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3 Zusammenfassung

Die Analyse von Proteinen, die im Zentralnervensystem (ZNS) essenziell an der
Ausbildung neuronaler Netzwerke beteiligt sind, stellt das Fundament fur das Ver-
standnis von komplexem Verhalten, wie beispielsweise sozialer Interaktion, dar. Fur
die Familie der synaptischen Dynamin-assoziierten Proteine (Syndapine) wurde ge-
zeigt, dass sie als Adapterproteine an neuronalen morphologischen Veranderungen
und Membrantransportvorgangen entscheidend beteiligt und durch ihre Rolle in en-
dozytotischen Prozessen sowie durch zahlreiche Proteininteraktionen wichtig fur ak-
kurate Rezeptorintegritat sowie fur Modulierungen des Aktinzytoskeletts sind. Syn-
dapin Il knockout (KO) Mause zeigten einen distinkten Verhaltensphanotyp, der sich
in einem abweichendem Nestbauverhalten sowie gestorter sozialer Interaktion mani-
festierte. Zusatzlich wurde im Kortex der Syndapin Il KO Mause eine Verlangerung
und eine Volumenzunahme des Dendritenbaumes von Schicht Il/1ll- und Schicht V-
Pyramidenzellen im Vergleich zu Wildtypen (WT) detektiert. Ziel der Arbeit war es,
wesentliche Einblicke in potenzielle Mechanismen, die zur Auspragung des Phano-
typs im Sozialverhalten im adulten Syndapin Ill KO Tier fuhren kénnten, zu gewin-
nen. Daflr wurde die komplexe Architektur des zerebralen Kortex mit Fokus auf
dendritische Dornfortsatze sowie die embryonale Entwicklung untersucht.

Anhand Golgi-gefarbter muriner Gehirnschnitte wurden die Dendriten der Pyrami-
denzellen der Schichten Il/lll und V des Neokortex im Vergleich der Genotypen ana-
lysiert. Es lie3 sich erstmalig ein postsynaptischer Einfluss von Syndapin Il nachwei-
sen, da eine erheblich verringerte Dichte von kopfhaltigen dendritischen Dornfortsat-
zen im Syndapin Il KO im Vergleich zu WT detektiert wurde. Des Weiteren war im
Syndapin Il KO verglichen mit WT insbesondere die unreifere, filopodienahnliche
Dornenklasse verhaltnismaRig Uberreprasentiert, wahrend auch die anderen Dornen-
klassen eine anteilige Verschiebung verzeichneten. Ferner zeigten Untersuchungen
der Dornenmorphologie im Syndapin Il KO vergleichen mit WT Veranderungen ins-
besondere pilzformiger und dinner Dornenklassen der kortikalen Schicht II/l1l sowie
eine Elongation aller Dornenklassen dieser Schicht und pilzférmiger sowie
filopodienahnlicher Dornen der kortikalen Schicht V. Die beobachteten Effekte deute-
ten in Zusammenhang mit den Veranderungen des Dendritenbaumes auf eine ab-
weichende raumliche Organisation des Neokortex im Syndapin Il KO verglichen mit
WT hin und zeigten Ahnlichkeiten zu beobachteten Veranderungen dendritischer

Dornfortsatze bei pathophysiologischen Prozessen und neurologischen Erkrankun-
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gen. Die Ergebnisse der Analysen in adulten WT und Syndapin Il KO Mausen fuhr-
ten weiterhin zu der Annahme, dass Syndapin Ill eine Rolle in Bildungs- und Rei-
fungsprozessen dendritischer Dornen einnimmt und bilden die Grundlage fur zukinf-
tige Untersuchungen funktioneller Abweichungen mit putativ resultierender Stérung
in der synaptischen Transmission bei Syndapin Il Defizienz.

In weiteren Experimenten wurde die Konstitution des zerebralen Kortex mittels Nissl-
Farbung zu embryonalen Zeitpunkten im Vergleich der Genotypen untersucht. Die
Kortikale Platte lieR eine, bezogen auf die Kortikale Wand, transiente Verdickung
zum Embryonaltag (E)14,5 sowie eine gegenlaufige verminderte relative Ausdeh-
nung zum Zeitpunkt E18,5 im Syndapin Il KO verglichen mit WT und somit pranatale
Abweichungen in der strukturellen Organisation des Kortex bei Syndapin Il Defizienz
verzeichnen. Ferner deckten kortikale immunfluoreszente Analysen kontrare Veran-
derungen der Dichte Neuronen-generierender t-box brain protein 2 (Tbr2)-positiver
neuronaler Vorlauferzellen zu beiden untersuchten Zeitpunkten im Vergleich der Ge-
notypen auf. Es zeigte sich zum Tag E14,5 eine Verminderung und zum Tag E18,5
eine Erhohung der Dichte Tbr2-positiv-gefarbter Zellen im Syndapin |l KO verglichen
mit WT. Zum Zeitpunkt E18,5 war Uberdies die Dichte SRY (sex determinating regi-
on)-box 2 (Sox2)-positiver Radialgliazellen im Syndapin Ill KO im Vergleich zum WT
gesteigert. Erganzende Untersuchungen mittels kortikaler Schichtenmarker akzentu-
ierten eine erhohte Dichte von Nervenzellen tiefer Schichten zum Tag E14,5 mit da-
rauffolgender kontrarer Verringerung zum Zeitpunkt E18,5 in Syndapin Ill KO Mau-
sen verglichen mit WT. Die Dichte der brain2-gene product (Brn2) immunfluoreszent
markierten Zellen, welche vorwiegend Neurone der Schicht Il/lll reprasentieren, zeig-
te hingegen eine transiente Verminderung zum Tag E14,5 sowie eine Erhéhung zum
Zeitpunkt E18,5 im Syndapin Ill KO im Vergleich zum WT. Folglich wurden im Rah-
men der vorliegenden Arbeit erstmalig unbekannte Abweichungen in der Embryonal-
entwicklung bei Syndapin Ill Defizienz aufgedeckt und ein Einfluss von Syndapin Il
auf die Ausbildung neuronaler Progenitorzellen mit konsekutiver Auswirkung auf die
Neuronenanzahl vermutet.

Anhand dieser Ergebnisse wurden bis dato unbekannte kortikale Auswirkungen bei
Syndapin Il Defizienz zu verschiedenen Alterszeitpunkten detektiert, die den adulten
Verhaltensphanotypen der Syndapin Il KO Mause potenziell begrinden konnten.

Zusammenfassend wurde fur Syndapin Ill eine essenzielle neuronale Bedeutung
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nachgewiesen, die sich sowohl in embryonalen Entwicklungsprozessen des Kortex

als auch langfristig in der kortikalen synaptischen Verknupfung widerspiegelte.

4 Einleitung

4.1 Der Neokortex hoher entwickelter Organismen

4.1.1 Kortikale hohere Funktionen

Die Fahigkeit zur sozialen Interaktion mit Artgenossen stellt die Grundlage fir inner-
artliche Kommunikation dar und ist fur nahezu alle Organismen Uberlebenswichtig
(Adolphs 1999, Frith und Frith 2007). Von elementarer Bedeutung fur ein adaquates
Sozialverhalten sind zerebrale Denk-, Lern- und Gedachtnisprozesse. Der Neokortex
gewahrleistet hdhere mentale und kognitive Funktionen und stellt somit die Grundla-
ge fur solch komplexe Informationsprozessierungen in Saugetieren dar (Monuki und
Walsh 2001). Die Konstituierung praziser kortikaler Netzwerke sowie ihre Bildung,
Reifung und Modulierung unterliegt einer Vielzahl zeitlich und raumlich kontrollierter
Prozesse (da Silva und Dotti 2002). Wahrend im embryonalen Lebensabschnitt zu-
nachst die Neurogenese und somit die Anlage von Gehirnstrukturen, einschlief3lich
der Entstehung von Nervenzellen und des Neokortex stattfindet, Uberwiegt in den
darauffolgenden Lebensabschnitten die neuronale Plastizitat (Molyneaux et al. 2007,
Holtmaat und Svoboda 2009). Neuronale Plastizitat beschreibt den individuellen be-
darfsabhangigen Umbau einzelner Nervenzellen und ihrer Verbindungen sowie gan-
zer Hirnareale, um Funktionen des ZNS zu erhalten, anzupassen oder zu erweitern
(Sporns 2011). Gehirnentwicklung, synaptische Transmission sowie neuronale Plas-
tizitat bendtigen betrachtliche Membranumformierungsprozesse und ein profundes
Repertoire synaptischer Proteine. Fur die strukturelle synaptische Plastizitat ist eine
korrekte Induktion, Reifung und Adaptation synaptischer Verbindungen und somit die
Modulation des Dendritenbaumes und axonaler Verknupfungen wesentlich. Ferner
ist die funktionelle synaptische Plastizitat, welche die quantitative Transmitterfreiset-
zung moduliert von korrekter Exozytose, Endozytose und Vesikelrezyklierungspro-
zessen abhangig und gemeinsam mit der strukturellen Plastizitat fur die kortikale
Plastizitat essenziell (Anggono et al. 2006, Gordon-Weeks und Fournier 2014). Eine
korrekte Morphologie und Konnektivitat diverser neuronaler Netzwerke ist die Vo-
raussetzung fir angemessenes Sozialverhalten und daher fur die Aufschlisselung
abweichender Verhaltensweisen von besonderem Interesse (Kluver und Bucy 1997,

Frith 2007). Die pranatale Anlage und die darauffolgende lebenslange Reifung und
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Remodulierung zerebraler Strukturen sind die wesentlichen Prozesse fur besagte
kortikale Netzwerke und bedurfen jederzeit einer prazisen Regulation. Bereits tran-
siente Abweichungen zu distinkten Zeitpunkten konnen erhebliche neuronale Sto-
rungen in jeglichen Lebensphasen initiieren. Somit existieren kritische vulnerable
Phasen wahrend der embryonalen Entwicklung des Nervensystems, die sich erst
adult manifestieren und Erkrankungen wie Schizophrenie bedingen konnen (Rice
und Barone 2000). Sowohl adulte als auch embryonale kortikale Netzwerke missen
fur ein grundlegendes Verstandnis der elementaren Prozesse zur Aufdeckung von
Ursachen abweichender zerebraler Ablaufe analysiert werden. Daher ist neben der
kortikalen Embryonalentwicklung mit Fokus auf die fur Differenzierung von Vorlaufer-
zellen und Entstehung von Nervenzellen kritischen Neurogenese die postnatale Rei-
fung dieser Strukturen mit ihren dynamischen synaptischen Verbindungen von be-

sonderem Interesse.

4.1.2 Der Aufbau des Neokortex

Gehirn und Riuckenmark bilden das ZNS, welches gemeinsam mit dem peripheren
Nervensystem die Aufrechterhaltung jeglicher Korperfunktionen koordiniert (Trepel
2015). Das Gehirn besteht aus einem hoch organisiertem Netzwerk von Nervenzel-
len, die Uber Synapsen miteinander verbunden und in Grohirn, Zwischenhirn, Mit-
telhirn, Kleinhirn und Hirnstamm untergliedert sind (Molyneaux et al. 2007,
Hotulainen und Hoogenraad 2010, Trepel 2015). Das Grol3hirn Iasst sich in den alte-
ren Allokortex und den phylogenetisch jungeren Neokortex unterteilen und stellt 85
Prozent (%) der Gehirnmasse dar (Trepel 2015). Es setzt sich aus dem primar aus
Nervenfasern bestehendem Grolshirnmark und der Rinde (Kortex) zusammen (Florio
und Huttner 2014, Trepel 2015). Die GroRRhirnrinde ist die hdchstentwickelte Struktur
des Nervensystems und neben enormer Komplexitat durch ein betrachtliches Aus-
mal} an Differenzierung und funktioneller Kompartimentierung mit distinkten Verbin-
dungen (intrakortikal, subkortikal, subzerebral) gekennzeichnet (Rakic 1988, Rakic
2009). Der Kortex verarbeitet und differenziert eingehende Sinnesinformationen, ko-
ordiniert komplexe Verhaltensweisen und fungiert dariber hinaus als Informations-
speicher und somit Gedachtnis des Organismus (Trepel 2015). FUr diese komplexen
Prozesse bietet der hoch entwickelte Neokortex mit seiner charakteristischen zellula-
ren Komposition, bestehend aus Neuronen und Gliazellen optimale Rahmenbedin-

gungen (Finlay und Darlington 1995, Rudie et al. 2012). Wahrend Gliazellen vielfalti-
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ge stutzende und modulierende Funktionen im neuronalen Stoffwechsel haben, sind
Nervenzellen fur die Weiterleitung von Informationen (Erregung oder Hemmung) zu-
standig (Marin und Rubenstein 2001, Trepel 2015). Funktionell unterscheidet man
zwei Hauptklassen kortikaler Nervenzellen— inhibitorische y-Aminobuttersaure (GA-
BA)-erge Interneurone und exzitatorische glutamaterge Projektionsneurone, welche
charakteristisch ihre Axone zu weit entfernten Zielen des ZNS entsenden (Molyneaux
et al. 2007, Florio und Huttner 2014, Kwan et al. 2012). Zellen mit einer typischen
pyramidenférmigen Morphologie und diversen Zellfortsatzen stellen den Uberwiegen-
den Anteil dieser Projektionsneurone dar (Molyneaux et al. 2007). Bei den Fortsatzen
handelt es sich um ein basal vom Zellkérper abgehendes Axon und mehrere seitlich
und apikal lokalisierte Dendriten. Diese Dendriten sind mit zahlreichen kleinen Aus-
stulpungen versehen, bei denen es sich um dendritische Dornfortsatze handelt. An
diesen postsynaptischen Strukturen erhalten die Nervenzellen Informationen von
prasynaptischen Endigungen der Axone anderer Neurone. Jede Nervenzelle kann
dabei Verbindungen mit mehr als 1000 weiteren Neuronen eingehen (Stiles und
Jernigan 2010). Die verschiedenen Nervenzellen sind im Neokortex horizontal und
somit parallel zur Gehirnoberflache angeordnet. Die aul3en lokalisierte Kortexschicht
| beinhaltet vorrangig die Dendriten von Neuronen tieferer Schichten und nur wenige
Zellen. Der Groldteil der Pyramidenzellen ist in den Schichten 1l-VI mit besonderer
Reprasentierung in den Schichten Il und V lokalisiert (Kwan et al. 2012). Wahrend in
Schicht Il einige kleine Pyramidenzellen mit ipsilateralen Efferenzen vorhanden sind,
weist Schicht Il groRere Pyramidenzellen mit kontralateralen durch den Balken zu
der gegenulberliegenden Hemisphare verlaufender Efferenzen auf. Schicht Il und llI
werden bei der Maus haufig zusammengefasst, da keine deutliche Grenze zwischen
den Kortexschichten existiert. In Schicht IV sind Interneurone, exzitatorische Nicht-
Pyramidenzellen und ein Grof3teil des Dendritenbaumes der Schicht Ill-
Pyramidenzellen, die Afferenzen aus der Korperperipherie erhalten und in die Kor-
texschichten I-1ll weiterleiten, lokalisiert. Die Schicht V imponiert durch ihre grof3en
Pyramidenzellen, die den Hauptanteil der kortikalen subzerebralen Efferenzen bildet
und Fortsatze bis ins Rickenmark entsenden kann (Terashima 1995). Sowohl Inter-
neurone als auch kortikothalamische Projektionsneurone sind in der Schicht VI loka-
lisiert (Trepel 2015).

Erganzend zu der beschriebenen radidren Organisation existiert zusatzlich eine neo-

kortikale Gliederung in vertikale Einheiten. Diese senkrechten Saulen werden auch
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als Kolumnen bezeichnet und erstrecken sich Uber alle sechs Kortexschichten
(Mione et al. 1994). Sie stellen strukturelle und funktionelle Einheiten mit einer Viel-
zahl von Neuronen dar, die untereinander stark vernetzt sind und durch hemmende
Interneurone vom benachbarten Gewebe funktionell abgegrenzt werden. Diese Ko-
lumnen sind die kleinsten Funktionseinheiten des Kortex und fundamental an seiner
Kompartimentierung in gegliederte Gebiete mit distinkten Verbindungen (intrakortikal,
subkortikal und subzerebral) beteiligt (Mountcastle 1997).

4.1.3 Die embryonale Entwicklung des Neokortex von Saugetieren

Die Kortikogenese in Mausen verlauft von E11 bis zu E19 (Angevine und Sidman
1961, Dehay und Kennedy 2007, Molyneaux et al. 2007) (Abbildung (Abb.) 1A, B).
Bereits ab Tag E7,5 bildet sich die Neuralplatte, eine Schicht epithelialer Zellen, aus
und stellt den initialen Ursprung einer Gehirnentwicklung in der Maus dar. Die Neu-
ralplatte transformiert sich darauffolgend mittels Zell-Adhasion-sowie Zell-
Kommunikation-regulierter Prozesse in das aus Neuroepithel bestehende Neuralrohr.
Dieses Neuroepithel grenzt sich vom umliegenden Gewebe basal durch eine Basal-
membran und auf der apikalen Seite durch Adharenz-Verbindungen (Adherens
Junctions) ab (Junghans et al. 2005). Bei diesen Adharenz-Verbindungen handelt es
sich um die Verknupfung von Aktinfilamenten benachbarter Zellen, in denen Cadhe-
rine (Calcium-abhangige Transmembranproteine) mit diversen Ankerproteinen, wie
unter anderem (u.a.) B-Catenin, mit dem Aktinzytoskelett gekoppelt sind. Am Tag
E8,5 kommt es zur Ausbildung von drei Ausbuchtungen am vorderen Ende des Neu-
ralrohrs (Kaufman 1999). Aus diesen sogenannten Hirnblaschen werden die drei
elementaren Hirnareale: Vorderhirn (Anlage fur Grohirn und Zwischenhirn) (Abb.
1C), Mittelhirn und Rautenhirn (Anlage fur Brucke, Kleinhirn und verlangertes Mark).
Die Vorlauferzellen der kortikalen Nervenzellen unterscheiden sich in ihrem Ursprung
innerhalb des embryonalen Vorderhirns (Marin und Rubenstein 2001). Die Projekti-
onsneurone und der Grolteil der Gliazellen entstammen der Ruckwand des Vor-
derhirns (Anderson et al. 2002, Molyneaux et al. 2007). Inhibitorische Interneurone
entstehen hingegen aus Vorlauferzellen der Vorwand (Marin und Rubenstein 2001,
Wonders und Anderson 2006). Von den verschiedenen Urspringen ausgehend mig-
rieren die Nervenzellen zu ihrer determinierten Lokalisation im Kortex (Marin und
Rubenstein 2001). Es existieren mindestens drei grundlegende Arten neuronaler

Vorlauferzellen: neuroepitheliale Gliazellen, Radialgliazellen und Intermediargliazel-
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len (Go6tz und Huttner 2005, Molyneaux et al. 2007, Dehay und Kennedy 2007). Be-
schrieben werden insbesondere zwei neurogene Zonen, die den Hirnventrikeln an-
liegende Ventrikularzone und die apikalere Subventrikularzone (Rakic 2009). Initial
ist das Neuroepithel der Ventrikularzone mittels der neuroepithelialen Gliazellen vor-
herrschend aktiv und generiert durch zahlreiche Zellteilung ein Reservoir multipoten-
ter Vorlauferzellen und zu einem geringen Anteil die ersten Nervenzellen (Dehay und
Kennedy 2007, Florio und Huttner 2014). Mit fortschreitender Kortikogenese entste-
hen bei diesen Teilungen vorwiegend Radialgliazellen. Die Radialglia der Ventriku-
larzone sind fur die ordnungsgemafle Wanderung der Neuronen zu ihren finalen Po-
sitionen von fundamentaler Bedeutung (Marin und Rubenstein 2001). Neben der
adaquaten Fuhrung der Vorlauferzellen fungieren einige Radialgliazellen auch als
direkte Vorlaufer neuer pyramidaler Neurone oder als Produzenten von den interme-
diaren Gliazellen; diese Vorlauferzellen sind in der Subventrikularzone und der basa-
len Ventrikularzone lokalisiert (Hartfuss et al. 2001, Molyneaux et al. 2007, Nadarajah
und Parnavelas 2002). In der spateren Embryonalentwicklung sowie postnatal fun-
gieren die radialen Gliazellen als Vorlauferzellen fur Oligodendrozyten und Astrozy-
ten (Florio und Huttner 2014). Die ersten Neurone erscheinen am 11. embryonalen
Tag der Maus und formen die Praplatte (Abb. 1D), welche sich spater in die apikal
lokalisierte Marginalzone als embryonale Anlage fur die Kortexschicht | und die basal
gelegene Subplatte aufteilt (Abb. 1A, Abschnitt E12,5) (Marin-Padilla 1978, Dehay
und Kennedy 2007). Die Subplatte wird von der Subventrikularzone durch eine zell-
arme Schicht von Nervenfasern, welche als Intermediarzone bezeichnet wird und im
adulten Gehirn die weille Substanz reprasentiert, separiert (Kwan et al. 2012). In
kurzer Zeit entsteht durch Migration von Vorlauferzellen und post-mitotischer, nicht
mehr zur Zellteilung fahiger, Neurone entlang von Vorlauferzellen zwischen der Mar-
ginalzone und der Subplatte die Kortikale Platte, welche die Anlage fur die Schichten
Il bis VI des adulten Kortex darstellt (Abb. 1E) (Marin-Padilla 1978, Kwan et al.
2012). Die Kortikale Platte besteht zunachst aus unreifen bzw. undifferenzierten bipo-
laren Zellen, die Vorlaufer aller kortikaler Neurone und aller Schichten des zukUnfti-
gen zerebralen Kortex darstellen (Marin-Padilla 1978). Wahrend der fortschreitenden
Kortikogenese migrieren weitere Neurone in die Kortikale Platte, indem sie sich von
innen nach aullen anlagern (inside-out layering) (Abb. 1A, Abschnitt E14,5)
(Angevine und Sidman 1961, Rakic 2009, Molyneaux et al. 2007, Kwan et al. 2012).

Die Reifung der Neurone der Kortikalen Platte beginnt in den tieferen kortikalen



4 Einleitung -11 -

Schichten, welche sich somit als Teil der Kortikalen Platte zuerst ausbilden. Im Ver-
lauf der Embryonalentwicklung schreitet die Ausbildung der Kortikalen Platte in den

zukunftigen hoheren kortikalen Schichten fort.

Abb. 1: Die pranatale murine Ge-
hirnentwicklung. (A,B) Die schema-
tische Darstellung der Entstehung der
laminaren Organisation des Neokor-
tex (Ncx) verdeutlicht das inside-out
layering der Vorlauferzellen. (B) Di-
verse Vorlauferzellen verschiedener
Neurone werden in uberlappenden
zeitlichen Abschnitten gebildet. VZ:
Ventrikularzone, PP: Praplatte, SVZ:
Subventrikularzone, 1Z: Intermediar-
zone, SP: Subplatte, CP: Kortikale
Platte, MZ: Marginalzone, I-VI: jewei-
B _ lige kortikale Schicht, WM: Weilde
Substanz. Die beschrifteten Schich-
ten 1-VI gehoren auch zur CP, werden
jedoch zur besseren Veranschauli-
chung in der Abb. extra aufgefihrt,
A sobald die Migration der Neurone der
e betreffenden kortikalen Schicht abge-
E11,5 E125 E135 E145 E155 schlossen ist. Modifiziert nach Moly-
_Tag der Entstehung von Projektionsneuronen neaux et al. (2007). (C) Schematische
in der VZ/SVZ . .
Darstellung des sich entwickelnden
Vorderhirns mit Ursprung der ver-
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(SP) zu spalten und die kortikale Plat-
te (CP) zu bilden. Modifiziert nach
Nadarajah und Parnavelas (2002).
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Demnach entstehen die Neurone der tieferen Schichten V und VI friher als die Ner-
venzellen der oberflachlichen Kortexschichten Il bis IV (Greig et al. 2013, Molyneaux
et al. 2007). Angesiedelt in der basalen Ventrikularzone und der Subventrikularzone
stellen die intemediaren Vorlauferzellen die andere Hauptklasse Neuronen-
produzierender Zellen dar (Noctor et al. 2004). Wahrend die Nervenzellen zu Beginn
der Neurogenese Uberwiegend den Vorlauferzellen der Ventrikularzone entspringen,
besitzen Neurone ab dem 14. embryonalen Tag ihren Ursprung weitgehend in der
Subventrikularzone (Molyneaux et al. 2007). Da zunachst die Neurone der tieferen
Kortexschichten und darauffolgend die Neurone der oberflachlichen Schichten gebil-
det werden, stellt die Subventrikularzone den wesentlichen Ausgangspunkt der Neu-
rogenese fur Nervenzellen hoherer Schichten dar (Caviness 1982, Dehay und
Kennedy 2007). Studien des Neokortex von Saugetieren belegen, dass Neurone ho-
herer Schichten bezogen auf die Evolution erst kurzlich entstanden sind, indes Pro-
jektionsneurone aus Schicht V und VI bereits im primitiven Kortex vorhanden waren
(Marin-Padilla 1992, Molyneaux et al. 2007).

Die Neurogenese ist ein hochspezifischer Prozess, dessen chronologischer Ablauf
und strukturelle Organisation durch extrinsische und intrinsische Signale, wie zum
Beispiel (z.B.) Wachstumsfaktoren und Transkriptionsfaktoren reguliert wird (Monuki
und Walsh 2001, Hevner et al. 2006, Mallamaci und Stoykova 2006, Guillemot 2007,
O'Leary und Sahara 2008). In Anbetracht der Heterogenitat der verschiedenen Vor-
lauferzellen und der Diversitat in ihrem Ursprung in der Ventrikularzone und der Sub-
ventrikularzone mussen sowohl extrinsische als auch intrinsische Signale der Zelle
exakt reguliert und aufeinander abgestimmt sein, um die korrekte Lokalisierung der
spateren post-mitotischen Neurone zu gewahrleisten (Sur und Leamey 2001,
Miyashita-Lin et al. 1999, Rakic 1988, Monuki und Walsh 2001, Florio und Huttner
2014). Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die mit der Erbinformation im Zellkern in
Kontakt treten und dadurch genetische Programme an- oder abschalten konnen. Sie
wurden bereits, beispielsweise in Abhangigkeit der Brn2-Gen Aktivierung, mit Migra-

tion von Nervenzellen assoziiert (Molyneaux et al. 2007, Dominguez et al. 2013).
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4.1.4 Die Rolle von Aktin in der Neuromorphogenese

Wahrend der embryonalen Neuromorphogenese finden umfangreiche Veranderun-
gen der Zellmorphologie statt (Heng et al. 2010). Die Induktion und Gestaltung axo-
naler und dendritischer Architektur sind fundamentale Aspekte neuronaler Netz-
werkformierung und Informationsprozessierungen des ZNS (Dharmalingam et al.
2009). Essenziell fur die Ausbildung, Stabilisierung und adaptive Dynamik der Zell-
morphologie ist das Zytoskelett (Conde und Caceres 2009), ein aus Proteinen auf-
gebautes komplexes Netzwerk bestehend aus dynamischen Filamenten (Heng et al.
2010). Die Aktinfilamente, auch als Mikrofilamente bezeichnet, stellen gemeinsam
mit den Intermediarfilamenten und Mikrotubuli die drei grundlegenden Elemente die-
ses zellularen Skeletts dar (Fletcher und Mullins 2010). In Zellen existiert Aktin in
zwei moglichen Auspragungen, neben dem monomeren (G-Aktin) gibt es das fila-
mentdse (F-Aktin).  F-Aktin stellt helikale Polymere aus G-Aktin dar, in dem zwei
Ketten linksgangig umeinander gewunden sind (Holmes et al. 1990). Charakteristisch
fur diese fadenférmigen Zellstrukturen ist, dass sie sich abhangig von wechselnden
Umgebungsbedingungen umgestalten und somit zellulare dynamische Prozesse, wie
z.B. die Neuromorphogenese, gewahrleisten konnen (Lee und Dominguez 2010).
Eine prazise koordinierte und lokalisierte Aktinfilamentformierung ist von elementarer
Notwendigkeit fur die embryonale Entwicklung von Nervenzellen (da Silva und Dotti
2002). Neurone induzieren abhangig von den divergierenden Anforderungen der
Umgebung durch dynamische Modulationen des Aktinzytoskeletts protrusive Struktu-
ren wie z.B. Neuriten, Verzweigungen der Neuriten und dendritische Dornen
(Cingolani und Goda 2008, Witte und Bradke 2008, Heng et al. 2010). Grundlegend
far solche Umwandlungen ist die Aktinpolymerisation, die durch zahlreiche Proteine
eng reguliert wird (Foster et al. 1996, Lappalainen et al. 1998, Paunola et al. 2002,
Goode und Eck 2007, Machesky et al. 1994, Pruyne et al. 2002, Ahuja et al. 2007,
Lee und Dominguez 2010). Durch spezielle Aktinnukleationsfaktoren, wie z.B. dem
Aktin-ahnlichen Protein 2/3 (Arp2/3)-Komplex, werden die Bildung von Aktinfilamen-
ten und deren Verzweigungen gefordert (Machesky et al. 1994, Machesky und Insall
1999). Spezielle Aktin-bindende Proteine, wie beispielsweise Mitglieder der Wiskott-
Aldrich Syndrom-Protein (WASP)-Familie oder das Protein Cordon-Bleu (Cobl) kon-
trollieren die regelrechte Aktinnukleation (Miki et al. 1996, Miki et al. 1998, Rohatgi et
al. 1999, Ahuja et al. 2007).

