aufweisen. Tiere deren Angst uUberwiegt
hielten sich vermehrt in geschiitzten (,,Ecken®) als in exponierten Bereichen (,,Zent-

rum®) auf.

2.15.3 Rotarod

Der Rotarod-Versuch diente der Uberpriifung der Fahigkeit des motorischen Lernens
und der motorischen Koordination. Hierflr wurden die Versuchstiere auf eine rotieren-
de Walze gesetzt und die Zeit bis zum ersten Fall gemessen. Der Versuch erstreckt sich
Uber vier Tage mit einer jeweils zweitdgigen Trainings- und Testphase. Die Versuchs-
tiere wurden zweimal pro Tag mit einer sechsstiindigen Pause getestet. Wahrend der
Trainingsphase (Tag 1 und 2) wurde die Walze mit einer konstanten Geschwindigkeit
von zehn Umdrehungen pro Minute [UpM] angesteuert und die Versuchstiere fiir drei
Minuten getestet. Wéhrend der Trainingsphasen wurden die Versuchstiere nach jedem
Fall wieder auf die Walze gesetzt bis zu Ende des Intervalls. In der Testphase beschleu-
nigte die Walze Uber einen Zeitraum von drei Minuten von funf auf 40 UpM und drehte
sich anschlieBend eine Minute mit 40 UpM. Wahrend der Testphase wurden die Tiere
nach dem Herunterfallen in ihren Ké&fig zurlick gesetzt. Sowohl fir das Training als

auch fur die Testphase diente die Zeit bis zum ersten Herunterfallen als MessgroRe.

2.15.4 Nestbauverhalten

Der Nestbau ist fir Mause ein wichtiger Faktor fur Warmekonservierung, Reprodukti-
on, soziale Interaktionen und bedingten Schutz gegen Umwelteinflisse. Der Nestbau
verlangt den Tieren sowohl kognitive wie auch motorische Fahigkeiten ab, weshalb er
einen Test fur die Bestimmung des allgemeinen Zustands der Tiere darstellt. Das hier
genutzte Protokoll basiert auf der Arbeit von Robert Deacon™*®. Um eine Quantifizie-
rung der Nester zu ermdglichen wurden die Tiere fur diesen Versuch einzeln gehalten.
Als Nestmaterial dienten autoklavierte Papiertiicher, die eine Stunde vor Beginn der
Dunkelphase flach in der Mitte des Ké&figs platziert wurden. Die Qualitat der Nester
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wurde nach 24 und 48 Stunden ausgewertet. Fir die Quantifizierung der Nester wurde
folgende Bewertung genutzt:

Nestqualitat Erklarung
0 Keine Veranderung
Minimale Strukturen erkennbar
Papier an einer Seite zur Wand gefaltet
Papier an zwei Seiten zur Wand gefaltet

Papier an drei Seites zur Wand gefaltet

a B~ W N

Komplette Hohle erkennbar

2.15.5 Plethysmographie

Die Bestimmung des Atmungsverhaltens der Maéuse wurde mittels der
Ganzkorperplethysmographie gemessen. Hierbei werden kleinste Druckverédnderungen
gemessen die durch die Erwérmung der Luft bei der Einatmung und Abkuhlung bei der
Ausatmung entstehen. Die Tiere wurden in eine Plexiglaskammer mit einem Volumen
von 300 ml gesetzt die mit einem Niedrigdrucksensor (,,DP1 03”, Validyne Enginee-
ring, Northridge, CA, USA) verbunden war. Uber einen zweiten Kanal war der Sensor
mit einer Referenzkammer gleichen VVolumens verbunden. Eine Anreicherung von CO,
(<3 %) in den Kammern wurde verhindert indem diese mit 150 ml O, pro Minute belif-
tet wurden. Die Messungen wurden automatisch mitttels ,,clampfit 10.3“ (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) analysiert**" 1*2. Die Auswertung der Messergebnisse
erfolgte durch Prof. Swen Hulsmann, Klinik fur Anasthesiologie, Universitdtsmedizin
Gottingen.

2.16 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels ,,GraphPad Prism 5.0“ (GraphPad Soft-
ware, Inc., La Jolla, USA). Die Art des statistischen Tests, des Posttests, und des
Signifikanzniveaus (p-Wert) sind jeweils im Text angegeben. Signifikanzen in Abbil-

dungen wurden wie folgt dargestellt:
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p< 0,05 =*
p< 0,01 = %
p< 0,001 = %k
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Mauslinie ,, MeCP2R168X*

Der erste Teil dieser Arbeit war die Charakterisierung der Mauslinie ,,MeCP2R1%®*« jm
Hinblick auf die Physiologie und des Verhaltens. Da sowohl bei hemizygoten Mann-
chen (MeCP2R'8%%) als auch bei heterozygoten Weibchen (MeCP2%*¥%™) dieser Linie
die Mutation Mecp2 ¢.502 A>T (MeCP2%'%®%) zu finden ist, wurden Tiere beider Ge-
schlechter untersucht. Obwohl das Rett Syndrom eine Erkrankung ist, die Gberwiegend
Frauen betrifft, zeigen ménnliche M&use bisher beschriebener MeCP2-defizienter Li-
nien einen deutlich schwereren Krankheitsverlauf und stehen somit im Mittelpunkt der
Forschung und Therapie des Rett Syndroms. Alle Versuche wurden an symptomati-
schen Tieren durchgefihrt. Dieses entspricht einem Alter sechs Wochen bei Mannchen
und neun Monate bei Weibchen.

3.1.1 Allgemeines Erscheinungsbild von MeCP2R168X-Mausen

Das dufere Erscheinungsbild von Nachkommen beider Geschlechter war nach der Ge-
burt und wahrend der ersten zwei Lebenswochen von gesunden Tieren nicht zu unter-
scheiden. Genotypen und Geschlechter waren nach Mendel verteilt. Ab der dritten Le-
benswoche zeigten MeCP2"'*®*_Mannchen ein verringertes Wachstum, das mit einem
signifikant verringerten Kérpergewicht einherging (p< 0,001 fiir die Wochen 3 bis 11
und Woche 15, p<0,01 fur die Wochen 13 und 14, zweifache ANOVA (analysis of
variance) mit Bonferroni’s Posttest; nrigsxiy= 8 bis 96, nwr= 29 bis 82, Abbildung 4A).
Das Gewicht heterozygoter Weibchen war wéhrend der gesamten Entwicklung von ge-
sunden Tieren nicht zu unterscheiden (Abbildung 4B). Ab einem mittleren Alter von 47
Tagen (Spanne: 27 bis 78 Tage) zeigten 65 % der 96 untersuchten hemizygoten Mann-
chen das sogenannte hindlimb clasping, ein Klammerreflex der Hinterbeine, der nach
Verlust des Bodenkontaktes durch Anheben der Maus zu beobachten ist (Abbildung
4C). Einen Tremor, ein durch unkontrollierte Muskelkontraktionen verursachtes Zittern,
trat im Mittel ab Tag 48 (Spanne: 27 bis 78 Tage) in 63 % der hemizygoten Mannchen
auf. Bei heterozygoten Weibchen traten in 100 % der 31 untersuchten Tiere sowohl
Tremor, ab einem Alter von 40 Tagen (Spanne: 30 bis 88 Tage), als auch das hindlimb
clasping ab einem Alter von 48 Tagen (Spanne: 36 bis 84 Tage) auf. Eine posturale In-

stabilitat und verringerte bis fehlende posturale Reflexe der hinteren Extremitaten konn-
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te bei beiden Geschlechtern beobachtet werden. Die mittlere Lebenserwartung war bei
MeCP2R'%*_Mannchen mit 57 Tagen (p= 0,0311, n= 71, Mantel-Cox Test) und einer
Spanne von 23 bis 150 Tagen gegenuber gesunden Tieren deutlich reduziert (Abbildung
4D). Bei MeCP2™'*®*_Weibchen konnte keine Verringerung der Lebenserwartung fest-

gestellt werden.

Um auszuschlielen, dass durch die Mutation ein verkirztes Protein mit Restaktivitat
entsteht, wurden Gesamtproteinlysate aus Gehirnen von gesunden und betroffenen
Mannchen mit einem Antikorper gegen den N-terminalen Bereich von MeCP2 unter-
sucht. Dieses Experiment zeigte das hemizygote Ménnchen kein verkirztes Protein

exprimieren (Abbildung 4E).

Abbildung 4: Allgemeiner Phanotyp mannlicher und weiblicher MeCP2R*®¥*_Mause. A: Gewichtsentwicklung
von MeCP2R*8_Mannchen. B: Gewichtsentwicklung von MeCP2%%* \Weibchen wahrend der Entwicklung.
C: Repriisentatives Foto des ,,Hind limb claspings® von MeCP2R8*¥_ynd MeCP2R*®¥¥%_Tieren. Gezeigt sind
hier nur mannliche Tiere. D: MeCP2%%*¥"Mause weisen ein stark verringertes mittleres Uberleben auf. E:
Ein reprasentativer Western Blot von Proteinlysaten aus ganzen Gehirnen mannlicher Tiere mit einem N-
terminalen Antikorper (Sigma Aldrich M7448) zeigt kein verkiirztes Protein in MeCP2R'8*Y_Mausen.

3.1.2 Nestbauverhalten von MeCP2R168X-Mziusen

Das Nestbauverhalten stellt ein instinktives Verhalten dar, welches dem Schutz vor

Umwelteinflissen und Pradatoren, sowie zur Aufzucht des Nachwuchses dient*4% 143145,
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Um eine Aussage Uber die Gesamtverfassung der MeCP2R'®®*-Mause, auch im Hinblick
auf motorische und kognitive Fahigkeiten, treffen zu konnen wurde das Nestbauverhal-
ten von MeCP2R**®¥*_Mausen und deren altersgepaarten, gleichgeschlechtlichen gesun-
den Geschwistertieren untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Nester
hemizygoter Méannchen (n= 17) nach 24 Stunden eine signifikant geringere, mittlere
Nestqualitat von 1 (Spanne: 0 bis 3) aufwiesen als die gesunder Tiere (n= 15) mit einer
mittleren Nestqualitét von 4 (Spanne: 3 bis 5; p< 0,0001 zweiseitiger ungepaarter t-Test;
Abbildung 5A). Auch nach 48 Stunden konnte bei hemizygoten Mé&nnchen (n= 17) kei-
ne komplexen Nester (mittlere Nestqualitdt= 2, Spanne: 0 bis 4) im Vergleich zur ge-
sunden Kontrollgruppe (n= 15, mittlere Nestqualitat= 5, Spanne: 4 bis 5; p< 0,0001
Mann-Whitney Test) festgestellt werden (Abbildung 5A).

Abbildung 5: Nestbauverhalten von MeCP2R*¥._ynd MeCP2R*¥®*_Mausen nach 24 und 48 Stunden darge-
stellt im Boxplot mit Minima und Maxima. A:Die mittlere Nestqualitét ist bei MeCP2R**®¥-Mausen sowohl
nach 24 h, wie auch nach 48 h signifikant reduziert. B: Die mittlere Nestqualitit von MeCP2R***_ Mausen ist
nach 24 Stunden verringert, wahrend sie nach 48 Stunden vergleichbar mit den gesunder Tiere ist. Das ,,+*
markiert den Mittelwert, der Strich in der Mitte der Box markiert den Median.

Die Nester heterozygoter Weibchen (n= 25) zeigten nach 24 Stunden ebenfalls eine
signifikant verringerte Qualitat (mittlere Nestqualitat= 2, Spanne: 0 bis 4) im Vergleich
zu gesunden Tieren (n= 36, mittlere Nestqualitat= 3, Spanne: 1 bis 5; p= 0,0147 zwei-
seitiger ungepaarter t-Test; Abbildung 5B). Nach 48 Stunden konnte noch eine leichte
Verringerung der Nestqualitat der beobachteten heterozygoten Weibchen gemessen
werden, die jedoch im Mittel gleich war und kein signifikantes Niveau erreichte (mittle-
re Nestqualitat,e= 3, Spannepe: 0 bis 5; Nestqualitatwr= 3, Spanne: 1 bis 5; p= 0,0854
zweiseitiger ungepaarter t-Test; Abbildung 5B).
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3.1.3 Atmung und Lungenfunktion von MeCP2R168X Mgiusen

Um festzustellen ob Tiere der Linie MeCP2™**®* die Atemstérungen der Rett Patientin-
nen rekapitulieren, wurden Tiere beider Geschlechter einer Ganzkorper-
plethysmographie (Abbildung 6A und B) unterzogen. Hierbei zeigte sich, dass bei
méannlichen hemizygoten Tieren (n= 13) im Vergleich zu gesunden Tieren (n= 8) deut-
lich mehr Apnoen mit einer Lange von (ber einer Sekunde auftraten (WT= 0,38
Apnoen pro vier Minuten £0,38; R168X/y= 3,00 Apnoen pro vier Minuten £0,69; p=
0,0046 Mann-Whitney Test, Abbildung 6A und C). Die Atemfrequenz hemizygoter
Mannchen war signifikant verlangsamt (Hzrissxy= 5,30 £0,29, Hzwr= 7,07 +0,23; p=
0,0021 Mann-Whitney Test; Abbildung 6E) und der Irregularity Score (IrrScore), ein
MaR fur die UnregelmaRigkeit der Atmung, war signifikant erhoht (IrrScorerissxiy=
0,42 0,02, IrrSorewr= 0,28 +0,02, p= 0,0010 Mann-Whitney Test; Abbildung 6F).
Bei heterozygoten Weibchen (n= 10) konnte im Vergleich zu gesunden Tieren (n= 10)
kein vermehrtes Auftreten von langer als eine Sekunde andauernden Apnoen wahrend
des Versuchs detektiert werden (WT= 0,70 Apnoen pro vier Minuten £0,52; R168X/x=
0,60 Apnoen pro vier Minuten +0,27; p= 0,5435 Mann-Whitney Test; Abbildung 6B
und D). Die Atemfrequenz war bei MeCP2R**#*X_Tjeren im Vergleich zu gesunden Tie-
ren leicht verringert (Hzriesxix= 6,54 £0,37, Hzw= 7,33 £0,34; p= 0,1287 zweiseitiger
ungepaarter t-Test, Abbildung 6G) jedoch ohne ein signifikantes Niveau zu erreichen.
Auch bei der Gleichméaligkeit der Atmung, angegeben durch den Irregularity Score,
war kein signifikanter Unterschied festzustellen (IrrScorerissxix= 0,32 0,02,
IrrScorewr= 0,30 £0,01, p= 0,4359 Mann-Whitney Test, Abbildung 6H).
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Abbildung 6: Plethysmographische Untersuchungen von mannlichen und weiblichen Tieren der Linie
MeCP2R¥®X  A: Eine reprasentative Aufnahme einer Ganzkoérperplethysmographie zeigt eine verringerte
Atemfrequenz und das Auftreten langer Apnoen bei MeCP2R*Y.Mausen. B: In einer reprasentativen Auf-
nahme einer Ganzkdrperplethysmographie sind keine Unterschiede zwischen beiden Genotypen zu erkennen.
C: Durchschnittliche Anzahl an Apnoen pro vier Minuten mit einer minimalen Lange von einer Sekunden in
MeCP2RXY_Mausen. D:Durchschnittliche Anzahl an Apnoen pro vier Minuten mit einer Lange von mindes-
tens einer Sekunde. E: MeCP2R®%_Mause zeigen eine signifikante Verringerung der Atemfrequenz. F: Der
Irregularity Score (IrrScore) ist in MeCP2R¥¥_Mausen deutlich erhsht und zeigt somit UnregelmaRigkeiten
in der Atmung auf. G: Die Atemfrequenz von MeCP2R%*_Mausen ist leicht verringert weiBt jedoch keinen
signifikanten Unterschied zu gesunden Tieren auf. H: Der IrrScore ist bei MeCP2R'8** Mausen leicht erhoht,
weillt jedoch keinen signifikanten Unterschied zu gesunden Tieren auf.

