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1 Einleitung

Einleitend wird der Weg von der Entdeckung des srGAP3-Proteins bis hin zur Frage-
stellung dieser Arbeit beschrieben.

Ausgangspunkt der Forschung bildete 2002 die genetische Untersuchung eines geistig
behinderten 16-jahrigen Madchens. Bei ihr wurde eine Translokation des kurzen Arms
des dritten Chromosoms festgestellt (Endris et al. 2002). Wie fiir das sogenannte 3p-
Syndrom typisch, litt das Méadchen unter Hypotonie und einer starken mentalen Retar-
dierung in Form von extremer psychomotorischer Retardierung mit ataktischer Gangart,
ruckartigen Armbewegungen, periodischem autoaggressiven Verhalten und dem nicht
Erlernen der Sprache (Endris et al. 2002). Interessanterweise konnten jedoch andere cha-
rakteristische Symptome, wie Mikrozephalie, Herz- und Nierenfehler, Ohrdeformitaten
und andere Wachstumsstérungen nicht festgestellt werden (Verjaal et al. 1978; Gunnars-
son et al. 2010). Es folgte eine genauere genetische Analyse. Sie ergab den Nachweis eines
Strangbruchs auflerhalb jeder bis dahin bekannten codierenden Strangregion. Die Ver-
mutung lag nahe, dass hier ein neues Gen betroffen sein musste. Weiterfiihrende Unter-
suchungen bestétigen dies. Die betroffene Genregion codiert fiir ein transmembranpro-
tein-abhéngiges FEiwei}, das ,SLIT-ROBO RHO-GTPase-activating protein 3
(stGAP3), oder ,Mental disorder-associated GTPase-activating protein“ (MEGAP)
(Endris et al. 2002), oder ,WAVE-associated Rac-GTPase-activating protein“ (WRP)
(Soderling et al. 2002).

Es war bereits bekannt, dass Rho-GTPasen die Differenzierung von Neuronen beeinflus-
sen (Nakayama et al. 2000a; Nakayama et al. 2000b; Neumann et al. 2002) und bei
Fehlfunktion mit mentaler Retardierung einhergehen kénnen, wie zum Beispiel bei dem
Verlust von Oligophrenin 1 (Allen et al. 1998; Billuart et al. 1998; Bergmann et al. 2003).

SrGAP3 konnte demnach, tiber Aktivierung von Rho-GTPasen, regulatorisch auf die
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1 Einleitung

neuronale Differenzierung wirken. Dahingehend konnte in Zellversuchen ein hemmender
Einfluss von srtGAP3 auf die Ausbildung von Adhésionskontakten (Bacon et al. 2011),
Lamellipodien (Krause et al. 2004; Endris et al. 2011; Chen et al. 2014) und Filopodien
(Soderling et al. 2006; Soderling et al. 2007; Chen et al. 2014) nachgewiesen werden.

In Expressionsanalysen bei der Maus zeigte sich eine starke Exprimierung von srGAP3
im Bereich des Hippocampus® (Endris et al. 2002; Waltereit et al. 2008) (Abb. 1.1). Als
eine der wenigen Regionen im Gehirn besitzt der zum Hippocampus gehérende Gyrus
dentatus die Fahigkeit der adulten Neurogenese. Es konnte gezeigt werden, dass Storun-
gen dieser Funktion und Schiden im Hippocampus mit mentaler Retardierung einherge-
hen (Thompson et al. 1987; Jun et al. 2012; Schoenfeld et al. 2015). Aufgrund der starken
Expression von srGAP3, dem Einfluss auf die neuronale Differenzierung und der damit
in Verbindung stehenden Néhe zur adulten Neurogenese fokussiert sich die vorliegende

Arbeit auf die Region des Hippocampus'.
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1 Einleitung

Abbildung 1.1: Expression von srGAP3 im Gehirn der Maus

In-situ Hybridisierung mit Digoxigenin-markierten srGAP3-Riboproben, Koronar-
schnitt