Auch fur synaptische Verbindungen ist ein komplex verzweigtes Netzwerk aus
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Aktinfilamenten charakteristisch. Die Postsynapse exzitatorischer Synapsen ist durch
die postsynaptische Dichte (PSD), eine elektronenmikroskopisch sichtbare Anhau-
fung von Proteinen, gekennzeichnet (De Robertis und Bennett 1955, Gray 1959,
Palay 1956). Sie nimmt ungefahr zehn Prozent der Oberflache des Dornfortsatzkop-
fes ein (Hering und Sheng 2001). Die PSD weist eine komplexe Matrix aus synapti-
schen Proteinen auf, welche zusammenarbeiten, um synaptische Organisation, Sta-
bilitat, Reifung und Transmission zu realisieren (Harris und Kater 1994). Dabei han-
delt es sich um fur die neuronale Kommunikation essenzielle Neurotransmitterrezep-
toren wie z.B. N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren, a-Amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazol-Propionsaure (AMPA)-Rezeptoren und metabotrope Glutamatre-
zeptoren sowie zahlreiche Gerustproteine einschliellich PSD-95, Prolin-reiches
Synapsen-assoziiertes Protein (ProSAP) und Homer sowie Proteine zur Signaltrans-
duktion (Kelly und Cotman 1978, Harris und Kater 1994, Bourne und Harris 2008).
Unterhalb der PSD, lokalisiert in Dornfortsatzkopf und -hals, ist G-Aktin und F-Aktin in
hoher Quantitat prasent. F-Aktin bildet ein verzweigtes Netzwerk (Blomberg et al.
1977, Metuzals und Mushynski 1974, Fifkova und Delay 1982). Wahrend die Aktin-
filamente des Dornfortsatzhalses in Langsrichtung verlaufen, sind sie im Dornfort-
satzkopf gitterformig organisiert und besitzen eine hohe Fluktuation mit kompletter

Proteinsubstitution innerhalb weniger Minuten (min) (Honkurra 2008) (Abb. 2).

SR :\‘ei‘;?tfoff::mme“ Abb. 2: Der Aufbal._l einer pisz6rmigen
Postsynapse. Schematische Darstellung einer

Postsynapse anhand eines reifen pilzformigen

Endasomen Dornfortsatzes. Gezeigt sind Neurotransmitterre-

Dornenkopf

_ zeptoren (grun und grau), die PSD (blau), Endo-
verzweigtes . . .

Aktin somen flr Rezyklierungsprozesse (rosa), Aktin-

Dornenhals lineares filamente (schwarz) und Mikrotubuli (gelb). Modi-
Aktin fiziert nach Hotulaien und Hoogenraad (2010).

\(é/ Mikrotubuli

Dendrit

Das Aktinnetzwerk wird durch verschiedene Singnalwege moduliert (Bellot et al.
2014). Zahlreiche Aktin-bindende Proteine und andere Aktin-assoziierte-Proteine
sind in dendritischen Dornfortsatzen angereichert und kooperieren, um Aktin-basierte
zellulare Prozesse zu regulieren (Star et al. 2002, Bellot et al. 2014). Nukleations-
promotionsfaktoren, wie z.B. das Neuronale Wiskott-Aldrich Syndrom Protein (N-
WASP), kénnen Aktinmonomere binden, mit dem Arp2/3-Komplex assoziieren und
somit die Aktinnukleation von verzweigten Aktinfilamenten férdern (Higgs und Pollard
2000, Mullins et al. 1998, Goley und Welch 2006). Das Aktinzytoskelett in reifen
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dendritischen Dornfortsatzen ist fir die Gewahrleistung der synaptischen Struktur,
die Organisierung der PSD und fur die Stabilisierung postsynaptischer Rezeptoren
essenziell (Sheng und Hoogenraad 2007, Hotulainen und Hoogenraad 2010) und
folglich mit seinen Umbauprozessen mafgeblich fir Gestalt, GroRe, Mobilitat und
Stabilitdt dendritischer Dornen verantwortlich (Dunaevsky et al. 1999, Matus et al.
1982).

4.2 Dendritische Dornfortsatze in der synaptischen Ubertragung
4.2.1 Struktur und Funktion dendritischer Dornfortsatze

Synapsen dienen der Informationsubertragung innerhalb kortikaler Netzwerke und
ermoglichen somit die neuronale Kommunikation (Bliss und Lemo 1973,
Adelsberger-Mangan und Levy 1993, Hotulainen und Hoogenraad 2010, Lei et al.
2016). Sie bestehen aus drei Elementen, der Prasynapse, dem synaptischen Spalt
und der Postsynapse (De Robertis und Bennett 1955, Palay 1956). Dabei setzt die
Prasynapse durch Calcium-lonen-Erhéhung und Phosphorylierung von Vesikelprote-
inen Neurotransmitter aus Vesikeln frei (Gray 1959, Sudhof 2004). Die Neurotrans-
mitter diffundieren durch den synaptischen Spalt und docken an spezialisierte, pas-
sende Rezeptoren der Postsynapse. Im Gehirn héher entwickelter Lebewesen sind
die wichtigsten exzitatorischen Rezeptoren die glutamatergen und die wichtigsten
inhibitorischen die GABA-ergen Rezeptoren. Ein Grolteil der vor allem (v.a.) exzita-
torischen Synapsen tragen ihr postsynaptisches Kompartiment auf dendritischen
Dornfortsatzen (Crick 1982). Diese Dornen sind auf Dendriten lokalisierte Vorwol-
bungen neokortikaler und hippocampaler Pyramidenzellen, aber auch im Striatum
und Purkinje-Zellen des Kleinhirns anzufinden (Gray 1959, Harris und Kater 1994,
Hering und Sheng 2001, Bellot et al. 2014). Physiologisch wird eine Dichte zwischen
einen und zehn Dornen pro Mikrometer (um) Dendritenlange beschrieben (Hering
und Sheng 2001). Einzelne Dornen kénnen zu verschiedenen Zeitpunkten unter-
schiedliche Gestalten und Formen annehmen (Crick 1982, Dunaevsky et al. 1999,
Bourne und Harris 2008). Basierend auf statischen Bildern erfolgt eine Klassifizie-
rung, die das morphologische Repertoire der dendritischen Dornen in stummelformi-
ge, dunne, pilzféormige und filopodienahnliche Dornfortsatze unterteilt (Peters und
Kaiserman-Abramof 1970, Chang und Greenough 1984, Harris et al. 1992, Parajuli
et al. 2017) (Abb. 3).

stummelférmig dunn pilzférmig filopodienahnlich Abb. 3: Die morpho|ogische Klassifizie-
rung dendritischer Dornen. Schemati-
sche Darstellung der Morphologieklassen
i o e \ PR S d?ndritisqhe[ D_ornen in stummelférmige,
N\ ‘h\\ ™ \ N\ dinne, pilzférmige und filopodienahnliche
Dornfortsatze. Modifiziert nach Yuste und
Bonhoeffer (2004).
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4.2.2 Dendritische Dornfortsatze als funktionelles Kompartiment

Dendritische Dornen stellen dynamische Strukturen dar, die in Abhangigkeit vom
Entwicklungsstadium, der raumlichen Lokalisierung im Kortex, der synaptischen Akti-
vitat und bezlglich pathologischer Faktoren variierbar sind (Jones und Powell 1969,
Fiala et al. 1998, Dunaevsky et al. 1999, Shepherd 1996, Fischer et al. 1998). Sie
formen Mikrokompartimente flr meist nur eine einzelne Synapse (Shepherd 1996,
Hering und Sheng 2001). Ein schmaler Hals grenzt den Dornfortsatzkopf vom dendri-
tischen Schaft ab und generiert somit ein Dornen-spezifisches Kompartiment fir iso-
lierte postsynaptische chemische Reaktionen einzelner Synapsen, wie beispielswei-
se die Erhdhung der Konzentration von Calcium-lonen (Sabatini et al. 2001, Tada
und Sheng 2006, Sheng und Hoogenraad 2007). Die Morphologie der dendritischen
Dornen weist eine grol3e Heterogenitat auf (Harris und Kater 1994) und korreliert eng
mit ihrer synaptischen Funktion (Yuste und Bonhoeffer 2001). Der Dornenhals bildet
eine Engstelle zwischen Dornenkopf und Dendrit. Er fungiert als Filter fUr elektrische
Spannungen (Svoboda et al. 1996). Uberdies beeinflusst die Halslange Ausmaf und
Dauer des Calcium-lonen Stroms (Svoboda et al. 1996). Ein kurzer Dornenhals evo-
ziert einen schnelleren Calcium Einstrom in den dendritischen Schaft, da die Distanz
zwischen Dornenkopf und Dendriten gering ist. Bei langeren Halsen erfolgt, bedingt
durch die ausgepragtere Abgrenzung des Dornenkopfes vom Dendrit, initial ein gré-
Rerer Anstieg von Calcium-lonen. Der Abbau von intrazellularen Calcium-lonen ver-
lauft aufgrund der langeren Distanz zwischen Kopf und Dendriten hingegen langsa-
mer. Langere Dornen sind unabhangiger vom Dendriten als kirzere (Volfovsky et al.
1999). Untersuchungen von Araya et al. (2006) zeigten, dass ein langer Dornenhals
synaptische Potenziale abschwacht und die Lange des Halses eine entgegengesetzt
proportionale Korrelation zur Amplitude gemessener Strome am Soma des Neurons
aufweist (Araya et al. 2006). Die KopfgrofRe ist zur PSD, zur Anzahl postsynaptischer
Rezeptoren und Calcium-lonen sowie zur Anzahl angedockter Vesikel der prasynap-
tischen aktiven Zone proportional (Harris und Stevens 1989, Hering und Sheng 2001,
Nusser et al. 1998, Schikorski und Stevens 1999, Yuste und Bonhoeffer 2001). Gro-

Rere dendritische Dornen tragen dementsprechend eine hohere Anzahl Glutamatre-
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zeptoren, besitzen einen umfangreicheren intrazellularen Calciumspeicher und sind
effizienter in endosomalen Rezyklierungs- und Proteintranslationsprozessen (Bourne
und Harris 2008). Kleinere, unreife Dornen sind hingegen morphologisch flexibler
(Matsuzaki et al. 2004).

4.2.3 Formierung dendritischer Dornen und synaptische Plastizitat

Strukturelle und funktionelle Veranderungen in dendritischen Dornen und Synapsen
bilden die Basis fur Lernen und Gedéachtnis im Gehirn (Harris et al. 1992). Eine exak-
te Kontrolle der Reifung und Konnektivitat von Synapsen ist kritisch fur eine akkurate
neuronale Netzwerkaktivitdt sowie normale Funktion der Grof3hirnrinde (Hotulainen
und Hoogenraad 2010). Wahrend der frihen Synaptogenese befinden sich auf dem
dendritischen Schaft pyramidaler Neuronen eine Vielzahl filopodienahnlicher Auslau-
fer (Dailey und Smith 1996, Dunaevsky et al. 1999). Es handelt sich dabei um lange,
dinne Ausstulpungen ohne Kopf, die transiente Vorwdlbungen darstellen und sich
schnell ausbilden und wieder zurickziehen kénnen (Dailey und Smith 1996, Hering
und Sheng 2001). Da filopodienahnliche Auslaufer v.a. wahrend der Entwicklungszeit
des Nervensystems zahlreich festzustellen sind (Hering und Sheng 2001), werden
sie in diversen Untersuchungen als putative Vorstufe dendritischer Dornen angese-
hen, die mit voranschreitender Entwicklung in reifere Formen transformiert werden
(Dailey und Smith 1996, Ziv und Smith 1996, Fiala et al. 1998, Bhatt et al. 2009). Die
Dornenentwicklung beginnt, basierend auf diesen Beobachtungen, mit einem adha-
siven Kontakt zwischen dem filopodiendhnlichen Auslaufer und der Prasynapse (Ziv
und Smith 1996). Andere elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten zuséatz-
lich, dass in jungen pyramidalen Neuronen die Mehrheit der Synapsen direkt auf dem
dendritischen Schaft zu detektieren ist (Mates und Lund 1983). Somit stellt die Ent-
wicklung der Synapsen auf dendritischen Dornfortsatzen aus Schaftsynapsen eine
weitere Alternative des Dornenursprungs dar (Harris et al. 1992, Dailey und Smith
1996). Moglich ist auch eine Verknupfung beider Beobachtungen. Auf die Ausbildung
vieler initial gebildeter synaptischer Kontakte folgt eine Ruckbildung in atypische
Dornen oder in Schaftsynapsen (Fiala et al. 1998). Einige dieser Dornen kdnnen sich
anschliel3end in stabile Dornfortsatze umformieren (Harris et al. 1992, Ziv und Smith
1996, Bourne und Harris 2008). Dornen kdnnen sich auch gegenlaufig wieder in
Filopodien zurlckentwickeln (Parnass et al. 2000, Hering und Sheng 2001). Sie sind

in der Lage, innerhalb von min Gestalt und Grolie zu andern (Dunaevsky et al. 1999,
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Lendvai et al. 2000, Fischer et al. 1998). Besonders in jungen Individuen unterliegen
die Dornen noch einer starken Dynamik, die wahrend der postnatalen Reifung ab-
nimmt, aber auch im adulten Alter noch vorhanden ist (Dunaevsky et al. 1999, Star et
al. 2002). Neubildung und Eliminierung von Dornfortsatzen sind lebenslang stattfin-
dende und mit zunehmenden Alter regrediente Prozesse, sodass in adulten Neuro-
nen die morphologische Umgestaltung Uberwiegt (Grutzendler et al. 2002, Forrest et
al. 2018). Die Dornenentwicklung korreliert zeitlich eng mit der Synaptogenese
(Yuste und Bonhoeffer 2004, Bhatt et al. 2009). Durch synaptische Aktivierung kon-
nen dendritische Dornen zwischen ihren morphologischen Klassen wechseln und
sich zu stabileren Formen entwickeln (Yuste und Bonhoeffer 2001). Eine reife Mor-
phologie ist durch einen ausgebildeten Kopf gekennzeichnet (Fiala et al. 1998,
Parajuli et al. 2017), wie er besonders bei pilzférmigen Dornen vorhanden ist. Bereits
1973 zeigten Beobachtungen, dass aus kortikaler Stimulation strukturelle Anpassun-
gen dendritischer Dornen und somit langanhaltende Veranderungen der synapti-
schen Ubertragung resultieren (Bliss und Lemo 1973). Synaptische Aktivierung fiihrt
in Dornfortsatzen zu einer VergroRerung des Kopfes und Verkurzung des Halses
(Yuste und Bonhoeffer 2001). Funktionell fuhrt sie zu einer Erhdhung der Konzentra-
tion intrazellularer Calcium-lonen (Wickens 1988), welche wiederrum einen NMDA-
Rezeptor-abhangigen Einbau von AMPA-Rezeptoren in die postsynaptische Memb-
ran bedingt (Collingridge et al. 1983, Malenka et al. 1988). Dieser Vorgang wird als
Langzeitpotenzierung (LTP) bezeichnet und fuhrt zu einem Anstieg synaptischer
Strome, zur Neubildung von dendritischen Dornfortsatzen oder zur VergréRerung des
Kopfes bestehender Dornen (Muller et al. 2002, Malenka et al. 1988). Im Gegensatz
dazu kommt es bei einer langanhaltenden verminderten synaptische Aktivitat zur En-
dozytose beziehungsweise (bzw.) Diffusion von AMPA-Rezeptoren zu extrasynapti-
schen Membranpositionen und somit zur Langzeitdepression (LTD) (Bliss und Lgmo
1973). Diese Prozesse bilden die essenzielle Grundlage fir héhere kognitiven Funk-
tionen und die neuronale Plastizitat (Hopfield 1982). LTP und LTD basieren auf Re-
zeptor-vermittelten Signalwegen. Neben der Expression bestimmter Gene spielt die
lokale Proteinsynthese sowie ein funktionierendes dynamisches Aktinnetzwerk
(Hotulainen und Hoogenraad 2010) eine wichtige Rolle fur diese Prozesse. Die Inter-
aktion des Aktinzytoskeletts mit Gerustproteinen der PSD ist fur die Entwicklung und
Dynamik der Dornfortsadtze von grundlegender Bedeutung (Dunaevsky et al. 1999,
Fischer et al. 1998, Tada und Sheng 2006).
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4.3 Die Proteine der Syndapin-Familie

4.3.1 Expression und Struktur

Fundamentale Bedeutung fUr Membrantransportprozesse neuronaler Zellen und
morphologische Veranderungen der zerebralen Architektur sowie eine entscheiden-
de Rolle in endozytotischen Prozessen, akkurater Rezeptorintegritat und somit ele-
mentare Relevanz in angemessenen Gehirnfunktionen besitzt ein synaptisches Dy-
namin-assoziiertes Protein (Kessels und Qualmann 2002, Kessels und Qualmann
2006, Dharmalingam et al. 2009, Pérez-Otano et al. 2006, Anggono et al. 2006,
Schwintzer et al. 2011, Koch et al. 2011, Schneider et al. 2014). Syndapin | wurde in
Rattengehirnextrakten als unbekannter Bindungspartner von Dynamin entdeckt
(Qualmann et al. 1999) und als PACSIN (protein kinase Ca and casein kinase 2 sub-
strate in neurons) in der Maus beschrieben (Plomann et al. 1998). Syndapine sind
membranassoziierte Proteine, die in endozytotische Prozesse involviert sind (Kessels
und Qualmann 2002, Kessels und Qualmann 2006). Sie sind eine molekulare Ver-
bindung zwischen synaptischer Vesikelwiederverwertung sowie zytoskelletaler Orga-
nisation und fur Modulierungen des Aktinzytoskellets essenziell (Qualmann und Kelly
2000). In Saugetieren sind bisher drei Isoformen der Syndapin-Familie bekannt. Die
424 bis 488 Aminosauren (AS) langen Proteine unterscheiden sich in ihrem Expres-
sionsmuster (Plomann et al. 1998, Qualmann et al. 1999, Qualmann und Kelly 2000,
Modregger et al. 2000, Sumoy et al. 2001, Kessels und Qualmann 2004). Das v.a.
neuronal exprimierte Syndapin | ist ubiquitar im Gehirn verteilt und weist eine maxi-
male Expression in terminal differenzierten Neuronen im adulten Gewebe auf
(Plomann et al. 1998, Qualmann et al. 1999, Modregger et al. 2000, Koch et al.
2011). In Neuronen ist Syndapin | in Dendriten, Prasynapsen und dendritischen Dor-
nen lokalisiert (Braun et al. 2005, Qualmann et al. 1999, Pérez-Otano et al. 2006,
Schneider et al. 2014). Syndapin Il weist ein ubiquitéares Vorkommen auf (Ritter et al.
1999, Qualmann und Kelly 2000), wahrend Syndapin Il vorwiegend in Herz und Ske-
lettmuskel exprimiert wird, aber auch in Plazenta, Leber, Pankreas, Gehirn, Lunge
und Niere vorhanden ist (Modregger et al. 2000, Sumoy et al. 2001).

Auch die Expression von Syndapin Ill in neuronalen Kompartimenten konnte in
Western-Blot Analysen nachgewiesen und die Lokalisation in Dornfortsétzen gezeigt
werden (Daten nicht gezeigt, persdnliche Kommunikation mit Elisa Engelmann, Insti-

tut fur Biochemie |, Universitatsklinikum Jena (UKJ)).
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Die Domanenstruktur aller Syndapine zeichnet sich durch eine N-terminale
Fes/CIP4-Homologie-Bin/Amphiphysin/Rvs (F-BAR)-Doméane und eine C-terminale
Src-Homologie 3 (SH3)-Domane aus (Modregger et al. 2000, Plomann et al. 1998,
Qualmann et al. 1999, Ritter et al. 1999, Itoh et al. 2005). Syndapin lll unterscheidet
sich bezuglich des zwischen den Domanen liegenden Linker-Bereichs von den ande-
ren Familienmitgliedern durch ein PXXP-Motiv, anstatt von Asparagin-Prolin-
Phenyalanin (NPF)-Motiven (Modregger et al. 2000, Quan und Robinson 2013) (Abb.
4).

Syndapin | Abb. 4: Die Struktur der
1 441 Syndapin lI-s, Syndapin II-1 und
Syndapin Il bestehen im Men-

Syndapin Il-s schen aus 441, 454, 488 bzw.

NPF NPF

cooH 424 AS. Syndapin Il kommt in

einer kurzen (Syndapin II-s)

und einer langen (Syndapin I1-I)
Syndapin II-1 Spleilvariante vor. Die
NPF NPF NPF coon |soformen der Syndapin-Familie
besitzen die N-terminale F-
BAR-Doméne und die C-
Syndapin Il terminale SH3-Domane.
Syndapin | und Syndapin Il-s
weisen weiterhin zwei NPF-
Motive auf, wahrend Syndapin
[I-l drei NPF-Motive und Syn-
dapin Ill ein PXXP-Motiv be-

_‘I

I

Mit Hilfe der F-BAR-Domane sind Syndapine in der Lage Membranen zu erkennen
und an sie zu binden. Sie sind fahig dimerisiert in Membranen zu inserieren und kon-
nen positive Membrankrimmungen induzieren (Kessels und Qualmann 2006, Frost
et al. 2008, Itoh et al. 2005, Dharmalingam et al. 2009). Die spezifische Funktion von
F-BAR-Domanen enthaltenden Proteinen ist allerdings von den zuséatzlichen Pro-
teinmodulen eines Proteins und dessen Interaktionspartnern abhangig (Kessels und
Qualmann 2015).

4.3.2 Die Interaktionspartner der Syndapine
Alle drei Syndapin-Isoformen kénnen uber ihre C-terminale SH3-Domane mit Prolin-

reichen Motiven anderer Proteine interagieren (Plomann et al. 1998). Die
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Proteinfamilie bindet an das vorwiegend fur endozytotische Prozesse relevante
Dynamin und gewahrleistet Uber diese Interaktion eine korrekte Vesikelbildung
(Qualmann et al. 1999). Weitere Interaktionspartner sind der Nukleationspromotions-
faktor N-WASP, der Aktinnukleator Cobl, die prasynaptisch lokalisierten Proteine
Synapsin sowie Synaptojanin1 und die PSD-GerUstproteine ProSAP1/2 (Ahuja et al.
2007, Modregger et al. 2000, Qualmann et al. 1999, Qualmann und Kelly 2000,
Schneider et al. 2014). Die Fahigkeit zur Selbstassoziation ist elementar fir Syndapin
Funktionen (Kessels und Qualmann 2006). Dadurch kénnen mehrere Interaktions-
partner distinkter zellularer Vorgange miteinander assoziiert werden (Kessels und
Qualmann 2006, Dharmalingam et al. 2009). Syndapine kénnen die Neuromorpho-
genese beeinflussen, indem sie eine raumliche Verknipfung des Aktinzytoskeletts
mit Membranmodulationsvorgangen gewahrleisten (Qualmann et al. 1999). Sie
setzen N-WASP aus der Autoinhibition frei und fordern somit die Arp2/3-Komplex-
vermittelte Aktinnukleation, ein elementarer Vorgang fur eine korrekte Ausbildung der
Axone (Dharmalingam et al. 2009). Ferner beeinflussen Syndapine die korrekte Aus-
bildung des Dendritenbaumes. Syndapin | assoziiert mit Cobl und formt somit einen
Interaktionskomplex, der zur Assoziierung des Aktinnukleators mit der Membran bei-
tragt (Ahuja et al. 2007, Schwintzer et al. 2011, Hou et al. 2015). Im Zebrafischmodell
konnte zusatzlich die Relevanz von Syndapin I-Cobl-Interaktionen fur die fehlerlose
Ausbildung aktinreicher Stereozilien sowie Mikrotubuli-basierter Kinozilien gezeigt
werden (Schiiler et al. 2013). Uber die NPF-Aminosauresequenz stellen Syndapin |
und Il Interaktionspartner fir die an Vesikelrezyklierungsrozessen beteiligten Eps15-
Homologie-Domanen (EHD)-beinhaltende Proteine dar (Braun et al. 2005, Quan und
Robinson 2013). Des Weiteren koénnen Syndapin | und Il an die NMDA-Rezeptor-
Untereinheit 3A (NR3A) binden und die NMDA-Rezeptorendozytose beeinflussen
(Pérez-Otafio et al. 2006). In-vitro Analysen von Anggono et al. (2006) belegten die
Interaktion von Syndapin | und Dynamin | in Nervenverbindungen (Anggono et al.
2006, Qualmann et al. 1999). Somit wurde Syndapin | vorwiegend Uber seine Memb-
ranmodulierungsfahigkeiten aber auch Uber seine Verbindungen zum
Aktinzytoskelett eine Schlusselrolle in der endozytotischen Maschinerie und somit in
der synaptischen Vesikelendozytose, welche fundamental an der synaptischen
Transmission beteiligt ist, nachgewiesen (Anggono et al. 2006, Andersson et al.
2008). In-vivo Untersuchungen in Syndapin | KO Mausen verglichen mit WT belegten

Defekte in prasynaptischen Membrantransport- und Vesikelabschnirungsprozessen
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unter Syndapin | Defizienz, die sich in einer gestorten Vesikelrezyklierung, einer Ak-
kumulierung endozytotischer Zwischenprodukte sowie in vergroRerten prasynapti-
schen Vesikeln aulBerten (Koch et al. 2011). Syndapin | KO Mause leiden Uberdies
an generalisierten Krampfanfallen (Koch et al. 2011). Makroskopisch wurde in Syn-
dapin | KO Mausen ein vergroRerter Hippocampus mit gesteigerter hippocampaler
Netzwerkaktivitat und einer erhohten Neigung zu Uberdurchschnittlichen epileptifor-
men Entladungen detektiert (Koch et al. 2011). Elektrophysiologische Messungen in
Hippocampusschnitten Syndapin I|-defizienter Mause belegten Stérungen in der sy-
naptischen Transmission (Koch et al. 2011, Schneider et al. 2014). Weitere Analysen
zeigten, dass Syndapin | Defizienz eine signifikante Reduzierung von Synapsen und
dendritischen Dornen verursacht und Syndapin | durch seine Rolle in endozytoti-
schen Prozessen sowie durch seine Interaktion mit z.B. dem PSD-Gerustprotein
ProSAP1 postsynaptische Funktionen in Bildung und Erhaltung dendritischer Dorn-
fortsatze besitzt (Pérez-Otafio et al. 2006, Anggono et al. 2006, Schneider et al.
2014). AusschlieBlich in Anwesenheit von Syndapin | erfolgt eine korrekte raumliche
Zuordnung von ProSAP1, welches fur die PSD-Organisation und somit fur die korrek-
te Ausbildung der Postsynapse relevant ist (Schneider et al. 2014). Weiterhin regu-
liert ProSAP1 die Dornfortsatzbildung und ist somit fundamental in die Auspragung
synaptischer Kontakte involviert (Grabrucker et al. 2011). Die Defizienz von Pro-
SAP1/SH3-Domanen/Ankyrin-Wiederholung-beinhaltendes Protein (Shank)2 und
ProSAP2/Shank3 wurde mit reduzierter Synapsendichte und Autismus-Spektrum-
Stérungen (ASD) assoziiert (Berkel et al. 2012, Peca et al. 2011, Schmeisser et al.
2012).

4.3.3 Funktionen von Syndapin lll

Aufgrund der den anderen Syndapin-lsoformen annahernd konformen Domanen-
struktur kdnnen ahnliche Interaktionspartner und neuronale Funktionen fur Syndapin
[ll erwartet werden (Modregger et al. 2000, Sumoy et al. 2001). Die SH3-Doméanen-
vermittelte Bindung an die Proteine Dynamin, Synaptojanin und N-WASP wurde be-
reits fur Syndapin Il gezeigt (Modregger et al. 2000). Alle Syndapin-
Familienmitglieder sind fur Vesikelformierung sowie Vesikeltransport essenziell und
beeinflussen endozytotische Prozesse (Modregger et al. 2000). Analysen von Sumoy
et al. (2001) belegten, dass auch die Syndapin-lsoform Syndapin Il das Aktinzytos-
kelett moduliert (Sumoy et al. 2001, Qualmann und Kelly 2000). Im Unterschied zu
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den Syndapin | KO Tieren zeigen kurzlich generierte Syndapin Il KO Mause keine
epileptische Krampfanfalle, jedoch einen Phanotyp der Skelettmuskulatur (Koch et al.
2011, Seemann et al. 2017). Analysen von Seeman et al. (2017) belegten, dass
Syndapin lll eine fundamentale Rolle in caveoladren Prozessen spielt und bei der
Ausbildung von Caveolen entscheidend beteiligt ist (Seemann et al. 2017). Caveolen
sind im Durchmesser 50-70 nm grol3e Invaginationen der Zellmembran. In Muskel-
zellen von Syndapin Il KO Mausen ist im Vergleich zum WT eine Reduzierung der
Dichte von Caveolae zu detektieren, was bei starkerer korperlicher Beanspruchung
zu einer gestorten Integritat der Muskulatur, ahnlich wie in Caveolinopathien, fihrt
(Seemann et al. 2017). Kurzlich erhobene Western-Blot Analysen, belegten, dass
Syndapin Il im murinen Gehirn bereits pranatal zum Tag E16 in nachweisbaren
Mengen exprimiert wird und somit schon zu fruheren Entwicklungszeitpunkten neu-
ronal vorhanden ist (Daten nicht gezeigt, persénliche Kommunikation mit Sarah Kru-
ger, Institut fur Biochemie |, UKJ). Syndapin Ill KO-Analysen durch Morpholino Oligos
in Zebrafischembryonen zeigten eine wichtige Rolle von Syndapin IIl in der frihen
Formierung der Chorda dorsalis und somit in der Regulierung der fruhen Zellmigrati-
on (Edeling et al. 2009). Ferner reguliert Syndapin Il den Einbau des Glucosetrans-
porters 1 in die Plasmamembran und ist somit an der insulinunabhangigen Glukose-
versorgung von Geweben, wie z.B. des ZNS Uber die Blut-Hirn-Schranke, beteiligt
(Roach und Plomann 2007). Proteomische Analysen von Thornhill et al. (2007) zeig-
ten Uberdies eine Interaktion von Syndapin Ill mit dem Fas-Liganden (FasL) in
Schwann-Zellen (Thornhill et al. 2007). Aufgrund der erhéhten Expression von FasL
in Gliazellen, Schwann-Zellen und Neuronen nach Verletzungen des Nervensystems
konnte Syndapin Ill eine putative Rolle in Regenerationsprozessen des Nervensys-
tems besitzen, indem es die Expression von FasL unterstitzt (Choi und Benveniste
2004, Thornhill et al. 2007). Es wurde speziell fur Syndapin lll gezeigt, dass es die
Endozytose und die Lokalisierung des transient receptor potential cation channel
subfamily V member 4 (TRPV4)-Rezeptors beeinflusst (Cuajungco et al. 2006).