314 Allgmeine lokomotorische Aktivitit von MeCP2R168X-

Maiusen

Die Uberpriifung der lokomotorischen Aktivitat der Tiere erfolgte im Open Field-
Experiment. Mannliche MeCP2™®*_M4use (n= 21) bewegten sich hier mit einer
Durchschnittsgeschwindigkeit von 3,45 cm/s £0,33 im Vergleich zu gleichaltrigen ge-
sunden Tieren (n= 22) mit einer Durchschnittsgeschwindigkeit von 5,17 cm/s +0,39
signifikant langsamer (p= 0,002 zweiseitiger ungepaarter t-Test; Abbildung 7A). Die
gesamte zurlickgelegte Strecke wéhrend des Experiments war mit 1034 cm +99,58
ebenfalls signifikant geringer als die gesunder Ménnchen, die eine Strecke von 1548 cm
+117,80 zuricklegten (p= 0,0019 zweiseitiger ungepaarter t-Test; Abbildung 7B).
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Abbildung 7: Ergebnisse des Open Field-Experiments bei ménnlichen (A und B) und weiblichen (C und D)
Tieren. A: Die durchschnittliche Geschwindigkeit mannlicher MeCP2R*®¥*_Mause zeigt eine signifikante Ver-
ringerung gegeniiber gesunden Mannchen. B: Die gesamte zurlickgelegte Distanz wahrend des Open Field-
Experiments ist in MeCP2R'8*¥_Mausen um etwa 1/3 deutlich reduziert. C: Die durchschnittliche Bewegungs-
geschwindigkeit ist bei Tieren beider Genotypen gleich. D: Die zuriickgelegte Distanz wahrend des Open
Field-Experiments ist bei gesunden und MeCP2R*¥¥%_ Mausen vergleichbar.

Zwischen heterozygoten Weibchen (n= 23) und gleichalten gesunden Tieren (n= 33)
konnten keine signifikanten Unterschiede bei der durchschnittlichen Geschwindigkeit
(vwr= 3,36 cm/s +0,18, Vriesxix= 3,37 cm/s £0,24; p= 0,9777 zweiseitiger ungepaarter t-
Test) und der zuriickgelegten Gesamtstrecke (swt=1008 cm £55,51, Srigsxix= 1011 cm
+72,27; p=0,9728 zweiseitiger ungepaarter t-Test) ermittelt werden (Abbildung 7C und
D).

3.1.5 Motorische Koordination und motorisches Lernen

Die Untersuchung der motorischen Koordination und des motorischen Lernens erfolgte
durch das Rotarod-Experiment.
Wiéhrend der Trainingssitzungen mit einer konstanten Geschwindigkeit von 5 Umdre-
hungen pro Minute (UpM) wurde die Zeit ermittelt bis die Tiere das erste Mal von der
rotierenden Walze fielen. Hemizygote Mannchen fielen dabei deutlich schneller von der
Walze als gesunde Mannchen, jedoch ohne ein signifikantes Niveau zu erreichen
(Abbildung 8A und Tabelle 2).

42



Ergebnisse

Abbildung 8: Analyse des motorischen Lernens und der motorischen Koordination in MeCP2R8**_ynd
MeCP2R*®_Mausen im Rotarod-Experiment. A: Die Trainingsintervalle mannlicher Tiere zeigen eine ein-
deutig Zunahme der Zeit, die die Tiere auf der Apparatur verbrachten. B: Die Gesamtleistung (durchschnitt-
liche Zeit bis zum Fallen aller vier Testlaufe) auf dem beschleunigten Rotarod ist bei MeCP2R*&*¥_Mausen
deutlich reduziert. C: Die Geschwindigkeit bei der MeCP2R*¥%¥_Mause von der Apparatur fallen ist signifi-
kant geringer als die gleichalter gesunder Tiere. D: Die Trainingsintervalle weiblicher Tiere zeigen eine signi-
fikante Steigerung der auf der Apparatur verbrachten Zeit verglichen zum ersten Trainingstag. MeCP2R168%/x.
Mause weisen wahrend des ersten Trainings eine signifikant kiirzere Zeit bis zum Fall auf, verglichen mit
gleichalten gesunden Tieren.

Im Verlauf der Trainingsintervalle konnten gesunde méannliche Mause die Zeit die sie
auf der Apparatur verbrachten im Vergleich zum ersten Trainingstag um bis zu 68,7 %
steigern (Abbildung 8A und Tabelle 3). Die hemizygoten Ménnchen steigerten die Zeit
die sie auf der Apparatur verbrachten um bis zu 178 % (Abbildung 8A und Tabelle 3).

Tabelle 2: Wertetabelle der Trainingsintervalle des Rotarod-Experiments von gesunden und MeCP2Re8XY
Mausen. Die p-Werte wurden mittels einfacher ANOVA und dem Bonferroni’s Posttest ermittelt.

WT MeCp2Rie8Xy

Zeit [s] n Zeit [3] n p-Wert

Training 1 105,06 +16,49 | 18 46,21 +£15,49 21 >0,05

Training 2 134,74 £14,35 | 18 80,07 +14,85 21 >0,05

Training 3 177,23 £2,77 18 | 128,53 +15,99 | 21 >0,05

Training 4 164,86 +9,64 18 | 126,16 £15,12 | 21 >0,05
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Tabelle 3: Prozentualer Anstieg der Verweildauer mannlicher Mause auf der Apparatur im Vergleich zum
ersten Trainingsintervall. Die p-Werte wurden mittels einfacher ANOVA und dem Bonferroni’s Posttest er-

mittelt.
WT WT MeCP2RIS&Y | MeCP2R16®W
Steigerung [%] p-Wert Steigerung [%] p-Wert
Training 1 vs. 2 28,3 >0,05 73,3 >0,05
Training 1 vs. 3 68,7 <0,01 178,1 <0,01
Training 1 vs. 4 56,9 <0,05 173,0 <0,01

Bei Versuchen, bei denen die Walze der Apparatur gleichméfiig von 5-40 UpM (&
13,33 Umdrehungen/ Minute?) beschleunigt wurde, fielen gesunde Tiere im Durch-
schnitt nach 78,88 s +2,82 von der Apparatur. Dies entspricht einer durchschnittlichen
Rotationsgeschwindigkeit von 20,33 UpM +0,59. Im Vergleich fielen MeCP2RI68X/.
Tiere nach 68,65 s £3,59 (p= 0,0257 Mann-Whitney Test; Abbildung 8B), deutlich fri-
her und bei deutlich niedrigeren Geschwindigkeiten, 18,17 UpM £0,76 (p= 0,0260
Mann-Whitney Test) von der Apparatur (Abbildung 8C).

Heterozygote Weibchen (n= 24) wiesen wahrend des ersten Trainings im Vergleich zu
gesunden Tieren (n= 35) eine signifikante Verringerung der Zeit auf, die diese auf der
Apparatur verbrachten (Abbildung 8D und Tabelle 4).

Tabelle 4: Wertetabelle der Trainingsintervalle des ,,Rotarod“-Experiments von gesunden und MeCP2R68%/x.

Méusen. Die p-Werte wurden mittels Kruskal-Wallis Tests mit Dunn’s Posttest ermittelt.

WT MeCPZRIBBX/x
Zeit [s] n Zeit [s] n p-Wert
Training 1 104,50 £14,30 | 35 39,40 12,23 24 <0,01
Training 2 164,10 £7,38 35 | 14530+13,20 | 24 >0,05
Training 3 175,00 +5,07 35 160,10 9,82 24 >0,05
Training 4 173,10 5,30 35 163,20 £9,46 24 >0,05

Gesunde weibliche M&use konnten die Zeit bis zum Fall von der Apparatur wéhrend der
Trainingsintervalle um bis zu 67,5 % verlangern (Abbildung 8D und Tabelle 5). Im
starken Gegensatz dazu, konnte bei erkrankten weiblichen Tieren eine Verlangerung um
bis zu 314,2 % beobachtet werden, jedoch ohne die Zeit von gesunden Tieren zu errei-
chen (Abbildung 8D und Tabelle 5).
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Tabelle 5: Prozentualer Anstieg der Verweildauer weiblicher Mause auf der Apparatur im Vergleich zum
ersten Trainingsintervall. Die p-Werte wurden mittels Kruskal-Wallis Tests mit Dunn’s Posttest ermittelt.

WT wWT MeCP2RI8XX | MeCPp2RIseX
Steigerung [%] p-Wert Steigerung [%] p-Wert
Training 1 vs. 2 57,0 <0,05 268,8 <0,001
Training 1 vs. 3 67,5 <0,001 306,3 <0,001
Training 1 vs. 4 65,6 <0,001 314,2 <0,001

Wahrend der Untersuchung bei gleichbleibender Beschleunigung von 5-40 UpM wurde
bei heterozygoten Weibchen eine signifikante Verringerung der Verweildauer (twr=
65,24 s +1,46; trigsxix= 54,53 s +£1,83; p< 0,0001 zweiseitiger ungepaarter t-Test; Ab-
bildung 8E) und der maximalen Rotationsgeschwindigkeit (nwr= 17,92 UpM =%0,37;
Nrissx/x= 15,78 UpM 0,47; p= 0,0003 zweiseitiger ungepaarter t-Test) im Vergleich zu
gesunden Tieren beobachtet (Abbildung 8F).

3.1.6  Angstverhalten von MeCP2R168X-Mdusen

Das Angstverhalten bei Mausen wurde mittels des Elevated Plus Maze- und des Open
Field-Experiments untersucht. Hierbei wird die Aufenthaltsdauer in den exponierten
Bereichen (offene Arme bzw. Zentrum) und in den geschiitzten Bereichen (geschlosse-
ne Armen bzw. Ecken) der Apparatur gemessen.

Wiéhrend des Experiments verbrachten gesunde ménnliche Tiere (n=22) 63,22 % +2,89
der Zeit in den geschlossenen Armen und 22,95 % £2,70 der Zeit in den offenen Armen
der Apparatur. Dieser signifikante Unterschied (p< 0,0001 einfache ANOVA mit
Bonferroni’s Posttest) konnte in MeCP2 defizienten Mannchen (n= 20) nicht beobachtet
werden. Diese verbrachten im Mittel 33,56 % +3,36 der Zeit in den geschlossenen Ar-
men und 44,41 % +2,93 der Zeit in den offenen Armen. Damit verbrachten die MeCP2
defizienten Mannchen im Vergleich zu gesunden Tieren signifikant mehr Zeit in den
offenen Armen und signifikant weniger Zeit in den geschlossenen Armen der Apparatur
(p< 0,0001 jeweils fur offene und geschlossene Arme, einfache ANOVA mit
Bonferroni’s Posttest; Abbildung 9A). Dieses verringerte Angstverhalten konnte eben-
falls wéhrend des Open Field-Experiments beobachtet werden. Wahrend der Erkundung
des Areals verbrachten MeCP2 defiziente M&nnchen (n= 20) mit 21,49 % +4,00 der
Zeit, signifikant mehr Zeit im Zentrum der Apparatur als gesunde mannliche Tiere mit
10,31 % 1,73 (p= 0,0097 Mann-Whitney Test; Abbildung 9B).
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Gesunde und MeCP2 defiziente Tiere legten wéhrend des Elevated Plus Maze-Versuchs

vergleichbare Strecken zuriick (swr= 742,60 cm +66,68, Smecp2R188XY= 804,60 cm

+69,91; p= 0,5225; Abbildung 9C). Dabei zeigte sich, dass gesunde Tiere sich mit
464,40 cm £38,92 signifikant mehr in den geschlossenen Armen der Apparatur beweg-
ten, als in den offen Armen (171,20 cm +23,97 p< 0,001 einfache ANOVA mit
Bonferroni’s Posttest; Abbildung 9D). MeCP2 defiziente Mannchen legten mit 319,10
cm £34,02 in den geschlossenen Armen und 353,30 cm £42,06 in beiden Bereichen
vergleichbare Strecken zurtck (p> 0,05 einfache ANOVA mit Bonferroni‘s Posttest;
Abbildung 9D). Die Gesamtanzahl von Besuchen der einzelnen Bereiche war bei
MeCP2 defizienten Méusen mit 46,60 + 4,36 gegenlber gesunden Tieren leicht erhéht
(39,18 +3,89; p= 0,2101 zweiseitiger ungepaarter t-Test; Abbildung 9E). Im Vergleich
zu gesunden Tieren besuchten MeCP2/'%®*¥_Mause die offenen Arme im Durchschnitt
14,55 mal £1,69 und die geschlossenen Arme 9,15 mal 0,98 (p< 0,05 einfache
ANOVA mit Bonferroni’s Posttest). Gesunde Tiere besuchten hingegen die offenen
Arme nur 8,68 mal £,099 wahrend sie die geschlossenen Arme 11,14 mal £1,14 auf-
suchten (p> 0,05 einfache ANOV A mit Bonferroni’s Posttest; Abbildung 9F). Gegen-
uber gesunden Tieren besuchten betroffene Mannchen die offenen Arme signifikant
ofter (p< 0,01 einfache ANOVA mit Bonferroni’s Posttest; Abbildung 9F).

Abbildung 9: Untersuchung des Angstverhaltens ménnlicher Mause mittels des Elevated Plus Maze- (A, C-F)
und des Open Field-Experiments (B). A: Gesunde Tiere (WT) hielten sich signifikant 6fter in den geschlosse-
nen Armen auf. MeCP2R**®% hingegen hielten sich signifikant ofter in den offenen Armen der Apparatur auf.
B: Das in Abb. 6 A gezeigte abnormale Angstverhalten von MeCP2R%*¥_Tieren konnte im Open Field-
Experiment bestatigt werden. Hier verbrachten die MeCP2R*®*¥_Tiere signifikant mehr Zeit im Zentrum als
MeCP2"™ Tiere. C: Die zuriickgelegte Distanz wahrend des Versuchs ist bei MeCP2R*¥¥ ¥ Tieren leicht
erhoht, weist jedoch keine statistische Signifikanz auf. D: Die zurtckgelegten Strecken in den geschlossenen
Armen ist bei MeCP2"™-Tieren im Vergleich zu der zuriickgelegten Strecke in den offenen Armen signifi-
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kant erhoht. In MeCP2R*¥®%_Tieren sind die zuriickgelegten Strecken in offenen und geschlossenen Armen
vergleichbar, wobei die zuriickgelegte Distanz in den offenen Armen leicht erhéht ist. E: Die Gesamtzahl der
Besuche in alle Bereiche der Arena ist in MeCP2R*®¥._Tieren leicht erhoht. F: Die Zahl der Besuche in die
geschlossenen Arme im Vergleich zu der Zahl in offene Arme ist bei MeCP2"W™-Tieren leicht erhoht.