PPtA: posteriorer parietaler AssoziationsKortex; Hi: Hippocampus; DG: Gyrus den-
tatus; A: Amygdala; Pir: piriformer Kortex; ACo: anteriorer kortikaler Kern der
Amygdala

(modifiziert nach Endris et al. 2002)

Ein folgend etabliertes Knockout-Mausmodell fiir stGAP3 wies einen stark auffilligen
Phénotyp auf. Sowohl umfangreiche strukturelle, als auch habituelle Verdnderungen
konnten bei den Tieren festgestellt werden (Waltereit et al. 2012). Der Schédel der
Knockoutméuse war durch einen sichtbar ausgepragten Hydrozephalus charakterisiert
(Abb. 1.2). Das Volumen der Ventrikel aber auch die Gesamtgehirnmasse selbst stellte

sich als vergrofert dar (Koschiitzke & Bertram et al. 2015).
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1 Einleitung

Abbildung 1.2: Vergleich Koronarschnitt Kontrolltier /srGAP3-Knockout-
maus

Links: Halbierter Koronarschnitt einer Wildtypmaus; Rechts: Halbierter Koronal-
schnitt einer stGAP3 Knockoutmaus; Golgi-Impréagnierung; 10-fache Vergréflerung
VC: visueller Kortex; SV: Seitenventrikel; HI: Hippocampus; TH: Thalamus;

3V: 3. Ventrikel

In Zusammenhang mit mentaler Retardierung kommen auch bei anderen Mausmodellen
Hydrozephalen vor, wie zum Beispiel bei dem Verlust von Myosin IXa (Abouhamed et
al. 2009), Oligophreninl (Khelfaoui et al. 2007) oder dem Zelladhédsionsmolekiil L1
(Demyanenko et al. 1999).

Bei den srGAP3-Knockoutméausen starben circa 10% der der Tiere postnatal. Dies
kénnte in Zusammenhang mit dem Hydrozephalus stehen. Uberlebten die Tiere diese
Phase, erreichten sie das Erwachsenenalter, wiesen aber trotz dessen Anzeichen eines
Hydrozephalus mit Vergroerung der Ventrikel auf. (Waltereit et al. 2012).

Habituell wiesen die srGAP3-defekten Tiere spontane Tics in Form von stdndigem Put-
zen und Hipfen auf. In verhaltensbiologischen Untersuchungen konnte eine psychomo-
torische Retardierung festgestellt werden. Neben den Tics zeigten sich diese in Einschran-

kungen der motorischen Aktivitat und des Sozialverhaltens. Die kognitiven Fahigkeiten
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1 Einleitung

des Langzeitgedachtnisses schienen intakt zu sein, wobei sich die Funktionen des Kurz-

zeitgedachtnisses dagegen vermindert darstellten (Waltereit et al. 2012).

1.1 Ziele der Arbeit

An die Voruntersuchungen anschliefend zielt die vorliegende Arbeit darauf ab, den Ein-
fluss von stGAP3 auf den Hippocampus aufzuklaren. Der Gyrus dentatus wird diesbe-
ziiglich als wichtigster Informationseingang des Hippocampus‘ (Stafstrom 2005; Ander-
sen, 2007) ins Zentrum der Forschung gestellt. Mit Hilfe der Untersuchungen soll ein
besseres Verstédndnis tiber die Wirkung und die Funktion von stGAP3 erreicht werden.
In der Folge konnten die Ergebnisse dazu beitragen die genaue Pathogenese des beschrie-
benen Krankheitsbildes und Erkrankungen mit &hnlichen Symptomen, wie Schizophrenie

oder Formen von Autismus und Depression, besser verstehen und behandeln zu kénnen.