Klrzliche Untersuchungen der Arbeitsgruppe zeigten einen distinkten Verhal-
tensphanotypen unter Syndapin Ill Defizienz, der sich in Stérungen im Sozialverhal-
ten sowie einem abweichenden Nestbauverhalten mit flacheren, weniger komplexen
Nestern von Syndapin Ill KO Mausen verglichen mit WT manifestierte (Daten nicht
gezeigt, persdnliche Kommunikation mit Sarah Kruger, Institut fir Biochemie |, UKJ).

Zur Quantifizierung des verminderten Sozialverhaltens der Syndapin Il KO Mause
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wurden umfangreiche Verhaltensversuche im Einwohner-Eindringling-Test und im
Drei-Kammer-Test durchgefuhrt. Im Einwohner-Eindringling-Test wurden WT und
Syndapin lll KO Mause fur zwei Wochen isoliert und anschlie3end fur 20 min einer
fremden Maus ausgesetzt. Die Zeit in direkter Interaktion mit der Fremdmaus war
unter Syndapin lll Defizienz im Vergleich zu WT signifikant reduziert (Daten nicht ge-
zeigt, personliche Kommunikation mit Sarah Krager, Institut fur Biochemie |, UKJ).
Der Drei-Kammer-Test belegte kontrar zu WT keine Praferenz der Syndapin Il KO
Mause zwischen ihren Artgenossen und einem Objekt sowie zwischen bekannten
Mausen und Fremdmausen. Nachdem sich die Mause in der ersten Phase des Tes-
tes an ihre Umgebung gewdhnen, wird in der zweiten Phase des Testes eine fremde
Maus in die rechte Kammer der Testarena und ein Objekt in die linke Kammer ge-
setzt. Wahrend WT eine statistisch signifikante Bevorzugung der fremden Maus im
funf bis zehn min Intervall zeigten, wurde kein signifikanter Unterschied zwischen der
Fremdmaus und dem Objekt in Syndapin Ill KO Mausen detektiert. In Phase drei des
Testes wurde das Objekt gegen eine weitere fremde Maus getauscht. Bei Syndapin
[l KO Mausen konnte hierbei keine Praferenz fur die neue Maus beobachtet werden,
wahrend WT diese signifikant bevorzugten (Daten nicht gezeigt, personliche Kom-
munikation mit Sarah Kriger, Institut fur Biochemie |, UKJ).

Des Weiteren zeigten sich in histologischen Untersuchungen des Neokortex von 20
Wochen alten Syndapin Ill KO Mausen eine Verlangerung und eine Volumenzunah-
me des Dendritenbaumes von Schicht Il/lll-und Schicht V-Pyramidenzellen. Bei Ana-
lysen der Ausdehnung der kortikalen Schichten sowie der Anzahl an Neuronen in
den Schichten II/lll-V wurden im Vergleich der Genotypen jedoch keine Unterschiede
detektiert (Daten nicht gezeigt, personliche Kommunikation mit Sarah Krager, Institut
far Biochemie |, UKJ). Verhaltensanalysen und Untersuchungen der Dendritenbaume
von Schicht II/lll- und V-Pyramidenzellen im Neokortex korrelieren zeitlich. Die Mau-
se waren zu Beginn der Verhaltensstudie und zum Zeitpunkt der Dendritenanalyse
20 Wochen alt.

4.4 Klinische Aspekte

Ein angemessenes Sozialverhalten wird durch Integration verschiedener kognitiver
Prozesse, wie Wahrnehmung, Erkennung und Bewertung des sozialen Umfelds, ge-
wahrleistet. Dafur interagiert ein Netzwerk kortikaler zerebraler Strukturen mit dem

Temporallappen und der Amygdala (Adolphs 1999). Zentrale Prozesse sozialer
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Kognition  modulieren  Effektor-Systeme, insbesondere Motorkortex sowie
Basalganglien, und aktivieren Emotionen-steuernde Regionen, wie Hypothalamus
und das periaquaduktale Grau des Hirnstamms (Adolphs 2001). Nur mittels physio-
logischer Funktion und praziser Interaktion dieser Vielzahl von zerebralen Strukturen
kann die soziale Wahrnehmung in einem angemessenen sozialen Verhalten resultie-
ren. Die Exploration der Ursachen von abweichendem Sozialverhalten bedurfen
komplexer Untersuchungsverfahren, da die soziale Interaktion die Partizipation von
zwei Individuen bzw. einer Gruppe bendtigt und somit individuelle Rickschlisse diffi-
zil sind (Long et al. 2004). Strukturelle Untersuchungen kortikaler Regionen zeigten
bereits eine zentrale Bedeutung der Morphologie und Anzahl dendritischer Dorn-
fortsatze in pathophysiologischen Prozessen neuropsychiatrischer Erkrankungen,
was eine klinische Relevanz fur eine prazise Untersuchung dieser neuronalen Struk-
turen begriindete (Penzes et al. 2011). Erkrankungen wie ASD, Alzheimer (AD) und
Schizophrenie sind durch Stérungen in komplexen neuronalen Informationsprozes-
sierungen und kognitiven Funktionen des Kortex charakterisiert (Forrest et al. 2018).
Studien belegten zusatzlich eine verandere synaptische Konnektivitat sowie Plastizi-
tat in den Gehirnen betroffener Patienten (Selemon und Goldman-Rakic 1999,
Hutsler und Zhang 2010, Glantz und Lewis 2000, Tackenberg et al. 2009, Forrest et
al. 2018). Die diversen Symptome neuropsychiatrischer Erkrankungen manifestieren
sich zu distinkten Zeitpunkten im Leben, mussen allerdings zeitlich nicht mit der ur-
sachlichen strukturellen oder funktionellen synaptischen Veranderung korrelieren.
Beispielsweise wird Schizophrenie bei einem gewissen Anteil der betroffenen Patien-
ten bereits pranatal durch zytoarchitektonische Anomalien verursacht und somit auch
als kortikale Entwicklungsstorung klassifiziert, welche sich allerdings zumeist erst im
jungen Erwachsenenalter manifestiert (Fatemi und Folsom 2009, Rapoport et al.
2005). Epidemiologische Daten zeigten ein bevorzugtes Auftreten der Schizophrenie
bei Menschen zwischen 20 und 32 Jahren, was dem Zeitpunkt der vollstandigen Aus-
reifung von Struktur und Funktion des Gehirns in den kortikalen Netzwerken ent-
spricht (Stilo und Murray 2010). Im Zusammenhang mit der Auffassung, dass Schi-
zophrenie eine neuronale Entwicklungsstorung darstellt, wurden Beeintrachtigungen
der Konnektivitat von Synapsen sowie neuronaler Netzwerke und insbesondere der
intrakortikalen Kommunikation bereits von pranatalen Zeitpunkten beginnend vorge-
schlagen (McGlashan und Hoffman 2000). Da sich neuropsychiatrische Erkrankun-

gen bereits von frtihen embryonalen Reifungsprozessen an uber langere Zeitspan-
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nen hinweg entwickeln und spater manifestieren kdnnen, obliegt der embryonalen
Gehirnentwicklung eine klinische Relevanz fur die Identifizierung atiologischer Fakto-
ren dieser Krankheiten. Die Rekapitulation der gesamten Pathologie einer Erkran-
kung ist komplex, jedoch koénnen mittels isolierter Analysen einzelner Symptome,
beispielsweise in Tiermodellen, Einblicke in spezifische Aspekte pathophysiologi-

scher Prozesse gewonnen werden (Seong et al. 2002).
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5 Ziele der Arbeit

In Saugetieren konstituiert die funktionelle Architektur der Grofhirnrinde optimale
Rahmenbedingungen fur komplexe kognitive Funktionen. Der Kortex gewahrleistet
ein Hochstmald an Spezialisierung und integriert zugleich Informationen multipler
neuronaler Netzwerke, um adaquate komplexe Verhaltensweisen zu gewahrleisten.
Von besonderer Bedeutung fir synaptische Verbindungen und ferner neuronale
Kommunikation ist das molekulare Repertoire synaptischer Proteine. Des Weiteren
stellt eine akkurate zellulare Morphologie die Basis der physiologischen Entwicklung
des Gehirns dar. Stérungen in neuronalen Netzwerken wurden bereits mit pathophy-
siologischen Prozessen in zahlreichen neurologischen Krankheiten assoziiert.

Das ubiquitar und Uberall in Neuronen bereits pranatal exprimierte Protein Syndapin
[ll gehort zur Syndapin-Familie. Da bisher kaum Erkenntnisse bezlglich des Einflus-
ses von Syndapin Il auf kortikale Prozesse bekannt waren, sollten erste Einblicke in
diese Prozesse in Syndapin IIl KO Mausen gewonnen werden.

Es sollte daher im ersten Teil der vorliegenden Arbeit die komplexe Architektur des
zerebralen Kortex mit Fokus auf dendritische Dornfortsatze untersucht und somit
analysiert werden, ob es zu einer Veranderung der Dichte sowie Klassenverteilung
bzw. Morphologie oder Lange der dendritischen Dornfortsatze von Schicht Il/Ill- und
V-Pyramidenzellen im Neokortex kommt. Fir die Untersuchungen sollten Aufnahmen
von Golgi-gefarbten Dendriten des Neokortex dreidimensional rekonstruiert und an-
schlieflend in morphologische Gruppen von Dornfortsatzen klassifiziert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die embryonale Entwicklung untersucht werden, wo-
fur zunachst die strukturelle Organisation des embryonalen zerebralen Kortex durch
Analysen der Ausdehnung der Kortikalen Platte, Ventrikularzone und der Kortikalen
Wand mittels Nissl-gefarbter Kortexschnitte bestimmt wurde. Erganzend sollten Im-
munfluoreszenzfarbungen unter Verwendung von Antikdrpern gegen neuronale Vor-
l&uferzellmarker und Schichtenmarker durchgefuhrt werden, um die Anzahl neurona-
ler Vorlauferzellen sowie Neurone hoher und tiefer Kortexschichten zu identifizieren.
Ziel der geplanten Analysen war es, wichtige neue Erkenntnisse bezuglich der Me-
chanismen, die zur Auspragung eines adulten Phanotyps im Sozialverhalten unter
Syndapin Il Defizienz fuhren, zu gewinnen. Diese Daten kdnnen schliellich das Ver-
standnis pathophysiologischer Prozesse kortikaler Entwicklungsstorungen verbes-
sern. Perspektivisch kdnnten die Ergebnisse dazu beitragen, die Behandlung von

neuropsychiatrischen Krankheiten zu optimieren.
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6 Methodik
6.1 Material

6.1.1 Mauslinien

3'm'BQ yerwendet. Dieser Stamm

In dieser Arbeit wurde der Stamm B6;129/Sv-Pacsin
wurde durch Deletion des Exons 5 bzw. 6 des Syndapin Ill Gens nach dem Cre/loxP -
System generiert und fihrte zum konstitutiven Ausschalten des Syndapin Illl Gens
(Seemann et al. 2017). Sowohl wildtypische (WT) als auch Syndapin Ill knockout
(KO) Mause wurden aus heterozygoter Verpaarung verwendet. Die Tierhaltung er-
folgte unter einem 14/10 Hell-Dunkelzyklus mit einer Maximalanzahl von 5 Tieren pro

Kafig. Sowohl Futter als auch Wasser stand den Mausen permanent zur Verfiigung.

6.1.2 Chemikalien und Laborreagenzien
Bovines Serumalbumin (BSA) (Fraktion ~ Sigma-Aldrich® Co. LLC, St. Louis,

V) Missouri, USA

4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Carl Roth® GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Entellan® Merck Millipore, Burlington
Massachusetts, USA

Ethanol Mallinckrodt Baker B.V., Deventer,
Niederlande

Fluoromount-G® SouthernBiotech, Birmingham, USA

mouse on mouse (MOM) LINARIS Biologische Produkte GmbH,
Mannheim

Pferdeserum Gibco® Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Stickstoff Linde AG, Mlnchen

Tissue-Tek® optimum cutting tempera- Sakura Finetek, Heidelberg

ture (0.C.T.)™ compound

Triton® X-100 Carl Roth® GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Xylol Carl Roth® GmbH & Co. KG, Karlsruhe

6.1.3 Puffer und Losungen

Acetat-Puffer 321 mM (Millimolar) Natriumacetat in
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Blockierlésung 1 fur Immunfluoreszenz-

farbung

Blockierlésung 2 fur Immunfluoreszenz-
farbung

Citrat-Puffer fur Immunfluoreszenzfar-
bung (Antigendemaskierung)
50%/70%/ 95%iges Ethanol
Ethanol/Eisessig-Losung

Kresylviolettldsung

Oldenburg-Puffer fur Immunfluoreszenz-
farbung

4% Paraformaldehyd (PFA) (w/v)

PBS

10%/30%ige Saccharose-Ldsung

Waschpuffer fur Immunfluoreszenzfar-

bung

6.1.4 Antikorper
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zweifach destilliertem Wasser (ddH20);
1,2% (Volumenprozent (v/v)) Essigsaure
(pH-Wert (pH) 3,6)

0,1% (v/v) Triton® X-100; 2% (Gewichts-
prozent (w/v)) BSA (Fraktion V); 3%
(v/v) Pferdeserum; 1x PBS (Phosphat-
gepufferte Kochsalzlosung) (pH 7,4)

2% (w/v) BSA (Fraktion V); 10% (v/v)
Pferdeserum; 1x PBS (pH 7,4)

10 mM Natriumcitrat; 0,05%
Tween® 20 (pH 7,4)

50%/70%/ 95% (v/v) Ethanol in ddH0
95% (v/v) Ethanol; 5% (v/v) Eisessig
15,5 mM Kresylviolett in Acetat-Puffer

(v/v)

geldst und abfiltriert

0,3% (v/v) Triton® X-100; 50 mM Tris;
1,5% (w/v) NaCl

1,3 M PFA in PBS; Titration mit 0,1 M
NaOH auf pH 7,2

137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10,13 mM
NayHPOy4; 1,76 mM KH2PO4 (pH 7,5)
10%/30% (w/v) Saccharose in PBS
0,2% (v/v) Triton® X-100 in PBS (pH 7,4)

Eine detaillierte Auflistung der verwendeten priméaren Antikorper fur die immunfluo-

reszenten Farbungen sowie die verwendeten Verdlinnungen befinden sich in Tabelle

1, sekundare Antikorper sind in Tabelle 2 angegeben.

Tabelle 1: Verwendete primare Antikorper.

Spezifitat Spezies

Verdiinnung Referenz/

Katalog-/
Firma Bestell-

nummer



anti-Brn2 (C-20)

anti-COUP-TF-

interacting protein

2 (Ctip2)
anti-cut-like
homeobox
(Cux1) (M-2222)

anti-forkhead-box-

protein 2 (Foxp2)
anti-Sox2
anti-Tbr2

Tabelle 2: Verwendete sekundare Antikorper.

Spezifitat

Maus-

Alexa Fluor® (AF)

488

Ziege-

AF 488
Kaninchen-
AF 568
Maus-

AF 647
Ziege-

AF 647

Ziege

Kaninchen

Maus

Ziege

Ziege

Kaninchen

Spezies

Esel

Esel

Esel

Esel

Esel
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1:100

1:100

1:100

1:100

1:100
1:500

Verdiinnung

1:250

1:250

1:250

1:250

1:250

Santa Cruz
Biotechnolo-

gy, Inc.
Abcam® plc?

Santa Cruz
Biotechnolo-

gy, Inc.”
Abcam® plc?

Abcam?® plc?

Abcam® plc?

Referenz/

Firma

Molecular
Probes® (MP)
Invitrogen
GmbH?®

MP Invitrogen
GmbH?®

MP Invitrogen
GmbH?®

MP Invitrogen
GmbH?®

MP Invitrogen
GmbH?
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sc-6029

ab28448

sc-13024

ab1307

ab110145
ab23345

Katalog-/
Bestell-
nummer
A-11029

A-11055

A10042

A-31571

A-21447

Dallas, Texas, USA'; Cambridge, Vereinigtes Kénigreich?; Eugene, Oregon, USA®
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6.1.5 Verbrauchsmaterialien
Assistent Pasteurpipetten, lange Form
230 mm

Deckglaser Starke Nummer 1 rechteckig

(24x50 mm)
Einweg-Pasteurpipetten, graduiert

kTM

Eppendorf Safe-Lock ™ (Verschluss)
Gefalte (0,5 Milliliter (ml); 1,5 ml; 2 ml)
Falcon-Gefalte (15 ml; 50 ml)
Farbetrog und Einsatz fur Objekttrager
Menzel Objekttrager SuperFrost Ultra
Plus

Pipettenspitzen (2-200 pl; 50-1000 pl)
Pipettenspitzen (0,1-10 pl)

Shandon™ Deckplatten

6.1.6 Gerate und Software

Kryostat

Open-Top-Kryostat CM 3050S
Mikroskope

Axio Imager D1

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop
LSM Leica TCS SP5

Pipetten

Eppendorf Research® Research® plus
Elektronische Transferpette®-8/-12

Praparierbesteck
Praparierbesteck

Software

Adobe Photoshop Version 2017.1.1

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH &
Co. KG, Sondheim

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig

Carl Roth® GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Eppendorf AG, Hamburg

Grale HDS, Melbourne, Australien
Carl Roth® GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig
Brand, GmbH & Co. KG, Wertheim

STARLAB GmbH, Altenburg
Thermo Fisher Scientific GmbH,

W altham, Massachusetts, USA

Leica Biosystems GmbH, Nul3loch
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Géttingen

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Eppendorf AG, Hamburg

Brand, GmbH & Co. KG, Wertheim

Carl Roth® GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Adobe Systems, Inc., San José,
Kalifornien, USA

-31 -



GraphPad Prism 8.0

Imaged 1.51n

Imaris V7.7.1, 8.0.2

LAS AF 3

Microsoft Office Excel 2016
Microsoft Office Word 2016
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GraphPad Software, Inc., La Jolla,
Kalifornien, USA

National Institutes of Health; BioVoxxel,
Bethesda, Maryland, USA

BITPLANE AG, Zirich, Schweiz

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Microsoft Corporation, Redmont, USA

Microsoft Corporation, Redmont, USA
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Zen2 Core Carl Zeiss Microscopy GmbH, Géttingen
Vortexer

Vortex-Genie® 2 Carl Roth® GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Waage

LC4800P Sartorius AG, Gottingen

Zentrifugen
Tischzentrifuge 5415D

Tischzentrifuge 5417R, kuhlbar

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

6.2 Histochemische Methoden
6.2.1 Farbung nach Camillo Golgi
6.2.1.1 Anfertigung der Golgi-Farbung von Gehirnschnitten

Die Farbung der murinen wildtypischen und Syndapin llI-defizienten Gehirne erfolgte
mittels der Golgi-Farbemethode. Ebenso wie die mikroskopischen Aufnahmen der
Golgi-gefarbten Gehirnschnitte wurde die Farbung im Vorfeld der Arbeit von Elisa
Engelmann (Institut fir Biochemie |, UKJ) durchgefiihrt. Die Golgi-Methode wurde
bereits in vorhergehenden Arbeiten der Arbeitsgruppe angewendet und beschrieben
(Pickrodt 2017).

6.2.1.2 Analyse dendritischer Dornen unter Verwendung der Imaris Software

Far die Untersuchung der Dendritenbaummorphologie wurden Aufnahmen von Golgi-
gefarbten Dendriten von Schicht Il/1ll- und V-Pyramidenzellen des Neokortex in inver-
tierten hellfeldmikroskopischen z-Stapelaufnahmen mittels des Imaris Filament
Tracer-Moduls unter jeweiliger Verwendung des shortest distance-Algorithmus drei-

dimensional rekonstruiert. Es wurden ausschliel3lich basale (sekundare) Dendriten
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zweiter Ordnung der Pyramidenzellen der Schicht II/lll und Schicht V des sensomoto-
rischen Neokortex 20 Wochen alter WT und Syndapin Ill KO Mause verwendet. Die
Analyse der dendritischen Dornfortsatze erfolgte an allen vorhandenen Dornfortsat-
zen, die eine Mindestkopfbreite von 0,2 ym aufwiesen und eine Maximallange von
5,0 um nicht Uberschritten. Die Dornfortsatzkdpfe wurden manuell gesetzt und bei
abweichender Dornfortsatzhalsrekonstruktion des Programms nochmalig per Hand
prazisiert. Eine detaillierte Aufschlisselung in morphologisch klassifizierbare Grup-
pen (stummelférmige, dinne, pilzZformige und filopodienahnliche Dornen) erfolgte
mittels des integrierten MATLAB-Klassifizierungsmoduls nach der in Tabelle 3 darge-
stellten Konfiguration. Weiterfuhrende Informationen sowie Voreinstellungen und an-
gewandte Formeln zur Berechnung der Parameter konnen dem Benutzerhandbuch
der Imaris-Software der BITPLANE AG, Zirich, Schweiz enthommen werden. Veran-
derungen der postsynaptischen Morphologie wurden quantitativ mittels der Dichte
dendritischer Dornfortsatze, der relativen prozentualen Verteilungen der einzelnen
Morphologiegruppen sowie Veranderungen von Kopfweite sowie Kopfvolumen und
Dornenlange analysiert. Filopodienahnliche Dornen wurden von den Untersuchungen
ausgeschlossen, da sie definitionsgemald lange, dinne Vorwdlbungen des Dendriten
darstellen und keinen Kopf besitzen (Hering und Sheng 2001). Die Kopfweite ent-
sprach der maximalen Kopfbreite des Dornfortsatzkopfes im rechten Winkel zur
Langsachse des Dornenhalses. Das Kopfvolumen resultierte aus dem Volumen der
proximal gelegenen 25% des dendritischen Dornfortsatzes. Des Weiteren wurde die
Dornfortsatzlange bestimmt, welche dem Abstand gemessen von der Basis des Dor-
nenhalses bis zum weitesten entfernten Punkt des Kopfes entsprach. Ausgewertet
wurden 15-16 Dendritenabschnitte von Pyramidenzellen sowohl in der Kortexschicht
[I/lll als auch in der Kortexschicht V von jeweils drei WT und drei Syndapin Il KO
Mausen (ca. 20 Wochen alt). Fir die ersten zehn Dendritenabschnitte erfolgte eine
verblindete Auswertung. Zur Erhéhung der Stichprobenanzahl (n-Wert) wurden an-
schlielend an die initiale Analyse pro Schicht und Genotyp weitere funf bis sechs

Zellen ausgewertet, nachdem die Verblindung bereits aufgehoben wurde.
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Tabelle 3: Einteilung dendritischer Dornfortsatze in Morphologiegruppen.
Feld Befehl

Stummelformig Dornenlange < 0,75 uym
Pilzformig Dornenlange > 0,75 ym; maximale Kopfbreite > 0,5 ym
Ddnn Dornenlange > 0,75 ym; maximale Kopfbreite < 0,5 ym und

maximale Kopfbreite > 0,3;

durchschnittliche Halsbreite < maximale Kopfbreite
Filopodienahnlich alle restlichen, detektierten Dornenfortsatze
Kopflange 25% (distal)

Basislange 25% (proximal)

6.2.2 Nissl-Farbung und immunfluoreszente Farbung

6.2.2.1 Praparation der Mausgehirne

Das Gehirn wurde nach Abtrennung des Kopfes der embryonalen Maus entnommen.
Unter Schonung der Hirnsubstanz wurde die Schadeldecke medial eréffnet, das Ge-
hirn stumpf von der Schadelbasis abgetrennt, anschlieRend tber Nacht (UN) zu-
nachst in 4% PFA in PBS fixiert und darauffolgend eine weitere Nacht in 10%iger
Saccharose-Losung bei 10 Grad Celsius (°C) inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte
eine Uberflihrung der murinen Gehirne in eine 30%ige Saccharose-Ldsung zur Kryo-

protektion fur mindestens 24 Stunden (h) bis zu ihrer Verwendung.

6.2.2.2 Anfertigung von koronalen Gehirnschnitten am Kryostat und Uberfiih-
rung auf die Objekttrager

Die Anfertigung koronaler Gehirnschnitte erfolgte am Kryostat. Hierfur wurden zu-
nachst die impragnierten Mausegehirne mit flissigem Stickstoff tiefgefroren. Unter

Zuhilfenahme von Tissue-Tek®? O.C.T™

compound fand die Fixierung am Tragertisch
statt. Zur Akklimatisierung wurden die Mausegehirne bei einer Kammertemperatur
von -20°C im Kryostat fur ungefahr eine halbe h belassen. Bei einer Objekt- und
Kammertemperatur von ungefahr -20°C sind die eingespannten Gehirne unter Ver-
wendung des Kryostats in 25 pm dicke koronale Stucke geschnitten worden. Dabei
mussten zunachst mithilfe der Trimmfunktion die Bulbi reseziert werden, um in die zu
analysierende Kortexregion zu gelangen. AnschlieRend erfolgte die Ubertragung der

koronalen Schnitte auf die Objekttrager, wobei unter Verwendung eines Pinsels die
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Entfernung von Luftblasen erfolgte. Nach 2 h Trocknen auf einer Heizplatte wurden

die Gehirnschnitte bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

6.2.2.3 Nissl-Farbung muriner Gehirnschnitte

Zur Visualisierung neuronaler Strukturen wurde die Nissl-Farbemethode verwendet,
welche bereits zuvor in der Literatur beschrieben wurde (Amunts et al. 1999,
Augustinack et al. 2005). Bei dieser werden Bestandteile des Zellkerns sowie die
basophile Nisslsubstanz (Ribonukleinsaure-reiches raues endoplasmatisches Retiku-
lum) der Nervenzellen angefarbt. Die Nissl-Farbung wurde an mit jeweils vier korona-
len Gehirnschnitten behafteten Objekttragern von vier bzw. drei Tieren pro Genotyp
der Zeitpunkte E14,5 und E18,5 durchgefiihrt und erfolgte zunachst durch ein Uber-
fuhren der Objekttrager in ein Becherglas mit Ethanol/Eisessig-Losung fur 30 min.
Nach kurzem Waschen mit ddH>O wurden die Schnitte fur 5 min in eine Kresylviolett-
|I6sung eingetaucht. Im Anschluss an die Wiederholung des vorherigen Waschschrit-
tes fand eine mikroskopische Kontrolle zur Gewahrleistung einer optimalen Farbe-
starke statt. Nachfolgend wurden die Objekttrager fur jeweils 3 min in eine aufstei-
gende Ethanolreihe (50%, 70%, 95%, zwei mal 100%) sowie Xylol Uberfuhrt und ab-

schlieRend mit Entellan® eingedeckt.

6.2.2.4 Anfertigung von Immunfluoreszenz-Farbungen

Durch selektive Erkennung von Antigenen mittels hochspezifischer Antikérper kon-
nen unter Verwendung immunhistochemischer Farbemethoden durch Fluoreszenz-
farbstoffe ausgewahlte Strukturen von Gewebeschnitten visualisiert werden. Die im-
munfluoreszenten Farbungen erfolgten an koronalen Gehirnschnitten von jeweils vier
WT und Syndapin Il KO Mausen zum embryonalen Zeitpunkt E14,5 und E18,5. Zur
Durchfuhrung der Immunfarbung wurden die tiefgefrorenen und mit maximal funf
murinen Gehirnschnitten versehenen Objekttrager zunachst dreimal 10 min mit
Oldenburg-Puffer gewaschen. Die Zusammensetzungen der Puffer sowie der Losun-
gen sind in Abschnitt 6.1.3 aufgefuhrt. Die anschlielende Antigendemaskierung er-
folgte, indem die Objekttrager in einem Becherglas mit 100 ml Citrat-Puffer, welcher
zuvor 1 min in der Mikrowelle erhitzt wurde, auf einer 100°C warmen Heizplatte 30
min inkubierten. Mit diesem Vorgehen konnen die Auswirkungen der PFA-Fixierung
auf das Gewebe verringert und die verlorengegangene Immunreaktivitat teilweise

wiederhergestellt werden. Nachfolgend wurden die Objekttrager mit Oldenburg-Puffer
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in Kassetten (Shandon™ Deckplatten) eingespannt, bevor eine drei stiindige Inkuba-
tion bei RT (Raumtemperatur) mit 300 ul Blockierlésung 1 erfolgte, um unspezifische
Bindungsstellen zu maskieren und die Membranpermeabilitat zu verbessern. Nach
den ersten 90 min erfolgte die Hinzugabe von 300 yl MOM in PBS (1Tropfen auf 1,25
ml PBS), welches daraufhin die verbliebene Inkubationszeit einwirkte. Anschliellend
lagerten die Schnitte, versetzt mit den primaren Antikdrpern, bei 4°C UN in 250 pl
Blockierlosung 2. Eine Auflistung der primaren Antikdrper befindet sich mit der jewei-
ligen Verdunnung in Tabelle 1. Nach erneutem dreimaligen und jeweils zehnminuti-
gen Waschen der Objekttrager mit Oldenburg-Puffer erfolgte eine Inkubation der
Schnitte von 1 h in 250 pl Blockierlosung 2, versetzt mit den Fluorophor markierten
sekundaren Antikérpern bzw. DAPI (1:2000). Die verwendeten sekundaren Antikor-
per sowie ihre Verdunnungen sind in Tabelle 2 beschrieben. Abschlielend fand wie-
derrum ein dreimaliger zehnminutiger Waschschritt mit dem Oldenburg-Puffer statt,

bevor die Objekttrager unter Zuhilfenahme von Fluoromount-G® eingedeckt und im

Dunkeln bei RT UN getrocknet worden sind.