Im Gegensatz zu betroffenen mannlichen Mé&usen hielten sich weibliche heterozygote
Tiere (n= 23) 60,28 % *4,13 der Zeit in den geschlossenen Armen und nur 24,11 %
14,49 der Zeit in den offenen Armen der Apparatur auf. Diesen signifikanten Unter-
schied (p< 0,001 Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Posttest) zeigten auch gesunde weib-
liche Tiere (n= 33) die sich 59,24 % £2,81 der Zeit in den geschlossenen Armen und
nur 19,78 % +2,14 der Zeit in den offenen Armen der Apparatur aufhielten (p< 0,001
Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Posttest; Abbildung 10A). Wahrend des Open Field-
Experiments hielten sich MeCP2™®¥*.Mause tendenziell eher weniger im Zentrum der
Arena auf (twr= 4,99 % 1,08, trigsxix= 3,38 % +0,47), jedoch ohne einen signifikanten
Unterschied zu erreichen (p= 0,8546 Mann-Whitney Test; Abbildung 10B). Wahrend
des Elevated Plus Maze-Experiments legten gesunde Tiere mit 770,70 cm £32,20 eine
signifikant hohere Distanz zurtick als heterozygote Weibchen (632,70 cm £44,10; p=
0,0123 zweiseitiger ungepaarter t-Test; Abbildung 10C). Die zurlickgelegten Distanzen
in den geschlossenen Armen waren sowohl bei gesunden Tieren (Soffene Arme=150,60 cm
*17,97, Sgeschlossene Arme= 462,30 cm £24,11; p< 0,001 Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s
Posttest) wie auch bei heterozygoten Tieren (Soffene Arme= 142,90 cm *21,65, Sgeschiossene
arme= 375,20 cm £38,37; p< 0,001 Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Posttest) signifikant
erhoht (Abbildung 10D). Heterozygote Weibchen absolvierten wéhrend des gesamten
Experiments mehr Besuche in alle Bereiche, dieser Unterschied erreichte aber kein sig-
nifikantes Niveau (WT= 36,48 +2,00; R168X/x= 30,91 £2,20; p= 0,0713 zweiseitiger
ungepaarter t-Test; Abbildung 10E). Tiere beider Genotypen besuchten die geschlosse-
nen Arme signifikant hdufiger als die offenen Arme (WTotfene ame= 7,12 +0,57,
WT geschiossene Arme= 11,91 £0,83; p< 0,001 einfach ANOVA mit Bonferroni’s Posttest;
R168Xoffene Ame= 6,44%0,60, R168X/Xgeschiossene ame= 9,57 +0,87; p< 0,05 einfache
ANOVA mit Bonferroni’s Posttest; Abbildung 10F).

47



Ergebnisse

Abbildung 10: Untersuchung des Angstverhaltens weiblicher Mause mittels des Elevated Plus Maze- (A, C-F)
und des Open Field-Experiments (B). A: Heterozygote (R168X/x) und gesunde (WT) Tiere verbrachten signi-
fikant mehr Zeit in den geschlossenen Armen als in den offenen Armen. B: Wé&hrend des Open Field-Versuchs
hielten sich gesunde Tiere langer im Zentrum der Apparatur auf als R168X/x-Weibchen. C: Heterozygote
Weibchen legten im Elevated Plus Maze-Experiment eine geringere Distanz zuriick als gleichalte gesunde
Tiere. D: Die zuruickgelegte Distanz in den geschlossenen Armen war bei Tieren beider Genotypen signifikant
erhoht. Die Distanz in den offenen Armen war dabei vergleichbar, wéhrend die Distanz in den geschlossenen
Armen bei heterozygoten Weibchen leicht reduziert war (nicht signifikant). E: Die Zahl aller Besuche wéh-
rend des Experiments war in heterozygoten Tieren im Vergleich zu gesunden Tieren leicht reduziert. F: Die
Zahl der Besuche in die geschlossenen Arme war bei Tieren beider Genotypen signifikant erhdht. Hete-
ro-zygote Tiere besuchten die geschlossenen Arme jedoch weniger hdufig als gesunde Tiere.
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3.2 Experimentelle Therapien des Rett Syndroms

Den zweiten zentralen Teil dieser Arbeit stellte die Therapie von MeCP2™*®*_Mausen
mit Hilfe experimenteller Methoden dar. Untersucht wurden die Mdglichkeiten der
,»otop-Codon Readthrough-Therapie und der Knochenmarktransplantation. Fiir die
Behandlung der M&use mit Aminoglykosiden und PTC124 wurden nur ménnliche Tiere
(MeCP2"™Y und MeCP2R**®%) verwendet, wahrend fir die Knochenmarktransplantati-
on sowohl ménnliche (MeCP2™ und MeCP2R'8*%) als auch weibliche (MeCP2VT

und MeCP2™*%8%) Mause verwendet wurden.
3.21 Stop-Codon Readthrough-Therapie in vitro

3.2.1.1 Stop-Codon  Readthrough-Therapie an  MECP2-3xFlag-c.502C>T
transifizierten HeLa Zellen

Zunéchst wurde die Readthrough-Aktivitat der Aminoglykoside Gentamicin, Geneticin
(G418) und Neomycin, deren strukturverwandten synthetischen Komponenten NB54,
NB84 und NB124 und des niedermolekularen Stoffes PTC124 in der Zellkultur unter-
sucht. Gentamicin, Geneticin, NB54 und NB84 wurden bereits in friheren Arbeiten
eingesetzt® *°. Die HeLa-Zellen wurden mit 2 pg des Konstrukts pN3-Flag — MECP2
€.502C>T transfiziert und flr 24 Stunden behandelt (siehe Tabelle 6). AnschlieRend
wurden die Zellen lysiert und sowohl das endogene MeCP2 als auch das Readthrough-
Produkt N3-Flag-MeCP2™%* mittels eines C-terminalen Antikorpers im Western Blot

nachgewiesen (Abbildung 11).

Die Readthrough-Produkte waren durch eine Erhohung der molekularen Masse, um
etwa 3 kDa, aufgrund der drei N-terminal gelegenen Flag-Tags des Vektors und einer
dadurch hoher laufenden Bande im Western Blot sicher zu identifizieren. Die Behand-
lung mit Gentamicin und Neomycin fiihrten nur zu einer geringen Menge eines
Readthrough-Produkts. Die Behandlung mit Geneticin und den NB-Komponenten war

dagegen deutlich effektiver, am effektivsten waren dabei die Behandlungen NB124.
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Tabelle 6: Substanzen, Konzentrationen und Ldsungsmittel der eingesetzten Substanzen fiir die Behandlung
von transifizierten HeLa-Zellen und MeCP2R¥®%_Fibroblasten.

Substanz Konzentration [ug/ ml] Losungsmittel

Gentamicin 800 PBS
G418 100 PBS
Neomycin 800 PBS
NB54 800 PBS
NB84 800 PBS
NB124 800 PBS

PTC124 10 DMSO

Die Behandlung mit PTC124 fuhrte nicht zu einem im Western Blot nachweisbaren
Readthrough-Produkt (Abbildung 11). Die negativen Auswirkungen von DMSO auf das
Zellwachstum verhinderten héhere Dosierungen von PTC124, welches nur in 100 %
DMSO l6slich war.

Abbildung 11: Immunologischer Nachweis von endogenem MeCP2 und dem Readthrough-Produkts p3N-Flag-
MeCP2R¥®X mittels eines C-terminalen anti-MeCP2 Antikopers. Der Western Blot zeigt transfizierte HeLa-
Zellen nach 24 stundiger Behandlung mit Gentamicin (G), Geneticin (G418), Neomycin (N), NB54, NB84,
NB124 und PTC124. Readthrough-Produkte sind nach Behandlung mit Gentamicin, G418, NB54, NB84 und
NB124 aufgrund des héheren Molekulargewichts erkennbar (Pfeilspitze). Als Kontrolle dienten nicht-
transfizierte mit und ohne ,,Effectene* behandelt (n. b.). Das Sternchen zeigt das endogene MeCP2 und die
Pfeilspitze das Readthrough-Produkt an. M steht fir den Marker.

3.2.1.2 Stop-Codon Readthrough-Therapie an Fibroblasten  mannlicher
MeCP2R'%®*.Mause

Um zu uUberprifen ob die in HelLa-Zellen getesteten Substanzen auch in nicht
transfizierten Zellen effektiv sind, wurden von mannlichen MeCP2V™ und
MeCP2R'®¥_Tieren Fibroblastenkulturen angelegt. Nach der fiinftagigen Behandlung

der Zellen mit den in Tabelle 6 aufgefuhrten Substanzen wurden die Proteinlysate mit-
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tels eines C-terminalen Antikorpers gegen MeCP2 im Western Blot auf das VVorkom-
men eines MeCP2 Proteins voller Lange untersucht. Ein Readthrough-Produkt konnte
nach der Behandlung der Zellen mit allen Aminoglykosiden, aber nicht nach der Be-
handlung mit PTC124 nachgewiesen werden. Wie in den Experimenten mit
transfizierten HeLa-Zellen, war der Readthrough durch Geneticin und NB124 beson-
ders effektiv (Abbildung 12).

Abbildung 12: Immunologischer Nachweis von endogenem MeCP2 mittels eines C-terminalen anti-MeCP2-
Antikopers. Ein MeCP2-Protein voller L&nge konnte nach funftagiger Behandlung mit Gentamicin, G418,
NB54, NB84 und NB124 nachgewiesen werden. Als Kontrollen dienten Zellen gesunder Tiere (WT) und nicht-
behandelter R168X/y Tiere (n. b.). Das Sternchen gibt das Readthrough-Produkt/ MeCP2an.

3.22 Readthrough-Therapie in vivo

Gentamicin, NB54, NB84, NB124 und PTC124 wurden nach dem erfolgreichen Nach-
weis ihrer Wirksamkeit in vitro in Tierexperimenten auf ihre Wirksamkeit in vivo unter-
sucht. Geneticin, welches in der Zellkultur sehr effektiv war, konnte aufgrund seiner
hohen Nephro- und Ototoxizitat nicht fir Tierversuche verwendet werden. Fir jede
Substanz und jede Dosierung wurden jeweils 3 Mduse behandelt.

3.2.2.1 Behandlung von MeCP2R*¥¥_Mausen mit Gentamicin

Zur in vivo Therapie mannlicher MeCP2%'%®*_Mause wurde zunachst Gentamicin einge-
setzt, da diese Substanz als Antibiotikum zugelassen ist und und fir die Readthrough-
Therapie bereits erfolgreich an anderen Krankheitsmodellen getestet wurde®® 8 146148
In sechs aufeinander folgenden Experimenten wurden Ma&use mit steigenden

Gentamicin-Konzentrationen behandelt (Tabelle 7).
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Tabelle 7: Auflistung der Experimente der Gentamicinbehandlung von MeCP2R¥®%_Mausen. Die Verabrei-
chung von Gentamicin erfolgte tiber subkutane (s.c.) und intraperitoneale (i.p.) Injektionen oder tber subku-
tan implantierte osmotische Pumpen der Firma ALZET® (ALZET).

Experiment Konzentration Dauer des Experiments
[mg/ kg /Tag] [Tagen]
1s.c. 35 14
2s.C. 35 28
3 (ALZET) 35 28
41.p. 100 14
5ip. 400 1
61i.p. 2x 200 14

Als erstes wurden drei Tiere mit einer taglichen Injektion von 35 mg Gentamicin/ kg /
Tag fir 14 Tage behandelt (Tabelle 7 Experiment 1). Dabei konnte in keinem der be-
handelten Tiere ein MeCP2-Protein voller Lange detektiert werden (Abbildung 13G und
H). Um eine Anreicherung des MeCP2-Proteins voller Lange zu ermdglichen wurde die
Behandlungsdauer bei gleicher Dosis auf 28 Tage verlangert, fuhrte jedoch ebenfalls
nicht zu einem detektierbaren MeCP2-Protein (Tabelle 7 Experiment 2). Auch die Ver-
wendung subkutan implantierter osmotischer Pumpen der Firma ALZET® fiihrte bei
gleicher Behandlungsdauer und gleicher Dosierung zu keinem MeCP2-Protein voller
Lange (Tabelle 7 Experiment 3 (ALZET)). Eine weitere Anhebung der Dosis auf 100
mg Gentamicin/ kg / Tag (Tabelle 7 Experiment 4) zeigte ebenfalls kein detektierbares
MeCP2-Protein. Die weitere Steigerung der Dosis (400 mg Gentamicin/ kg / Tag
(Tabelle 7 Experiment 5)) nahe der LDso-Dosis (430 mg Gentamicin/ kg/ Tag) fuhrte
bei allen Tieren zu akuten toxischen Symptomen und alle Tiere verstarben in den ersten
acht Stunden nach der Injektion. Bei Teilung dieser Dosis auf zwei Injektionen pro Tag
konnten die Tiere fir 14 Tage behandelt werden (Tabelle 7 Experiment 6). Es konnte
jedoch auch nach dieser hochdosierten Behandlung kein MeCP2-Protein nachgewiesen
werden (Abbildung 13K und L).
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Abbildung 13: Representative Immunofluoreszenzfarbung gegen MeCP2 in Nieren und Kleinhirnen gesunder
(A, B, E, F, 1 und J) und MeCP2R*®%¥_Mause (C, D, G, H, K und L) von unbehandelten Tieren (A — D) und
aus den Experimenten 1 (E — H) und 5 (I — L). A-D: Farbung von MeCP2in Nieren (A und C) und Kleinhirnen
(B und D) von unbehandelten Tieren. E-H: Farbung von MeCP2 in Nieren (E unf G) und Kleinhirnen (F und
H) von, mit 35 mg Gentamicin/ kg/ Tag, behandelten Tieren. I-L: Farbung von Gentamicin in Nieren (E unf
G) und Kleinhirnen (F und H) von, 2x 200 mg Gentamicin/ kg/ Tag, behandelten Tieren mit. MeCP2 ist in gelb
und Kerne in blau gefarbt (DAPI). Alle Bilder wurden in 400-facher VergroRerung aufgenommen.

Um die intrazelluldare Aufnahme von Gentamicin nach der Injektion sicher zu stellen,
wurden sowohl in Nieren wie auch in Kleinhirnen behandelter Tiere die
Gentamicinaufnahme durch eine Immunfluoreszenzfarbung untersucht. Diese Fluores-
zenzfarbung zeigte eine dosisabhéngige Aufnahme von Gentamicin in den Nieren von
MeCP2"™ und MeCP2™%*Y_Mausen (Abbildung 14A, E, | und C, G, K). Auch in
Purkinje-Zellen im Cerebellum von Mé&usen die mit 2x 200 mg Gentamicin /kg / Tag
behandelt wurden, konnte eine geringe Aufnahme von Gentamicin nachgewiesen wer-
den (Abbildung 14J und L).
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Abbildung 14: Immunofluoreszenzfarbung gegen Gentamicin in Nieren und Kleinhirnen gesunder (A, B, E, F,
I und J) und MeCP2R8*¥_Tiere (C, D, G, H, K und L). A-D: Farbung von Gentamicin in Nieren (A und C)
und Kleinhirnen (B und D) von unbehandelten Tieren zeigt kein Signal. E-H: Die Farbung von Gentamicin in
Nieren (E unf G) und Kleinhirnen (F und H) von, mit 35 mg Gentamicin/ kg/ Tag, behandelten Tieren zeigt
eine deutliche Aufnahem von Gentamicin in den Nieren. I-L: Farbung von Gentamicin in Nieren (E unf G)
und Kleinhirnen (F und H) von, mit 2x 200 mg Gentamicin/ kg/ Tag, behandelten Tieren zeigt eine deutlich
erhéhte Aufnahme von Gentamicin in den Nieren. Purkinje-Zellen behandelter Tiere zeigen ebenfalls eine
leichte Aufnahme von Gentamicin. Gentamicin ist in gelb und Kerne in blau gefarbt (DAPI). Alle Bilder wur-
den in 400-facher VergrofRerung aufgenommen.