1.2 Forschungsfragen und -hypothesen

Folgende Fragen und Hypothesen sollen in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des Knock-

out-Mausmodells untersucht beziehungsweise tiberpriift werden:

(F1): Beeinflusst srGAP3 das hippocampale Volumen?

(H1): Knockoutméuse weisen einen vergrofierten Hippocampus auf.

Die Kopfform der SrGAP3-Knockoutméuse lasst auf eine deutliche Volumenzunahme des
Gehirns schliefen. Untersuchungen zeigten neben stark vergrofierten Ventrikeln, auch
eine Zunahme der Hirngesamtmasse und des Hirngesamtvolumens (Koschiitzke & Ber-
tram et al. 2015). Eine Vergroferung des Hippocampalen Volumens ist demnach ebenfalls

zu vermuten.
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1 Einleitung

(F2): Welche Wirkung besitzt srGAP3 auf die Neurogenese und/oder die
Zytogenese im Gyrus dentatus des Hippocampus‘ aus?

(H2): Bei den srGAP3-Knockoutméusen kommt es zu einem Anstieg der Neurogenese-
und Mitoserate.

Eine mogliche Volumenzunahme des Hippocampus® konnte auch eine Zellzunahme zur
Folge haben. Des Weiteren agiert stGAP3 als Regulatorprotein wihrend der Neurogenese

(Kap. 2.8).

(F3): Beeinflusst StGAP3 im Gyrus dentatus die Komplexitidt des neuronalen
Netzwerks?

(H3): Die SrGAP3-Deletion wirkt fordernd auf die Komplexitét des neuronalen Netz-
werkes.

Neben einer quantitativ-zelluldren Verdnderung in der fokussierten hippocampalen Re-
gion konnte ebenfalls eine qualitative Beeinflussung der zellularen Kommunikation durch
die srGAP3-Deletion erfolgen. Begriindet werden kann diese Vermutung durch einen
hemmenden Einfluss von stGAP3 auf die Ausbildung von Filopodien, Lamellipodien und

Adhésionskontakten (Kap. 2.8).

1.3 Uberblick der verwendeten Methoden

Die Untersuchung von Volumenveranderung des Hippocampus‘ erfolgt mittels eines
Kleintier-Magnet-Resonanz-Tomogramms. Eine vektorenbasierte Software ermoglicht
dabei die Beurteilung ohne deformierende Eingriffe.

Zur Analyse der mikroskopischen Strukturen werden zur quantitativ-zellularen Beurtei-
lung der neuronalen Verdnderungen immunhistochemische Farbungen durchgefiihrt. Als

Marker der adulten Neurogenese dient der Antikorper fiir Doublecortin (DCX) (von Boh-
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1 Einleitung

len und Halbach 2007) (Kap. 3.7.1). Erganzend wird der Anti-Phospho-Histon-3-Anti-
korper ausgewahlt. Dieser markiert alle Zellen, die sich kurz vor oder in der Mitose be-
finden gilt damit als ein Marker der mitotischen Aktivitdt (von Bohlen und Halbach
2011) (Kap. 3.7.2).

Qualitative Auswirkungen des Gendefekts auf das neuronale Netz werden mit Hilfe der
Silberimprégnierung nach Golgi untersucht. Dabei wird die Oberfliche von Zellen mit
Silber beschichtet und dadurch unter dem Mikroskop sichtbar. Sowohl der Dendriten-
baum, als auch die dendritischen Dornen koénnen mit dieser Methode beurteilt werden
und lassen dadurch Riickschliisse auf den neuronalen Verkniipfungs- und Vernetzungs-

grad zu (Spigelmann et al. 1998) (Kap. 3.7.4).
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2 Neuroanatomische Grundlagen