6.2.2.5 Optimierung der Immunfluoreszenz-Farbungen

Zur Erprobung der optimalen immunhistochemischen Farbemethode fanden ver-
schiedene Farbeprotokolle Anwendung. Es wurden zwei Puffer erprobt (Oldenburg-
Puffer, Waschpuffer). Die optimale Farbemethode, welche in den Untersuchungen
dieser Arbeit verwendet wurde, ist im Abschnitt 6.2.2.4 beschrieben. Die Erprobung
des Waschpuffers erfolgte, indem anstatt des Oldenburg-Puffers der Waschpuffer
(Zusammensetzung ist in Abschnitt 6.1.3 beschrieben) Anwendung fand. Des W eite-
ren wurde die Farbung hinsichtlich der Verwendung einer Antigendemaskierung vari-
iert. Dies geschah, indem die Gehirnschnitte entweder, wie in Abschnitt 6.2.2.4 be-
schrieben, mit dem erhitzten Citrat-Puffer versetzt wurden oder dieser Farbeschritt

weggelassen wurde.

6.3 Mikroskopie und Bildanalyse

6.3.1 Hellfeldmikroskopie und morphologische Untersuchung Nissl-gefarbter
Gehirnschnitte unter Zuhilfenahme von ImageJ

Die Nissl-gefarbten Kortexabschnitte von vier Mausen pro Genotyp zum Zeitpunkt

E14,5 und drei Mausen pro Genotyp zum Zeitpunkt E18,5 wurden an dem Imager
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D1-Mikroskop unter Verwendung der Zen2 Core Software abfotografiert. Fir die
murinen Gehirnschnitte des Zeitpunkts E14,5 erfolgte die Verwendung eines Objek-
tivs mit 20 x (facher) VergrolRerung und fur den Zeitpunkt E18,5 die Verwendung ei-
nes Objektivs mit 10 x Vergroflerung. Zu beiden Alterszeitpunkten wurden vier bis
funf Schnitte pro Tier an vier festen Lokalisierungen im Neokortex aufgenommen (la-
teral, lateromedial, median, medial) (schwarz umrandete Rechtecke in Abb. 5 visuali-

sieren die gewahlten abfotografierten Bereiche des Kortex).

Abb. 5: Ubersichtsaufnahme eines Nissl-gefirbten
wildtypischen Gehirns. Dargestellt ist reprasentativ
ein Nissl-gefarbter koronaler Abschnitt eines wildtypi-
schen Gehirns zum Zeitpunkt E14,5. Die eingezeichne-
ten Rechtecke kennzeichnen die gewahlte Lokalisie-
rung der durchgefihrten mikroskopischen Aufnahmen.
1: lateral, 2: lateromedial, 3: median 4: medial. Gro6-
Renbalken: 250 um. Modifiziert nach Belinson et al.
(2016).

Die Charakterisierung des embryonalen Neokortex erfolgte unter Zuhilfenahme des
Programms ImageJ, welches die Messung der Weite der Kortikalen Platte, der
Ventrikularzone sowie der Kortikalen Wand ermdoglichte. Anhand dieser Parameter
wurde die relative Ausdehnung der Kortikalen Platte sowie der Ventrikularzone, be-
zogen auf die Kortikale Wand, ermittelt und im Vergleich der Genotypen analysiert.
Die Werte der mikroskopisch aufgenommenen Gehirnschnitte wurden erhoben, in-
dem jeweils der im Mittelpunkt des Bildes lokalisierte Bereich der Aufnahme analy-

siert und die gemessene Ausdehnung des Bildes in Excel-Tabellen exportiert wurde.

6.3.2 Konfokale Mikroskopie und quantitative Analyse fluoreszenzmarkierter
Nervenzellen unter Verwendung von ImageJ

Die Aufnahme der immunhistochemisch gefarbten murinen Gehirnschnitte fand mit
einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop unter Verwendung der LAS AF 3 Soft-
ware von Leica statt. Aufgenommen wurden z-Stapel bei maximaler Intensitatspro-
jektion (MIP) mit einer Ebenendicke von 0,25 ym unter Verwendung eines Objektivs
mit 20 x Vergrolierung. Die Geschwindigkeit der Aufnahme betrug 100 Hertz bei ei-
ner Auflésung von 1024x1024 Pixeln. Der Hintergrund wurde nicht bearbeitet. Die

Aufnahmen erfolgten von jeweils vier bis funf gefarbten Schnitten an drei Stellen im
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Kortex (lateral, lateromedial, medial), sodass sich pro Tier 12-15 Bilder ergaben.
Ausgewertet wurden vier Mause pro Genotyp. Quantitative Bildanalysen erfolgten mit
der Bildprozessierungs- und Analysesoftware Imaged. Als Orientierungshilfe wurde
ein Embryo-Histologischer Atlas (Allen Institut for Brain Science) herangezogen. Zur
fundierten Analyse der Zellanzahl wurde ein Rechteck an einer zentral lokalisierten
gut auswertbaren Stelle des Kortex Uber die gesamte Kortexlange mit einer Breite
von 75 ym in den zuvor erhobenen Aufnahmen gesetzt. Im Bereich dieses Recht-
ecks wurden anschlieRend manuell alle mit dem jeweiligen verwendeten Antikorper
markierten Zellen ausgezahlt. Die Zelldichte wurde zunachst auf die jeweils spezifi-
sche errechnete Flache des ausgewerteten Kortexabschnittes pro Gehirnschnitt ge-
mittelt und abschlieRend zum Vergleich der Daten auf eine Flache von 1000 ym? be-

zogen.

6.4 Statistische Auswertung mit GraphPad Prism 8.0

Anhand der mit der Imaris Software analysierten Dendritenabschnitte wurden statisti-
sche Werte zu Lange und Durchmesser der Dendriten, sowie Anzahl der Dornfort-
satzkopfe und somit ihrer Dichte und prozentualen Verteilung zuzuglich Kopfweite,
Kopfvolumen und Gesamtlange jedes einzelnen Dornfortsatzkopfes in Excel-
Tabellen Ubertragen bzw. manuell errechnet. Die Analyse auf statistische Signifikan-
zen erfolgte unter Verwendung der GraphPad Prism 8.0 Software. Zunachst wurden
alle Daten mit dem D'Agostino-Pearson-Test auf eine Gaul‘sche Normalverteilung
Uberprift. Sofern diese vorlag, wurde anschlielend ein ungepaarter, zweiseitiger
Student's t-Test vollzogen. Lag keine Normalverteilung vor, erfolgte ein zweiseitiger
Mann-W hitney-Test. Statistische Signifikanzniveaus wurden mit *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001 und n.s.: nicht signifikant gekennzeichnet. Eine detaillierte Auflistung der
erhobenen Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD), Standardfehler des MW
(SEM) und n-Werte ist in Tabelle 5 angehangt.

Statistische Signifikanzen der histologischen Charakterisierung des Neokortex an-
hand der Nissl-gefarbten Aufnahmen sowie der erhobenen Zelldichte mittels immun-
fluoreszenter Farbungen wurden unter Verwendung der GraphPad Prism 8.0 Soft-

ware, analog zu der beschriebenen Analyse, ermittelt.
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7 Ergebnisse

7.1 Auswirkungen der Syndapin lll Defizienz auf die dendritischen

Dornfortsatze im adulten murinen Kortex

7.1.1 Veranderungen von Dichte und morphologischer Klassenverteilung von
dendritischen Dornfortsatzen bei Syndapin Ill Defizienz

Syndapin | stellt ein wichtiges Adapterprotein wahrend morphologischer Veranderun-
gen und Membrantransportvorgangen neuronaler Zellen dar (Dharmalingam et al.
2009, Koch et al. 2011). Untersuchungen von Syndapin | KO Mausneuronen in
Hippocampusschnitten ergaben eine verringerte Dichte von Dornfortsatzen mit aus-
gebildetem Dornfortsatzkopf und belegtem demnach zusammen mit elektrophysiolo-
gischen Untersuchungen postsynaptische Effekte unter Syndapin | Defizienz
(Schneider et al. 2014). Syndapin Il ist, ebenso wie sein annahernd strukturkonfor-
mes Familienmitglied Syndapin I, ein im Gehirn angereichertes Protein (Qualmann et
al. 1999). Verhaltensuntersuchungen von Syndapin Il KO Mausen zeigten einen
sehr distinkten Phanotyp im sozialen Verhalten sowie Nestbau (Daten nicht gezeigt,
personliche Kommunikation mit Sarah Kruger, Institut fur Biochemie |, UKJ). Diese
Beobachtungen lielen Stérungen in kortikalen Netzwerken der Mause vermuten. Da
far das Familienmitglied Syndapin | bereits eine Rolle in dendritischen Dornfortsatzen
beschrieben ist (Anggono et al. 2013, Schael et al. 2013, Schneider et al. 2014),
wurde die Bedeutung von Syndapin Ill fir dendritische Dornen im Rahmen dieser
Arbeit untersucht. Dafur wurden mikroskopische Aufnahmen Golgi-gefarbter adulter
wildtypischer und Syndapin IIl KO Mausgehirne, welche von Elisa Engelmann (Insti-
tut fur Biochemie |, UKJ) angefertigt worden sind, in den Untersuchungen dieser Ar-
beit dreidimensional rekonstruiert und eine Quantifizierung von Dichte, Gestalt und

Lange der dendritischen Dornfortsatze vorgenommen (Abb. 6).
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Golgi MIP

Rekonstruktion

Abb. 6: Golgi MIP mit korrespondierender Dendriten- und Dornfortsatzrekonstruktion.
Dargestellt ist beispielhaft an jeweils einem Dendritenabschnitt der kortikalen Schicht V ei-
ner wildtypischen und einer Syndapin Il KO Maus die MIP von Golgi-gefarbten Pyramiden-
zellen (obere Abb.) sowie die korrespondierenden Dendriten- und Dornfortsatzrekonstrukti-
onen (untere Abb.) mit der Klassifizierung in die morphologischen Dornfortsatzgrup-
pen: stummelférmige (rot), dinne (blau), pilzférmige (griin) und filopodiendhnliche (magen-
ta) Dornen. Grolenbalken: 5 uym.

Die Analyse der Dichte der dendritischen Dornen pro 10 um Dendrit in den kortikalen
Schichten II/lll und V ergab im Vergleich der Genotypen in Syndapin |ll KO Mausen
eine signifikant verringerte Gesamtdornendichte um 36,1% (von 14,8 £ 0,7 Dornen
pro 10 um im WT auf 9,4 £ 0,4 Dornen pro 10 um im KO; p<0,001) in der Schicht I/11l
und um 40,9% (von 13,0 £ 0,6 Dornen pro 10 um im WT auf 7,7 £ 0,5 Dornen pro 10
Mm im KO; p<0,001) in der Schicht V im Vergleich zu WT (Abb.  7A, B). Die Kate-
gorisierung der Dornfortsatze in Morphologiegruppen zeigte eine Reduzierung der
Dichte aller kopfhaltigen Dornenklassen (stummelférmig, dinn, pilzférmig) bei Syn-

dapin Il Defizienz, wobei sich die Dichte stummelférmiger Dornfortsatze am deut-
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lichsten vermindert erwies und eine signifikante Reduzierung um 70,2% (von 3,7 %
0,4 Dornen pro 10 ym im WT auf 1,1 £ 0,2 Dornen pro 10 um im KO; p<0,001) in der
Schicht 1l/lIl und um 58,3% (von 3,6 + 0,4 Dornen pro 10 ym im WT auf 1,5 + 0,2
Dornen pro 10 um im KO; p<0,001) in der Schicht V im Syndapin Il KO im Vergleich
zum WT verzeichnete (Abb. 7C, D). Die Analyse dinner und pilzférmiger Dornen
ergab ahnliche Regressionen der Dornendichte im Vergleich der Genotypen. Die
dinnen Dornen waren im Syndapin Il KO verglichen mit WT signifikant um 31,9%
(von 2,1 £ 0,2 Dornen pro 10 pym im WT auf 1,5 = 0,1 Dornen pro 10 ym im KO;
p<0,001) in der Kortexschicht II/lll und um 24,5% (von 1,6 £ 0,1 Dornen pro 10 pm im
WT auf 1,2 £ 0,1 Dornen pro 10 ym im KO; p=0,004) in der Schicht V reduziert, pilz-
formigen Dornen zeigten signifikante Regressionen um 35,8% (von 6,4 + 0,5 Dornen
pro 10 ym im WT auf 4,1 £ 0,3 Dornen pro 10 um im KO; p<0,001) in der kortikalen
Schicht 11/1Il und um 31,8% (von 5,3 + 0,4 auf 3,6 £ 0,3 Dornen pro 10 um; p<0,001)
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in der Schicht V im Syndapin lll KO verglichen mit WT (Abb. 7E-H). Auch die filopo-
dienahnlichen Dornen lieRen einen Trend zur Verminderung in der Dichte im Syn-
dapin Ill KO im Vergleich zum WT verzeichnen, welcher sich statistisch als nicht sig-

nifikant und vergleichsweise geringste Abnahme erwies (Abb. 71, J).
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Abb. 7: Syndapin lll KO Mause zeigten eine signifikante Reduzierung der Dichte der
dendritischen Dornfortsatze von Pyramidenzellen in den Kortexschichten Il/lll und
V. Die quantitative Auswertung der Dornfortsatzrekonstruktionen zeigte sowohl eine sig-
nifikant reduzierte Gesamtdornendichte (A, B) als auch verringerte Dichten kopfhaltiger
Dornfortsatzgruppen (C-H) in den Schichten 1I/1ll und V des Neokortex. Filopodienahnli-
che Dornen wiesen ahnliche Tendenzen auf (I, J). Daten zeigen MW £ SEM; Student's t-
Test bei normalverteilten Daten (A, B, E, F, H) oder Mann-W hitney-Test bei nicht normal-
verteilten Daten (C, D, G, I, J) (**p<0,01; ***p<0,001; n.s.: nicht signifikant); drei Mau-
se/Genotyp. Die MW, SD, SEM und n- Werte sind in Tabelle 5 angehangt.

Die Erhebung der prozentualen Verteilung der Morphologiegruppen der Dornfortsat-
ze lies bei Syndapin lll-defizienten Mausen Abweichungen im Vergleich zu WT ver-
zeichnen (Abb. 8A, B). Die Analysen enthullten bei Syndapin Ill Defizienz eine Unter-
reprasentation insbesondere der stummelféormigen Dornen, welche eine signifikante
relative Regression um 47,2% (von 23,9 £ 2,0% im WT auf 12,6 + 1,3% im KO;
p<0,001) in der Schicht 1l/1ll und um 39,9% (von 27,6 + 2,2% im WT auf 16,6 £ 1,7%
im KO; p<0,001) in der Schicht V verzeichnen lie3en (Abb. 8C, D). Demgegenuber
zeigte sich eine relative Uberreprasentation aller anderen Dornenklassen im Syn-

dapin Il KO verglichen mit WT. Wahrend dinne Dornen nicht signifikante Tendenzen
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hinsichtlich einer relativen Zunahme bei Syndapin |ll Defizienz in den untersuchten
Schichten aufwiesen (Abb. 8E, F), waren pilzférmige Dornen im Syndapin Il KO ver-
glichen mit WT in der relativen Haufigkeit in der Schicht Il/lll signifikant um 11,0%
(von 46,4 + 1,6% im WT auf 51,6 + 1,6% im KO; p=0,027) und in der Schicht V nicht
signifikant in geringem Ausmalf} erhéht (Abb. 8G, H). Den gréten prozentualen An-
teil der Dornen im Syndapin Il KO lie® die Dornfortsatzvorstufe (filopodienahnliche
Dornen) erkennen, welche in der relativen Haufigkeit in Schicht II/lll um 28,0% (von
12,8 £ 1,2% im WT auf 16,4 £ 1,1% im KO; p=0,006) sowie in Schicht V. um 41,7%
(von 13,3 £ 1,1% im WT auf 18,9 £ 1,4% im KO; p=0,002) im Vergleich zu WT Uber-
reprasentiert war (Abb. 81, J).
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Abb. 8: Syndapin lll KO Mause trugen verglichen mit WT anteilig mehr unreife dend-
ritische Dornfortsatze auf ihren kortikalen Dendriten der Schichten Il/lll und V. Dar-
gestellt sind die prozentualen Anteile der einzelnen Morphologiegruppen an der Gesamt-
dornenzahl in den kortikalen Schichten 1l/lll (A) und V (B). Die statistische Analyse der
prozentualen Verteilung der Morphologiegruppen ergab einen verminderten Anteil
stummelférmiger Dornen (C, D) sowie Tendenzen zu einer Progression aller anderen
Dornengruppen (E-J). Eine signifikante Zunahme zeigten pilzformige Dornen der Schicht
[/l (G) sowie filopodiendhnliche (unreife) Dornfortsatze beider ausgewerteter Schichten
(1, J) in Syndapin [l KO Mausen verglichen mit WT. Daten zeigen MW = SEM; Student's t-
Test bei normalverteilten Daten (F, H, J) oder Mann-W hitney-Test bei nicht normalverteil-
ten Daten (C, D, E, G, I) (*p<0,5; **p<0,01; ***p<0,001; n.s.: nicht signifikant); drei Mau-
se/Genotyp. Die MW, SD, SEM und n- Werte sind in Tabelle 5 angehangt.
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Diese Ergebnisse wiesen auf eine Verringerung der kortikalen Dornendichte (Abb. 7)
sowie eine veranderte prozentuale Verteilung der Morphologiegruppen (Abb. 8) bei
Syndapin lll Defizienz hin. Insbesondere waren die reiferen Dornenklassen mit Fokus
auf die Morphologiegruppe mit der geringsten Dornenlange (stummelférmige Dornen)
betroffen. Uberdies konnte eine relative Uberreprésentation der unreiferen filopo-
dienahnlichen Dornfortsatzvorstufe im Syndapin Il KO verglichen mit WT registriert
werden.

Entgegen der detektierten erhdhten relativen Haufigkeit der reifen pilzformigen sowie
dinnen Dornen kam es zusammengenommen, im Vergleich der Genotypen, auf-
grund der gravierenden Reduzierung der Dornendichte zu einer Regression reifer
Dornen im Syndapin Il KO. Die quantitativen Beobachtungen der dendritischen
Dornfortsatze legten einen Einfluss von Syndapin Ill auf Dornfortsatze aller Klassen
nahe. Infolgedessen stellte sich die Frage, warum insbesondere stummelférmige
Dornen betroffen waren. Um ergénzend zu diesen Analysen weitere Erkenntnisse
uber mogliche Abweichungen in der Dornenreifung zu ermitteln, wurde im Rahmen
dieser Arbeit auch die Dornengestalt des postsynaptischen Kompartiments ein-

schlieBlich der Dornenkdpfe sowie Dornenlangen untersucht.

7.1.2 Analyse der Dornenmorphologie dendritischer Dornfortsatze im murinen
Neokortex von WT und Syndapin lll KO Mausen

In den Analysen zur Morphologie des postsynaptischen Kompartiments wurden
Kopfweite, Kopfvolumen und Dornenlange der einzelnen Klassen analysiert. Pilzfor-
mige Dornen zeichnen sich durch einen voluminésen, kugeligen Kopf und schmalen
Hals aus, wohingegen dinne Dornen kleinere, klar abgesetzte Kopfe und einen
schlanken, langen Hals besitzen (Harris et al. 1992). Stummelférmige Dornen weisen
keine offensichtliche Konstriktion zwischen ihrem kurzen Kopf und dem dendritischen
Schaft auf, besitzen ergo keine klare Abgrenzung zwischen Kopf und Hals sowie nur
geringe Dornenlangen (Bellot et al. 2014) (Tabelle 3 Methodik fur exakte Klassifizie-
rung). Die Quantifizierung der Kopfweite ergab zusammengenommen fur die drei
kopfhaltigen Morphologiegruppen im Syndapin Il KO verglichen mit WT eine statis-
tisch signifikante Verringerung um 3,3% (von 0,639 + 0,003 pm im WT auf 0,618 +
0,004 pym im KO; p<0,001) in der Schicht II/lll (Abb. 9A) und nicht signifikante Ten-
denzen zu einer Abnahme in der Schicht V (Abb. 9B). Stummelférmige Dornen ver-

zeichneten im Syndapin Ill KO im Vergleich zu WT keine signifikanten Veranderun-
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gen in den Schichten II/1ll und V (Abb. 9C, D), wohingegen dinne Dornen eine signi-
fikante Reduktion um 3,9% (von 0,414 + 0,002 pm im WT auf 0,398 + 0,003 pym im
KO; p=0,01) in der Schicht II/lll (Abb. 9E) aufwiesen und keine statistisch signifikan-
ten Unterschiede in der Schicht V zeigten (Abb. 9F). Die deutlichste Verringerung der
Kopfweite wiesen die reifen pilzférmigen Dornen auf. Diese waren im Syndapin Ill KO
im Vergleich zu WT statistisch signifikant um 4,7% (von 0,729 £ 0,004 ym im WT auf
0,695 + 0,005 um im KO; p<0,001) (Abb. 9G) in der Schicht II/lll sowie um 2,2% (von
0,758 + 0,004 pm im WT auf 0,741 + 0,005 pm im KO; p=0,01) in der Schicht V redu-
ziert (Abb. 9H). Zur genaueren Analyse der KopfgréRe wurde weiterfihrend auch das
Kopfvolumen untersucht. Die Kopfvolumina verzeichneten in den drei untersuchten
kopfhaltigen Dornenklassen im Syndapin Il KO verglichen mit WT summarisch eine
signifikante Verminderung in der Schicht Il/lll um 12,4% (von 0,186 + 0,005 pm?® im
WT auf 0,163 + 0,003 pm® im KO; p<0,001) (Abb. 91) sowie keine signifikanten Ver-
anderungen in der Schicht V (Abb. 9J). Stummelformige Dornen zeigten im Syndapin
[l KO verglichen mit WT in der Schicht II/lll tendenziell eine Zunahme (Abb. 9K) so-
wie in der Schicht V gegenlaufig geringflugige nicht signifikante Tendenzen zu einer
Abnahme (Abb. 9L). Das Kopfvolumen dunner Dornen zeigte eine Reduktion um
31,8% (von 0,088 + 0,008 um*im WT auf 0,060 + 0,001 um®im KO; p=0,04) mit sta-
tistischer Signifikanz in der Schicht II/lll im Syndapin Il KO verglichen mit WT (Abb.
9M), hingegen keine signifikanten Veranderungen in der Schicht V (Abb. 9N). Pilz-
formige Dornfortsatze lieRen im Syndapin Il KO im Vergleich zu WT reduzierte Kopf-
volumina um 21,3% (von 0,277 £ 0,008 um® im WT auf 0,218 + 0,004 pm® im KO;
p=0,001) mit statistischer Signifikanz in der Schicht II/lll (Abb. 90) sowie eine statis-

tisch nicht signifikante Regression in der Schicht V verzeichnen (Abb. 9P).
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Abb. 9: Syndapin Illl Defizienz fiihrte zu einer veranderten Konstitution der dendriti-
schen Dornenkopfe in kortikalen Pyramidenzellen der Schichten Il/lil und V. Darge-
stellt ist die statistische Auswertung der morphologischen Veranderungen der Dornfort-
satzrekonstruktionen in WT und Syndapin Ill KO Mausen in den Kortexschichten 1I/11l und
V. Bei Syndapin Il Defizienz kam es zu einer Abnahme der Gesamtkopfweite (A) in der
Schicht II/lll und zu nicht signifikanten Veranderungen in der Schicht V (B). Wahrend
stummelfdrmige Dornen in den untersuchten Schichten keine signifikanten Veranderun-
gen der Kopfweite zeigten (C, D), verzeichneten dinne Dornen in der Schicht Il/lll eine
signifikante Reduzierung (E) sowie in der Schicht V keine signifikanten Veranderungen
(F). Die Kopfweite pilzformiger Dornen war in den Schichten II/1ll und V signifikant redu-
ziert (G, H). Die Kopfvolumina kopfhaltiger Dornen der Syndapin Ill KO Mause zeigten
summarisch in den Schichten Il/lll eine Reduzierung (l) sowie keine signifikanten Veran-
derungen in Schicht V (J). Stummelférmige Dornen lie3en keine signifikanten Abweichun-
gen verzeichnen (K, L). Wahrend die Kopfvolumina dinner Dornen der Schicht 1l/1ll ver-
mindert waren (M), wiesen sie sie in der Schicht V keine signifikanten Veranderungen auf
(N). Pilzférmigen Dornen zeigten eine signifikante Verminderung der Kopfvolumina in der
Schicht 1I/111 (O), hingegen nur Tendenzen zu einer Reduzierung der Dornen in Schicht V
(P). Daten zeigen MW = SEM; Daten waren nicht normalverteilt, woraufhin ein Mann-
Whitney-Test durchgefiihrt wurde (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; n.s.: nicht signifikant); drei
Mause/Genotyp. Die MW, SD, SEM und n- Werte sind in Tabelle 5 angehangt.
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Zusammengenommen zeigten sich bei Syndapin Ill Defizienz insbesondere in der
Schicht 1I/lIl Auswirkungen auf die Dornenmorphologie. Es konnte in den reiferen
pilzformigen Dornen mit voluminésen Kopf und den dinnen Dornfortsatzen der
Schicht 1I/1ll eine deutliche Reduzierung der Kopfweite und Kopfvolumina mit statisti-
scher Signifikanz im Syndapin Il KO verglichen mit WT detektiert werden.

Da es wahrend der Reifung dendritischer Dornen flr gewohnlich zu einer Verringe-
rung in der Anzahl filopodienahnlicher Dornfortsatze, einer Zunahme der Kopfgrofie
und auch zu einer Verklrzung der Dornenlange kommt, wurde, um die Reifungspro-
zesse umfassend zu analysieren, abschlieBend die Dornenlange untersucht. Im Syn-
dapin Il KO kam es verglichen mit WT zu einer statistisch signifikanten Verlangerung
der Dornen aller Morphologiegruppen in der Kortexschicht II/lll um 22,7% (von 1,41
0,01 ymim WT auf 1,73 £ 0,02 uym im KO; p<0,001) sowie in Schicht V um 18,5%
(von 1,35 £ 0,01 pmim WT auf 1,60 £ 0,02 ym im KO; p<0,001) (Abb. 10A, B). Bezo-
gen auf die individuellen Morphologiegruppen lie3en die stummelférmigen Dornen
der Schicht II/Ill die gravierendste Elongation verzeichnen. Detektiert wurde eine Ver-
langerung um 18,6% im Syndapin Ill KO verglichen mit WT (von 0,43 + 0,01 ym im
WT auf 0,51 £ 0,01 um im KO; p<0,001) (Abb. 10C). In der Kortexschicht V zeigten
stummelférmige Dornen hingegen eine Abnahme der Dornenlange mit statistischer
Signifikanz um 4,4% im Syndapin Il KO verglichen mit WT (von 0,45 + 0,01 ym im
WT auf 0,43 + 0,01 um im KO; p=0,02) (Abb. 10D). Dinne Dornen waren statistisch
signifikant um 12,0% (von 1,67 £ 0,03 ymim WT auf 1,87 + 0,04 umim KO; p<0,001)
in der Kortexschicht Il/lll im Syndapin Ill KO im Vergleich zu WT verlangert (Abb.
10E). Ahnliche Tendenzen dinner Dornen ohne Signifikanz zeigten sich in der
Schicht V (Abb. 10F). Statistisch signifikante Ergebnisse konnten auch bei pilzférmi-
gen Dornen verzeichnet werden. Diese Morphologiegruppe liel® eine Verlangerung
um 5,5% (von 1,81 £ 0,02 umim WT auf 1,91 + 0,02 ym im KO; p<0,001) in Schicht
[I/11 und um 8,5% (von 1,76 + 0,02 umim WT auf 1,91% 0,02 ym im KO; p<0,001) in
Schicht V im Syndapin Il KO verglichen mit WT detektieren (Abb. 10G, H). Auch fi-
lopodienahnliche Dornen waren statistisch signifikant um 8,5% (von 1,77 + 0,04 uym
imWT auf 1,92 + 0,04 ymim KO; p<0,001) in Schicht ll/lll und um 11,9% (von 1,76 +
0,03 umim WT auf 1,97 + 0,04 pmim KO; p<0,001) in Schicht V im Syndapin Ill KO
im Vergleich zu WT verlangert (Abb. 10I, J).
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Abb. 10: Syndapin Illl KO Mause wiesen im Vergleich mit WT Veranderungen in der
Lange dendritischer Dornfortsatze in Schicht Il/lll- und V-Pyramidenzellen des Kor-
tex auf. Dargestellt ist die statistische Auswertung der Dornfortsatzlangen in kortikalen
Dendriten der Schichten II/lll und V in Syndapin Ill KO Mausen verglichen mit WT. In den
Schichten 1I/lll und V wurde zusammengenommen eine statistisch signifikante Elongation
der Dornenlange detektiert (A, B). Ferner konnten statistisch signifikante Verlangerungen
jeder einzelnen Dornenklasse mit Ausnahme der stummelférmigen und diinnen Dornen in
Schicht V detektiert werden (C-J). Daten zeigen MW + SEM; Daten waren nicht normalver-
teilt, worauthin ein Mann-Whitney-Test durchgeflihrt wurde (* p<0,05; ***p<0,001; n.s.: nicht
signifikant); drei Mause/Genotyp. Die MW, SD, SEM und n- Werte sind in Tabelle 5 ange-
hangt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Syndapin Ill Defizienz in der korti-
kalen Schicht Il/lll zu einer Verlangerung jeder einzelnen Dornenklasse flhrt. In der
Schicht V liel sich im Syndapin IlIl KO im Vergleich zu WT eine Elongation bei den
pilzférmigen und filopodienahnlichen Dornen verzeichnen, dinne Dornen zeigten
ahnliche Tendenzen ohne statistische Signifikanz.

Die Detektierung der Effekte auf die Kopfgrofie sowie auf die Dornenlange dendriti-
scher Dornfortsatze im Syndapin |Il KO sprach neben dem Einfluss von Syndapin Il
auf Dichte und prozentuale Verteilung dendritischer Dornen auch fur eine Involvie-
rung in die Reorganisation der Dornfortsatzmorphologie. Insgesamt resultierte die
Syndapin |Il Defizienz in einer Verringerung der Dichte reifer Dornen, einer prozentu-

alen relativen Uberreprasentation unreifer Dornen, einer verringerten KopfgréRe pilz-
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formiger und dunner Dornen in Schicht Il/lll sowie einer Dornenverlangerung in fast

allen Morphologiegruppen.