3.2.2.2 Behandlung von MeCP2R*¥_Mausen mit NB-Komponenten

Als néachstes wurden die synthetischen Aminoglykosid-Derivate NB54, NB84 und
NB124 in MeCP2R18*¥_Mausen getestet. In den insgesamt elf durchgefiihrten Experi-
menten wurden die Dosierungen systematisch angehoben und die Behandlungszeitréu-
me zur Vermeidung toxischer Nebeneffekte angepasst (Tabelle 8).

Tabelle 8: Auflistung der Experimente zur Behandlung von MeCP2R*¥Y_Mausen mit den synthetischen
Aminoglykosiden NB54, NB84 und NB124. Mit Ausnahme der Experimente 1 bis 3 wurden alle Substanzen
durch intraperitoneale (i.p.) Injektionen verabreicht. Die Verabreichung der Substanzen erfolgte in Experi-

mente 1 Uber eine subkutane Injektion (s.c.) und in den Experimenten 2 und 3 Uiber subkutan implantierte
osmotische Pumpen der Firma ALZET®.

Experiment Komponente Konzentration Dauer des Experiments
P P [mg/ kg /Tag] [Tagen]
1s.c. 35 7
2 (ALZET) 35 14
NB54
3 (ALZET) 35 28
4i.p. 45 14
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Experiment Kombonente Konzentration Dauer des Experiments
P P [mg/ kg /Tag] [Tagen]
5i.p. 35 7
6i.p. 60 5
7i.p. NB84 60 14
8i.p. 120 7
9i.p. 240 14
10i.p. 120 28
NB124
11i.p. 450 14

Wie nach den Behandlungen mit Gentamicin konnte in keinem der in Tabelle 8 aufge-

fuhrten Experimente ein MeCP2-Signal im Gewebe mittels Western Blot (Abbildung
15) und Imunofluoreszenzfarbung (Abbildung 16A bis E und G bis K) detektiert wer-

den.

Abbildung 15: Western Blot gegen MeCP2 von gesunden (WT), nicht-behandelter (n. b.) und mit den jeweils
hochsten Dosierung behandelten Mausen MeCP2R8Y_Mause. In gesunden Tieren (WT) ist ein starkes
MeCP2 Signal bei etwa 75 kDa zu erkennen (Sternchen). Dieses fehlt sowohl bei unbehandelten (n. b.), mit 2x
200 mg Gentamicin/ kg/ Tag (G), 45 mg NB54/ kg/ Tag, 240 mg NB84/ kg/ Tag, 450 mg NB124/ kg/ Tag und 60
mg PTC124/ kg/ Tag behandelten MeCP2R*¥_Tieren. Pro Spur wurden 40 pg Gesamtprotein geladen.
Tubulin diente als Ladekontrolle. ,,M* steht fiir Marker.
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Abbildung 16: Immunofluoreszenz gegen MeCP2 in Nieren (A bis F) und Kleinhirnen (G bis L) unbehandelter
Tiere (A, B, G und H) und Tiere die mit den héchsten Dosierungen der benutzten Komponenten (C bis F und |
bis L). Ein starkes Signal der MeCP2-Férbung ist in unbehandelten MeCP2"T-Mausen (A und G) zu sehen.
Weder in unbehandelte MeCP2R*¥¥_Mausen (B und H) noch in Mausen die mit 45 mg NB54/ kg/ Tag (C und
1), 240 mg NB84/ kg/ Tag (D und J), 450 mg NB124/ kg/ Tag (E und K) oder 60 mg PTC124/ kg/ Tag (F und L)
behandelt wurden, konnte MeCP2 nachgewiesen werden. MeCP2 ist in gelb und Zellkerne in blau gefarbt
(DAPI). Alle Bilder wurden in 400-facher Vergroferung aufgenommen.

3.2.2.3 Behandlung von MeCP2R¥®_Mausen mit PTC124

Da PTC124 in verschiedenen anderen Krankheitsmodellen und klinischen Studien er-
folgreich eingesetzt werden konnte, wurden auch méannliche MeCP2™%*-Mause mit
dieser Substanz behandelt, obwohl bei in vitro Versuchen kein MeCP2 Protein voller
Lange detektiert werden konnte!% 11% 149151 ‘Bje 14-tagige Behandlung mit einer tagli-
chen intraperitonealen Injektionen von 60 mg PTC124/ kg fuhrte, wie bei den Behand-
lungen mit Gentamicin oder den NB-Komponenten, weder im Gehirn noch in einem
somatischen Gewebe zu einem MeCP2-Protein voller Lange (Abbildung 15 und Abbil-
dung 16F und L).
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3.2.2.4 Behandlung von mannlichen MeCP2?%*.Mausen mit Neomycin

Tiere, die eine Knochenmarktransplantation erhielten, wurden mit Neomycin behandelt,
um Infektionen durch das geschwéachte Immunsystem zu vermeiden. Um auszuschlie-
Ren, dass die dreiwdchige Neomycinbehandlung zu einem MeCP2-Readthrough-
Produkt filhrt, welches die Ergebnisse beeinflussen konnte, wurden drei MeCP2R68%/.
und zwei gesunde Méause mit 2,03 mg Neomycin/ ml Trinkwasser ad libitum fur drei
Wochen behandelt. Die Analyse von Nieren (Abbildung 17A) und Gehirnen (Abbildung
17B) der Tiere mittels eines C-terminalen Antikdrpers gegen MeCP2 zeigte in keinem
der behandelten MeCP2™*%**-Mannchen ein MeCP2-Signal.

Abbildung 17: Western Blot gegen die C-terminale Region von MeCP2 bei Neomycin-behandelten Tieren. A:
Western Blot gegen MeCP2 von Nierenlysaten zeigte kein detektierbares MeCP2-Signal in behandelten Mann-
chen. B: Western Blot gegen MeCP2 von Hirnlysaten zeigte kein detektierbares MeCP2-Signal in behandelten
Mannchen. Das Sternchen markiert die MeCP2-Bande.

3.23 Knochenmarktransplantation bei MeCP2R168X-Miusen

Die Grundlage fir die Knochenmarktransplantation von Méausen mit Rett Syndrom war
die Publikation von Noél Derecki aus dem Jahr 2012, in der eine weitgehende Heilung
der Tiere durch eine Knochenmarktransplantation nach einer Ganzkdrperbestrahlung

beschrieben wurde'®

. Erklart wurde der Effekt durch einen Austausch ,,defekter
Mikroglia, die nicht in der Lage waren Zellrlickstanden verstorbener Zellen zu

phagozytieren.

29 MeCP2R¥¥_ynd acht MeCP2R'*®**_Mause erhielten das Knochenmark gesunder
Tiere (WT - R168X/ly bzw. WT - R168X/x). Als Kontrollen dienten 15
MeCP2R¥_Mause, die das Knochenmark symptomatischer MeCP2R*¥_Tiere er-
hielten (R168X/y - R168X/y) und 19 gesunde méannliche bzw. 14 weibliche Tiere,
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denen das Knochenmark gesunder Tiere transplantiert wurde (jeweils WT = WT). Als
Bestrahlungskontrolle dienten zwei gesunde Mannchen, die nach der Bestrahlung keine
Knochenmarktransplantation erhielten. Diese Tiere verstarben 21 und 26 Tage nach der
Bestrahlung.

Die Transplantation des Knochenmarks erfolgte bei allen Tieren im Alter von 28 bis 30
Tagen durch eine Injektion in das retrobulbére Venengeflecht. Acht von 29 Tieren der
Gruppe WT - R168X/y und vier Tiere der Gruppe R168X/y - R168X/y wurden aus
den Analysen ausgeschlossen, da diese wahrend der ersten drei Wochen nach der
Transplantation wahrscheinlich an einer Infektion verstarben. Organschéden und Tumo-
re konnten durch eine Sektion als Todesursache bei diesen Tieren ausgeschlossen wer-

den.

3.2.3.1 Rekonstitutionsanalyse des Knochenmarks bei MeCP2%*®*.Mausen nach

Knochenmarktransplantation

Die Uberpriifung der Rekonstitution des Knochenmarks durch die Spenderzellen erfolg-
te mittels FACS-Analyse aus Proben des peripheren Bluts flinf Wochen nach der Trans-
plantation. Zu diesem Zeitpunkt ist die Rekonstitution des Knochenmarks anhand von
myeloiden (z.B. neutrophile Granulozyten (GR1")) und lymphatischer Zellen (CD4"
und CD8") nachweisbar'®?. Getestet wurden elf WT = WT und funf WT > R168X/y
Tiere. Die geringe Anzahl ist auf den krankheitsbedingten schlechten Allgemeinzustand
der Tiere zurtickzufiihren. Die Populationen der rekonstituierten GR-1" neutropilen Zel-
len bestand sowohl bei WT > WT-Tieren (WT=> WTcpas1'= 94,72 % +2,28, WT >
WTcpsso = 4,07 % +2,18; p< 0,0001 Mann-Whitney Test), als auch bei WT >
R168X/y (WT > R168X/ycpssi'= 90,13 % + 4,26, WT > R168X/ycpus2'= 7,78 %
+3,67; p= 0,0079 Mann-Whitney Test; Abbildung 18A) zu lber 90 % aus CD45.1"
Spenderzellen. Der Anteil rekonstitutierter CD4" Ty-Zellen erreichte in beiden Gruppen
mindestens 60 %, es konnte jedoch nur fir WT - WT Tiere eine signifikante Verande-
rung nachgewiesen werden (WT = WTcpss1 = 69,69 % +1,82, WT = WTcpsso =
25,01 % +2,60;p < 0,001 Mann-Whitney-Test und WT = R168X/ycpss1'= 65,85 %
+2,66, WT = R168X/ycpss2 = 33,08 % +2,46; p= 0,2222 Mann-Whitney Test). Bei der
Analyse der Rekonstitution der CD8" zytotoxischen T-Zellen konnte ebenfalls nur bei
WT - WT Tieren eine signifikante Anreicherung von CD45.1" Zellen gefunden wer-
den (WT = WTcpssi'= 63,10 % +1,75, WT = WTcpsso' = 32,36 % +2,82; p< 0,0001
Mann-Whitney Test; WT = R168X/ycpss1 = 58,46 % +9,04, WT = R168X/ycpaso' =
40,64 % £8,97; p= 0,5476 Mann-Whitney Test; Abbildung 18A).
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Aus diesen Analysen geht hervor, dass die Rekonstitution des Knochenmarks durch die
Transplantation von CD45.1"-Spenderzellen erfolgreich war.

Abbildung 18: Analyse der Rekonstitution von neutrophilen Granulozyten, Ty-Lymphozyten und zytotoxi-
schen T-Zellen nach Knochenmarktransplantation des peripheren Blutes von WT > WT (MeCP2" bzw.
MeCP2""), WT > R168X/y und WT > R168X/x Tieren. A: Anzahl rekonstituierter Spender-(CD45.1*) und
Empfangerzellen (CD45.2") nach Knochenmarktransplantation in mannlichen Mausen (WT = WT und WT
- R168X/y). B: Anzahl rekonstituierter Spender-(CD45.1") und Empfangerzellen (CD45.2") nach Knochen-
marktransplantation in weibliche Méause (WT = WT und WT = R168X/x).

Die Rekonstitution des Knochenmarks weiblicher Tiere (Abbildung 18B, nwr , wr= 13,
nwr  rissxix= 8) zeigte ebenfalls eine signifikant erhohte Population an CD45.1"
neutrophilen Granulozyten, sowohl bei WT = WT (WT > WTcpss1 = 94,89 % +2,19,
WT > WTcpss2 =1,91 % +0,40; p< 0,0001 Mann-Whitney Test), als auch auch bei WT
- R168X/x Tieren (WT = R168X/Xcpssi=90,48 % 3,32, WT =
R168X/Xcpas2 =7,65 % +2,84; p= 0,0002 Mann-Whitney Test; Abbildung 18B). Die
Zahl der rekonstituierten CD4" und CD8" T-Zellen lag in beiden Gruppen bei mindes-
tens 70 % und erreichte somit eine deutlich hohere Population als die ménnlicher M&use
(Abbildung 18B). Hieraus ergaben sich sowohl fir CD4" Ty-Helferzellen (WT =
WTcpss1'= 71,05 % +2,05, WT = WTcpss2'= 24,76 % +2,60; p< 0,0001 Mann-
Whitney Test und WT > R168X/Xcpss1 = 78,41 % +3,95, WT > R168X/Xcpas2 =
20,15 % +3,83; p= 0,0009 Mann-Whitney Test), als auch fiir CD8" zytotoxische T-
Zellen (WT 2 WTcepssi'= 73,27 % +2,68, WT > WTcpss2 = 24,13 % +2,80; p<
0,0001 Mann-Whitney Test und WT > R168X/Xcpssi'= 74,01 % +3,84, WT >
R168X/Xcpas2 = 24,64 % +4,02; p= 0,0002 Mann-Whitney Test) signifikant erhdhte
Populationen an CD45.1"-Spenderzellen.

Die Analysen des peripheren Bluts weiblicher Tiere deutet ebenfalls eine erfolgreiche
Rekonstitution des Knochenmarks nach einer Ganzkdrperbestrahlung an.
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3.2.3.2 Untersuchung der Auswirkung der Knochenmarktransplantation auf
mannliche MeCP2R***-Mause

Gesunde Tiere, denen Knochenmark gesunder Tiere transplantiert wurde (WT > WT),
zeigten wie unbehandelte gesunde Tiere (WT) keine Verminderung der mittleren Uber-
lebenswahrscheinlichkeit (Abbildung 19, schwarze Linie). Unbehandelte MeCP2R®8.
Mannchen wiesen wahrend des Versuchs eine mittlere Uberlebenswahrscheinlichkeit
von 73 Tagen auf (Abbildung 19, orange Linie). MeCP2"'*®*_Mannchen denen gesun-
des Knochenmark transplantiert wurde (WT - R168X/y) zeigten eine leichte Verringe-
rung der mittleren Uberlebenswahrscheinlichkeit auf 69 Tage (Abbildung 19, griine
Linie). Tiere denen zur Kontrolle der Prozedur Knochenmark von MeCP2R'8*¥._Tieren
transplantiert wurde, zeigten ebenfalls eine leichte Verringerung der mittleren Uberle-
benswahrscheinlichkeit auf 68 Tagen (Abbildung 19, rote Linie).