2.1 Limbisches System

Das limbische System bezeichnet eine funktionelle Einheit von verschiedenen Kortexare-
alen und Kerngebieten. Dazu zéhlen Hippocampus mit Gyrus dentatus und Fornix,
Gyrus cinguli, Gyrus parahippocampalis mit Area entorhinalis, Corpus amygdaloideum
(Amygdala) und Corpus mamillare (Abb.2.1). Weiterhin bilden grofie Bereiche des
Riechhirns, Indusium griseum und Thalamusanteile Anteile des limbischen Systems (Tre-
pel, 2008). Verbindungen innerhalb des Systems bestehen beispielsweise iiber den Papez
Neuronenkreis. Dariiber hinaus gibt es ausgedehnte Verbindungen zu anderen Hirnab-
schnitten, wie dem Neokortex, Thalamus, oder dem Hirnstamm. Es wird demnach ein
Erregungsaustausch zwischen neokortikalen, mesenzephalen und dienzephalen Struktu-

ren ermoglicht (Bahr et al., 2003).

Abbildung 2.1: Limbisches Sys-
tem beim Menschen

SC: Sulcus centralis;

Fx: Fornix;

Sp: Septum;

Cm: Corpus mamillare;

Ca: Corpus amygdaloideum;

Hi: Hippocampus;

Gecs: Gyrus cinguli sinistra;

Gecd: Gyrus cinguli dextra
(modifiziert nach Sejnowski et al.
2014)
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2 Neuroanatomische Grundlagen

2.2 Topografie und Morphologie des Hippocampus'

Der Hippocampus stellt eine zentrale Schaltstelle dar. Thm gehoren der Gyrus dentatus,
das Ammonshorn und das Subiculum an (Trepel, 2008). Weiter fassend bildet die Hip-
pocampusformation eine wichtige funktionelle Einheit. Neben dem Hippocampus zéahlt
zusatzlich der entorhinale Kortex, das Pra- und Parasubiculum zu dieser Formation (An-
dersen, 2007).

Beim Menschen liegt der Hippocampus beidseitig im Lobus temporalis und bildet einen
nach occipital verlaufenden paarigen Bogen (Abb. 2.1). Dieser umlauft anterior begin-
nend nach occipital-medial den 3. Ventrikel und setzt sich in den Fornix fort. Im Tem-
porallappen verdickt sich der Hippocampus nach anterior und besitzt auf der Oberflache
kleine Furchen. Diese tatzendhnliche Struktur wird als Pes hippocampus bezeichnet.
Nach ventromedial wird der Hippocampus vom Gyrus parahippocampalis umfasst und
steht nach dorsal mit den Seitenventrikeln in direktem Kontakt (Schiebler et al., 2007).
Im mittleren Bereich finden sich zahnartige Ausstiilpungen, welche nach medial in den
Seitenventrikel hineinragen. Diese werden der Form nach als Margo denticulatus (lat.
dens: Zahn) bezeichnet und beschreiben das superficiale Segment des Gyrus dentatus’

(Abb. 2.2) (Duvernoy et al., 2013).
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2 Neuroanatomische Grundlagen

Abbildung 2.2: Hippocampusfor-
mation des Menschen

Eroffnung des Lobus temproralis, Blick
vom Seitenventrikel, Skala: 3,6 mm
(1) intraventrikulare Sicht auf den Cor-
pus hippocampi; (2) Fimbria; (3) Tae-
nia fimbriae (rechter Pfeil); (4) Zdhne
der Margo denticularis; (5) Sulcus su-
(] perficialis; (6) Subiculum und Gyrus pa-
| rahippocampalis;  (7) Cauda  hippo-

¥ campi; (8) Calcar avis; (9) Trigonum

. collaterale; (10) Eminentia collateralis
,l (modifiziert nach Duvernoy, H. et al.,
2013)