7.2 Auswirkungen der Syndapin lll Defizienz auf die murine kortikale

Embryonalentwicklung

7.2.1 Analyse der embryonalen kortikalen Organisation im Vergleich beider
Genotypen

In der vorangegangenen Analyse wurden bereits postsynaptische Funktionen von
Syndapin Il in 20 Wochen alten Mausen und somit ein Einfluss von Syndapin Il auf
die komplexe Architektur des zerebralen Kortex zu adulten Zeitpunkten beschrieben.
Es stellte sich die Frage, ob diese Beobachtung auch zu embryonalen Zeitpunkten
bestatigt werden kann. Da bis dato putative Funktionen von Syndapin Il in der
Embryonalentwicklung unbekannt waren, wurden im Rahmen dieser Arbeit embryo-
nale Untersuchungen durchgefihrt. Eine mogliche Ursache fur die Verhaltensabwei-
chungen adulter Syndapin |ll KO Mause (Daten nicht gezeigt, personliche Kommuni-
kation mit Sarah Kruger, Institut fur Biochemie |, UKJ) konnten transiente und den-
noch fur den adulten Zustand pragende Veranderungen in der kortikalen Entwicklung
darstellen. In der Literatur wurde der Tag E14,5 als kritischer Zeitpunkt fur die korrek-
te Ausbildung von sozialem Verhalten beschrieben (Belinson et al. 2016). Auf Grund
dessen erfolgte die Analyse struktureller Veranderungen der murinen Grof3hirnrinde,
welche mittels Nissl-gefarbter koronaler Gehirnschnitte (Ubersichtsaufnahme Abb. 5)
von embryonalen Tieren beider Genotypen zum Tag E14,5 sowie zum Zeitpunkt
E18,5 durchgefihrt wurde. Diese Untersuchung ermdglichte die Detektierung signifi-
kanter Unterschiede in der relativen Ausdehnung der Kortikalen Platte bezogen auf
die Kortikale Wand (Abb. 11A-D fur reprasentative Farbungen in beiden Genotypen).
Die Expansion der Kortikalen Platte, bezogen auf die Kortikale Wand, zeigte im Ver-
gleich der Genotypen bei Syndapin Il Defizienz einen Anstieg um 14,3% (von 0,14 +
0,01 im WT auf 0,16 + 0,01 im KO; p<0,001) (Abb. 11E). Uberdies lieRt die Charakte-
risierung des Neokortex zum Zeitpunkt E14,5 im Syndapin Il KO verglichen mit WT
Tendenzen zu einer relativen Expansion der Ventrikularzone, welche die statistische
Signifikanz knapp verfehlten (p=0,05), bei tendenziell ahnlicher Breite der Kortikalen
Wand ohne statistische Signifikanz detektieren (Abb. 11F, G). Zum Zeitpunkt E18,5
zeigten die histologischen Analysen Syndapin lll-defizienter Mause im Vergleich zu
WT entgegengesetzt eine verminderte Ausdehnung der Kortikalen Platte, bezogen
auf die Kortikale Wand, um 14,0% (von 0,43 + 0,02 im WT auf 0,37 + 0,02 im KO;
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p=0,01) (Abb. 11H). Als knapp statistisch nicht signifikant (p=0,07) erwies sich die
Analyse des relativen Anteils der Ventrikularzone, welcher in Syndapin Ill KO Mau-
sen Tendenzen zu einer Verminderung zeigte (Abb. 111). Die Ausdehnung der Korti-
kalen Wand verzeichnete Uberdies zum Zeitpunkt E18,5 nur geringfligige Unter-
schiede im Vergleich der Genotypen ohne statistische Signifikanz (Abb. 11J). Eine
erganzende Auswertung der absoluten Ausdehnung der Kortikalen Platte und Ventri-

kularzone, ohne Relation zur Kortikalen Wand, ist als Abb. 20 angehangt.
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Abb. 11: Nissl-Farbungen zur Analyse der Organisation des embryonalen Kortex.
Dargestellt sind beispielhafte Farbungen zur histologischen Charakterisierung des Kortex
zu den Zeitpunkten E14,5 (A, B) und E18,5 (C, D) im WT und Syndapin Ill KO. Uberdies ist
die statistische Auswertung der relativen Ausdehnung der Kortikalen Platte (CP) sowie
Ventrikularzone (VZ) und Kortikalen Wand visualisiert. Im Vergleich der Genotypen wurde
zum embryonalen Zeitpunkt E14,5 eine relative Expansion der CP (E) sowie Tendenzen zu
einer relativ erhdhten Ausdehnung der VZ (F), bei tendenziell nahezu unveranderter Breite
der Kortikalen Wand (G), detektiert. Bei Syndapin Il Defizienz war zum Zeitpunkt E18,5 die
relative Ausdehnung der CP im Vergleich zu WT vermindert, wahrend die VZ Tendenzen zu
einer relativen Abnahme zeigte (H, I). Die Kortikale Wand wies keine signifikanten Verande-
rungen im Vergleich der Genotypen auf (J). GroRenbalken: 100 um. Daten zeigen MW +
SEM; Student's t-Test bei normalverteilten Daten (1) oder Mann-Whitney-Test bei nicht nor-
malverteilten Daten (E, F, G, H, J) (*p<0,01; ***p<0,001; n.s.: nicht signifikant); vier Mau-
se/Genotyp (E14,5); drei Mause/Genotyp (E18,5). Die MW, SD, SEM und n- Werte sind in
Tabelle 5 angehangt.

7.2.2 Analyse der Dichte kortikaler Neurone embryonaler WT und Syndapin lli
KO Mause
7.2.2.1 Methodische Optimierung der immunhistochemischen Farbung

An hellfeldmikroskopische Untersuchungen anschlieende immunhistochemische

Analysen dienten der Aufklarung der Frage, ob die in Syndapin |Il KO Mausen detek-
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tierte Expansion der Kortikalen Platte, bezogen auf die Kortikale Wand, zum Zeit-
punkt E14,5 und die kontrare Reduzierung der Ausdehnung der Kortikalen Platte
zum Zeitpunkt E18,5 mit einer veranderten Proliferation oder Differenzierung kortika-
ler Vorlauferzellen bzw. Neuronen im Zusammenhang stehen. Um mdgliche Abwei-
chungen in der Quantitat der Vorlauferzellen sowie der Neurone verschiedener Kor-
texschichten in embryonalen Syndapin Il KO Mausen zu ermitteln, wurden, ergan-
zend zu den histologischen Analysen des Neokortex mittels Nissl-Methode, Immun-
fluoreszenzfarbungen unter Verwendung spezifischer Antikérper gegen Marker von
Vorlauferzellen und Neuronen verschiedener Kortexschichten zu den Zeitpunkten
E14,5 und E18,5 durchgefuhrt. Die gleichen Zeitpunkte wurden auch zur Analyse der
Organisation des Neokortex herangezogen. Zur Etablierung der Immunfarbungen
erfolgte eine Erprobung von Farbevarianten unter Verwendung mehrerer primarer
Antikorper zur Markierung von Vorlauferzellen und von diversen Schichtenmarkern.
Bei Verwendung verschiedener Puffer und des zusatzlichen Gebrauchs eines Citrat-
Puffers zur Antigendemaskierung zeigten sich divergierende Farbesignale. Es erfolg-
te ein Vergleich von vier Testserien. Unter jeweiliger Verwendung eines Vorlaufer-
zellmarkers Sox2, eines Markers der postnatalen hohen Kortexschichten Cux1 und
eines Markers der postnatalen tiefen Kortexschichten Ctip2 wurden die murinen Ge-
hirnschnitte gefarbt. Die Anwendung des Oldenburg-Puffers zeigte das bessere Far-
beergebnis in den Testfarbungen. Daruber hinaus resultierte die zusatzliche Ver-
wendung einer Antigendemaskierung in einem deutlicheren Detektionssignal. Alle
Testserien wurden gleichermallen behandelt. Die visuelle Bewertung der unter-
schiedlichen Methoden nach Aufnahme am konfokalen Lasermikroskop zeigte ergo
bei allen drei verwendeten Markern unter Verwendung des Oldenburg-Puffers und
der Verwendung des Citrat-Puffers zur Antigendemaskierung optimale Ergebnisse.
Dementsprechend erfolgte die Farbung der murinen Gehirnschnitte der vorliegenden

Arbeit gemal} des in Abschnitt 6.2.2.4 beschriebenen Farbeprotokolls.

7.2.2.2 Analyse der Dichte DAPI+ (positiver) Zellen im Kortex beider Genotypen
Die vergleichende Analyse der Zelldichte im Kortex gefarbter Gehirnschnitte zum
Zeitpunkt E14,5 ergab unter Anwendung des Markers DAPI ahnliche Zelldichten in
beiden Genotypen ohne signifikante Unterschiede (Abb. 12A). Zum Tag E18,5 zeigte
sich im Syndapin Il KO im Vergleich zu WT ein geringfugiger Anstieg der Dichte
DAPI+ Zellen um 2,1% (von 11,5 + 0,2 Zellen/ 1000 pm? im WT auf 11,7 + 0,2 Zellen/
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1000 pm? im KO; p=0,017) mit statistischer Signifikanz (Abb. 12B). Demzufolge
konnte eine annahernd gleiche Zelldichte wahrend der Embryonalentwicklung im WT
und Syndapin IIl KO angenommen werden. In den folgenden Untersuchungen wurde
die Analyse immunhistochemisch markierter Zellen auf die jeweils ausgewertete Fla-
che bezogen. Eine alternative Quantifizierung der Zelldichte erfolgte, indem die An-
zahl der vom jeweiligen Antikorper gefarbten Zellen auf die Gesamtzahl DAPI+ Zel-
len im ausgewerteten Kortexbereich bezogen wurde. Diese Analyse ist als Abb. 21
aqufhangt. E18.5 Abb. 12: Immunfluoreszenz Analyse der Ge-
A B samtzelldichte unter Verwendung von DAPI.
x Dargestellt ist die statistische Auswertung der
DAPI-gefarbten Zellkerne, welche Tendenzen zu
204 einer ahnlichen Zelldichte zum Zeitpunkt E14,5
ohne statistische Signifikanz (A) bzw. einen ge-
+21% ringfugigen signifikanten Anstieg zum Zeitpunkt
104 E18,5 (B) verzeichneten. Daten zeigen MW +
SEM; Daten waren nicht normalverteilt, woraufhin
ein  Mann-Whitney-Test  durchgefuhrt wurde
o (*p<0,5; n.s.: nicht signifikant); vier Mau-
A se/Genotyp (E14,5; E18,5). Die MW, SD, SEM
und n- Werte sind in Tabelle 5 angehangt.

251 251

204

DAPI+ Zellen/ 1000 pm?
DAPI+ Zellen/ 1000 pm?
]

7.2.2.3 Analyse von Tbr2+ und Sox2+ Zellen im Vergleich der Genotypen

Die neuroepithelialen Zellen, die als Ursprung aller kortikaler Neurone gelten, teilen
sich vorwiegend in die Sox2+ Radialgliazellen, welche sich groRtenteils wiederrum in
Tbr2+ Intermediargliazellen differenzieren (reprasentative Farbungen in beiden Ge-
notypen Abb. 13A-D) (Hevner et al. 2006, Molyneaux et al. 2007). Diese Gliazellen
stellen die Vorlauferzellen zuklnftiger Neurone dar (Lui et al. 2011). Wahrend ihrer
Differenzierung durchlaufen die Neurone mehrere Etappen. Radialgliazellen reifen zu
Intermediargliazellen, die nicht mehr die Morphologie der Radialgliazellen besitzen,
jedoch weiterhin ihre Transkriptionsfaktoren, wie z.B. Sox2, exprimieren und somit
von beiden verwendeten Antikdrpern Sox2 und Tbr2 angefarbt werden. Diese
Intermediargliazellen entwickeln sich anschlieBend zu reiferen Intermediargliazellen,
die spezifische Marker der Radialgliazellen nicht mehr exprimieren und darauffolgend
in unreife Neurone (Lui et al. 2011). Die Analyse der Dichte der Tbr2+
Intermediargliazellen erfolgte mittels mikroskopischer Aufnahmen an drei Stellen des
Kortex (lateral, lateromedial, medial) unter Auszahlung der vom Antikérper markier-
ten Zellen innerhalb eines fur die Auswertung geeigneten, zentral in die Aufnahme

platzierten Rechtecks. Die ermittelte Zellzahl wurden auf die jeweils pro Gehirnschnitt
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spezifisch errechnete Flache des ausgewerteten Bereichs des Kortex und zum bes-
seren Vergleich der Daten auf eine Flache von 1000 pm? bezogen. Die Quantifizie-
rung der Zellen zeigte in Syndapin Ill KO Mausen verglichen mit WT zum Zeitpunkt
E14,5 eine statistisch signifikante Reduzierung der Zelldichte Tbr2+ Zellen um 14,7%
(von 2,9 + 0,1 Zellen/ 1000 ym? im WT auf 2,4 + 0,1 Zellen/ 1000 pm? im KO;
p<0,001) (Abb. 13E). Zum Zeitpunkt E18,5 konnte gegenlaufig ein signifikanter An-
stieg der Dichte Tbr2+ Zellen um 52,5% (von 1,8 + 0,1 Zellen/ 1000 um? im WT auf
2,8 + 0,1 Zellen/ 1000 pm? im KO; p<0,001) im Syndapin Ill KO im Vergleich zu WT
ermittelt werden (Abb. 13F). Sox2+ Radialgliazellen wiesen zum Tag E14,5 bezlglich
ihrer Dichte bei Syndapin Il Defizienz nicht signifikante Tendenzen zu einer Abnah-
me auf (Abb. 13G). Zum Zeitpunkt E18,5 konnte gegenlaufig eine Zunahme Sox2+
Zellen um 38,9% (von 1,4 + 0,1 Zellen/ 1000 ym? im WT auf 1,9 + 0,1 Zellen/ 1000
um? im KO, p<0,001) im Syndapin Il KO verglichen mit WT detektiert werden (Abb.
13H). Sichtbar zu den untersuchten Zeitpunkten ist, dass ein Teil der Zellen von bei-
den Antikdrpern markiert wird und somit Sox2+/Tbr2+ ist (Abb. 13A-D). Diese doppelt
gefarbten Zellen wurden in beiden Genotypen detektiert und in Analysen von Belin-
son et al. (2016) als basal im Kortex lokalisierte Vorlauferzellpopulation beschrieben
(Belinson et al. 2016). Zwischenstufen in der Entwicklung von Radialgliazellen und
Intermediargliazellen exprimieren Transkriptionsfaktoren beider Gliazellarten (Lui et
al. 2011) und bedingen somit teilweise eine doppelte Auswertung von Vorlauferzellen

in dieser Arbeit in der Sox2 sowie in der Tbr2 Farbung.
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Abb. 13: Immunhistochemische Untersuchungen von Pyramidenzellen des
Neokortex mit den Markern Tbr2 und Sox2 zu embryonalen Zeitpunkten. Dargestellt
sind beispielhafte Farbungen unter Verwendung der Vorlauferzellmarker Tbr2 (rot) und
Sox2 (grun) von jeweils einem Kortexabschnitt im WT und Syndapin 1ll KO. Weiterhin sind
DAPI+ Zellen (blau) sowie die Uberlagerung der Farbungen visualisiert (A-D). Ferner ist
die statistische Auswertung der Dichte der Tbr2+ (E, F) sowie Sox2+ (G, H) Vorlauferzel-
len zu den embryonalen Zeitpunkten E14,5 und E18,5 abgebildet. Wahrend die Dichte
Tbr2+ Vorlauferzellen zum friheren Untersuchungszeitpunkt im Syndapin Il KO vermin-
dert war (E) bzw. die Dichte Sox2+ Vorlauferzellen keine signifikanten Veranderungen
zeigte (G), verzeichnete die Dichte beider Vorlauferzellarten zum Zeitpunkt E18,5 einen
Anstieg (F, H). GroRenbalken: 100 ym. Stark angefarbte Bereiche mit abweichender Mor-
phologie von den ubrigen Zellen stellen Erythrozyten dar und wurden von der Auswertung
ausgeschlossen. Daten zeigen MW + SEM; Student's t-Test bei normalverteilten Daten (E,
F, H) oder Mann-Whitney-Test bei nicht normalverteilten Daten (G) (***p<0,001; n.s.: nicht
signifikant); vier Mause/Genotyp (E14,5; E18,5). Die MW, SD, SEM und n- Werte sind in
Tabelle 5 angehangt.

Die verringerte Dichte von Tbr2+ Zellen liel3 auf eine verminderte Anzahl der als neu-
ronale Vorlauferzellen fungierenden Intermediargliazellen zum Tag E14,5 im Syn-
dapin Il KO im Vergleich zu WT schlielen, mit entgegengesetztem Effekt zum Zeit-

punkt E18,5. Darlber hinaus verzeichneten auch Sox2+ Vorlauferzellen eine Erho-
hung der Zelldichte zum Zeitpunkt E18,5.

7.2.2.4 Analyse der neokortikalen laminaren Entwicklung mittels neuronaler
Schichtenmarker

Zur praziseren Untersuchung der embryonalen Gehirnstruktur im Syndapin [l KO
wurde im Rahmen dieser Arbeit die Dichte der Neurone postnataler kortikaler Schich-

ten im Vergleich der Genotypen zu den Zeitpunkten E14,5 und E18,5 untersucht. Fur



7 Ergebnisse -55-

die Analyse der Entwicklung der entstehenden Population von Neuronen zukunftiger
kortikaler Schichten V und VI (Abb. 14A-F fur reprasentative Farbungen beider Geno-
typen) haben die kortikalen schichtspezifischen Marker Ctip2 und FoxP2 Anwendung
gefunden, welche Zellen markieren, die nicht von den Vorlauferzellmarkern Tbr2 und
Sox2 detektiert werden. Ctip2+ Zellen haben keine Uberschneidungen mit Tbr2+ und
Sox2+ Zellen, da Ctip2 nicht in die Differenzierung der Vorlauferzellen involviert ist,
sondern erst in post-mitotischen Pyramidenzellen, die aus dem Kortex herausproji-
zieren und sich am Ende der Embryonalentwicklung in Schicht V ansiedeln, expri-
miert wird (Arlotta et al. 2005). FoxP2 besitzt eine putative Funktion in der neurona-
len Migration bzw. Differenzierung wahrend der spaten Embryonalentwicklung ab
dem Tag E18,5. Der Antikorper FoxP2 markiert keine Vorlauferzellen, sondern emb-
ryonale in tiefen Anteilen der Kortikalen Platte lokalisierte Zellen, da er Neurone mar-
kiert, die postnatal in Schicht VI angesiedelt sind (Ferland et al. 2003). Die fur die
migrierenden Neurone hoher Schichten verwendeten Antikdrper Cux1 und Brn2 de-
tektieren zusatzlich zu diesen Neuronen auch deren Vorlauferzellen (Nieto et al.
2004, Dominguez et al. 2013). Da Neurone hoher kortikaler Schichten spater in der
Embryonalentwicklung in der Subventrikularzone entstehen, gelten Intermediarglia-
zellen als Vorlauferzellen fur Neurone dieser Schichten, sodass die markierten Vor-
l&uferzellen groltenteils weiterhin auch Tbr2+ sind, wahrend sie fir Sox2 negativ
sind (Lui et al. 2011).

Da zu den untersuchten embryonalen Zeitpunkten die Entwicklung der kortikalen
Schichten noch nicht abgeschlossen ist, befanden sich die analysierten Neurone ins-
besondere zum Tag E14,5 noch nicht in ihrer finalen Lokalisation im Kortex, sondern
wurden grotenteils wahrend ihrer Migration markiert. Im Verlauf der Gehirnentwick-
lung durchwandern die embryonalen Neurone die Kortikale Wand von ihrem Ur-
sprung (Ventrikularzone, Subventrikularzone), um an ihre endglltige Position (korti-
kale Schicht) zu gelangen. Dabei passieren sie die Intermediarzone, Subplatte und,
bedingt durch die Generierung der Schichten von innen nach auf3en, die kortikalen
tiefer lokalisierten Schichten (Rakic 1974, Molyneaux et al. 2007) (Abb. 1A).

Die Analyse der entstehenden Population von Projektionsneuronen zukunftiger tiefer
kortikaler Schichten (Abb. 14A-F fur reprasentative Farbungen beider Genotypen)
ergab eine signifikante Erhéhung der Dichte Ctip2+ Projektionsneurone zum Zeit-
punkt E14,5 um 24,8% (von 4,6 + 0,2 Zellen/ 1000 um? im WT auf 5,7 + 0,2 Zellen/
1000 pm? im KO; p<0,001) in Syndapin Il KO M&usen verglichen mit WT (Abb. 14G).
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Am Tag E18,5 konnte gegenlaufig eine signifikante Abnahme um 24,0% (von 5,2 +
0,1 Zellen/ 1000 um? im WT auf 4,0 + 0,1 Zellen/ 1000 pm? im KO; p<0,001) im Syn-
dapin Il KO verglichen mit WT detektiert werden (Abb. 14H). Der Antikorper FoxP2
wurde zur immunhistochemischen Analyse nur zum Zeitpunkt E18,5 verwendet, da
FoxP2 am Tag E14,5 ausschlielich in lateralen Anteilen des Kortex exprimiert wird
und in der Kortikalen Platte erst ab dem Tag E16,5 vorhanden ist (Ferland et al.
2003). Die Anwendung des Antikorpers FoxP2 zeigte zum Zeitpunkt E18,5 eine signi-
fikante Reduzierung der Dichte FoxP2+ Neurone um 15,9% (von 2,4 £ 0,1 Zellen/
1000 um? im WT auf 2,0 + 0,1 Zellen/ 1000 um? im KO; p=0,023) (Abb. 14I).
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Abb. 14: Immunhistochemische Analyse Ctip2+ und FoxP2+ neokortikaler Neurone
im embryonalen WT und Syndapin lll KO. Dargestellt sind beispielhafte Farbungen
embryonaler Kortexareale zum Zeitpunkt E14,5 (A, B) und E18,5 (C-F) im WT und
Syndapin |l KO mit den Schichtmarkern Ctip2 (rot) und FoxP2 (gelb, erst ab dem Zeit-
punkt E18,5 exprimiert). Ferner sind DAPI+ Zellen (blau) sowie die Uberlagerung der Far-
bungen zu sehen (A-F). Erganzend ist die statistische Analyse der Dichte Ctip2+ Zellen
zu den Zeitpunkten E14,5 (G) und E18,5 (H) sowie die statistische Auswertung der Dichte
FoxP2+ Zellen zum Zeitpunkt E18,5 (I) dargestellt. Wahrend die Dichte der Neurone
postnataler tiefer Schichten zum Zeitpunkt E14,5 im Syndapin [l KO im Vergleich zu WT
erhoht war (G), konnte zum Tag E18,5 gegenlaufig eine Reduzierung der Dichte der mar-
kierten Nervenzellen detektiert werden (H, I). GroRenbalken: 100 ym. Stark angefarbte
Bereiche mit abweichender Morphologie von den Ubrigen Zellen stellen Erythrozyten dar
und wurden von der Auswertung ausgeschlossen. Daten zeigen MW + SEM; Student's t-
Test bei normalverteilten Daten (1) oder Mann-Whitney-Test bei nicht normalverteilten Daten
(G, H) (*p<0,5; ***p<0,001); vier Mause/Genotyp (E14,5; E18,5). Die MW, SD, SEM und n-
Werte sind in Tabelle 5 angehangt.
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Folglich wiesen Syndapin Ill KO Mause verglichen mit WT eine Zunahme der Dichte
von markierten Neuronen tiefer kortikaler Schichten zum Zeitpunkt E14,5 auf. Bei
E18,5 zeigte sich im Vergleich der Genotypen hingegen eine Verminderung der Dich-
te von Nervenzellen kortikaler Schichten V/VI im Syndapin Il KO. Dies flhrte zu der
Vermutung, dass es im Syndapin Ill KO wahrend der Embryonalentwicklung zu ei-
nem transienten initialen Anstieg der Dichte der Neurone tiefer Schichten kommt,
welcher zum Ende der Gehirnentwicklung am Tag E18,5 regredient ist.

Ausgehend von den identifizierten Effekten auf Vorlauferzellen und Neurone postna-
taler tiefer Schichten in Syndapin Ill KO Mausen wurden im weiteren Verlauf dieser
Arbeit zur umfassenderen Analyse auch die Neurone der postnatalen hohen kortika-
len Schichten untersucht. Dafur haben die Marker Cux1 (Schichten II-IV Marker) so-
wie Brn2 (Schicht II/lll Marker, geringfligige Anfarbung von Schicht V Neuronen) An-
wendung gefunden (Nieto et al. 2004, Dominguez et al. 2013, Hagino-Yamagishi et
al. 1997). Analysen von Nieto et al. (2004) zeigten, dass das Detektionssignal von
Cux1 in der Kortikalen Platte mit der zum Zeitpunkt E15,5 beginnenden Generierung
von Neuronen hoher kortikalen Schichten II-IV korreliert (Abb. 1B). Die Anfarbung mit
dem Marker Cux1 erbringt in der Kortikalen Platte zur Detektierung von Neuronen
postnataler kortikaler Schichten II-1V somit erst ab dem Tag E16,5 valide Ergebnisse.
Zum Zeitpunkt E14,5 werden von Cux1 hauptsachlich Vorlauferzellen in der
Subventrikularzone markiert (Nieto et al. 2004), sodass insbesondere zu diesem Tag,
aber auch zum Zeitpunkt E18,5, eine Uberlappung der Farbung mit den Tbr2+ Inter-
mediargliazellen moglich ist. In der vorliegenden Arbeit wurde die Farbung mit dem
Antikérper Cux1 zum Zeitpunkt E18,5 im WT und Syndapin Ill KO durchgefthrt (Abb.
15A, B) und resultierte in keiner signifikanten Veranderung der Dichte markierter Zel-
len (Abb. 15C).
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Abb. 15: Analyse immunfluoreszenter Cux1+ kortikaler Neurone im Vergleich der
Genotypen. (A, B) Es sind beispielhafte Farbungen mit dem Schichtenmarker Cux1
(griin) zum Zeitpunkt E18,5 sowie DAPI+ Zellen (blau) und die Uberlagerung der
Farbungen im WT (A) und Syndapin Il KO (B) zu sehen. Des Weiteren ist die statistische
Auswertung der Cux1+ Zellen zum Tag E18,5 abgebildet (C). Die Analyse mit dem Anti-
korper Cux1 ergab ahnliche Ergebnisse im Vergleich der Genotypen ohne statistische
Signifikanz. GréRenbalken: 100 um. Stark angefarbte Bereiche mit abweichender Mor-
phologie von den Ubrigen Zellen stellen Erythrozyten dar und wurden von der Auswertung
ausgeschlossen. Daten zeigen MW * SEM; Daten waren normalverteilt, woraufhin an-
schlieBend ein Student's t-Test durchgefuhrt wurde (n.s.: nicht signifikant); vier Mau-
se/Genotyp (E14,5; E18,5). Die MW, SD, SEM und n- Werte sind in Tabelle 5 angehangt.

Brn2 ist ein Marker fur Projektionsneurone mit Verbindungen innerhalb des Kortex,
die postnatal die Schicht Il/lll bilden. Zu einem geringen Anteil farbt Brn2 auch Neu-
rone der Schicht V. Uberdies markiert der Antikérper Brn2 ab dem Zeitpunkt E14,5
zu einem gewissen Anteil auch die Intermediargliazellen, die sich in diese Neurone
entwickeln, wodurch sich eine Uberschneidende Anfarbung der Marker Tbr2 und
Brn2 ergibt (Dominguez et al. 2013) (Abb. 16A-D fur reprasentative Farbungen im
embryonalen WT und Syndapin Ill KO). Wahrend der Embryonalentwicklung detek-
tiert der Antikorper Brn2 insbesondere unreife Neurone, die ihre finale Zellteilung ab-
geschlossen und ihre Migration zu ihrer zukinftigen Kortexschicht begonnen haben,
somit ist der Antikorper insbesondere nach der finalen Zellteilung exprimiert (Hagino-
Yamagishi et al. 1997, Dominguez et al. 2013).

Die Untersuchung von Brn2+ Zellen ergab zum Zeitpunkt E14,5 eine signifikant um
16,5% (von 6,0 + 0,3 Zellen/ 1000 um? im WT auf 5,0 + 0,2 Zellen/ 1000 pm? im KO;
p=0,002) reduzierte Zelldichte im Syndapin Il KO verglichen mit WT (Abb. 16E). Zum
Tag E18,5 wurde gegenlaufig eine signifikant erhdhte Dichte Brn2-angefarbter Neu-
rone um 21,4% (von 3,5 + 0,2 Zellen/ 1000 ym? im WT auf 4,2 + 0,2 Zellen/ 1000
um? im KO; p<0,001) bei Syndapin |ll Defizienz detektiert (Abb. 16F).
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Abb. 16: Immunhistochemische Untersuchung Brn2+ Nervenzellen im embryonalen
WT und Syndapin Il KO. Abgebildet sind beispielhafte kortikale Farbungen des
embryonalen WT (A, C) und Syndapin Il KO (B, D) mit dem Antikdrper gegen Brn2 (rot)
zu den Zeitpunkten E14,5 (A, B) und E18,5 (C, D). Erganzend sind DAPI+ Strukturen
(blau) sowie die Uberlagerung der Farbungen zu sehen. Des Weiteren ist die statistische
Auswertungen der Brn2+ Zellen zum Zeitpunkt E14,5 (E) und E18,5 (F) dargestellt. Die
Analyse mit dem Marker Brn2 ergab eine verminderte Dichte der angefarbten Neurone im
Syndapin IIl KO zum Tag E14,5 (E), sowie gegenlaufige erhdhte Zelldichte bei Syndapin
Il Defizienz zum Zeitpunkt E18,5 (F) im Vergleich zu WT. GrofRenbalken: 100 ym. Stark
angefarbte Bereiche mit abweichender Morphologie von den ubrigen Zellen stellen Eryth-
rozyten dar und wurden von der Auswertung ausgeschlossen. Daten zeigen MW + SEM;
Student's t-Test bei normalverteilten Daten (E) oder Mann-Whitney-Test bei nicht normalver-
teilten Daten (F) (**p<0,01;***p<0,001); vier Mause/Genotyp (E14,5; E18,5). Die MW, SD,
SEM und n- Werte sind in Tabelle 5 angehangt.