Abbildung 19: Mittlere Uberlebensrate mannlicher Tiere ohne Knochenmarktransplantation (WT und
R168X/y) und nach Transplantation von gesundem Knochenamark (WT => WT , WT > R168X/y) und
MeCP2R1%XY  Knochenmark (R168X/y = R168X/ly). Die gestrichelte Linie markiert die mittlere
Uberlebenswahrswahrscheinlichkeit.

Das Korpergewicht der Tiere reduzierte sich nach der Transplantation (Woche 4) so-
wohl bei gesunden (WT > WT; Abbildung 20A) als auch bei MeCP2R**®*¥_Tieren
(WT - R168X/y und R168X/y - R168X/y; Abbildung 20B) gegenuber den jeweiligen

nicht-transplantierten Kontrolltieren.
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Abbildung 20: Anderung des Képergewichts von gesunden (A) und MeCP2R¥&¥_Mausen (B) nach einer Kno-
chenmarktransplantation. A: WT = WT-Mause zeigen eine deutliche Verringerung des Kérpergewichts im
Vergleich zu nicht-behandelten Méausen (WT). B: Sowohl WT = R168X/y-als auch R168X/y = R168X/y-
Mause zeigen eine deutliche Reduzierung des Kérpergewichts nach einer Knochenmarktransplantation im
Vergleich zu nicht-behandelten M&usen (R168X/y).

MeCP2-defiziente ménnliche Tiere wiesen nach der Transplantation gegeniber un-
behandelten Tieren ein signifikant friiheres Auftreten eines Tremors und dem hindlimb

clasping, ab einem alter von 35 Tage, auf (Tabelle 9).

Tabelle 9: Das Auftreten von Tremoren und dem hindlimb clasping bei WT->MeCP2R8*¥_Mausen. Die p-
Werte wurden mit dem Mann-Whitney Test (*) bzw. einen zweiseitigen ungepaarten t-Test (**) jeweils gegen-
Uber nicht-transplantierten Tieren (3.1.1) ermittelt. Alle Werte sind als Mittelwert mit dem Standardfehler des
Mittelwerts (SEM) angegeben. ,,Min/Max* gibt den ersten (Min) bzw. den letzten (Max) Tag der
beobachtetetn Symptome an.

WT->MeCP2RW | Mittelwert +SEM | Min/Max | p-Wert

Tremore 39,50 £1,02 35,75/46 | 0,0354*

Hindlimb clasping 37,64 1,04 35/45 0,0024**

Aufgrund der beobachteten Schwachung transplantierter mannlicher MeCP27%8%.

Mause konnten mit diesen Tieren keine Verhaltensuntersuchungen durchgefiihrt wer-
den.

Die Untersuchungen transplantierter MeCP2™%®*-Mannchen zeigen, dass eine Kno-
chenmarktransplantation zu keiner Verlangerung der durchschnittlichen Uberlebens-
dauer fihrt.

3.2.3.3 Analyse der MHC-1 und MHC-Il Expression und Messung der
Phagozytosefahigkeit von MeCP2R*¥% Mikroglia in vitro

Um eine Aussage (ber die Beteiligung der MeCP2R'*®*_Mikroglia treffen zu konnen,
wurden diese auf ihre immunologische Reaktion nach externen Stimuli getestet. Hier-

durch soll untersucht werden, ob MeCP2-defiziente Mikroglia Fehlregulationen bei der
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Immunantwort und der Phagozytose aufweisen.
Um dies zu untersuchen, wurden die Expressionniveaus von MHC-1 und MHC-II nach
Zugabe von Lipopolysacchariden (LPS) bzw. Interferon-y (IFNy) gemessen. Das Signal
der mittleren Fluoreszenzintensitdt (MFI) wurde flr jeden Genotyp auf die Medium-
Kontrolle ohne LPS bzw. INFy normalisiert. Dabei zeigte sich eine signifikant erhdhte
Expression von MHC-1 in MeCP2R*®*%_Mikroglia gegeniiber Mikroglia gesunder Tiere
(MHC-lwr= 554,10 +35,79, MHC-Ir1esx,= 820,90 £84,80; p= 0,0286 Mann-Whitney
Test; Abbildung 21A). Die Expression von MHC-II zeigte in beiden Gruppen eine ver-
gleichbare Expression (MHC-llwr= 1464 +27,07, MHC-llrieexy= 1291 +13,96, Abbil-
dung 21B). Die Anzahl an phagozytierenden Zellen, gemessen an der Anzahl Myelin-
positiver Zellen, war zwischen MeCP2%'%¥%_(62,70 +4,16) und wildtypischen—Mikroglia
(58,18 +6,59) unverandert (Abbildung 21C).

Abbildung 21: Expression von MHC-I und MHC-II nach Stimulation mit LPS (A) bzw. INFy (B) und
Phagozytoseaktivitat von MeCP2R**®*_Mikroglia (C). Mediumkontrollen und die Stimulation mit INFy wur-
den in Duplikaten angefertigt, die Stimulation mit LPS und die Untersuchung der Myelinphagozytose konnten
in jeweils 4 Proben durchgefiihrt werden A: Die relative Expression von MHC-1 nach Stimulation mit LPS
zeigt eine deutliche Erhdhung der mittleren Fluoreszenzintensitit in MeCP2R'**®*_Mikroglia. B: Die relative
Expression von MHC-II nach Stimulation mit INFy ist in MeCP2~'*®*_Mikroglia geringfigig verringert. C:
Die Zahl Myelin-poitiver Zellen ist bei wildtypischen und MeCP2%%*¥_Mikroglia unverandert.

3.2.3.4 Indirekter Nachweis der Phagozytoseaktivitdt mannlicher MeCP2R1%8%.

Mikroglia durch Elektronenmikroskopie in vivo

Da die in Punkt 3.2.3.3 beschriebenen Untersuchung der Phagozytoseaktivitét in vitro
um ein artifizielles System darstellt, wurde eine mogliche Anreicherung von verbliebe-
nem Zellmaterial abgestorbener Zellen im Gehirn von gesunden und MeCP2R®8X.
Méusen mittels Elektronenmikroskopie untersucht. Hierflr wurde auf Schnitten des
Hippocampus (Abbildung 22) und des Corpus callosum (Abbildung 23) degenerierte
bzw. nicht als intakt zu identifizierende Neurone gezahlt. Aufgrund von Fixierungs-
schwierigkeiten der hippocampalen Region der MeCP2R**®*_Mause, konnten fir diese
Region nur zwei Tiere (14 Bilder) ausgewertet werden. Alle Gbrigen Gruppen bestanden

aus drei Tieren pro Genotyp bzw. 21 Bildern. Die Anzahl degenerierter Zellen waren im
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Corpus callosum zwischen beiden Gruppen vergleichbar (Abbildung 24A, WT= 1,24
10,27, R168X/y= 1,19 £0,24; p= 0,8978 zweiseitiger ungepaarter t-Test). In der mole-
kularen Schicht des Gyrus dentatus, des Hippocampus, konnte bei MeCP2RI8X/y.
Mausen eine leicht verringerte Anzahl verstorbener Neuronen gezéhlt werden, jedoch
ohne ein signifikantes Niveau zu erreichen (WT= 1,00 £0,49, R168X/y= 0,43 £0,22; p=

0,2980 Mann-Whitney Test; Abbildung 24B).
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Abbildung 22: Auswertung der elektronenmikroskopischen Aufnahmen des Hippocampus ménnlicher Mé&use.
A-C: Darstellung der ausgewerteten Bilder des Hippocampus gesunder Tiere. D-E: Darstellung der Bilder des

Hippocampus manlicher MeCP2R'**_Mause. Rote Pfeilspitzen zeigen fiir die auswertung relevante Struktu-
ren.
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Abbildung 23: Auswertung der elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Corpus callosum Region mannli-
cher Méause. A-C: Darstellung der ausgewerteten Bilder des Corpus callosum gesunder M&use. D-F: Darstel-

lung der Bilder des Corpus callosum manlicher MeCP2R*®¥*_Mause. Rote Pfeilspitzen zeigen fur die auswer-
tung relevante Strukturen.
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Die hier gewonnen Daten bestétigen die in vitro ermittelten Ergebnisse und bekraftigen
somit die Annahme eines normalen Phagozytose der MeCP2R**®*_Mikroglia in vivo.

Abbildung 24: Die Auszahlung der Zellreste degenerierter Neurone pro 14.740 nm?, auf elektronenmikrosko-
pischen Aufnahmen. A: Die Anzahl degenerierter Neurone im Corpus callosum ist in beiden Genotypen nahe-
zu identisch. B: Die Anzahl degenerierter Neurone im Hippocampus ist bei MeCP2R**®*_Mannchen leicht
verringert, erreicht jedoch keine signifikante Differenz.

3.2.3.5 Untersuchung der Auswirkung der Knochenmarktransplantation auf
weibliche MeCP2'***-Mause

Wahrend der Versuchsdauer konnte bei allen Tieren, transplantiert und nicht-
transplantiert, eine Zunahme des Kdrpergewichts beobachtet werden. Einzig WT >
WT-Tiere zeigten wahrend des Untersuchungszeitraums eine leichte Verringerung des
Kdorpergewichts wahrend der Monate eins bis vier (p< 0,001 zweifache ANOVA mit
Bonferroni’s Posttest), acht (p< 0,05 zweifache ANOVA mit Bonferroni’s Posttest) und
neun (p< 0,01 zweifache ANOVA mit Bonferroni‘s Posttest) (Tabelle 10 und Abbil-
dung 25).
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Tabelle 10: Kérpergewicht [g] transplantierter und nicht-transplantierter weiblicher MeCP2R'%X_Tiere. Alle
Werte sind als Mittelwert (MW) +Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben.

Alter WT R168X/x WT > WT WT > R168X/x
[Monaten]

MW +SEM n MW +SEM n MW +SEM n MW +SEM n

1 13,44 £0,93 8 14,31 +0,98 6 8,74 £0,51 14 | 12,13+1,38 8

2 18,25+0,30 | 17 16,41 +0,46 15 14,29 +0,35 14 | 14,89 +0,94 8

3 20,11 +0,30 | 20 | 18,41+0,56 18 16,40 £0,41 14 | 17,21 +0,83 8

4 21,65 +0,25 13 | 20,30 +0,47 16 17,92 0,48 14 | 18,83 +0,77 6

5 22,75 +0,37 16 | 21,88 0,60 16 20,08 +0,47 8 20,74 0,87 4

6 2455054 | 17 | 23,76 £1,00 11 21,56 +1,13 2 25,03 +1,11 4

7 26,29 +0,69 13 | 24,71 +1.33 11 22,05 +0,05 2 26,75 +1,63 4

8 27,09 £0,71 12 | 26,68 £1,46 9 21,95 +0,35 2 26,03 +1,52 4

9 27,91 0,73 10 | 27,66+1,34 7 21,80 +0,00 2 26,68 +1,47 4

Alle Tiere wurden in einem Alter von 9 Monaten (8 Monate nach der Transplantation)

einer Verhaltensanalyse unterzogen, um zu ermitteln welche Auswirkungen die Kno-

chenmarktransplantation auf die Tiere hatte.

Abbildung 25: Das Kérpergewicht [g] weiblicher Tiere ohne Knochenmarktransplantation (WT und R168X/x)
und nach Knochenmarktransplantation (WT = WT und WT - R168X/x).
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3.2.3.6 Nestbauverhalten weiblicher MeCP2R*®8*_Mause nach Knochenmark-

transplantation

Die Knochenmarktransplantation filhrte bei transplantierten MeCP27**®*.\Weibchen
nach 24 Stunden zu einer verringerten Komplexitat der angefertigten Nester mit einer
mittleren Nestqualitdt von 1 (Spanne: 0 bis 2) im Vergleich zu nicht-transplantierten
MeCP2R'%*_Weibchen (mittlere Nestqualitat= 2, Spanne: 0 bis 4; p> 0,05 Kruskal-
Wallis Test mit Dunn’s Posttest). Im Gegensatz zu nicht-transplantierten heterozygoten
Weibchen, die in der Lage waren nach 48 Stunden eine mittlere Nestqualitdt von 3
(Spanne: 0 bis 5) zu erreichen, verbesserte sich die mittlere Nestqualitat bei transplan-
tierten heterozygoten Weibchen nicht (mittlere Nestqualitdt= 1, Spanne: 0 bis 4; p> 0,05
Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Posttest; Abbildung 26).
Bei gesunden Tieren flihrte die Transplantation zu einer leichten Erh6hung der mittleren
Nestqualitat nach 48 Stunden von 3 auf 4 (Spanne: 1 bis 5; p> 0,05 Kruskal-Wallis Test
mit Dunn’s Posttest; Abbildung 26).

Abbildung 26: Untersuchung des Nestbauverhaltens (transplantierter (WT = WT, WT - R168X/x) und
nicht-transplantierter Tiere (WT, R168X/x) nach 24 und 48 Stunden. Die Werte sind als Median mit Minima
und Maxima angegeben.

3.2.3.7 Atmung und Lungenfunktion weiblicher MeCP2"**®*_Méause nach Kno-

chenmarktransplantation

Im Vergleich zu nicht-transplantierten MeCP2R**®¥*.Mausen (R168X/x: n= 10, Apnoen
>1 s/ vier Minuten= 0,60 +0,27) verringerten sich die Zahl auftretender Apnoen bei
transplantierten MeCP2R**®*_Mausen, jedoch ohne ein signifikantes Niveau zu errei-
chen (WT - R168X/x: n=5, Apnoen >1 s/ vier Minuten= 0,40 +0,40; p> 0,05 Kruskal-
Wallis Test mit Dunn’s Posttest; Abbildung 27A). Dieser Effekt konnte ebenfalls bei
gesunden transplantierten Tieren beobachtet werden (WT: Apnoen >1 s/ vier Minuten=
0,70 £0,52; WT - WT: Apnoen >1 s/ vier Minuten= 0,20 +0,20; Abbildung 27A).

Die Atemfrequenz weiblicher MeCP2R'%®*_Mause zeigte keine Unterschiede zwischen
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heterozygoten transplantierten und nicht-transplantierten Tieren (R168X/x= 6,54 Hz
+0,37; WT - R168X/x= 6,36 Hz £0,67; p> 0,05 Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Post-
test) und gesunden transplantierten und nicht-transplantierten Tieren (WT= 7,33 Hz
+0,34; WT - WT= 6,66 Hz £0,38; p> 0,05 Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Posttest,
Abbildung 27B).
Wie auch die Atemfrequenz blieb die Regelmaligkeit der Atmung nach der Transplan-
tation in beiden Behandlungsgruppen unveréndert (IrrScorewtr > wr= 0,32 +0,01;
IrrScorewr - rissxix= 0,33 £0,04; jeweils p> 0,05 Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Post-

test, verglichen mit den jeweiligen unbehandelten Kontrollen; Abbildung 27C).

Abbildung 27: Untersuchung der Atmung transplantierter (WT > WT, WT - R168X/x) und nicht-
transplantierter Mause (WT, R168X/x). A: Anzahl auftretender Apnoen pro vier Minuten mit einer minima-
len Dauer von einer Sekunde. B: Analyse der Atemfrequenz transplantierter und nicht-transplantierter Tiere.
C: Darstellung des ,,IrrScores als MaR der ReglmaRigkeit der Atmung.