Bei der Maus besitzt der Hippocampus eine andere Lage. Seine Form umschliefit im
Gegensatz zum Menschen langgestreckt paarig den Thalamus und Hypothalamus. Dabei
zeigt er sich als doppelter Halbmond nach anterior 6ffnend (Abb. 2.3). Die Hippocam-
pusformation ist nicht ventro-dorsal, sondern anterior-posterior angeordnet. Dies bedeu-
tet, dass sich nach posterior, mit dem Gyrus dentatus und dem Ammonshorn beginnend,
das Subiculum, das Pra- und Parasubiculum und der entorhinale Kortex anschliet. Me-
dial liegen dem Hippocampus nicht die Seitenventrikel, sondern der 3. Ventrikel an. Die
Seitenventrikel umfassen hier die laterale Fliche des Hippocampus (Moser et al. 2014;

Paxinos et al., 2001).
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2 Neuroanatomische Grundlagen

Abbildung 2.3: Lage der Hippo-
campusformation bei der Maus
(A) Lage der Hippocampusforma-
tion

(B) Hippocampusformation im
Transversalschnitt

B DG: Gyrus dentatus
CA3 CA 1-3: Cornu Ammonis Regionen
CA2 PrS: Priasubiculum
DG PaS: Parasubiculum
CA1 MEC: medialer entorhinaler Kortex
: LEC: lateraler entorhinaler Kortex
Fissura—— Suculm Layer II-V: Layer des entorhinalen
hippocampi :
PrS —alil - Layer Vi Kortex
Distal — Layer V (modifiziert nach Moser et al. 2014)
PaS$- 5= Layer Il
— Layer I

2.3 Funktionsweise und Histologie des Hippocampus'

Die anatomische Unterteilung des Hippocampus‘ in Gyrus dentatus, Ammonshorn und
Subiculum begriindet sich auf dessen Funktionsweise. Als ,trisynaptischer Kreis* agieren
diese Regionen miteinander.

Der Gyrus dentatus stellt die wichtigste Afferenz des Hippocampus‘ dar. Thn erreichen
Informationen aus dem entorhinalen Kortex, welche iiber das erste Neuron des trisynap-
tischen Kreislaufs in die CA1-Region des Ammonshorns weitergeleitet werden. Dort ver-
bindet das zweite Neuron die CAl-Region mit der CA3-Region, woraufhin das dritte
Neuron iiber das Subiculum die CA3-Region wieder mit dem entorhinalen Kortex ver-

bindet (Stafstrom 2005; Andersen, 2007) (Abb. 2.4).

20



2 Neuroanatomische Grundlagen

q Fissura

cam)
Para-und qe-==mn. PPOSAMP! pMoostasern

Prasubiculum Sy Fimbria hippocampi
.

o Tractus perforans :

4“ O Alveus
J - Schaffer-

i 1=
‘:-.,.*; ,—g\_' Kollateralen

B

. weile Substanz
\ des Neocortex
entorhinaler 0
Cortex
L)
. o Sternzellen im
¢l . entorhinalen Cortex
II1. . o Kirnerzellen im
¥ Gyrus dentatus
“. Pyramidenzellen
‘t‘ in CA3
Sulcus rlinah'rs/ -
(Crenze rwischen T mn?dm"m
Neocortex und Archicortex)

Abbildung 2.4: Funktionsschema Hippocampusformation

(Hippocampusformation (2000) URL: http://www.spektrum.de/le-

xika/images/neuro/fff456.jpg)

Entwicklungsgeschichtlich gehort der Hippocampus zum dreischichtigen Archikortex.

Im Gyrus dentatus werden Stratum moleculare, Stratum granulosum und Stratum mul-
tiforme voneinander unterschieden (Duvernoy et al., 2013).

In der mittleren Schicht befindet sich das Stratum granulosum (Abb. 2.5: 9). Die darin
enthaltenen Zellkerne der glutamatergen Neurone werden Kornerzellen genannt. Ihre
Dendriten reichen in das Stratum moleculare (Abb. 2.5: 8), welches in eine innere und

eine duflere Schicht weiter untergliedert werden kann. Die &uflere Schicht beinhaltet die
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2 Neuroanatomische Grundlagen

distalen Dendriten. Sie empfangen, iiber den Tractus perforantes, eingangige Informati-
onen aus dem entorhinalen Kortex (Abb. 2.4). Die innere Schicht wird von proximalen
Dendriten durchzogen. Sie werden durch Kommissuren- und Assoziationsfasern des Hilus
aus dem ipsi- und kontralateralen Hippocampus innerviert (Brylka, 2008).