Demzufolge konnten deutliche Abweichungen der Dichte Brn2+ Zellen bei Syndapin

IIl Defizienz ermittelt werden, die sich zu den beiden Untersuchungszeitpunkten ge-

genlaufig verhielten.

Eine detaillierte Gegenuberstellung der Summe aller Marker+ Zellen mit der mittels
DAPI detektierten Gesamtzelldichte zu den Zeitpunkten E14,5 und E18,5 ist in Tabel-

le 4 angehangt.
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Im Vergleich der angefarbten Zelldichte der einzelnen Marker mit der ermittelten
DAPI+ Zelldichte ergibt sich fur den Zeitpunkt E14,5, konsistent mit der Verwendung
von Antikorpern gegen lediglich ein Teil der Zellen, eine geringere Summe Marker+
Zellen gegenuber der Gesamtzelldichte in beiden Genotypen. Zum Tag E18,5 zeigt
die Auswertung der Summe der Dichte aller Marker+ Zellen héhere Werte als die
jeweiligen Gesamtzelldichten in WT und Syndapin Il KO Mausen. Diese Beobach-
tung ist darin begrundet, dass die zum Zeitpunkt E18,5 verwendeten Marker Ctip2
und FoxP2 sowie Cux1 und Brn2 sich teilweise miteinander sowie mit den Vorlaufer-
zellmarkern Tbr2 und Sox2 Uberlappen, sodass einzelne Zellen von verschiedenen
Antikorpern angefarbt und mehrmals in der Auswertung berlcksichtigt wurden.

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen der Vorlauferzellen und der Nerven-
zellen des embryonalen Kortex von Syndapin Ill KO Mausen eine abweichende Or-
ganisation des embryonalen Kortex und legen damit einen essenziellen Einfluss von

Syndapin Il auf die embryonale Kortexentwicklung nahe.



8 Diskussion -62 -

8 Diskussion

8.1 Syndapin lll beeinflusst die komplexe Architektur des zerebralen

Kortex und somit die synaptische Konnektivitat

8.1.1 Die Syndapin lll Defizienz fliihrt zu Veranderungen der Dichte und Klas-
senverteilung dendritischer Dornfortsatze

Syndapin Il ist ein Protein der Syndapin-Familie und wird ubiquitar und Uberall in
Nervenzellen exprimiert (Plomann et al. 1998, Qualmann et al. 1999, Modregger et
al. 2000, Sumoy et al. 2001). Annahernd konforme Domanen-Strukturen der Syn-
dapin-Isoformen (Abb. 4) sowie die kortikale Aufweitung des Dendritenbaumes (Da-
ten nicht gezeigt, persdnliche Kommunikation mit Sarah Kriger, Institut fur Bioche-
mie |, UKJ) liellen fur Syndapin Il eine ebenso kritische Rolle in der Ausbildung
dendritischer Dornfortsdtze vermuten, wie sie fur Syndapin | bereits beschrieben
worden ist (Schneider et al. 2014, Schael et al. 2013). Dementsprechend wurde die
Ubertragbarkeit der postsynaptischen Effekte von Syndapin | auf das Familienmit-
glied Syndapin Il sowie dessen Einfluss auf die synaptische Konnektivitat kortikaler
Regionen im Rahmen dieser Arbeit untersucht und erstmalig eine Auswirkung der
Syndapin lll Defizienz auf dendritische Dornfortsatze des Kortex beschrieben. Die
Analyse von Neuronen in murinen Gehirnschnitten aus den kortikalen Schichten 11/l
und V ergaben im Syndapin Ill KO verglichen mit WT verminderte Gesamtdornen-
dichten mit deutlicher Reduzierung der reiferen Morphologiegruppen und besonderer
Auswirkung auf stummelférmige Dornen (Schicht lI/lll: stummelférmige Dornen -
70,2%; dinne Dornen -31,9%; pilzférmige Dornen -35,8%; Schicht V: stummelformi-
ge Dornen -58,3%; dinne Dornen -24,5%; pilzférmige Dornen: -31,8%). Auch die
filopodienahnlichen Dornen zeigten Tendenzen zu einer deutlichen Verminderung
der Dornendichte im Syndapin Il KO verglichen mit WT (Schicht Il/lll: -20,7%;
Schicht V: -8,7%) ohne statistische Signifikanz. Im Zusammenhang mit der zuvor
detektierten Verlangerung und Volumenzunahme des Dendritenbaumes (Daten nicht
gezeigt, personliche Kommunikation mit Sarah Krager, Institut fur Biochemie I, UKJ)
hatte eine unveranderte Dornfortsatzdichte auf eine erhdhte Gesamtinputbilanz der
Pyramidenzellen mit resultierender gesteigerter Aktivierung kortikaler Netzwerke hin-
gedeutet. Die verringerte Dichte dendritischer Dornfortsatze im Syndapin Il KO liel3
entgegengesetzt eine kompensatorische Gegenregulation des neuronalen Systems
vermuten, durch welche sich die Veranderungen des Dendritenbaumes zumindest

partiell ausgleichen konnten, um somit Storungen in der synaptischen Transmission
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zu vermeiden bzw. zu begrenzen. Diese Beobachtungen belegten Veranderungen in
synaptischen Verbindungen und der Architektur des zerebralen Kortex bei Syndapin
lIl Defizienz. Die verringerte Dornendichte liel3 eine kritische Funktion von Syndapin
[l fir Prozesse, welche die Ausbildung bzw. Erhaltung der Dornfortsatze regulieren,
annehmen. Die Reduzierung der Dichte reiferer Dornen im Kortex von Syndapin Il
KO Mausen war konsistent mit morphologischen Analysen im Hippocampus von
Syndapin | KO Mausen, welche eine Verminderung der Gesamtdornendichte um
8,7% im Vergleich zu WT zeigten (Schneider et al. 2014). Dadurch konnten ahnliche
Funktionen der Syndapin-Isoformen in neuronalen Prozessen dendritischer Dornen
geschlussfolgert werden. Die genauere Analyse kortikaler postsynaptischer Daten im
Vergleich der beiden knockouts ergaben, dass im Syndapin Il KO gravierende Effek-
te existieren. Bei Syndapin lll Defizienz zeigte die Gesamtdornendichte eine Redu-
zierung um 36,1% in der kortikalen Schicht 1l/lll und um 40,9% in der kortikalen
Schicht V. Im Syndapin | KO hingegen wurde in der kortikalen Schicht Il/lll eine um
10,0% erhdhte und in der kortikalen Schicht V eine um 2,4% reduzierte Dornendichte
im Vergleich zum WT detektiert (Daten nicht gezeigt, persdnliche Kommunikation mit
Elisa Engelmann, Institut fur Biochemie |, UKJ) (Abb. 17).

ig: = Abb. 17: Vergleich der Dichte
2 30 Bl Syndapin il KO kortikaler dendritischer Dor-
% 204,00 nen von Syndapin | und
§§ 104 Syndapin Illl KO Mausen. Dar-
Se m— gestellt ist die kortikale prozen-
£ S -104 . I,
S o 20 tuale Verringerung der dendriti-
& 304 schen Dornfortsatzdichte des
-40- -36% e 1A jeweiligen KO in Relation zum
RN N WT. Bei Syndapin lll Defizienz
@(\\\\\ \.\\5@ konnte verglichen mit Syndapin |
& & KO Mausen eine deutlichere
\@%“ og&"} Reduzierung der Dornendichte
& N ermittelt werden. Daten wurden
N auf ganze Zahlen gerundet.

Die Phanotypen der Syndapin | und Syndapin Ill KO Mause zeigten deutliche Unter-
schiede. Wahrend Syndapin |-defiziente Mause repetitive generalisierte, klonische
Krampfanfalle sowie eine erhdhte hippocampale Netzwerkaktivitat zeigten (Koch et
al. 2011), wiesen Syndapin Ill KO Mause keine epileptischen Symptome, jedoch ei-
nen Phanotyp der Skelettmuskulatur und im Sozialverhalten sowie Nestbau auf
(Seemann et al. 2017).
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Wahrend der Kortexreifung kommt es zu zeitlich regulierten Umwandlungen bzw.
Klassenanderungen  dendritischer Dornen  (Dailey und  Smith  1996).
Filopodienahnliche Dornenvorstufen verschwinden und werden sukzessive durch
reifere Dornenklassen ersetzt, sodass die meisten Dornen im adulten Kortex zur
Gruppe der pilzférmigen Dornen gehdren (Harris et al. 1992). In Konsistenz mit die-
ser Hypothese stehen die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Analysen, die
jedoch im adulten Syndapin Ill KO verglichen mit WT eine Verminderung reiferer
Morphologiegruppen anzeigen (Abb. 8). Die durchgefuhrten Untersuchungen der
Dornenverteilung der Subklassen dendritischer Dornen detektierten im Syndapin Il
KO verglichen mit WT insbesondere eine deutliche Reduzierung der Dichte der
stummelférmigen Dornen pro 10 ym Dendrit (Schicht 1I/Ill: -2,6 Dornen; Schicht V: -
2,1 Dornen). Die zweitgrofite Verringerung der Dichte pro 10 um Dendrit im Syndapin
Il KO im Vergleich zu WT zeigten pilzférmige Dornen (Schicht Il/lll: -2,3 Dornen;
Schicht V: -1,7 Dornen), welche die reifste Morphologiegruppe darstellen, vermeint-
lich die effizienteste synaptische Transmission gewahrleisten und normalerweise
zahlreich im adulten Kortex vertreten sind (Kasai et al. 2003, Matsuzaki et al. 2004,
Parajuli et al. 2017). Die unreifen filopodienahnlichen Dornen lielien demgegenuber
statistisch nicht signifikante Tendenzen zu einer geringen Regression der Dichte pro
10 um Dendrit im Syndapin Il KO im Vergleich zu WT verzeichnen. Begrindet durch
die deutliche Abnahme der Gesamtdornendichte zeigten dunne, pilzféormige und fi-
lopodienahnliche Dornen bezlglich der relativen Haufigkeit prozentual eine Zunahme
bei Syndapin Il Defizienz, hinsichtlich welcher die filopodienahnlichen Dornen den
weitaus starksten Anstieg verzeichneten (Schicht 1l/11l: 28,0%; Schicht V: 41,7%). Die
resultierende Uberreprasentation unreifer Dornen im Syndapin Il KO verglichen mit
WT konsolidierte die Vermutung eines Einflusses von Syndapin Ill auf dendritische
Dornfortsatze und deutete auf eine Involvierung des Proteins in Reifungsprozesse
der Dornen hin. Fraglich ist, ob die Reduktion reifer Dornen durch eine gestorte Um-
wandlung von filopodienahnlichen Vorklassen zu reiferen Morphologiegruppen oder
durch eine fehlerhafte Aufrechterhaltung ausgebildeter stabilen Dornen verursacht
worden ist. Des Weiteren konnte ein beschleunigtes Pruning ursachlich fur die beo-
bachteten Effekte sein. Pruning ist eine Form der Synapseneliminierung, welche sy-
naptische Verknupfungen moduliert, indem redundante oder nicht mehr funktionsfa-
hige Verbindungen abgebaut werden (Kantor und Kolodkin 2003). Zukunftige, weiter-

fuhrende Analysen der dendritischen Dornfortsatze mit Untersuchung der Dornen-
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dichte und morphologischen Klassenverteilung zu verschiedenen Alterszeitpunkten
sowie Untersuchungen am lebenden Praparat, beispielsweise in Schnittkulturen, wa-
ren geeignet, um einen praziseren Einblick in den Ablauf der Reifungsprozesse
dendritischer Dornfortsatze bei Syndapin Il Defizienz zu erhalten und potenzielle

Entwicklungsstorungen zu untersuchen.

8.1.2 Syndapin lll KO Mause besitzen im Vergleich zu WT eine unreifere Dor-
nengestalt

Da im adulten Gehirn Prozesse zur morphologischen Reorganisation der
Dornfortsatze uberwiegen und Veranderungen der Dornenanzahl nur noch nachran-
gig stattfinden (Grutzendler et al. 2002), wurden neben der Dornenquantitat Abwei-
chungen in der Dornengestalt analysiert. In Konsistenz mit den Untersuchungen der
Dornendichte schien sich die Syndapin Il Defizienz insbesondere auf die Ausbildung
der Morphologie stabiler reifer Dornenkodpfe auszuwirken. In den Analysen der vorlie-
genden Arbeit konnte im Syndapin |l KO eine geringere Kopfweite sowie ein deutlich
geringeres Kopfvolumen von pilzformigen Dornen in der kortikalen Schicht II/llIl im
Vergleich zu WT ermittelt werden (Kopfweite: Schicht I/1ll: -4,7%; Schicht V: -2,2%;
Kopfvolumen: Schicht 1I/1ll: -21,3%; Tendenz in Schicht V ohne statistische Signifi-
kanz: -6,1%). Auch die reiferen diinnen Dornen zeigten in der Schicht II/lll sig-
nifikante Abnahmen in Kopfweite (-3,9%) und Kopfvolumen (-31,8%) im Syndapin IlI
KO verglichen mit WT. Erganzend zu den Veranderungen des Dornenkopfes erga-
ben die Ausmessungen der Dornenlangen im Syndapin Il KO verglichen mit WT in
allen Morphologiegruppen (stummelférmig, duann, pilzférmig, filopodienahnlich) der
Schicht II/lll eine Zunahme und lie® somit auf eine ubiquitdre Elongation dendriti-
scher Dornfortsatze in dieser Kortexschicht schlief3en. In Schicht V zeigten sich signi-
fikante Verlangerungen der pilzformigen und filopodienahnlichen Dornen im Syn-
dapin Ill KO verglichen mit WT, wahrend diinne Dornen Uberdies ahnliche Tenden-
zen verzeichneten. Summarisch zeigten die Dornenlangen der ausgewerteten dend-
ritischen Dornfortsatze in den Kortexschichten II/lll sowie V im Syndapin Il KO signi-
fikante Zunahmen im Vergleich zu WT (Schicht Il/lll: 22,7%; Schicht V: 18,5%) (Abb.
10). Die in der Arbeit durchgeflihrten Analysen enthillten eine gestorte Auspragung
der Dornengestalt bei Syndapin Il Defizienz und konsolidierten somit die aus der
Untersuchung der Dornenquantitat und Morphologieklassenverteilung resultierende

Vermutung, dass Syndapin [ in Dornenreifungs- sowie
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Dornenremodulierungsprozesse involviert ist. Die beobachteten morphologischen
Effekte konnten eine Verschiebung der Anteile zwischen den Morphologiegruppen
beeinflussen. Eine mogliche Erklarung fur die ausgepragte Reduzierung der Dichte
stummelférmiger Dornen lieferte die programmierte Klassenzuteilung des verwende-
ten MATLAB-Klassifizierungsmodul der Imaris-Software (Tabelle 3). Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die stummelférmigen Dornen im Syndapin Il KO auf-
grund der Elongation zu einem gewissen Anteil den pilzférmigen Dornen zugeteilt
wurden. Darlber hinaus besteht die Mdglichkeit, dass die Verminderung der Kopf-
weite pilzférmiger Dornen eine Zuordnung zu der diinnen Subklasse im Syndapin Il
KO nach sich zog. Folglich konnte die exakte Veranderung der Anteile und Dichte
der einzelnen reiferen Morphologiegruppen nicht final geklart werden. Wahrscheinlich
erscheint, dass die Dichte pilzformiger Dornen noch deutlicher reduziert anzunehmen
ist, als in den Analysen dieser Arbeit beschrieben wurde.

Die DornfortsatzkopfgrofRe ist proportional zur Grolde der PSD und korreliert mit der
Anzahl postsynaptischer Glutamat-Rezeptoren und Calcium-lonen sowie prasynap-
tisch angedockter Vesikel, variiert somit die Quantitat der Neurotransmitter und dem-
zufolge die Starke der synaptischen Transmission (Harris und Stevens 1989, Nusser
et al. 1998, Schikorski und Stevens 1999). Da Struktur und Funktion von Postsynap-
sen sich gegenseitig stark beeinflussen, lielRen die deutlichen strukturellen Verande-
rungen im Syndapin Il KO als Konsequenz funktionelle Auswirkungen vermuten und
die detektierten kleineren Kopfe im Syndapin Ill KO ein schwaches und langsamer
zur Postsynapse weitergeleitetes prasynaptisches Signal annehmen. Vorausgehen-
de Studien zeigten bereits eine lineare Korrelation von Dornenkopfvolumina und sy-
naptischer Strome (Schikorski und Stevens 1999). Die Funktion des Halses dendriti-
scher Dornen ist darin begrindet, dass er elektrische Spannungen filtert (Araya et al.
2006). Somit ist durch die Verlangerung der Dornenhélse im Syndapin Ill KO, ebenso
wie durch die Verkleinerung der Dornenkopfe, eine Verminderung der exzitatorischen
Erregungen der Pyramidenzellen zu erwarten. Insofern standen die Veranderungen
der Dornenmorphologie bei Syndapin Il Defizienz im Einklang mit der verminderten
Dornendichte sowie der Uberreprasentation unreifer Dornenklassen im Syndapin |l
KO verglichen mit WT. Da sich im ZNS Erregung und Hemmung von Neuronen er-
ganzen, um eine ausgeglichene Aktivitat neuronaler Netzwerke zu gewahrleisten,
beeinflussen dendritische Dornfortsatze als Trager des Grolteils exzitatorischer

postsynaptischer Endigungen die synaptische Transmission. Elektrophysiologische
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Untersuchungen mittels Patch-Clamp-Messungen an Syndapin | deletierten hippo-
campalen Rattenneuronen lieRen verringerte Frequenzen der exzitatorischen, post-
synaptischen Miniaturstrome bei unveranderten Amplituden detektieren und wiesen
somit auf eine Reduzierung funktioneller Synapsen hin, welche aus der gestorten
Bildung und Aufrechterhaltung reifer Dornen bei Syndapin | Defizienz zu resultieren
schienen (Schneider et al. 2014). Die Analysen von Schneider et al. (2014) wurden
an Syndapin | deletierten Neuronen durchgefihrt, die prasynaptischen Input von un-
transfizierten Zellen erhielten. Somit konnte gezeigt werden, dass die beobachteten
Effekte auf postsynaptische Prozesse zurlickzufiihren waren. Da die Analysen der
vorliegenden Arbeit von Syndapin llI-defizienten Mausen morphologische und quanti-
tative Veranderungen dendritischer Dornen aufdeckte, die in vorhergehenden Stu-
dien mit einer schwacheren synaptischen Erregung in Zusammenhang gebracht
wurden, erschienen Abweichungen in der synaptischen Transmission im Syndapin Il
KO verglichen mit WT wahrscheinlich. Zur Hinterfragung dieser Vermutung konnten
elektrophysiologische Analysen bei Syndapin Il Defizienz Gegenstand kunftiger Un-
tersuchungen sein, um zu verifizieren, ob die gestérte Dornenmorphologie in einer
veranderten synaptischen Ubertragung und somit in funktionellen Auswirkungen re-
sultiert. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit detektierten strukturellen neuronalen
Auswirkungen der Syndapin lll Defizienz kdnnen den detektierten adulten Phanotyp
im Sozialverhalten und Nestbau putativ begrinden und bilden die Basis fur zukunfti-

ge, weiterflhrende funktionelle Analysen.

8.1.3 Die pathophysiologische Relevanz von Syndapin lll im Kortex

Eine Vielzahl psychiatrischer und neurologischer Erkrankungen, deren Beispiele von
mentaler Retardierung Uber ASD, Demenz, Schizophrenie bis hin zu Epilepsie rei-
chen, gehen mit strukturellen und funktionellen Abweichungen in synaptischen Ver-
bindungen des Gehirns einher (Forrest et al. 2018). Bei diesen Veranderungen han-
delt es sich u.a. um Abweichungen in der Dichte und Morphologie dendritischer Dor-
nen sowie um den Verlust von Synapsen und daraus resultierende Stérungen in sy-
naptischer Transmission sowie Plastizitat (Blanpied und Ehlers 2004, Penzes et al.
2011). In kortikalen Pyramidenzellen beginnt die Dornenentwicklung in der Mitte der
ersten postnatalen Woche. Die Dornendichte steigt kontinuierlich in den darauffol-
genden vier Wochen an und ist mit zunehmendem Alter wieder rucklaufig (Ziv und
Smith 1996, Dunaevsky et al. 1999, Hua und Smith 2004). Nach initialer Uberproduk-
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tion kommt es demnach zu einer folgenden Eliminierung der Synapsen wahrend der
frihen kortikalen Entwicklung (Rakic et al. 1986, Yuste und Bonhoeffer 2004) (Abb.
18).

Eintritt der Symptome
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Abb. 18: Lebenszeitkurve der Anzahl kortikaler dendritischer Dornen. Dargestellt ist
die Anzahl der dendritischen Dornen im Kortex von normalen Individuen (schwarz) sowie
an ASD (pink), Schizophrenie (SZ, griin) und AD (blau) erkrankten Patienten. Die Balken
am oberen Rand visualisieren die Perioden, in denen die Symptome vorrangig auftreten.
Bei gesunden Menschen steigt die Dornenanzahl vor und nach der Geburt an, wahrend
sie ab dem Ende der Kindheit reduziert wird. Bei ASD kommt es entweder zu einer erhoh-
ten Dornenformierung oder unvollstandiger Eliminierung wahrend der Kindheit und somit
zu einer gesteigerten Dornenzahl. Bei SZ hingegen tritt eine erhdhte Verringerung der
Dornen wahrend der spaten Kindheit bzw. dem Beginn des Jugendalters ein. Bei AD
kommt es zu einem rapiden Verlust der Dornen im spaten Erwachsenenalter. Modifiziert
nach Penzes et al. (2011).

Wahrend postmortale Analysen von Gehirnen autistischer Patienten erhdhte Dor-
nenanzahlen ergaben, zeigten AD- und Schizophrenie-Patienten reduzierte Dornfort-
satzanzahlen pyramidaler Neurone (Penzes et al. 2011, Forrest et al. 2018). Die
Untersuchungen von zu Lebzeiten diagnostizierten schizophrenen Patienten zeigten,
verglichen mit nicht-schizophrenen-Kontrollen, eine reduzierte dendritische Dornen-
anzahl in kortikalen Pyramidenneuronen insbesondere der Schicht Il (Garey et al.
1998, Forrest et al. 2018), wohingegen kein Verlust von Nervenzellen detektiert wer-
den konnte (Harrison 1999). Die Nervenzellen wiesen allerdings im Kortex eine feh-
lerhafte Lokalisationen auf, woflr eine gestorte Migration zu embryonalen Zeitpunk-
ten als ursachlich angenommen wurde (Arnold et al. 1991). Analog zu den postsy-
naptischen Tendenzen der an Schizophrenie erkrankten Patienten waren die Dor-
nenveranderungen bei Syndapin Ill KO Mausen, welche ebenso einen drastischen
Dornenverlust in der Kortexschicht 1l/11l im Vergleich zu WT zeigten. Die Ermittlung

Syndapin Il vermittelter Effekte auf die Dornfortsétze, in Ubereinstimmung mit den
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Ergebnissen an Schizophrenie erkrankter Patienten, lieRen fir die verringerte Dor-
nenzahl entweder gestorte Erhaltungsprozesse der stabilen Dornen oder ein abwei-
chendes initiales Wachstum bzw. eine veranderte Formierung der Dornen aufgrund
fehlerhafter Reifungsprozesse vermuten. Adulte Syndapin Ill KO Mause waren zwar
nicht an Schizophrenie erkrankt, wiesen allerdings in Verhaltensversuchen Abwei-
chungen in der Sozialen Interaktion auf (Daten nicht gezeigt, personliche Kommuni-
kation mit Sarah Krlger, Institut fir Biochemie |, UKJ). Eine Involvierung von
Syndapin Il in distinkte pathophysiologische Prozesse der Schizophrenie erscheint
moglich. Bei Patienten mit diagnostizierter Schizophrenie konnten mittels proteomi-
scher 2D-Gelektrophorese veranderte Proteinmuster in der grauen Substanz gezeigt
werden (Pennington et al. 2008). Pennington et al. (2008) wiesen u.a. veranderte
Expressionslevel mehrerer synaptischer Proteine, einschlie3lich einer verminderten
Expression des neuronalen Syndapin |, nach. Viele der detektierten Proteine mit ver-
andertem Expressionslevel besalien Uberdies eine Rolle in Funktionen von NMDA-
Rezeptoren (Pennington et al. 2008). Abweichungen in der Funktion von Glutamatre-
zeptoren in der Pathophysiologie von Schizophrenie wurden bereits beschrieben
(Goff und Coyle 2001) und erscheinen auch im Syndapin Ill KO durch die detektier-
ten Stérungen insbesondere reifer Dornen moglich. Zusatzlich zur verminderten Ex-
pression von Syndapin | wurde eine Vielzahl von Proteinen bei schizophrenen Pati-
enten als verandert identifiziert, die direkte Bindungspartner von Syndapin darstellen,
wie z.B. Dynamin und Synaptojanin (Pennington et al. 2008).

Analysen von Kim et al. (2015) in Aktin-ahnlichen Protein 3 Homolog C (ARP3C) KO
Mausen zeigten, dass eine Stérung der Aktindynamik in kortikalen Bereichen in einer
abweichenden Morphologie dendritischer Dornen sowie in einem psychotischen
hyperaktiven Phanotypen von KO Mausen resultierte (Kim et al. 2015). Es liegt nahe,
dass die im Rahmen dieser Arbeit detektierten Effekte von Syndapin Il auf
dendritische Dornen zu einem gewissen Teil durch gestorte Prozesse des
Aktinzytoskeletts bedingt sind. Die Umstrukturierungen des dendritischen
Aktinzytoskeletts sind grundlegend fur Induktion, Reifung und morphologische Reor-
ganisation von postsynaptischen dendritischen Dornfortsatzen (Harris und Kater
1994, Dunaevsky et al. 1999, Matus 2000, Schubert et al. 2006, Tada und Sheng
2006). Der Verlust Aktin-bindender sowie -vernetzender Proteine resultiert in gestor-
ten Bildungs- und Reifungsprozessen dendritischer Dornen (Hering und Sheng 2003,

Okamoto et al. 2007). Syndapin |ll assoziiert Uber seine SH3-Domane mit Interakti-
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onspartnern wie Dynamin, N-WASP und Synaptojanin (Modregger et al. 2000, Ahuja
et al. 2007, Schneider et al. 2014). Durch die F-BAR-Domanen-vermittelte Fahigkeit
zur Selbstassoziation kdnnen Uberdies mehrere SH3-Domanen-Bindungspartner so-
wie das Aktinzytoskeletts mit Membranmodulationsvorgangen raumlich miteinander
verknUpft werden (Kessels und Qualmann 2006, Qualmann et al. 1999). Eine we-
sentliche Rolle fur die Syndapin | Defizienz-vermittelten Defekte in der Postsynap-
senbildung und -funktion wurde kirzlich fur die SH3-vermittelte Bindung von
Syndapin | an das PSD-Gerustprotein ProSAP1 belegt und der Verlust exzitatori-
scher Synapsen durch eine gestérte ProSAP1 Organisation als moégliche Erklarung
diskutiert (Schneider et al. 2014, Koch et al. 2011). Stérungen in der Ausbildung neu-
ronaler Netzwerke durch ProSAP1 wurden bereits mit neuropsychiatrischen Erkran-
kungen wie ASD assoziiert (Grant 2012). Da auch Syndapin Ill die C-terminale SH3-
Doméane besitzt, welche die ProSAP1 Bindung vermittelt und in-vitro-
Bindungsrekonstruktionen die Interaktion beider Proteine bestatigen (Daten nicht ge-
zeigt, personliche Kommunikation mit Dr. Rashmi Ahuja Toivanen, Institut flr Bio-
chemie |, UKJ), scheint eine Beteiligung von Syndapin Ill an der Rekrutierung von
ProSAP1 zur korrekten Lokalisation im Dornenkopf und dartber hinaus ein Einfluss
von Syndapin lll auf die Postsynapse wahrscheinlich. Proteine der ProSAP-Familie
nehmen als GerUstproteine der PSD eine wichtige Rolle in der Organisation von Neu-
rotransmitterrezeptorkomplexen und in der Verknupfung der PSD mit dem Aktinzyto-
skelett des Dornfortsatzkopfes ein (Grabrucker et al. 2011). Unter ProSAP1 Deletion
konnte in dendritischen Dornfortsdtzen ein markanter Volumenverlust sowie eine un-
reifere Dornenmorphologie detektiert werden (Berkel et al. 2012). Diese Effekte stan-
den im Einklang mit detektierten Auswirkungen bei Syndapin Il Defizienz und bekraf-
tigten eine kritische Rolle der Syndapin lll/ProSAP-Interaktion fur Bildungs- und Rei-
fungsprozesse in dendritischen Dornfortsatzen. Uberdies trugen Analysen von weite-
ren ProSAP-assoziierten Proteinen, wie z.B. Aktin-bindendes Protein 1 (Abp1), zum
Verstandnis der Regulation des Zytoskeletts dendritischer Dornen wahrend Reifungs-
und Remodulierungsprozessen bei. Abp1 ist ein postsynaptisch angereichertes Pro-
tein, welches an filamentdse Aktinfilamente bindet und die Arp2/3-Komplex-mediierte
Aktinnukleation Uber N-WASP kontrolliert (Kessels et al. 2000, Pinyol et al. 2007).
Auch Syndapine kénnen mittels N-WASP/Arp2/3-Komplex-vermittelter Aktinfilament-
neubildung die Topologie der Plasmamembran modulieren (Qualmann et al. 1999,

Dharmalingam et al. 2009). In Abp1-defizienten Neuronenkulturen zeigte sich zusatz-
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lich zu einer signifikanten Reduzierung der Dichte pilzférmiger Dornen eine vermin-
derte Synapsendichte (Haeckel et al. 2008). Als Ursache fur diese Effekte wurde die
Abp1-vermittelte Kontrolle des Arp2/3-Komplex aktivierenden und somit
Aktinpolymerisation regulierenden Proteins N-WASP beschrieben (Haeckel et al.
2008). Der Arp2/3-Komplex ist in dendritischen Dornen lokalisiert (Racz und
Weinberg 2008). Seine wesentliche Rolle in der Aktinnukleation wurde bereits belegt,
was eine essenzielle Beteiligung in der Formierung dendritischer Dornen und
Synapsen sowie Auspragung der Dornenkopfe impliziert (Wegner et al. 2008,
Hotulainen et al. 2009).