3.2.3.8 Lokomotorische Aktivitat weiblicher MeCP2R**¥*_Mause nach Knochen-

marktransplantation

Bei MeCP2R**® \Weibchen filhrte die Knochenmarktransplantation (nwr = riesxix= 8)
zu einer signifikant reduzierten Durchschnittsgeschwindigkeit gegeniber nicht-
transplantierten Tieren (Vwt = rissxix= 2,19 cm/ s 0,21 vs. Vrissxix= 3,37 cm/ s +£0,24;
p< 0,05, einfache ANOVA mit Bonferroni’s Posttest; Abbildung 28A). Die Verringe-
rung der durchschnittlichen Bewegungsgeschwindigkeit resultierte bei den transplan-
tierten heterozygoten Weibchen in einer signifikant kirzeren zuriickgelegten Distanz
(SwT > Rr168x/x658 €M £63,14 VS. Srigexix= 1011 cm +72,11; p< 0,05 einfache ANOVA
mit Bonferroni’s Posttest; Abbildung 27B) und einer signifikant verringerten Anzahl an
Besuchen in alle Quadranten der Apparatur (Besuchewr = rissxix= 57,63 11,03 vs.
Besucherigsxix=90,09 £6,73; p< 0,05 einfache ANOVA mit Bonferroni’s Posttest; Ab-
bildung 28C).
Gesunde Tiere wurden durch die Transplantation (nwr , wr= 14) weder in ihrer Ge-
schwindigkeit (vwr= 3,36 cm/ s £0,18 vs. vyt > wr= 3,27 cm/ s +£,024; p> 0,05 einfache
ANOVA mit Bonferroni’s Posttest; Abbildung 28A), der zurtickgelegten Distanz (swt=
1008 cm £55,51 vs. swr > wr= 981,10 cm £72,60; p> 0,05 einfache ANOVA mit
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Bonferroni’s Posttest; Abbildung 28B) oder der Anzahl an Besuchen in einzelne Berei-
che der Apparatur beeintréchtigt (Besuchewr= 80,85 £3,78, Besuchewr > wr= 81,71
+10,37; p> 0,05 einfache ANOVA mit Bonferroni’s Posttest; Abbildung 28C).

Abbildung 28: Untersuchung des lokomotorischen Aktivitdt knochenmaktransplantierter MeCP2R168%.
Weibchen. A: Die durchschnittliche Geschwindigkeit war wahrend des Versuchs bei WT = R168X/x Méausen
stark vermindert. B: Die zuriickgelegte Distanz war zwischschen WT, WT = WT und R168X/x Weibchen
vergleichbar. WT = R168X/x Weibchen legten in der gleichen Zeit deutlich kiirzere Distanz zuriick. C: Die
Zahl der Besuche wahrend des Open Field-Experiements zeigte ebenfalls ein deutlich Reduzierung bei WT >
R168X/x Weibchen, wahrend die anderen Gruppen vergleichbare Besuche absolvierten.

3.2.3.9 Motorische Koordination und motorisches Lernen weiblicher

MeCP2R**®*_Mause nach Knochenmarktransplantation

Die Knochenmarktransplantation fiihrte bei heterozygoten Tieren zu keiner Verénde-
rung der motorischen Koordination gegentber nicht transplantierten Tieren (p> 0,05
Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Posttest, Tabelle 11 und Abbildung 29A). Transplan-
tierte heterozygote Weibchen wiesen eine den nicht-transplantierten Tieren vergleichba-
re Steigerung der Verweildauer auf der Apparatur zwischen den ersten beiden Trai-
ningsphasen auf, jedoch ohne ein signifikantes Niveau zu erreichen (p> 0,05 Kruskal-
Wallis Test mit Dunn’s Posttest, Tabelle 11 und Abbildung 29A). Transplantierte ge-
sunde Tiere wiesen verglichen mit nicht-transplantierten Tieren eine leicht verbesserte,
nicht signifikante, motorische Koordination nach dem ersten Training auf und steigerten
sich nachfolgend weniger stark zum zweiten Training (p> 0,05 Kruskal-Wallis Test mit
Dunn’s Posttest, Tabelle 11 und Abbildung 29A).
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Tabelle 11: Durchschnittliche Zeit wahrend der vier Trainingsintervalle, die sich transplantierte und nicht-
transplantierte Weibchen auf dem Rotarod halten konnten. Alle Werte sind als Mittelwert mit dem Standard-

fehler des Mittelwerts angegeben.

Training WT WT >WT R168X/x WT > R168X/x
1 104,50 s +14,30 | 135,30 s +20,96 39,405 +12,23 52,89 s +27,89
2 164,10 s +7,38 180,00 s +0,00 145,30 s +13,20 151,60 s +21,52
3 175,00 s 5,07 169,60 s +10,36 160,10 s +9,82 158,20 s +21,83
4 173,10 s +5,30 180,00 s +0,00 163,20 s +9,46 155,20 s +17,97

Bei der Analyse der motorischen Koordination, bei gleichbleibender Beschleunigung,
konnte bei keiner Behandlungsgruppe ein signifikanter Unterschied zu den Kontroll-
gruppen im Hinblick auf die Verweildauer auf der Apparatur oder die maximale Ge-
schwindigkeit ermittelt werden (p> 0,05 Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Posttest; Ta-
belle 12 und Abbildung 29B und C).

Tabelle 12: Wertetabelle des Rotarodexperiments bei gleichméafRiger Beschleunigung nach Knochenmark-
transplantation. Alle Werte sind als Mittelwert mit dem Standardfehler des Mittelwerts angegeben.

Parameter WT WT SWT R168X/x WT > R168X/x
Zeit [s] 66,00 s +1,90 70,60 s 2,50 55,05 5 42,42 48,95 s +4,39
Geschwindig- | 1/ 55 10,37 18,80 +0,57 15,78 +0.47 14,58 +0.85
keit [rpm]

Abbildung 29: Untersuchung motorischer Fahigkeiten und des motorischen Lernens bei weibchlichen Mausen
mit und ohne Knochenmarktransplantation. A: Untersuchung der motorischen Lernféhigkeit bei nicht-
transplantierten und transplantierten Weibchen auf dem Rotarod bei gleichbleibender Geschwindigkeit von
zehn Umdrehungen pro Minute. Angegeben ist die Zeit bis zum Fall der Tiere von Apparatur. B: Die durch-
schnittliche Zeit die sich die Tiere auf dem beschleunigtem Rotarod halten konnten. C: Die durchschnittliche
Maximalgeschwindigkeit der rotierenden Walze, bei der die Tiere von der Apparatur fielen.
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3.2.3.10 Untersuchung des Angstverhaltens weiblicher MeCP2R***-Mause nach

Knochenmarktransplantation

Die Knochenmarktransplantation flihrte bei heterozygoten und gesunden Weibchen zu
einer Steigerung des Angstverhaltens, gemessen an einer verringerten Aufenthaltsdauer
im Zentrum des Open Fields, gegenlber nicht-transplantierten Kontrolltieren (twr >
riesxix= 1,55 % 0,63 VS. trissxix= 3,38 % +0,47 und twr= 4,98 % £1,08 vs. twt > wr=
3,73 % +0,98; jeweils p> 0,05 Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Posttest; Abbildung
30A). Diese Ergebnisse konnten durch das Elevated Plus Maze-Experiment nicht besté-
tigt werden. Hier zeigten transplantierte heterozygote Weibchen ein verringertes Angst-
verhalten gegentber nicht-transplantierten Tieren, gemessen am Vergleich der Aufent-
haltsdauer in den offenen und geschlossenen Armen der Apparatur (p> 0,05 Kruskal-
Wallis Test mit Dunn’s Posttest; Tabelle 13 und Abbildung 30B).

Abbildung 30: Untersuchung des Angstverhaltens nach Knochenmarktransplantation in der Elevated Plus
Maze und im Open Field. A: Die verbrachte Zeit in offenen und geschlossenen Armen der Elevated Plus Maze.
B: Die Zeit die die Weibchen im Zentrum des Open Fields verbrachten. C: Die gesamte zuriickgelegte Strecke
wéahrend des Elevates Plus Maze Experiments. D: Die zurtickgelegten Distanzen in den offenen und geschlos-
sen Armen der Elevated Plus Maze. E: Die Gesamtzahl der Besuche weiblicher Tiere in allen Regionen der
Arena. F: Die Anzahl der Besuche in offenen und geschlossenen Armen der Arena.

Transplantierte gesunde Tiere zeigten in diesem Versuch ein unveréndertes Angstver-
halten (p< 0,05 Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Posttest; Tabelle 13 und Abbildung
30B).
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Die Durchschnittlich zuriickgelegte Gesamtdistanz war bei VVersuchstieren beider Grup-
pen nach Transplantation leicht verringert (Abbildung 30C - D und Tabelle 14).

Tabelle 13: Aufenthaltsdauer der Tiere in offenen und geschlossenen Armen der Elevated Plus Maze nach
Knochenmarktransplantation. Alle Werte sind als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwertes angegeben.

Aufenthaltsdauer [%0] in
Gruppe
Offenen Armen Geschlossenen Armen
WT 19,78 +2,41 59,24 +2,81
WT 2> WT 8,98 +2,17 71,23 +4,19
R168X/x 24,11 +4,49 60,28 +4,13
WT = R168X/x 29,15 +4,97 56,28 £6,07

Tabelle 14: Ubersicht der zuriickgelegten Distanzen gesamt und in offenen bzw. geschlossenen Armen der

Apparatur nach Knochenmarktrasnplantation. Alle Werte sind als Mittelwert mit Standardfehler des Mittel-
wertes angegeben. p-Werte zwischen den Distanzen in offenen und geschlossenen Armen wurden mittels

Kruskal-Wallis Test und Dunn’s Posttest ermittelt.

Gesamtdist Offene A Geschl pwert
esamtdistanz ene Arme eschlossene
Gruppe offen vs.
[cm] [cm] Arme [cm]
geschlossen

WT 770,70 £32,20 150,60 +17,97 462,30 £24,11 <0,001

WT > WT 659,40 +54,42 86,47 £26,62 434,30 £30,87 <0,001
R168X/x 632,70 £44,10 142,90 £21,65 375,20 £38,37 <0,001
WT > R168X/x 552,00 +28,95 165,40 £25,72 291,40 £33,46 > 0,05

Wahrend des gesamten Experiments fuhrten transplantierte Tiere beider Gruppen, ver-
glichen mit nicht-transplantierten Tieren, eine leicht reduzierte Anzahl an Besuchen
durch. Lediglich transplantierte gesunde Tiere wiesen eine signifikante Verringerung
der Besuche auf (WT vs. WT > WT p< 0,05 Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Posttest;
Abbildung 30E und Tabelle 15). Transplantierte heterozygote Weibchen zeigten eine
leichte Verringerung der Besuche der geschlossenen und offenen Arme der Apparatur
(Abbildung 30F und Tabelle 15).
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Tabelle 15: Anzahl der Besuche transplantierter und nicht-transplantierter Tiere gesamt und in offene bzw.
geschlossene Arme der Apparatur. Alle Werte sind als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwertes ange-

geben. Die p-Werte wurden mittels Kruskal-Wallis Test und Dunn’s Posttest ermittelt.

Offene p-Wert

Gruppe Gesamt Armme Geschlossene Arme offen vs.
geschlos-

WT 770,70 £32,20 | 150,60 +17,97 462,30 £24,11 < 0,001

WT > WT 659,40 +54,42 86,47 +26,62 434,30 £30,87 < 0,001
R168X/x 632,70 +44,10 | 142,90 +21,65 375,20 +38,37 < 0,001

WT > R168X/x | 552,00 +28,95 | 165,40 £25,72 291,40 +33,46 > 0,05

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Knochenmarktransplantation an heterozygoten
MeCP2™%*_Weibchen zu Beeintrachtigungen des Nestbaus (3.2.3.6), der motorischen
Fahigkeiten (3.2.3.8), des Angstverhaltens (3.2.3.10) und einem vermehrten Auftreten
langer Apnoen (3.2.3.7) flhrt.

4 Diskussion

Obwohl sowohl das MECP2 Gen wie auch seine Beteiligung an der Entstehung des Rett
Syndroms seit den neunziger Jahren bekannt ist, konnte die genaue Funktion von
MeCP2 bis heute nicht vollstandig geklart werden®. Bisher konnten 12 Mausmodelle fiir
das Rett Syndrome etabliert werden, von denen die Mehrheit kein Mecp2-Allel mit ei-
ner der haufigsten humanen MECP2-Mutationen tragt®’. Ein Ziel dieser Arbeit war es
daher die Mauslinie MeCP2%%®* verhaltensbiologisch zu charakterisieren. R168X ist
die beim Rett Syndrom am haufigsten gefundene Nonsense-Mutation und die am zweit-

haufigsten nachgewiesene Mutation im MECP2 Gen.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es MeCP2"'*®*_Mause mittels experimenteller The-
rapien zu behandeln. Hierfir standen zwei verschiedene Ansatze zur Verflgung:
1. Die ,Stop-Codon Readthrough-Therapie® mit natirlichen und synthetischen
PTC124.

Da bei etwa 35 % aller Rett Syndrom Patienten Nonsense-Mutationen ursdchlich fir die

Aminoglykosiden sowie der niedermolekularen Substanz
Erkrankung sind, wiirde diese Therapie fur viele Patienten in Frage kommen. Es wurden
neue Aminoglykosid-Derivate und niedermolekulare Substanzen in vitro auf ihre Wirk-
samkeit hin untersucht und anschlieRend zusammen mit Kklinisch etablierten
Aminoglykosiden in vivo getestet.
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2. Die experimentelle Therapie des Rett Syndroms durch eine Knochenmarktransplanta-
tion nach einer Ganzkorperbestrahlung. Dieser therapeutische Ansatz basiert auf der

Arbeit von Noél Derecki'®

, in der die Hypothese aufgestellt wurde, dass eine vermin-
derte Phagozytoseaktivitdt MeCP2-defizienter Mikroglia ursachlich fur das Rett Syn-
drom ist und dass eine Knochenmarktransplantation nach einer Ganzkorperbestrahlung
zu einer drastischen Linderung der Symptome bei MeCP2 knockout M&usen fuhrt. Da
eine Knochenmarktransplantation mit einer erheblichen Mortalitat und Letalitat einher-
geht, war es notwendig diese Arbeiten zu bestétigen bevor eine solche Behandlung bei

Patienten mit Rett Syndrom eingesetzt wird.

4.1 Die Charakterisierung des MeCP2R168X-Mausmodells

Fur die verhaltensbiologische Charakterisierung wurden sowohl mannliche als auch
weibliche Tiere untersucht. Die hier verwendeten Experimente und Parameter wurden

gewahlt, da diese weit verbreitet und standardisiert sind.