Im Stratum multiforme (Abb. 2.5: 10) durchziehen die Axone der Kornerzellen das Ge-
webe und projizieren als Moosfaserbiindel auf die Pyramidenzellen der CA3- und CA4-

Region des Ammonshorns (Duvernoy et al., 2013).

RS

P) -

Abbildung 2.5: Histologischer Aufbau des menschlichen Hippocampus‘

(1) Alveus (2) Stratum oriens (3) Stratum pyramidale (3‘) Stratum lucidum
(4) Stratum radiatum (5) Stratum lacunosum (6) Stratum moleculare des Ammons-
horns (7) Sulcus hippocampus (8) Stratum moleculare des Gyrus dentatus (9) Stra-
tum granulosum (10) Stratum multiforme; (11) Fimbria (12) Margo denticulatus

(13) Sulcus fimbriodentatus (14) Sulcus hippocampus superficiale (15) Subiculum
(modifiziert nach Duvernoy, H. et al., 2013)

22



2 Neuroanatomische Grundlagen

Das Ammonshorn wird in 4 Regionen unterteilt (CA1 — CA4) und besitzt, entsprechend
dem Informationsfluss von apikal nach basal 6 Schichten: Stratum moleculare, Stratum
lacunosum, Stratum radiatum, Stratum pyramidale, Stratum oriens und der Alveus
(Duvernoy et al., 2013).

Die Pyramidenzellen befinden sich mittig im Stratum pyramidale (Abb. 2.5: 3). Sie be-
sitzen doppelte Dendritenbiaume, welche sowohl in die apikale (apikale Dendriten), als
auch in die basale Schicht (basale Dendriten) reichen.

Die am weitesten apikal gelegene Schicht bildet das Stratum moleculare (Abb. 2.5: 6).
Es liegt dem Tractus perforans an (Abb. 2.4). Fasern aus dem entorhinalen Kortex stellen
hier synaptische Kontakte zu apikalen Dendriten der Pyramidenzellen her.

Im Stratum lucidum (Abb. 2.5: 3‘) erreichen die Moosfasern der Kornerzellen aus dem
Gyrus dentatus ebenfalls apikale Dendriten der Pyramidenzellen.

Die kommissuralen und septalen Fasern kontaktieren im Stratum radiatum und lacuno-
sum (Abb. 2.5: 4, 5) die apikalen Dendriten.

Basal des Stratum pyramidale werden im Stratum oriens (Abb. 2.5: 2) tiber sogenannte
Schaffner-Kollateralen die Regionen des Ammonshorns (CA1 — CA4) untereinander ver-
netzt. AuBerdem gibt es Verbindungen zum Subiculum und zum entorhinalen Kortex
(Brylka, 2008).

Uber den Alveus und die Fimbria hippocampi (Abb. 2.5: 1, 11) werden die Axone der

Pyramidenzellen mit dem Fornix verbunden (Duvernoy et al., 2013).

Das Subiculum (Abb. 2.5: 15) beschreibt die Ubergangszone zwischen Hippocampus und
den entorhinalen Kortex. Es gehort zum dreischichtigen Archikortex und beinhaltet wie
der Gyrus dentatus ein Stratum moleculare, ein Stratum pyramidale und ein Stratum
multiforme (Duvernoy et al., 2013). Das Stratum pyramidale enthélt die Perikarien der