Syndapine sind in der Lage, in Membranen zu inserieren und positive Krimmungen
zu induzieren (Kessels und Qualmann 2006, Frost et al. 2008, Itoh et al. 2005,
Dharmalingam et al. 2009). Membran-gebundenes Syndapin | ist in Dornfortsatzen
v.a. im Kopfbereich sowie an der Basis in Komplexen angereichert (Schneider et al.
2014). Die Umgestaltung des kortikalen, verzweigten Aktinzytoskeletts an distinkten
Membranarealen gewahrleistet die Ausstulpung filopodienahnlicher Strukturen sowie
die Erzeugung der Dornfortsatzkrimmung, welche auch fir Morphologieveranderun-
gen des Dornfortsatzkopfes bendtigt werden (Dunaevsky et al. 1999, Fischer et al.
1998). Analysen von Carlson et al. (2011) zeigten, dass das an negativ gekrimmte
Membranen bindende F-BAR-Domanenprotein WASP Verprolin-homologous protein-
associated Rac GTPase-activating protein (WRP) filopodienahnliche Dornfortsatz-
vorstufen initiiert sowie negative Krimmungen induziert (Carlson et al. 2011) und
somit ebenso wie das F-BAR-Doméanenprotein Formin-bindendes Protein 17 (FBP17)
(Wakita et al. 2011) Funktionen in der Bildung und Aufrechterhaltung von Dornforts-
atzen besitzt. Eine Koppelung der Aktinnukleationsprozesse des Arp2/3-Komplexes
uber N-WASP-Interaktion mit sich ausbildenden ProSAP-Plattformen an diesen Syn-
dapin I-Komplexen in Kopf- sowie Basis-Regionen wahrend der Dornfortsatzbildung
wurde bereits in vorherigen Studien vorgeschlagen (Schneider et al. 2014) und liegt
folglich auch fir Syndapin Ill nahe. Somit kénnte Syndapin Il durch seine Rolle in
der Aktindynamik, ebenso wie Syndapin |, wahrend der Dornfortsatzbildung den
Funktionen von anderen Aktinzytoskelett-regulierenden und mit ProSAP-
interagierenden Proteinen, wie beispielsweise Abp1, zeitlich vorgeschaltet sein und
somit die detektierten verlangerten Dornen bei Syndapin Il Defizienz im Vergleich
zum WT mit bedingen. Da Syndapin Ill putativ an der Aktinpolymerisation und somit

an der Ausbildung verzweigter Aktinfilamente mittels seiner N-WASP Interaktion be-
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teiligt ist, scheint eine Involvierung in Kontrollprozesse der Dornenlange wahrschein-
lich. Mdglicherweise resultierte der Verlust von Syndapin Ill in einer gestorten Bildung
verzweigter Aktinfilamente und somit fehlerhaften Regulierung von Dendritenausstul-
pungen. Im Einklang mit dieser Annahme standen die Ergebnisse von Studien am
Zebrafischmodell, in denen bei Syndapin | Defizienz verlangerte aktinreiche Zilien
ermittelt wurden (Schuler et al. 2013). Zusammengenommen schien Syndapin Il
vermutlich, u.a. Uber die Regulation der Aktindynamik, eine kritische postsynaptische
Funktion fur die Bildung, Stabilitdt und Reorganisation v.a. reiferer Dornfortsatze zu
besitzen. Die prazisere Erforschung von Signalwegen, Genen und Proteinen, die
Wachstum und Erhaltung von Dendriten sowie die Organisation des kortikalen Netz-
werks beeinflussen, konnte zu einem besseren Verstandnis pathophysiologischer
Prozesse in neuropsychiatrischen Erkrankungen beitragen sowie weitere Ansatze fur

die Optimierung der Diagnostik oder therapeutischen Interventionen liefern.

8.2 Der Einfluss von Syndapin lll auf die embryonale Entwicklung

des Kortex

8.2.1 Die Auswirkungen der Syndapin lll Defizienz auf die Organisation des
Kortex und auf embryonale Vorlauferzellen

Im adulten Syndapin [ll KO konnten im Vergleich zu WT postsynaptische Verande-
rungen dendritischer Dornfortsdtze detektiert werden. Uberdies erschienen jedoch
weitere Einflisse von Syndapin Ill auf neuronale Prozesse zu existieren, die den be-
schriebenen veranderten Phanotyp der adulten Syndapin Ill KO Mause im Sozialver-
halten und Nestbau potenziell begrinden konnten. Bisher existierten keine in-vivo
Daten Uber embryonale neuronale Funktionen der Syndapine. Da Syndapin Ill be-
reits zu frihen embryonalen Zeitpunkten im murinen ZNS exprimiert wird (Daten
nicht gezeigt, personliche Kommunikation mit Sarah Kruger, Institut fur Biochemie I,
UKJ) und transiente Veranderungen wahrend der Gehirnentwicklung Langzeitauswir-
kungen bedingen konnen, die spater in Verhaltensstorungen resultieren (Normand et
al. 2013), wurde im Rahmen dieser Arbeit, als weiterer Ansatzpunkt fur den adulten
Verhaltensphanotypen der Syndapin Il KO Mause, die embryonale Entwicklung des
zerebralen Kortex untersucht.

Es existieren spezifische Entwicklungszeitfenster, in denen bestimmte Gehirngebiete
besonders sensitiv fur Veranderungen sind und somit eine erhdhte Vulnerabilitat be-

sitzen. Untersuchungen zeigten, dass der embryonale Tag E14,5 einen kritischen
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Zeitpunkt in der Embryonalentwicklung darstellt (Takahashi et al. 1993, Belinson et
al. 2016). Insbesondere an diesem Tag findet eine prazise Generierung von Vorlau-
ferzellen und Neuronen des Kortex statt (Caviness und Takahashi 1995). Eine Ex-
pansion der Kortikalen Platte zu diesem Zeitpunkt wurde bereits mit einer gestorten
Proliferation bzw. Differenzierung von kortikalen Vorlauferzellen assoziiert (Belinson
et al. 2016). Das frthe embryonale Wachstum der Vorlauferzellen initiiert eine Aus-
weitung des Kortex in radiale Dimensionen, bevor im fortschreitenden Verlauf der
Entwicklung Differenzierungsprozesse der Vorlauferzellen Uberwiegen, die das
Wachstum des Kortex in radiale und laterale Dimensionen initiieren (Florio und
Huttner 2014) (Abb. 19 zur Visualisierung der beiden Dimensionen des Kortex).

Pia mater- apikal Abb. 19: Die Dimensionen des sich entwickelnden

Neokortex. Dargestellt sind die beiden hauptsachlichen

m Dimensionen, in die sich der Neokortex entwickeln kann.
Lateral Mdglich ist eine Expansion in laterale (orangener Pfeil)

und radiale Dimensionen (schwarzer Pfeil). Die radiale

./% Achse des Neokortex korrespondiert mit der apikal-
©
o

basalen Achse der Vorlauferzellen. Modifiziert nach Flo-
rio und Huttner (2014).
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Im Syndapin Il KO verglichen mit WT zeigte die Analyse der relativen Ausdehnung
der Kortikalen Platte, bezogen auf die Kortikale Wand, zum Zeitpunkt E14,5 eine Zu-
nahme um ungefahr 15%, was konsistent mit den Untersuchungen von Belinson et
al. (2016) einen Einfluss auf die Reifungsprozesse neuronaler Vorlauferzellen vermu-
ten liell. Insbesondere konnte eine veranderte Expansion der Kortikalen Platte durch
eine putative fehlerhafte Proliferierung von Tbr2+ Vorlauferzellen bedingt sein, da
Tbr2+ Zellen das radiale Wachstum der Kortikalen Platte initiieren (Lui et al. 2011).
Immunfluoreszente Analysen dieser Arbeit verzeichneten in Syndapin Ill KO Mausen
verglichen mit WT eine signifikante Reduzierung der Dichte Tbr2+ Zellen um unge-
fahr 15% zum Zeitpunkt E14,5. Der Transkriptionsfaktor Tbr2 wird von Intermediarg-
liazellen exprimiert (Hevner et al. 2006, Vasistha et al. 2015). Insbesondere die
Intermediargliazellen besitzen eine wesentliche Funktion fur die Regulierung der An-
zahl zukunftiger glutamaterger Neurone (Florio und Huttner 2014), sodass die detek-
tierte Verminderung der Zelldichte Tbr2+ Zellen im Syndapin Ill KO verglichen mit

WT eine Reduzierung der Intermediargliazellen zum Tag E14,5 anzeigte und folglich
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eine Veranderung von exzitatorischen Neuronen des Kortex im Syndapin Il KO ver-
muten liel3 (Sessa et al. 2017). Im Zusammenhang damit standen die durchgefuhrten
Analysen unter Anwendung der Ctip2-Farbung, welche eine deutliche Zunahme der
Dichte der Projektionsneurone zukunftiger tiefer kortikaler Schichten um nahezu 25%
in Syndapin Il KO Mausen verglichen mit WT zum Zeitpunkt E14,5 verzeichneten.
Die Nervenzellen tiefer kortikaler Schichten entstehen zeitlich zuerst im embryonalen
Neokortex (Molyneaux et al. 2007). |hre Vorlauferzellen entwickeln sich Ublicher-
weise zwischen den Tagen E11,5 und E14,5 (Molyneaux et al. 2007). Da die post-
mitotischen Neurone nach ihrer Differenzierung zur Kortikalen Platte migrieren und
ein Grofdteil der Neurone der tiefen Schichten zum Tag E14,5 diese Migration bereits
vollzogen hat (Abb. 1A), konnte die relative Expansion der Kortikalen Platte im
Syndapin Il KO verglichen mit WT durch die Erhéhung der Dichte Ctip2+ Nervenzel-
len tiefer Schichten begriindet sein. Der Antikdrper Ctip2 farbt vorwiegend kortikale
Projektionsneurone (Arlotta et al. 2005). Eine Zunahme der Ctip2+ Zellen im embry-
onalen Neokortex kdnnte durch drei Fehlregulierungen der Vorlduferzellentwicklung
bedingt sein: 1. eine erhohte Anzahl der initialen Vorlauferzellen (Radialgliazellen), 2.
eine gesteigerte Teilung der Vorlauferzellen in Neuronen-generierende Nachfolger
(Intermediargliazellen) sowie 3. eine Uberzahlige Teilung der Intermediargliazellen in
Neurone (Lui et al. 2011). Eine mdgliche Erklarung fur die erhdhte Nervenzelldichte
bei verminderter Vorlauferzellzahl im Syndapin Ill KO zum Zeitpunkt E14,5 kdnnte
sein, dass sich zu friheren embryonalen Zeitpunkten, vor dem Tag E14,5, bereits
Vorlauferzellen UbermaRig in die zur Kortikalen Platte migrierenden Neurone zukunf-
tiger tiefer Schichten differenziert haben. Es stellte sich jedoch die Frage, wodurch
diese initial erhdhte Differenzierung der Vorlauferzellen im Syndapin Il KO bedingt
sein konnte. Mdglich erscheinen Stérungen in der Regulierung der Kortikogenese
unter Syndapin Ill Defizienz. Wahrend der Entwicklung des Neokortex durchlaufen
neuronale Vorlauferzellen verschiedene zeitlich und raumlich koordinierte Phasen:
Proliferation, Differenzierung in Neurone, Migration zu ihrer finalen Position sowie
Verknupfung mit anderen Zellen zu Netzwerken (Marin-Padilla 1992, Heng et al.
2010). Fur alle diese Prozesse ist die dynamische Modulation des zellularen Aktinzy-
toskeletts unabdingbar (Dehay und Kennedy 2007, Molyneaux et al. 2007, Rakic
2009, Heng et al. 2010). Syndapine besitzen wichtige Funktionen in der Modulierung
des Aktinzytoskeletts (Qualmann et al. 1999, Sumoy et al. 2001, Qualmann und Kelly
2000, Kessels und Qualmann 2002). Das Aktinzytoskelett ist u.a. an der Ausbildung
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von, fur die Embryonalentwicklung bedeutende, Zelladhasionen essenziell beteiligt.
Adharenz-Verbindungen sind am apikalen Ende von Neuroepithelzellen dafur ver-
antwortlich, benachbarte Neuroepithelzellen sowie einen Teil ihrer nachfolgenden
Radialgliazellen und Intermediargliazellen miteinander zu verknupfen und somit die
strukturelle Integritat des Kortex gegenuber dem umliegenden Gewebe zu gewahr-
leisten (Collins und Fleming 1995, Aaku-Saraste et al. 1996, Florio und Huttner
2014). Es wurde bereits gezeigt, dass Storungen der Adharenz-Verbindungen, z.B.
durch einen Mangel ihrer Strukturproteine, zu massiven Schaden in der embryonalen
Gehirnentwicklung sowie abnormaler Proliferation neuronaler Vorlauferzellen flihren
konnen (Katayama et al. 2011, Li et al. 2003, Lien et al. 2006, Kadowaki et al. 2007).
Syndapin Il hemmt die Internalisierung von Cadherinen, welche wichtige
Strukturproteine der Adharenz-Verbindungen darstellen, und ist somit fur der Formie-
rung von Adharenz-Verbindungen fundamental (Dorland et al. 2016, Malinova und
Huveneers 2018). Polarisierte Cadherin-reiche Membranvorwoélbungen gewahrleisten
eine korrekte kollektive Zellmigration wahrend der embryonalen Entwicklung (Hayer
et al. 2016). Syndapin |l besitzt demnach einen wichtigen Einfluss auf die Zytokinese,
welcher moglicherweise auch auf das Familienmitglied Syndapin Il zu Ubertragen ist
und eine putative gestorte Fuhrung polarisierter Adharenz-Verbindungen als Ursache
fur die Abweichungen der Vorlauferzellen im Syndapin lll KO im Vergleich zu WT
vermuten lasst. Somit konnten Veranderungen des Aktinzytoskeletts bei Syndapin I
Defizienz Stérungen in Adharenz-Verbindungen bedingen, die in abweichenden Vor-
lauferzellzahlen und somit einer veranderten Kortikogenese resultieren. Syndapin Il
konnte einen putativen Einfluss auf Bildungs-, Reifungs- und Erhaltungsprozesse
neuronaler Vorlauferzellen besitzen. Uberdies ist ein Einfluss von Syndapin Ill auf die
korrekte Teilung und Differenzierung der Vorlauferzellen mdglich. Interessant waren
in diesem Zusammenhang weitergehende Untersuchungen der Adharenz-
Verbindungen in Syndapin Il KO Mausen. Western-Blot Analysen kdnnten Verande-
rungen der Expressionslevel der notwendigen Strukturproteine und somit Auswirkun-
gen der Syndapin Il Defizienz auf Adharenz-Verbindungen quantifizieren.

Neuere Expressionsstudien zeigten, dass Syndapin Il im murinen Gehirn bereits
pranatal in nachweisbaren Mengen vorliegt (Daten nicht gezeigt, personliche Kom-
munikation mit Sarah Kruger, Institut fur Biochemie |, UKJ). Analysen von Edeling et
al. (2009) erwiesen, dass ein knockdown von Syndapin Il durch Morpholino in

Zebrafischembryonen zu Stérungen der Entwicklung flihrte (Edeling et al. 2009). Es
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wurde eine wichtige Rolle von Syndapin Il in der Regulierung der Zellpolaritat und
der Zellmigration wahrend der frihen embryonalen Organisation der Chorda dorsalis
im Zebrafisch gezeigt (Edeling et al. 2009). Drosophila besitzen nur ein Syndapin
Protein (Kumar et al. 2009). Durch eine Expression von Drosophila Syndapin konn-
ten die detektierten Auswirkungen des knockdowns durch Morpholino in
Zebrafischembryonen wieder normalisiert werden. Dabei war insbesondere die in
Drosophila Syndapin vorhandene N-terminale extended FCH (Fes/CIP4 Homolgie)
(EFC)-Domaéane beteiligt, da sie ahnlich wie die F-BAR Domane in den humanen
Syndapin-Isoformen durch ihre Verknupfung von Membranen mit C-terminaler Pro-
teininteraktion eine korrekte Endozytose gewahrleistet. Somit wurde Syndapin Il eine
fundamentale Rolle in der Verknipfung von Migration, Endozytose und Zellspezifizie-
rung wahrend der embryonalen Morphogenese nachgewiesen (Edeling et al. 2009).
Die in Zebrafischen detektierten Storungen der Zytokinese sind maoglicherweise auf
Saugetiere Ubertragbar und bekraftigen die in dieser der Arbeit aufgestellte Hypothe-
se, dass Syndapin lll einen embryonalen Einfluss auf die kortikale murine Gehirn-
entwicklung ausubt und somit die Proliferation und Differenzierung von embryonalen
neuronalen Vorlauferzellen mit bedingt. Das Kortexwachstum ist abhangig von der
Quantitat der Vorlauferzellen, sodass bereits geringe Veranderungen in der Produk-
tion von Progenitorzellen und Neuronen zu dramatischen Auswirkungen in der korti-
kalen Oberflache fuhren kénnen (Rakic 1995). Im Syndapin Il KO wurden im Ver-
gleich zum WT keine Veranderungen der Gesamtzellzahl bzw. der Kortikalen Wand
ermittelt. Weitere Messungen des Gehirngewichtes waren jedoch interessant, um zu
Uberprifen, ob die ermittelten Abweichungen der neuronalen Zelldichten diverser
Marker sowie die relative Expansion der Kortikalen Platte trotzdem mit einem veran-

derten Gehirngewicht korrelieren.

8.2.2 Der Einfluss von Syndapin Ill auf embryonale Nervenzellen des Kortex

Zwischen dem embryonalen Tag E13 und E15 kommt es zu einem kortikalen Wandel
in der Neurogenese. Wahrend zuvor die Generierung von Neuronen zukunftiger tiefer
Schichten stattfand, differenzieren sich ab diesem Zeitpunkt Vorlauferzellen zu Neu-
ronen postnataler hoher Schichten (Dominguez et al. 2013). Die Progenitorzellen fur
Neurone der Schichten II-IV werden ab dem Tag E13,5 gebildet (Molyneaux et al.
2007) (Abb. 1B). Im Vergleich der Genotypen konnte unter Anwendung des Antikor-

pers Brn2 am Tag E14,5, kontrar zu der erhdhten Dichte von Ctip2+ Neuronen spate-
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rer tiefer Schichten, eine um ungefahr 17% verminderte Dichte Brn2+ Zellen im Syn-
dapin Il KO im Vergleich zu WT detektiert werden. Zu diesem Zeitpunkt markiert der
Antikorper Brn2 die Progenitorzellen der Neurone der zuklnftigen Schicht II/1ll sowie
post-mitotische Neurone, die in der Intermediarzone lokalisiert sind und zu den ho-
hen kortikalen Schichten migrieren (Hagino-Yamagishi et al. 1997, McEvilly et al.
2002, Dominguez et al. 2013). Des Weiteren farbt der Antikorper Brn2 einen gerin-
gen Anteil von Projektionsneuronen der Schicht V, welche bereits zu ihrer finalen
Position im Kortex migriert sind (Dominguez et al. 2013).

Als mdgliche Erklarung fir die detektierten Effekte der Ctip2+ Zelldichte wurde in
dieser Arbeit dargeboten, dass sich Vorlauferzellen im Syndapin Ill KO in der frihen
Embryonalentwicklung Uberzahlig in Neurone der tiefen Schichten differenzieren,
sodass zum Tag E14,5 ein Mangel an Progenitorzellen resultiert. Infolgedessen
konnten die Vorlauferzellen fir die Neurone zuklnftiger hoher Schichten fehlen.
Uberdies waren immunfluoreszente Analysen vor E14,5 geeignet, um die Vorlaufer-
zelldichte zu friheren embryonalen Zeitpunkten zu Uberprifen und anschlieRend mit
den Auswirkungen auf die veranderte Zelldichte zum Tag E14,5 zu verknupfen.

Im Gehirn ist Brn2 ein positiver Regulator von Genen, die in Radialgliazellen expri-
miert werden, wie z.B. Sox2 (Catena et al. 2004). Die detektierten Veranderungen
der Dichte der Tbr2+ Zellen, welche direkte Nachfolger der Sox2 Zellen sind, sowie
der Dichte Brn2+ Zellen zum Tag E14,5 lassen Abweichung in Sox2+ Radialgliazel-
len vermuten. Die Farbung mit dem Antikorper Sox2 zum Tag E14,5 zeigte im Syn-
dapin Il KO verglichen mit WT Tendenzen zu einer Verringerung der Dichte der ge-
farbten Zellen ohne statistische Signifikanz. Die Radialgliazellen sowie Intermediarg-
liazellen entstammen dem Neuroepithel und entwickeln sich in andere Vorlauferzel-
len, Projektionsneurone des Neokortex oder Astrogliazellen (Molyneaux et al. 2007).
Es wurde gezeigt, dass eine Verminderung von Sox2 in neuronalen Vorlauferzellen
zu einem frheren Austritt der Zellen aus ihrem Zellzyklus und somit zu einer fruhe-
ren Differenzierung von Neuronen fuhrt (Bylund et al. 2003). Diese Beobachtungen
sind konsistent zu den Ergebnissen dieser Arbeit und kdnnten eine alternative poten-
zielle Erklarung fur die detektierte erhdhte Dichte der Neurone tiefer Schichten im
Syndapin Ill KO zum Tag E14,5 darstellen.

In den durchgefihrten Analysen wurde als weiterer Untersuchungszeitpunkt der
Embryonalentwicklung der Tag E18,5 ausgewahlt. Durch den Vergleich eines Zeit-

punktes, an dem ein Groldteil der Neurogenese normalerweise bereits abgeschlos-
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sen ist, sollte Uberpruft werden, inwieweit es sich bei den Effekten zum Tag E14,5
um eine entwicklungsbedingte temporare oder eine anhaltende Veranderung handel-
te. Des Weiteren konnte anhand der Analyse eines zweiten Entwicklungszeitpunktes
ermittelt werden, ob detektierte Abweichungen im Syndapin Il KO zu spateren Zeit-
punkten kompensiert werden. Nissl-Farbungen des Neokortex visualisierten auch
zum Tag E18,5 eine veranderte Organisation des Kortex im Syndapin Ill KO vergli-
chen mit WT. Die relative Ausdehnung der Kortikalen Platte, bezogen auf die Kortika-
le Wand, erwies sich im Syndapin Ill KO verglichen mit WT um 14% vermindert. Ana-
lysen der Dichte der Neurone der kortikalen Schicht V und der kortikalen Schicht VI
im Vergleich der Genotypen zum Zeitpunkt E18,5 akzentuierten im Syndapin Il KO
verglichen mit WT eine Verminderung der zum Tag E14,5 erhdhten Dichte der Ner-
venzellen tiefer Schichten in der Ctip2-Farbung um nahezu 25% sowie eine reduzier-
te Zelldichte in der Farbung des erst ab E18,5 exprimierten Transkriptionsfaktors
FoxP2 um ungefahr 16%. Auffallig war, dass sich das Detektionssignal von FoxP2
sehr ausgedehnt Uber den Kortex verteilte (Abb. 14). Diese Beobachtung ist dadurch
zu begrinden, dass die kortikale Schicht VI in zwei Abschnitte untergliedert werden
kann. Der obere Anteil, auch bezeichnet als Schicht Vla, besitzt viele Nervenzellen,
wahrend der untere Anteil, Schicht VIb, weniger Neurone, jedoch viele Axone besitzt
und nicht zur Kortikalen Platte gehort, sondern seinen embryonalen Ursprung bereits
vor der Entstehung der Neurone der Kortikalen Platte hat (Marin-Padilla 1978).
Schicht VIb erstreckt sich bis in die Intermediarzone (Marin-Padilla 1978). Demzufol-
ge existieren auch migrierende Neurone unterhalb der Kortikalen Platte in der Inter-
mediarzone, die moglicherweise von dem Antikérper FoxP2 mit angefarbt werden
und die ausgedehnte FoxP2+ Zelldichte verursachen. Ein potenzieller Mechanismus,
der die im Rahmen dieser Arbeit detektierte Abnahme der Neurone tiefer Schichten
im Syndapin Ill KO im Vergleich zum WT zum Tag E18,5 auslést, ist bisher nicht be-
kannt. Moglicherweise wurde die initial zu dick angelegte Kortikale Platte im Syn-
dapin Il KO durch eine darauffolgende reduzierte Bildung neu entstehender Neurone
oder durch eine Eliminierung der initial existenten Neurone und darauffolgende ver-
minderte Generierung neuer Neurone im Syndapin |ll KO kompensiert. Analysen zur
Quantifizierung apoptotischer Zellen waren geeignet, um das stattfindende Ausmalf}
der Apoptose festzustellen. Es wurde bereits gezeigt, dass neuronale Strukturen dy-
namisch sind und sich beispielweise exzitatorische Nervenzellen in inhibitorische In-

terneurone weiterentwickeln kénnen (De la Rossa et al. 2013). Uberdies erschien
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eine putative Stérung der Differenzierung der in der Embryonalentwicklung frih pro-
duzierten Neurone sowie eine fehlgeleitete Migration der Neurone aufgrund der ver-
minderten Gliazellen maglich.

Auch in der immunfluoreszenten Analyse der Zelldichten von Vorlduferzellen zeigten
sich gegensétzliche Effekte im Vergleich der beiden untersuchten Zeitpunkte dieser
Arbeit. Am Tag E18,5 konnte eine signifikante, gegenuber dem Tag E14,5 kontrare,
deutliche Erhdhung der Dichte der Tbr2+ Intermediargliazellen um Uber 50% im
Syndapin Il KO verglichen mit WT ermittelt werden. Sox2+ Zellen verzeichneten ei-
nen signifikanten Anstieg der Dichte um nahezu 49% in den durchgefihrten immun-
fluoreszenten Analysen zum Tag E18,5 im Syndapin Ill KO verglichen mit WT. Die
detektierten Veranderungen des Tbr2+ und Sox2+ Signals im Syndapin Ill KO vergli-
chen mit WT zum Tag E18,5 bekraftigten die vorgeschlagene putative Rolle von
Syndapin Il in Proliferationsprozessen von neuronalen Vorlauferzellen und konsoli-
dierten eine Storung in der prazisen Differenzierung dieser Zellen im Syndapin 11l KO.
Progenitorzellen residieren in der Ventrikularzone sowie Subventrikularzone und pro-
duzieren im murinen Gehirn Projektionsneurone der verschiedenen Kkortikalen
Schichten in einem engen, zeitlich kontrollierten Rahmen vom embryonalen Tag
E11,5 bis E17,5 (Rakic 1974). Normalerweise werden Neurone hoher kortikaler
Schichten in einem zeitlichen Rahmen zwischen dem embryonalen Tag E13,5 bis
E16,5 generiert (Molyneaux et al. 2007). Frihe Vorlauferzellen der Embryonalent-
wicklung vor dem Tag E13,5 sind sehr flexibel in ihrer Differenzierung, sie formen
Neurone tiefer kortikaler Schichten, sind aber auch in der Lage, Neurone hdherer
kortikaler Schichten zu generieren. Dem entgegen besitzen spat auftretende Proge-
nitorzellen ab dem Tag E13,5 eine geringere Plastizitat und folglich weniger Mdglich-
keiten in der weiteren Differenzierung (Molyneaux et al. 2007). Die Reduzierung der
Dichte der Nervenzellen tiefer kortikaler Schichten bei gleichzeitig erhéhter Vorlau-
ferzelldichte zum Tag E18,5 im Syndapin |ll KO kénnte darin begrindet sein, dass
die Vorlauferzellen zu diesem Zeitpunkt in ihrer zukinftigen Entwicklung nicht mehr
so flexibel wie zu frGheren Zeitpunkten der Embryonalentwicklung sind und somit
vorwiegend Neurone zukunftiger hoher kortikaler Schichten ausbilden. Zur Quantifi-
zierung der Neurone postnataler hoher kortikaler Schichten II-IV wurde zum Zeit-
punkt E18,5 der Antikdrper Cux1 verwendet, welcher erst ab dem Tag E16,5 valide
Ergebnisse liefert (Nieto et al. 2004) und keine signifikanten Veranderungen der Zell-

dichte im Vergleich der Genotypen zum Tag E18,5 zeigte. Hingegen verzeichnete die
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immunfluoreszente Farbung Brn2+ Zellen im Syndapin Ill KO im Vergleich zum WT
zu diesem Zeitpunkt eine um ungefahr 21% erhohte Zelldichte. Da der Antikorper
Brn2 hauptsachlich intrakortikale Projektionsneurone der hohen Schichten markiert
und nur zu einem geringen Anteil Neurone der Schicht V anfarbt (Dominguez et al.
2013), kann anhand der detektierten erhéhten Brn2+ Zelldichte bei gleichzeitiger Re-
duktion der Zelldichte Ctip2+ und FoxP2+ Zellen angenommen werden, dass die
Neurone der Schicht Il/lll zum Tag E18,5 im Syndapin Ill KO verglichen mit WT er-
hoht sind. Die Brn2 Expression korreliert zeitlich eng mit dem Beginn der Generie-
rung von Neuronen zukilnftiger hoher Schichten. Ein Anstieg des Transkriptionsfak-
tors ist assoziiert mit einem Abschluss der Generierung von Neuronen postnataler
tiefer kortikaler Schichten und dem Beginn der Differenzierung von Vorlauferzellen zu
Neuronen spaterer hoher kortikaler Schichten (Dominguez et al. 2013). Die Analyse
der Dichte der Vorlauferzellen ergab im Syndapin Il KO im Vergleich zum WT ein
Anstieg zum Tag E18,5. Normalerweise kommt es im fortschreitenden Verlauf der
Neurogenese bei der Entwicklung der Vorlauferzellen zu einem Wechsel von prolife-
rativen Prozessen zu Differenzierungsprozessen (Gotz und Huttner 2005). Eine er-
neute Zunahme der Vorlauferzellzahlen kdnnte mit einer Generierung von Neuronen
zu spateren Zeitpunkten als dem normalen Zeitrahmen E13,5 bis E16,5 (Molyneaux
et al. 2007) in der Embryonalentwicklung im Syndapin Ill KO assoziiert sein und die
gesteigerte Dichte Brn2+ Zellen zum Zeitpunkt E18,5 mit bedingen. Mdglicherweise
werden durch eine verspatete Generierung neuer Neurone im Syndapin Il KO die im
Vergleich der Genotypen zuvor detektierten abweichenden Zelldichten kompensiert
und somit der milde adulte Phanotyp der Syndapin IIl KO Mause evoziert. Da bereits
zum Zeitpunkt E14,5 eine vorzeitige Generierung von Neuronen tiefer kortikaler
Schichten vermutet wurde, kdnnte die Syndapin Ill Defizienz putativ zu Veranderun-
gen der zeitlichen Ablaufe der Neurogenese fuhren. Analysen der Neuronenanzahl
bzw. Neuronendichte im adulten Syndapin IlIl KO verglichen mit WT waren geeignet,
um die zum Ende der Embryonalentwicklung ermittelten Abweichungen der Zelldich-
ten von neuronalen Vorlauferzellmarkern und Schichtenmarkern zu postnatalen Zeit-
punkten zu Uberprufen.