Es konnte gezeigt werden, dass mannliche MeCP2R'*®*-Mause weder ein verkiirztes
Protein noch ein vollstandiges MeCP2-Protein exprimieren®.
In allen Mauslinien mit einem kompletten Verlust der MeCP2-Funktion weisen mannli-
che Nachkommen eine stark verminderte Lebenserwartung auf und die Hélfte verstirbt
bevor sie die 12. Lebenswoche erreicht™ "> ™ 782 (Jpereinstimmend mit diesen Er-
gebnissen verstirbt auch in der hier untersuchten Linie die Halfte der untersuchten Tiere
bevor sie die 12. Lebenswoche erreicht. Wahrend sich die mittlere Uberlebenswahr-
scheinlichkeit weitestgehend unabhéngig vom genetischen Hintergrund manifestiert, ist

dies fiir das Korpergewicht bei Mausen nicht der Fall®

. Mé&use mit dem genetischen
Hintergrund C57BL6/J, inklusive der hier vorgestellten Linie, weisen ein reduziertes
Korpergewicht auf " ™ 8153 Tiere im genetischen Hintergrund SVJ129 weisen dage-
gen haufig ein erhdhtes Kérpergewicht auf™ ™. Wie bei anderen Mausmodellen des
Rett Syndroms ist bei Tieren der Linie MeCP2"'%®* die postnatale Entwicklung anfang-
lich normal, gefolgt vom Auftreten Rett-dhnlicher Symptome wie Tremor, hindlimb
clasping und einer fortschreitenden Inaktivitat beginnend mit einem Alter von 27 Ta-
gen. Der Tremor und das hindlimb clasping ahneln dabei den dystonen Bewegungssto-
rungen und stereotypen Bewegungen, die bei Patienten des Rett Syndroms beschrieben

Wurden?l, 73-77, 80, 81, 153.
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Da bei Patienten mit Rett Syndrom die motorische Koordination gestort ist, wurden
MeCP2™%*_Mause im Rotarod-Experiment getestet. Sowohl mannliche als auch weib-
liche MeCP2R'*®*_Mause zeigten eine verminderte motorische Leistung. Diese Art der
Stérung ist in fast allen Mauslinien zu finden, denen ein funktionelles MeCP2-Protein
fehlt®” 7 77 80. 8L 154156 "Tiare heider Geschlechter zeigten wéhrend der vier Trainings-
phasen einen starken Anstieg in lhrer Leistung, was auf eine gewisse Fahigkeit im Be-
reich des motorischen Lernens schlielen l&sst. Dies wurde auch in anderen MeCP2-

Mausmodellen beobachtet®” 8% 1%

Die allgemeine lokomotorische Aktivitat der
MeCP2™%*_Tiere wurde mit Hilfe des Open Field-Experiments untersucht. Wie auch
bei anderen Mauslinien des Rett Syndroms zeigte sich bei MeCP2R'*®*-Mannchen eine
Verringerung der durchschnittlichen Bewegungsgeschwindigkeit und der zurtickgeleg-

ten Distanz.

Mause beider Geschlechter errichten Nester um einen Schutz fur die Aufzucht des
Nachwuchses und vor Umwelteinflissen wie Temperaturschwankungen und Jagern
gewahrleisten zu kdnnen'*® . Die Fahigkeit des Nestbaus hangt sowohl von motori-
schen und kognitiven Fahigkeiten als auch von hormonellen Veranderungen ab™® **’.
Die hier getesteten MeCP2R**®*.Mannchen zeigten eine signifikante Beeintrachtigung
bei der Errichtung komplexer Nester. Ein gestortes Nestbauverhalten ist auch bei ande-

ren MeCP2-Mausmodellen zu finden'>* 1% 15818

Wahrend des Open Field-Experiments verbrachten MeCP2R'*®*-Mannchen gegeniiber
gesunden Tieren eine deutlich langere Zeit im Zentrum der Apparatur, was auf ein re-
duziertes Angstverhalten hindeuten kann. Darauf deuten auch die Experimente im
Elevated Plus Maze hin. Hier zeigten die Tiere eine verlangerte Aufenthaltsdauer in den
offenen Armen und eine h&ufigere Anzahl an Besuchen der offen Arme. Ein Einfluss
der beeintrachtigten motorischen Fahigkeiten auf das Ergebnis ist unwahrscheinlich, da
die durchschnittlichen Geschwindigkeit, die zurtickgelegte Distanz und die Gesamtzahl

der Besuche vergleichbar mit gesunden Tieren war.

Ein hdaufiges Merkmal von Rett Syndrom Patienten sind Atemstérungen und Hyperven-
tilation gefolgt von Apnoen, die wahrend der aktiven Phase der Patienten auftreten®®:
162 "Wie auch bei anderen Mausmodellen des Rett Syndroms beschrieben, weisen die
MeCP2™%*_Mannchen eine deutlich geringere Atemfrequenz und eine unregelmaBige

Atmung auf, die von langen Apnoen begleitet wurden®" 1%,
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Obwohl das Rett Syndrom fast ausschliel3lich Frauen betrifft, wird der Grof3teil der For-
schung an mannlichen Mé&usen durchgefihrt. Ausschlaggebend hierfir ist, dass die
Symptome friiher auftreten und sich schwerer und konstanter entwickeln. Im Gegensatz
zu mannlichen MeCP2R*®*_Tieren zeigten weibliche MeCP2R'*®*_Mause weder eine
Verringerung des Korpergewichts, noch der Lebenserwartung. Sowohl der Tremor als
auch das hindlimb clasping manifestierten sich jedoch h&ufiger in weiblichen Tieren
und traten nur wenig spater als bei mannlichen Tieren auf. Bei den Untersuchungen der
motorischen Fahigkeiten konnte nur eine leicht verringerte Leistung der motorischen
Koordination ermittelt werden, wahrend die lokomotorische Aktivitat unveréndert blieb.
Hierbei muss beachtet werden, dass in dieser Arbeit nur ein kurzer Open Field-Versuch
durchgefuhrt wurde. Da eine neue Umgebung die motorische Aktivitat positiv beein-
flussen kann, ist nicht auszuschlieRRen, dass ein langerer Open Field-Versuch motorische
Beeintrachtigungen weiblicher MeCP2R*®**_Tiere aufzeigen kénnte. Die Errichtung
komplexer Nester erfolgte bei MeCP2R**®*_Weibchen verzogert, erreichte jedoch nach
48 Stunden die gleiche mittlere Qualitat wie die Nester gesunder Tiere. Weibliche Tiere
anderer MeCP2-Mauslinien zeigen hingegen eine starke Beeintrachtigung bei der Er-
richtung komplexer Nester'® '°”. Weibliche MeCP2™***Tiere zeigten in keinem der
hier durchgefiihrten Experimente eine Veranderung in ihrem Angst-dhnlichen Verhal-
ten. Auch die Atmung, die bei anderen MeCP2-Mauslinien als abnorm beschrieben
wurde, zeigte bei weiblichen MeCP2R'*®*_Tieren keine Veranderungen im Vergleich zu

gesunden Tieren'®® .

In einer kirzlich erschienen Arbeit wurde eine andere Mauslinie verhaltensbiologisch
charakterisiert, die ebenfalls die R168X-Mutation aufweist’’. Bei der Generierung die-
ser Linie wurde eine BspHI-Restriktionstelle in den kodierenden Bereich nach Mecp?2
c.502 eingefligt. Hierdurch entstanden zwei neue Missense-Mutationen (E169D und
Q170S) und eine neue Nonsense-Mutation (K171X). Durch die Anwesenheit dieser
neuen Nonsense-Mutation ist diese Mauslinie fir die Erforschung der Stop-Codon
Readthrough-Therapie ungeeignet, da dass Readthrough-Produkt kein funktionelles
MeCP2 Protein darstellen wiirde. Desweiteren wurde die MeCP2R*®#XBPHL| jnje in ei-
nem anderen genetischen Hintergrund gezichtet (C57BL/6 x 129S6/SVEV Tac) und

weist ein verkiirztes MeCP2 Protein auf’®

. Die Expression gleicher Mecp2-Allele kann
dabei in verschiedenen genetischen Hintergriinden zu stark veranderten phanotypischen
Auspragungen fithren®'. Trotz dieser genetischen Unterschiede verhalten sich die

méannchlichen Tiere beider Linien in Bezug auf die Lebenserwartung, das Koérperge-
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wicht, motorische Funktionen und das Angstverhalten dhnlich """, Weibliche Tiere
zeigten lediglich bei der Untersuchung der motorischen Koordination und des Angst-
verhaltens vergleichbare Ergebnisse in beiden Studien. Die von Schaevitz untersuchten
MeCP2R1e8XBsPHL\weihchen wiesen auBerdem ein vermindertes Kérpergewicht und eine
abnormale Atmung mit einer erhéhten Anzahl auftretender Apnoen, einer irreguléreren

7. Weibchen der hier untersuchten

Atmung und einer verlangsamten Atemfrequenz au
Linie MeCP2R**® wiesen in keinem dieser Punkte eine Veranderung verglichen mit

gesunden Tieren auf.

4.2 Experimentelle Therapien des Rett Syndroms

Durch die Re-Expression von MeCP2 in Neuronen symptomatischer MeCP2 knockout
Mause zeigten Guy und Kollegen 2007, dass die Symptome des Rett Syndroms reversi-
bel sind 2. Trotz dieser Ergebnisse gibt es bisher keine kausale Therapie fiir das Rett
Syndrom. Es sind verschiedene Therapieansatze publiziert worden, die versuchen die
verlorene MeCP2-Funktion an verschiedenen Stellen zu ersetzten. Obwohl einige dieser
Therapieansédtze im Tiermodell vielversprechende Ergebnisse lieferten, zeigte keines
der verwendeten Medikamente in klinischen Studien eine nachweisbare Wirkung'"”.
Auch eine virusvermitteltelte Gentherapie bei MeCP2 knockout Mé&usen zeigte eine
deutliche Linderung der Symptomatik der Tiere®® 1#17® \/ersuche zur Gentherapie bei
Patienten mit Rett Syndrom gibt es bisher nicht.
Zwei weitere experimentelle Therapiemethoden, die ihren Fokus auf die Behebung des

“85 und eine

MeCP2-Mangels richten, sind die ,,Stop-Codon Readthrough-Therapie
Knochenmarktransplantation nach einer Ganzkorperbestrahlung™®. Beide wurden in

dieser Arbeit auf ihren therapeutischen Nutzen flr das Rett Syndrom untersucht.

421 Die Stop-Codon Readthrough-Therapie beim Rett Syn-

drom

In friiheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Gentamicin und Geneticin einen er-
folgreichen Readthrough in HelLa-Zellen, die mit Konstrukten der haufigsten MeCP2-
Nonsense-Mutationen transfiziert wurden, initiieren konnten®. Auch in Fibroblasten
mannlicher MeCP2™****.Mause konnte der Readhtrough der MeCP2R**®*_Mutation mit
Gentamicin, NB54 und NB84 gezeigt werden®. Bei den Substanzen NB54 und NB84

handelt es sich um synthetische Aminoglykoside die speziell fur den Readthrough von
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Nonsense-Mutationen hergestellt wurden. Im Vergleich zu ihren Grundsubstanzen,
Paromomycin und Gentamicin, weisen diese Substanzen eine deutlich hohere
Readthrough-Effizienz bei geringerer Toxizitat auf'°'%. Bei der Erprobung dieser
Substanzen in vivo sollte auch die neuste NB-Komponente, NB124, und die niedermo-
lekulare Substanz PTC124 in die Versuche eingeschlossen werden. Hierfiir wurden die
in vitro Experimente an transfizierten HelLa-Zellen und mannlichen MeCP27®%.
Fibroblasten mit NB124 und PTC124 wiederholt'®. Ubereinstimmend mit friiheren
Ergebnissen, in denen NB84 eine hohere Readthrough-Effizienz gegenuber NB54 zeig-
te, konnte auch bei NB124 eine weitere Zunahme der Readthrough-Effizienz in beiden
in vitro-Experimenten ermittelt werden. NB124 erreichte dabei eine mit Geneticin ver-
gleichbare Readthrough-Effizienz. Aufgrund der hohen Nephro- und Ototoxizitat von
Geneticin war es jedoch nicht méglich dieses in in vivo Experimenten zu verwenden™®.
Eine Behandlung mit PTC124 fuhrte weder in transfizierten HeLa-Zellen noch in méann-
lichen MeCP2™*®*_Fibroblasten zu einem MeCP2-Protein voller Lange. Trotz der nega-
tiven Ergebnisse in vitro wurde PTC124 flr in vivo-Experimente eingesetzt, da dieses in
klinischen Studien bei der Behandlung durch Nonsense-Mutationen verursachter geneti-
scher Erkrankungen vielversprechende Ergebnisse und eine gute Vertraglichkeit gezeigt
hat™".

Das eigentliche Ziel dieser Therapie war eine Verlangerung der Uberlebenspanne, eine
Verbesserung der motorischen Fahigkeiten und der Atmung mannlicher MeCP2™8%.
Mause. Zunachst war es jedoch wichtig, ein MeCP2-Protein voller Lange im Gehirn
oder einem somatischen Gewebe als Nachweis eines erfolgreichen Readthroughs zu
detektieren. Aufgrund der Vielzahl moglicher Dosierungen, Applikationswegen und
Therapiezeitraumen wurden die ersten Experimente den Arbeiten von Elisabeth R. Bar-
ton-Davis und Ming Du, fur die Readthrough-Therapien an Mausmodellen fir die Mus-
keldystrophie des Typs Duchenne bzw. der zystischen Fibrose, nachempfunden® . Da
nach der vierzehntégigen Behandlung mit einer téglichen, intraperitonealen Injektion
mit 35 mg Gentamicin/ kg bei keinem der behandelten Tiere ein MeCP2-Protein voller
Lange detektiert werden konnte, wurde die Behandlungsdauer auf 28 Tage bei gleicher
Dosierung verlangert, um eine Akkumulation des Readthrough-Produkts zu ermdgli-
chen. Dabei wurden sowohl tagliche subkutane Injektionen als auch subkutan implan-
tierte osmotische Pumpen verwendet. Jedoch konnte auch in diesen Versuchen kein
MeCP2-Protein voller Lange nachgewiesen werden. Auch nach weiteren Steigerungen

der Dosierung bis auf 400 mg Gentamicin/ kg/ Tag, nahe der LDso-Dosis, konnte kein
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MeCP2-Protein  detektiert werden. Als ndchstes wurden die synthetischen
Aminoglykoside NB54, NB84 und NB124, welche sich in den in vitro-Experimenten
deutlich effektiver als Gentamicin erwiesen, in steigenden Konzentrationen und
PTC124 in vivo getestet. Wieder konnte in keinem der Experimente ein MeCP2-Protein

detektiert werden.