Bei dem Grolteil der mit den neuronalen Schichtenmarkern markierten Zellen han-
delt es sich um Neurone, die wahrend der Embryonalentwicklung in die Kortikale
Platte migrieren (Marin-Padilla 1978). Eine VerknlUpfung der Lokalisation immunfluo-

reszent markierter Zellen im Kortex und der relativen Ausdehnung der Kortikalen
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Platte wurde in der Arbeit nicht durchgefuhrt, da die koronalen verwendeten Gehirn-
schnitte der Nissl-Farbungen und immunfluoreszenten Farbungen nicht exakt an der
gleichen Stelle in der Frontalebene lokalisiert waren. Interessant ware eine Analyse
der exakten Lokalisierung der positiv-gefarbten Zellen im Kortex und eine Zuordnung
zum entsprechenden Abschnitt der Kortikalen Wand, um zu Uberprufen, ob die ver-
minderte Zelldichte der Neurone zukunftiger hoher Schichten mit einer verzdgerten
Migration der Nervenzellen korreliert. Eine unabgeschlossene Migration der Nerven-
zellen wirde die Hypothese dieser Arbeit, dass die Neurone zukunftiger hoher
Schichten im Syndapin Il KO verglichen mit WT spater in der Entwicklung entstehen,
bekraftigen. Wie in Abb. 15 und 16 reprasentativ fur die Farbungen dieser Arbeit an-
gedeutet, zeigen die Brn2+ und Cux1+ Zellen ein ausgedehnteres Detektionssignal
im Syndapin Il KO als im WT, sodass moéglicherweise die Neurone im WT bereits in
der Kortikalen Platte lokalisiert sind, wahrend die Neurone im Syndapin Ill KO noch
zu dieser migrieren.

Es wurde bereits gezeigt, dass Mitglieder derselben Proteinfamilie redundante
Funktionen besitzen und somit zur Kompensation einer gegenseitigen Defizienz be-
fahigt sind (Lijam et al. 1997, Belinson et al. 2016). Angesichts vieler struktureller und
funktioneller Ahnlichkeiten der Syndapin-Isoformen (Modregger et al. 2000, Plomann
et al. 1998, Qualmann et al. 1999, Ritter et al. 1999, Itoh et al. 2005, Kessels und
Qualmann 2006) war eine putative Kompensation des Verlustes von Syndapin Il
durch seine Familienmitglieder zumindest partiell anzunehmen. In Ubereinstimmung
zu dieser Vermutung wurde aufgrund moglicher Redundanz der Syndapin-Proteine
eine gegenseitige Kompensation der verschiedenen Familienmitglieder bereits unter-
sucht (Koch et al. 2011, Del Pino et al. 2014, Seemann et al. 2017). Da sowohl eine
verstarkte Expression als auch ein putativer Verlust eines der anderen Proteine der
Syndapin-Familie die Defizienz eines Familienmitglieds kompensieren konnte, wur-
den Analysen zur Expression der Syndapin-Isoformen durchgefuhrt. Expressionsana-
lysen in Gehirnhomogenaten von Syndapin | KO Mausen zeigten keine veranderte
Expression der neuronalen Syndapin-Isoformen im Vergleich zu WT und infolgedes-
sen keine Kompensation der Syndapin | Defizienz durch andere Mitglieder der
Syndapin-Familie (Koch et al. 2011). Konsistent dazu waren W estern-Blot Analysen
von Seeman et al. (2017) in Syndapin Ill KO Mausen verglichen mit WT. Diese zeig-
ten, dass sowohl das neuronal exprimierte Syndapin | im Skelettmuskel, Herz, Leber

und Gehirn als auch das ubiquitar exprimierte Syndapin Il in Skelettmuskel und Herz
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keine veranderten Expressionslevel im Syndapin Ill KO verglichen mit WT besalen
und somit die anderen Syndapin-lsoformen die durch Syndapin Il Defizienz vermit-
telte Verminderung der Dichte von Caveolen im Skelettmuskel nicht kompensieren
kdnnen (Seemann et al. 2017). Eine putative Kompensation der verschiedenen Mit-
glieder der Syndapin-Familie erscheint daher unwahrscheinlich. Syndapin | ist in
Hirnstamm- und Ridckenmarksneuronen bereits ab dem Tag E14,5 vorhanden und
tragt zur korrekten Ausbildung von synaptischen Glycinrezeptoren bei (Del Pino et al.
2014). Interessanterweise wurde Syndapin | im Gehirn in bisherigen Western-Blot
Analysen erst ab dem embryonalen Tag E17 in nachweisbaren Mengen detektiert
(Plomann et al. 1998), was die in den Experimenten dieser Arbeit ermittelten kontra-
ren kortikalen Veranderungen im Vergleich der Genotypen zum Tag E18,5, im Ge-
gensatz zu E14,5, moglicherweise partiell beeinflussen konnte.
Zusammengenommen sind bei Syndapin Il Defizienz zahlreiche strukturelle kortikale
Veranderungen wahrend der Embryonalentwicklung detektiert worden. W eiterfihren-
de, zukinftige MRT-Bildgebungsanalysen der embryonalen Syndapin Il KO Mause
waren interessant, um ein besseres Verstandnis der gesamten Gehirnstruktur der
Syndapin Il KO Mause in Korrelation mit den beobachteten Effekten zu erhalten.

Da bereits kleine Veranderungen oder Fehlfunktion wahrend der Entwicklung zu gra-
vierenden neurologischen Defiziten fihren kdnnen und selbst ein transienter Phano-
typ wahrend der Entwicklung einen pragenden Einfluss auf das adulte Sozialverhal-
ten haben kann (Normand et al. 2013, Belinson et al. 2016, Forrest et al. 2018), er-
geben sich flr die in der Arbeit gezeigten kortikalen Veranderungen bei Syndapin lll
Defizienz wahrend der Embryonalentwicklung im Vergleich zu WT eine besondere
Relevanz. Die Syndapin Ill vermittelten Effekte auf embryonale Nervenzellen lassen
einen putativen Einfluss von Syndapin lll in pranatalen Reifungsprozessen und ferner
resultierende Abweichungen in der Ausbildung kortikaler Netzwerke vermuten. Sozi-
alverhalten wird durch kortikale Integration verschiedener neuronaler kognitiver Pro-
zesse wie beispielsweise Wahrnehmung, Erkennung und Bewertung des sozialen
Umfelds gewahrleistet (Frith und Frith 2007). Regionen des Temporallappen intera-
gieren dafur insbesondere mit einem Netzwerk von kortikalen zerebralen Strukturen
und Amygdala, welche zerebrale ausubende Systeme, wie insbesondere Motorkortex
sowie Basalganglien, und Emotionen-steuernde Regionen, wie Hypothalamus und
Periaquaduktales Grau des Hirnstamms, aktivieren (Adolphs 1999, Adolphs 2001).

Nur mittels physiologischer Interaktion einer Vielzahl zerebraler Strukturen kann
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soziale Wahrnehmung mit sozialem Verhalten verknlpft und somit eine adaquate
Interaktion gewahrleistet werden (Kilford et al. 2016). Die strukturellen Veranderun-
gen im Kortex von Syndapin Il KO Mausen zu embryonalen Zeitpunkten konnten,
auch wenn sie mdglicherweise von transienter Dauer sind, funktionelle Auswirkungen
besitzen und somit potenziell den adulten Verhaltensphanotyp der Syndapin Il KO
Mause erklaren. Zusatzlich zu dem direkten Einfluss der postsynaptischen strukturel-
len Veranderungen bei Syndapin Ill Defizienz auf die Integration der Information ver-
schiedener neuronaler Netzwerke ist es mdglich, dass auch die im adulten Syndapin
Il KO detektierte veranderte Struktur der Postsynapse durch die abweichende Emb-
ryonalentwicklung mit bedingt ist. Denkbar ware Uberdies eine Kompensation der
embryonalen neuronalen Veranderungen der Zelldichte verschiedener neuronaler
Vorlauferzell- und Schichtenmarker durch Variierung der dendritischen Verknupfun-

gen.
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Zusammengefasst konnten im Rahmen dieser Arbeit kortikale Auswirkungen bei
Syndapin lll Defizienz sowie eine Partizipation von Syndapin Ill in der Ausbildung
neuronaler Morphologien gezeigt werden. Anhand quantitativer Analysen dendriti-
scher Dornfortsatze von Pyramidenzellen der Kortexschichten Il/lll und V adulter
Syndapin Il KO Mause im Vergleich zu WT liel3 sich erstmalig eine Involvierung des
Proteins in die postsynaptische kortikale strukturelle Organisation nachweisen. Ins-
besondere war die Dornenkopfmorphologie, Dornenlange und Dichte reiferer Dornen
verandert. Signifikante Langeneffekte zeigte auch die filopodienahnliche unreife Dor-
nenklasse, welche im Syndapin Ill KO im Vergleich zu WT verhaltnismaRig Gberre-
prasentiert war. Die prazise Dichte sowie exakte Morphologie dendritischer Dorn-
fortsatze sind essenziell fur physiologische Gehirnfunktionen. Strukturelle Verande-
rungen sowie abweichende Dichten dendritischer Dornfortsatze wurden bereits bei
zahlreichen neurodegenerativen Prozessen sowie neurologischen Erkrankungen be-
obachtet und eine klinische Relevanz von dendritischen Dornfortsatzen beschrieben.
Die Ergebnisse dieser Arbeit lieRen eine putative Rolle von Syndapin Ill in Bildungs-
und Reifungsprozessen dendritischer Dornen sowie eine pathophysiologische Be-
deutung von Syndapin Ill im Kortex vermuten und bilden die Basis fur zukunftige
funktionelle Untersuchungen. Die Verringerung der Dornendichte im Syndapin Ill KO
im Vergleich zu WT belegte Uberdies eine veranderte Architektur des zerebralen Kor-
tex im adulten Syndapin Il KO und verdeutlichte einen Einfluss von Syndapin Ill auf
die synaptische Konnektivitat. DarUber hinaus ergaben erstmalige Untersuchungen
zu Auswirkungen einer embryonalen Syndapin lll Defizienz Veranderungen bei der
Embryonalentwicklung neuronaler kortikaler Strukturen. Histologische Analysen des
zerebralen Kortex enthillten im Syndapin Il KO verglichen mit WT eine veranderte
relative Expansion der Kortikalen Platte sowie abweichende Zelldichten unter Ver-
wendung von Vorlauferzell- und Schichtenmarkern zum Tag E14,5 und E18,5. Von
elementarer Bedeutung fur neuronale Netzwerke ist die korrekte Ausbildung von
Neuronen und ihren synaptischen Verbindungen. Es ist denkbar, dass die detektier-
ten strukturellen Veranderungen im Syndapin Il KO die Verknupfung der Informatio-
nen neuronaler Netzwerke und somit adaquate komplexe Verarbeitungsprozesse
beeinflussen sowie die Auspragung des adulten Phanotyps hervorrufen. Demzufolge
hat diese Arbeit dazu beigetragen, eine zuvor unbekannte kortikale Relevanz von

Syndapin Il in der Embryonalentwicklung sowie in der adulten strukturellen
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Organisation von Postsynapsen aufzudecken.
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11 Anhang

11.1 Zusatzliches Material
11.1.1 Bildmaterial
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Abb. 20: Absolute Ausdehnung der Kortikalen Platte, Ventrikularzone und Kortikalen
Wand. Dargestellt ist die statistische Auswertung der Ausdehnung der Kortikalen Platte (A),
Ventrikularzone (B) und Kortikalen Wand (C) im Vergleich der Genotypen zum Zeitpunkt
E14,5. Sowohl die Kortikale Platte (A) als auch die Ventrikularzone (B) verzeichneten zum
Tag E14,5 eine signifikante Expansion im Syndapin Il KO verglichen mit WT, wahrend die
Analyse der Ausdehnung der Kortikale Wand im Vergleich der Genotypen keine signifikanten
Abweichungen zeigte (C). Die Auswertung zum Zeitpunkt E18,5 ergab keine statistisch signi-
fikanten Veranderungen in der Ausdehnung der Kortikalen Platte (D), Ventrikularzone (E)
bzw. Kortikalen Wand (F). Daten zeigen MW + SEM; Daten waren nicht normalverteilt, worauf-
hin ein Mann-Whitney-Test durchgefiihrt wurde. (*p<0,01; n.s.: nicht signifikant); vier Mau-
se/Genotyp (E14,5); drei Mause/Genotyp (E18,5). Die MW, SD, SEM und n- Werte sind in
Tabelle 5 angehangt.
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Abb. 21: Angefarbte
Zellen pro Gesamtzell-
zahl. Visualisiert ist die
statistische Auswertung
der von den verschiede-
nen Vorlauferzell- und
Schichtenmarkern ange-
farbten Zellen, bezogen
auf die Gesamtzellzahl,
zum Zeitpunkt E14,5 (A-
D) sowie zum Tag E18,5
(E-J). Daten zeigen MW
+ SEM; Student's t-Test
bei nommalverteilten Da-

-20,0% ten (A’ Dl El F! Gy Hy |1 J)

oder Mann-Whitney-Test
bei nicht normalverteilten
Daten (B, C) (**p<0,01;

***p<0,001; n.s.. nicht
signifikant); vier Mau-
se/Genotyp (E14,5;
E18,5). Die MW, SD,

SEM und n- Werte sind
in Tabelle 5 angehangt.

Tabelle 4: Vergleich von Marker+ Zellen mit der Gesamtzelldichte.

E14,5
DAPI+ Zelldichte/ 1000 ym?
Addition der Zelldichte aller

verwendeten Marker/ 1000 pm?

Differenz

E18,5

DAPI+ Zelldichte/ 1000 pm?
Addition der Zelldichte aller
verwendeten Schichtenmarker/
1000 pm?

Differenz

WT

19,9

Tbr2: 2,9; Sox2: 3,8;
Ctip2: 4,6; Brn2: 6,0
=17,3

-2,6 Zellen/ 1000 pm?
WT

11,5

Tbr2: 1,8; Sox2: 1,4;
Ctip2: 5,2; FoxP2: 2,4,
Cux1:4,1; Brn2: 3,5
=18,4

zusatzliche 6,9 Zellen/
1000 pm?

KO

20,7

Tbr2: 2,4; Sox2: 3,7;
Ctip2: 5,7; Brn2: 5,0
=16,8

-3,9 Zellen/ 1000 ym?
KO

11,7

Tbr2: 2,8; Sox2: 1,9;
Ctip2: 4,0; FoxP2: 2,0;
Cux1:4,1; Brn2: 4,2
=19,0

zusatzliche 7,3 Zellen/
1000 pm?
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11.4 Statistische Daten

Tabelle 5: MW, SD, SEM, n-Werte.

Zu Abb. 7: Syndapin lll KO Mause Kon- MW SD SEM n
zeigten eine signifikante Reduzierung diti-
der Dichte der dendritischen Dorn- on

fortsatze von Pyramidenzellen in den
Kortexschichten Il/lll und V.

Dornendichte [pro 10 pm Dendrit]
A Dornen Gesamt Schicht I/l WT 14,78 4,96 0,74 45
KO 9,44 2,93 0,42 48

B Dornen Gesamt Schicht V WT 13,04 3,93 0,58 46’
KO 7,71 3,44 0,50 47’

C Stummelférmige Dornen Schicht I/l WT 3,66 2,56 0,38 45
KO 1,09 1,08 0,16 48’

D Stummelférmige Dornen Schicht V WT 3,64 2,49 0,37 46"

KO 1,52 1,67 024 47’

E Diinne Dornen Schicht 1I/1l1 WT 2,13 1,04 0,16 45’

KO 1,45 0,62 0,09 48

F DUnne Dornen Schicht V WT 1,59 0,78 0,12 46’

KO 1,20 0,46 0,07 47"

G Pilzférmige Dornen Schicht II/111 WT 6,42 3,29 049 45
KO 4,12 2,04 029 48

H Pilzférmige Dornen Schicht V WT 532 257 0,38 46'
KO 3,63 1,68 0,25 47

| Filopodienahnliche Dornen Schicht I/l WT 1,64 1,04 0,16 45

KO 1,30 0,76 0,11 48’

J Filopodienahnliche Dornen SchichtV. ~ WT 1,50 0,81 0,12 46

KO 1,37 0,85 0,12 47’

Zu Abb. 8: Syndapin Illl KO Mause Kon- MW SD SEM n
trugen verglichen mit WT anteilig diti-

' Dendritenabschnitte; 2 Dornfortsatze: ° Tiere: * Kortexabschnitte.
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mehr unreife dendritische Dornforts- on

atze auf ihren kortikalen Dendriten

der Schichten II/lil und V.

Relative Haufigkeit

C Stummelférmige Dornen Schicht Il/IIl WT 23,86 13,61 2,03 45
KO 12,61 8,62 1,25 48’

D Stummelférmige Dornen Schicht V WT 27,64 15,22 2,24 46’
KO 16,61 11,41 1,67 47"

E Dinne Dornen Schicht 11/111 WT 16,85 7,53 1,12 45
KO 19,42 7,40 1,07 48’

F Ddnne Dornen Schicht V WT 14,32 7,48 1,10 46’
KO 17,29 7,06 1,03 47

G Pilzférmige Dornen Schicht 11/ WT 46,44 10,62 1,68 45
KO 51,55 11,31 1,63 48

H Pilzférmige Dornen Schicht V WT 44,72 9,94 1,47 46’
KO 47,21 7,58 111 47"

| Filopodienahnliche Dornen Schicht Il/1II WT 12,84 8,23 123 45
KO 16,43 7,63 1,10 48

J Filopodienahnliche Dornen SchichtV.~ WT 13,33 7,37 1,09  46'
KO 16,43 7,63 1,10 48

J Filopodienahnliche Dornen Schicht V.~ WT 13,33 7,37 1,09 46
KO 18,89 9,52 1,39 47"

Zu Abb. 9: Syndapin lll Defizienz fiihr- Kon- MW SD SEM n

te zu einer veranderten Konstitution diti-

der dendritischen Dornenkopfe in on

kortikalen Pyramidenzellen der

Schichten Il/lll und V.

Kopfweite [pm]

A Kopfhaltige Dornen Schicht II/III WT 0,639 0,221 0,003 58782

' Dendritenabschnitte; 2 Dornfortsatze: ° Tiere: * Kortexabschnitte.
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KO 0,618 0,234 0,004 2939°
B Kopfhaltige Dornen Schicht V WT 0,659 0,233 0,003 49787
KO 0,650 0,228 0,004 3092°
C Stummelférmige Dornen Schicht II/lll WT 0,612 0,204 0,005 1801°
KO 0,634 0,234 0,011 448°
D Stummelférmige Dornen Schicht V WT 0,620 0,215 0,005 1767°
KO 0,622 0,212 0,008 764°
E Dunne Dornen Schicht I/l WT 0,414 0,053 0,002 1006°
KO 0,398 0,084 0,003 665
F Danne Dornen Schicht V WT 0,410 0,055 0,002 719°
KO 0,410 0,056 0,002 5712
G Pilzférmige Dornen Schicht 11/ WT 0,729 0,207 0,004 3071°
KO 0,695 0,220 0,005 18267
H Pilzférmige Dornen Schicht V WT 0,758 0,216 0,004 2492°
KO 0,741 0,208 0,005 17577
Kopfvolumen [um?]
I Kopfhaltige Dornen Schicht II/111 WT 0,186 0,346 0,005 58782
KO 0,163 0,165 0,003 2939°
J Kopfhaltige Dornen Schicht V WT 0,162 0,212 0,003 4978°
KO 01162 0,222 0,004 3092
K Stummelférmige Dornen Schicht I/l WT 0,084 0,090 0,002 18017
KO 0,090 0,093 0,004 448
L Stummelférmige Dornen Schicht V WT 0,088 0,090 0,002 1767°
KO 0,085 0,081 0,003 7647
M Dunne Dornen Schicht 11/111 WT 0,088 0,241 0,008 1006°
KO 0,060 0,037 0,001 665°
N Ddnne Dornen Schicht V WT 0,053 0,024 0,001 7197

' Dendritenabschnitte; 2 Dornfortsatze: ° Tiere: * Kortexabschnitte.
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KO 0,053 0,024 0,001 5712
O Pilzférmige Dornen Schicht 11/ WT 0,277 0433 0,008 3071°
KO 0,218 0,182 0,004 1826
P Pilzférmige Dornen Schicht V WT 0,246 0264 0,005 2492°
KO 0,231 0,270 0,006 17572
Zu Abb. 10: Syndapin lll KO Mause Kon- MW SD SEM n
wiesen im Vergleich mit WT Verande- diti-
rungen in der Lange dendritischer on
Dornfortsatze in Schicht Il/lll- und V-
Pyramidenzellen des Kortex auf.
Dornenlange [um]
A Dornen Gesamt Schicht II/lII WT 1,41 1,00 0,01 6648
KO 1,73 100 002 3523
B Dornen Gesamt Schicht V WT 1,35 0,97 0,01 56447
KO 1,60 1,05 0,02 37397
C Stummelférmige Dornen Schicht Il/lIl WT 0,43 0,19 0,01 18012
KO 051 0,18 0,01  448°
D Stummelférmige Dornen Schicht V WT 0,45 0,19 0,01 1767°
KO 0,43 0,19 0,01 7647
E Dunne Dornen Schicht I/l WT 1,67 0,90 0,03  1006°
KO 187 095 004 665
F Dunne Dornen Schicht V WT 1,74 0,86 0,03 719°
KO 180 085 004 571
G Pilzférmige Dornen Schicht 11/ WT 1,81 0,94 0,02 30717
KO 1,91 0,93 0,02 18267
H Pilzférmige Dornen Schicht V WT 1,76 0,93 0,02 2492°
KO 191 100 002 1757
| Filopodienahnliche Dornen Schicht Il/lII WT 1,77 0,98 0,04 770°
KO 192 095 0,04  584°
J Filopodienahnliche Dornen SchichtvV. ~ WT 1,76 0,86 0,03 6662

' Dendritenabschnitte; 2 Dornfortsatze: ° Tiere: * Kortexabschnitte.
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KO 1,97 0,97 0,04 6472

Zu Abb. 11: Nissl-Farbungen zur Ana- Kon- MW SD SEM n

lyse der Organisation des embryona- di-

len Kortex. tion

E14,5

E Kortikale Platte/Kortikale Wand WT 0,14 0,45 0,01 75%
KO 0,16 0,51 0,01 72*

F Ventrikularzone/Kortikale Wand WT 0,38 0,10 0,01 75%
KO 0,41 0,10 0,01 72*

G Kortikale Wand [um] WT 161,50 51,62 596 75
KO 168,10 58,16 6,86 72*

E18,5

H Kortikale Platte/Kortikale Wand WT 0,43 0,14 0,02 544
KO 0,37 0,11 0,02 52*

| Ventrikularzone/Kortikale Wand WT 0,19 0,08 0,01 54%
KO 0,16 0,07 0,01 52*

J Kortikale Wand [um] WT 44420 174,00 23,68 54*
KO 462,70 103,30 14,32 52°

Zu Abb. 12: Immunfluoreszenz Ana- Kon- MW SD SEM n

lyse der Gesamtzelldichte unter Ver-  diti-

wendung von DAPI. on

A E14,5 DAPI+ Zellen/ 1000 pm2 WT 19,94 4,40 0,33 174%
KO 20,72 4,27 0,32 176*

B E18,5 DAPI+ Zellen/ 1000 uym? WT 11,50 2,52 0,19 174*
KO 11,74 1,93 0,15 174*

Zu Abb. 13: Immunhistochemische Kon- MW SD SEM n

Untersuchungen von Pyramidenzel-  diti-

len des Neokortex mit den Markern on

Tbr2 und Sox2 zu embryonalen Zeit-

punkten.

' Dendritenabschnitte; 2 Dornfortsatze: ° Tiere: * Kortexabschnitte.



11 Anhang

- 116 -

E E14,5 Tbr2+ Zellen/ 1000 um? WT 2,85 0,63 0,09 54°
KO 2,43 0,64 0,08 59*

F E18,5 Tbr2+ Zellen/ 1000 pm? WT 1,83 0,60 0,08 57*
KO 2,79 0,68 0,09 57*

G E14,5 Sox2+ Zellen/ 1000 pm? WT 3,84 1,06 0,15 53*
KO 3,69 0,90 0,12 59*

H E18,5 Sox2+ Zellen/ 1000 pm? WT 1,40 0,36 0,05 57*
KO 1,93 0,66 0,09 57*

Zu Abb. 14: Immunhistochemische Kon- MW SD SEM n

Analyse Ctip2+ und FoxP2+ neokorti- diti-

kaler Neurone im embryonalen WT on

und Syndapin lll KO.

G E14,5 Ctip2+ Zellen/ 1000 ym? WT 4,60 1,35 0,17 60*
KO 5,74 1,89 0,24 60*

H E18,5 Ctip2+ Zellen/ 1000 ym? WT 5,22 1,06 0,14 57°
KO 3,97 0,87 0,11  60*

| E18,5 FoxP2+ Zellen/ 1000 ym? WT 2,39 1,02 0,14 57°
KO 2,01 0,75 0,10 59*

Zu Abb. 15: Analyse immunfluores- Kon- MW SD SEM n

zenter Cux1+ kortikaler Neurone im diti-

Vergleich der Genotypen. on

C E18,5 Cux1+ Zellen/ 1000 ym?* WT 4,12 1,22 0,16  60*
KO 413 1,20 0,16  56*

Zu Abb. 16: Immunhistochemische Kon- MW SD SEM n

Untersuchung Brn2+ Nervenzellen im diti-

embryonalen WT und Syndapin Il on

KO.

E E14,5 Brn2+ Zellen/ 1000 pm? WT 6,00 2,00 0,26 57*
KO 5,01 1,38 0,18 57*

' Dendritenabschnitte; 2 Dornfortsatze: ° Tiere: * Kortexabschnitte.
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F E18,5 Brn2+ Zellen/ 1000 pm? WT 346 1,27 0,16 60"
KO 420 1,09 0,15 56
Zu Abb. 20: Absolute Ausdehnung Kon- MW SD SEM n
der Kortikalen Platte, Ventrikularzone diti-
und Kortikalen Wand. on
E14,5
A Kortikale Platte [um] WT 23,03 1328 153 75°
KO 2589 12,39 145 73*
B Ventrikularzone [um] WT 58,82 13,75 1,59 75°
KO 6394 2184 256 73°
C bei Abb. 11 als G aufgefuhrt
B E18,5
D Kortikale Platte [um] WT 195,20 106,80 14,54 54*
KO 176,30 72,15 10,01 52°
E Ventrikularzone [um] WT 83,53 44,40 6,04 54°
KO 80,38 68,01 943 52°
F bei Abb. 11 als J aufgefuhrt
Zu Abb. 21: Gefarbte Zellen pro Ge- Kon- MW SD SEM n
samtzellzahl. diti-
on
E14,5
A Tbr2+ Zellen/ DAPI+ Zellen WT 0,16 0,05 0,01  54*
KO 013 0,03 0,01 59*
B Sox2+ Zellen/ DAPI+ Zellen WT 0,21 0,07 0,01 53"

' Dendritenabschnitte; 2 Dornfortsatze: ° Tiere: * Kortexabschnitte.
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KO 020 0,05 0,01 59°
C Ctip2+ Zellen/ DAPI+ Zellen WT 024 0,10 0,01 60°
KO 026 0,10 0,01 60°
D Brn2+ Zellen/ DAPI+ Zellen WT 0,30 0,10 0,01 574
KO 024 0,07 0,01 57°
E18,5
E Tbr2+ Zellen/ DAPI+ Zellen WT 0,17 0,06 0,01 57
KO 025 0,06 0,01 57°
F Sox2+ Zellen/ DAPI+ Zellen WT 0,13 0,04 0,01 57
KO 0,17 0,05 0,01 57°
G Ctip2+ Zellen/ DAPI+ Zellen WT 045 0,14 0,02 57°
KO 032 0,07 0,01 60°
H FoxP2+ Zellen/ DAPI+ Zellen WT 020 0,07 0,01 57°
KO 0,16 0,05 0,01  59°
| Cux1+ Zellen/ DAPI+ Zellen WT 037 0,10 0,01 60°
KO 036 0,11 0,01  56°
J Brn2+ Zellen/ DAPI+ Zellen WT 031 0,10 0,01 60°
KO 037 0,10 0,01  56°

' Dendritenabschnitte; 2 Dornfortsatze: ° Tiere: * Kortexabschnitte.
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