Fur das Hurler Syndrom, der Muskeldystrophie des Typs Duchenne und die zystische
Fibrose konnte gezeigt werden, dass der Aminoglykosid-vermittelte Readthrough je-
weils zu einem Protein voller Lange fiihrte. Daher stellte sich die Frage, warum diese
Art der Behandlung bei dem MeCP2R**®*_Mausmodell fiir das Rett Syndrom nicht er-
folgreich war?
Der Mechanismus des ,,Stop-Codon vermittelten mRNS-Abbaus“ (Nonsense-mediated
MRNA decay; kurz NMD) kénnte dazu fiihren, dass nicht ausreichend mRNS fir den
Readthrough zu Verfugung steht. Das ist aus zwei Grinden unwahrscheinlich: Zum
einen weisen mannliche MeCP2™***-Mause, wie bereits in einer friiheren Publikation
beschrieben, eine normale Menge an Mecp2-Transkripten im Gehirn und anderen Orga-

%, Zum anderen fiihren Nonsense-Mutationen die das letzte Exon betreffen, wie

nen au
die MeCP2™®*_Mutation, in der Regel nicht zum Abbau der mRNS™ 7" 178
Eine weitere Erklarung waére, dass die Aminoglykoside nicht in die Zelle gelangen. Um
diese Mdglichkeit auszuschlieBen, wurden Immunfluoreszenzfarbungen Gentamicin-
behandelter Tiere durchgefiihrt, die eine deutliche, dosisabhangige Aufnahme von
Gentamicin in zeigten. Die plausibelste Erklarung warum die Aminoglykoside in den in
vivo Experimenten keine Wirksamkeit zeigten, ist, dass die Konzentration der
Aminoglykoside in den Zellkulturexperimenten um ein Vielfaches hoher war als in den
in vivo-Versuchen. Die resultierende Menge von Readthrough-Produkten kénnte damit
unterhalb der Nachweisgrenze gewesen sein. Auch die grofRen unstrukturierten Anteile
des MeCP2-Proteins konnten, im Gegensatz zu den stark strukturierten Proteinen CFTR

und Dystrophin'™

, ZU einem reduzierten Readthrough durch eine erhdhte Instabilitat
nach dem Einbau einer alternativen Aminoséure beitragen. Experimente an Lymphozy-
ten von Rett Patientinnen zeigen zudem, dass eine Langzeitbehandlung mit einer fiir
Menschen tolerierbaren Dosis keinen Readthrough initiieren kann®. 2006 stellten Ming
Du und Kollegen fest, dass die empfohlene humane Erhaltungsdosis von 5 mg/ kg/ Tag
bei M&usen zu einer dem Menschen vergleichbaren maximal erlaubten Bergkonzentra-
tion im Serum fuhrt*®. In den hier beschriebenen Experimenten wurden MeCP2R18X.

Méuse mit bis zu 400 mg/ kg/ Tag behandelt, was einer 80-fach hoheren Dosis als der

82



Diskussion

bei Menschen dauerhaft tolerierbaren Dosis entspricht. Trotz der hohen Dosierung
konnten nur geringer Mengen Gentamicin die Blut-Hirn-Schranke durchdringen, wo-
hingegen die Mengen in den durch Aminoglykoside meist gefahrdeten Organen, den
Nieren, um ein vielfaches héher waren. Die Ergebnisse dieser Arbeiten deuten daher
darauf hin, dass eine systemische Verabreichung von Gentamicin, NB54, NB84 und
NB124 auch bei weiterer Optimierung der Dosis, der Behandlungsdauer und der Be-
handlungsintervalle keine geeignete therapeutische Option fir das Rett Syndrom dar-
stellt. Auch die Behandlung der Tiere mit PTC124 zeigte sich als nicht erfolgreiche
Therapie in vitro und in vivo bei Dosierungen, die in Studien zur Behandlung der zysti-
schen Fibrose erfolgreich eingesetzt wurden'®*. Dabei muss erwahnt werden, dass keine
anderen Dosierungen getestet wurden und das dieser Arbeit und in der von Du und Kol-
legen genutzte PTC124 unterschiedliche Loslichkeit aufwiesen, da sie von unterschied-
lichen Herrstellern stammten. Zukiinftige Arbeiten werden sich daher auf die Erprobung
neuer Readthrough-Komponenten und die intrathekale Injektion als Applikationsweg
konzentrieren, um nephro- und ototoxizische Nebenwirkungen auf ein Minimum zu

reduzieren.

4.2.2 Knochenmarktransplantation bei MeCP2R168X-Miusen

In einer 2012 erschienen Publikation wurde gezeigt, dass eine Knochenmarktransplanta-
tion nach einer Ganzkorperbestrahlung bei ménnlichen MeCP2 knockout Mé&usen
(MeCP2™L12e¥) 7 einer vollstandigen Wiederherstellung einer zuvor gestorten
mikroglidren Phagozytoseaktivitat fuhrt und die Tiere so vor dem neurologischen Ver-
fall und vor allem dem frilhen Versterben bewahrt'®. Diese Ergebnisse fiihrten zu einer
klinischen Studie, die die Wirkung eine Knochenmarktransplantation bei ménnlicher
Rett Syndrom Patienten untersuchen soll*®.. Da eine Knochenmarktransplantation mit
erheblichen Risiken einhergeht ist die Bestatigung dieser Ergebnisse in verschiedenen
MeCP2-Mausmodellen unerlésslich. Zu diesem Zweck wurde in dieser Arbeit die Kno-
chenmarktransplantation an mannlichen und weiblichen MeCP2™***_-Mausen durchge-
flhrt.

Die Analyse des peripheren Bluts transplantierter Tiere ergab eine solide Rekonstitution
neutrophiler Granulozyten und T-Zellen im Blut mannlicher und weiblicher Tiere'®.
Obwohl bei mannlichen WT->MeCP2R**®**_Tieren sowohl einen Tremor als auch das
hindlimb clasping spéter auftraten als bei unbehandelten Tieren, konnte bei

WT->MeCP2R*®*_Mausen keine Verlangerung der Uberlebensdauer festgestellt wer-
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den. Desweiteren zeigten transplantierte mannliche Tiere eine drastische Verringerung
des Korpergewichts nach der Knochenmarktransplantation und eine zunehmende
Hypoaktivitét, so dass die Untersuchung des Verhaltens ménnlicher transplantierter Tie-
re nicht durchgefuhrt werden konnte. Die Ergebnisse der Experimente stehen daher im
Widerspruch zu den Ergebnissen der von Derecki publizierten Arbeit, in der transplan-
tierte mannliche Tiere eine signifikante Verlangerung der Uberlebensdauer und ein

stark erhohtes Kérpergewicht aufwiesen'®.

Um die Beteiligung der Mikroglia, mit der von Derecki postulierten Hypothese der ver-
ringerten Phagozytoseaktivitat bei der Pathogenese des Rett Syndroms genauer zu tber-
prufen, wurde die Phagozytose in vitro und in vivo untersucht. Um eine generelle Fehl-
regulation auszuschlielen, wurden Mikroglia neonataler Mé&use isoliert und auf die Ex-
pression der Oberflachenmolekile MHC-I und MHC-II hin untersucht. Dabei konnte
beobachtet werden, dass MeCP2™%®*_Mikroglia eine deutlich erhdhte Expression des
Oberflachenmolekiils MHC-I nach Stimulation mit Lipopolysacchariden aufwiesen. Die
LPS-vermittelte Stimulierung der ,, Toll-like Rezeptoren® kann dabei unter anderem eine
Erhéhung der Phagozytoseaktivitdt bewirken'®. Interessanterweise ergab die in vitro
gemessene Phagozytose von fluoreszenzmarkieten Myelin jedoch keine Unterscher-
schiede zwischen Mikroglia gesunder und MeCP2-defizienter Méuse. Auch die elektro-
nenmikroskopische Untersuchung des Hippocampus und des Corpus callosum mannli-
cher MeCP2R'%®*_Mause zeigte keine erhhten Ansammlungen zellularer Uberreste,
wie es die Arbeit von Derecki und Kollegen vermuten lassen wiirde'®. Die Ergebnisse
dieser Arbeit deuten daher nicht darauf hin, dass der Verlust von MeCP2 zu einer Ver-

ringerung der mikrogliaren Phagozytoseaktivitat fuhrt.

Da das Rett Syndrom fast ausschlielRlich Frauen betrifft, wurde die Knochenmarktrans-
plantation zusétzlich an weiblichen MeCP2™%*_Mausen getestet. Die Knochenmark-
transplantation und die Analyse des peripheren Blutes wurden analog zu den méannli-
chen Tieren durchgefuhrt und zeigten ebenfalls eine solide Rekonstitution des Kno-
chenmarks nach der Transplantation. Die Knochenmarktransplantation fuhrte bei weib-
lichen Tieren weder zu einem verzogertem Auftreten der Tremore und dem hindlimb
clasping, noch zu einer Veranderung des Kérpergewichts. Da weibliche MeCP2R8%.
Méuse keine verminderte Lebenserwartung aufwiesen und sich die Aktivitat der Tiere
durch die Knochenmarktransplantation nicht verringerte, konnte das Verhalten dieser

Tiere untersucht werden. Die Untersuchungen der Méuse im Open Field und auf dem
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Rotarod ergaben eine Verschlechterung der motorischen Fahigkeiten weiblicher
MeCP2™%*_Mause nach der Knochenmarktransplantation. Durch die Untersuchungen
des Angstverhaltens im Open Field und in der Elevated Plus Maze konnten keine ein-
stimmigen Ergebnisse ermittelt werden. So zeigte sich eine Verstarkung des Angstver-
haltens im Open Field, wohingegen das Elevated Plus Maze-Experiment eine Verringe-

rung des Angstverhaltens andeutet*®

. Aufgrund der verringerten Aktivitat der trans-
plantierten Tiere wéhrend des Elevated Plus Maze-Experiments kann eine motorische
Beteiligung bei diesem Versuch nicht ausgeschlossen werden. Interessanterweise fuhrte
die Knochenmarktransplantation aus unbekannten Grinden zu einer Verringerung der

Anzahl auftretender Apnoen bei Tieren beider Gruppen.

Da einzelne Tiermodelle individuelle Starken und Schwachen aufweisen, profitieren
vorklinische Studien von einer hohen Reproduzierbarkeit in verschiedenen Tiermodel-
len'®. Aus diesem Grund wurde die Knochenmarktransplantation in Kooperation in
weiteren Laboren an verschiedenen MeCP2-Mauslinien durchgefuhrt. Wéhrend sich die
Gruppe von Andrew A. Piper (University of lowa Carver College of Medicine, lowa
City, IA USA) auf die exakte Reproduktion der Arbeit von Derecki konzentrierte, legte
die Gruppe von Antonio Bedalov (Clinical Research Division, Fred Hutchinson Cancer
Research Center, Seattle, WA USA) den Fokus auf die Therapie mit einem neuen
Mausmodell des Rett Syndroms. Jedoch konnte in keinem der durchgefuhrten Experi-
mente die Beteiligung der Mikroglia an der Pathogenese des Rett Syndroms, noch eine
erhohte Uberlebensdauer der transplantierten Tiere beobachtet werden*®. Die Ergebnis-
se der verschiedenen Studien ergaben daher keine Hinweise dafir, dass eine Knochen-
marktransplantation eine sinnvolle Therapie des Rett Syndroms darstellt. Fir die Dis-
krepanz dieser Ergbenisse zu denen von Derecki et al. gibt es bisher keine Erkléarung.
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5 Zusammenfassung

Fur das Rett Syndrom, eine der h&ufigsten genetischen Ursachen fiir mentale Retardie-
rung bei Frauen, gibt es bisher keine kausale Therapie, obwohl gentherapeutische Studi-
en mit konditionellen knockout Ma&usen gezeigt haben, dass es sich um eine
therapierbare Erkrankung handelt. Um neue Therapien entwickeln zu kdnnen, werden
Mausmodelle benétigt, die auf den beim Menschen am haufigsten gefundenen Mutation
beruhen. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Mausmodell mit der haufigsten humanen
Nonsense-Mutation R168X im Mecp2 Gen charakterisiert. Mit Hilfe dieses Mausmo-
dells wurden dann die Therapieansitze der ,,Stop-Codon Readthrough-Therapie® und

einer Knochenmarktransplantation auf ihre Wirksamkeit in vitro und in vivo untersucht.

Die Charakterisierung der Mauslinie zeigte, dass mannliche MeCP2™'***-Mause im
Gegensatz zu anderen MeCP2-Mausmodellen kein verkirztes MeCP2 Protein
exprimieren. Desweiteren weisen mannliche MeCP2R**®*_Mause einen Phanotyp, inklu-
sive der drastisch verkirzten Lebenspanne, auf, wie er bei bereits etablierten Mausmo-
dellen fiir das Rett Syndrom beschrieben wurde. Dagegen zeigten weibliche, heterozy-
gote MeCP2™%®*_Mause nur einen sehr mild ausgepragten Phanotyp verglichen mit

bereits etablierten MeCP2-Mauslinien.

Fiir die ,,Stop-Codon Readthrough-Therapie* wurde die Effizienz der Aminoglykoside
Geniticin, Gentamicin und Neomycin, der Komponenten NB54, NB84 und NB124,
sowie der niedermolekularen Substanz PTC124 auf ihre Wirksamkeit bei der Induktion
eines  Readthroughs mit transfizierten HelLa-Zellen und  MeCP2R&XN.
Mausohrfibroblasten in vitro untersucht. Dabei zeigte sich eine deutliche Steigerung der
Readthrough-Effizienz der NB-Komponenten, gemessen an der detektierbaren Menge
an MeCP2, mit zunehmender Generation (NB54 - NB84 - NB124) und gegeniber
dem klinisch angewandten Gentamicin. Wéhrend die Behandlung mit Neomycin zu
einem minimalen Readthrough-Produkt fiihrte, zeigte die Behandlung mit PTC124 kei-

nen messbaren Readthrough.

AnschlieBend wurden mannliche MeCP2™%*_Mause mit den in vitro getesteten Sub-
stanzen, mit Ausnahme von Geniticin, behandelt. Die Expression eines MeCP2-Proteins
voller Lange konnte durch keine der applizierten Substanzen induziert werden. Auch
bei Behandlungen Uber einen langeren Zeitraum mit hohen Dosierungen, im Fall von

Gentamicin nahe der LDsp-Dosis und nachweisbarer intrazellularer Aufnahme, konnte
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in den behandelten Tieren weder ein verkiirztes noch ein MeCP2 Protein nativer Lange
detektiert werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass fiir die ,,Stop-Codon
Readthrough-Therapie* fiir das Rett Syndrom neue Komponenten entwickelt werden
oder andere Applikationswege gewahlt werden mussen, da mit den derzeit verfligbaren

Substanzen kein therapeutischer Erfolg erzielt werden kann.

Im letzten Teil dieser Arbeit wurde die Theorie einer gestérten Phagozytose MeCP2-
defizienter Mikroglia, sowie die Therapie von MeCP2-defizienten Mausen durch eine
Knochenmarktransplantation tberprift. Dabei konnte weder in vitro noch in vivo eine
Veranderung der Phagozytoseaktivitat der MeCP2-defizienten Mikroglia nachgewiesen

werden, wie sie von Derecki und Kollegen publiziert  wurde'®.

Die Transplantation von gesundem Knochenmark fiihrte bei mannlichen MeCP2%*%%.
Tieren zu keiner Verlangerung der Uberlebensspanne oder einer allgemeinen Abmilde-
rung der Symptomatik, wie sie ebenfalls von Derecki und Kollegen publiziert wurde'®.
Bei weiblichen Tieren fihrte die Transplantation gesunden Knochenmarks zu einer
Verschlechterung der motorischen Fahigkeiten.
Diese Ergebnisse sind im Einklang mit denen Ergebnissen der Arbeitsgruppen von An-
drew Pieper, Antonio Bedalov und Jeffrey Neul, die in anderen Mausmodellen die Wir-
kung der Knochenmarktransplantation untersuchten'®®,
Die Ergebnisse aller beteiligten Arbeitsgruppen legen daher nahe, dass eine Knochen-
marktransplantation nach einer Ganzkorperbestrahlung keine geeignete Therapie fur das

Rett Syndroms darstellt.
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