Neurone. Das Stratum moleculare liegt der apikalen Schicht der CAl-Region an und
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beinhaltet die Dendriten mit kommissuralen Fasern. Im Stratum multiforme befinden
sich gleichsam die Axone, welche neben hippocampusinternen Verschaltungen und Wei-
terleitung iiber den Fornix den entorhinalen Kortex im Gyrus parahippocampalis ansteu-
ern. Dieser fiihrt iiber den Tractus perforans Fasern wieder zum Gyrus dentatus. Dadurch
wird die trisynaptischen Verschaltungskette der Hippocampusformation zum Ausgangs-
punkt zuriickgefithrt und bildet ein modellierbares Kreislaufsystem (Stafstrom 2005). Ne-
ben glutamatergen Korner- und Pyramidenzellen kommen noch verschiedene Interneu-
rone vor. Diese nehmen Einfluss auf die Stéarke der Weiterleitung und beschranken sich

nicht auf einzelne Zellschichten (Béahr et al., 2003; Rolls 2015).

Uber Verbindungen zum Hypothalamus, den Septumkernen und dem Gyrus cinguli
nimmt der Hippocampus Einfluss auf das vegetative Nervensystem und die Regulation
von endokrinen, viszeralen und emotionalen Geschehnissen. Uber die Verkniipfungen zu
kognitiven Arealen des Neokortex ist er mafigeblich an Lernprozessen und der Ausbildung
des Gedéachtnisses beteiligt (Bahr et al., 2003). Insbesondere besitzt der Hippocampus
die Funktion Informationen vom Kurzzeit- in das Langzeitgedédchtnis iiberfiihren zu kon-
nen (Zola-Morgan et al. 1986; Squire 1986). Eine Léasion des Hippocampus kann somit
zu unterschiedlichsten Formen von Gedachtnisstorungen und mentaler Retardierung fiih-
ren (Thompson et al. 1987) und steht unter anderem daher im Focus der Forschungsar-

beit.

2.4 Neuronaler Feinbau

Die Grundstruktur der Hippocampalen Neurone lasst sich in drei Teile untergliedern
Dendriten, Zellkorper und Axon. Die Afferenzen erreichen das Neuron iiber ein oder

mehrere Dendriten, welche aus dem Zellkern entspringen. Mit Hilfe von Aktionspotenzi-
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alen werden Informationen zum néchsten Neuron iiber das Axon gesendet. Der interzel-
luldre Informationsaustausch selbst findet iiber den synaptischen Kontakt zwischen dem
Axon des ersten und dem Dendrit des néchsten Neurons statt. Der Dendrit besitzt auf
der Oberfliche sogenannte Spines, die mit den Synapsen am Ende der Axone interagie-
ren. Eine Interaktion erfolgt hauptsachlich tiber Neurotransmitter. Je nach chemischer
Substanz wird in der Folgezelle entweder eine Verstarkung oder eine Verringerung des
Membranpotenzials erzeugt. Uberschreitet das Membranpotenzial eine bestimmte
Grundspannung wird ein Aktionspotenzial ausgelost. Dieses erzeugt, je nach Zelle und
Neurotransmitter in der Folgezelle wiederum eine Verstarkung oder Verringerung des
Membranpotenzials (Trepel, 2008).

Im Hippocampus besitzen die Korner- und Pyramidenzellen den Neurotransmitter Glu-
tamat, welcher eine potenzialverstiarkende Funktion in der Folgezelle besitzt (Leranth et
al., 2007; Duvernoy et al., 2013). Interneurone besitzen haufig Gamma-Amino-Butter-
saure (GABA) als Neurotransmitter. Dieser zahlt zu den hemmenden Neurotransmittern.
Es konnte gezeigt werden, dass durch Verlust von Neuronen und dem Riickgang von
Zell-Zell-Verbindungen im Hippocampus die Fahigkeit von Lern- und Gedéachtnisprozes-
sen abnehmen (Zola-Morgan et al. 1986; Kitamura et al. 2014).

Zur Beurteilung von neuronalen Zell-Zell-Verbindungen spielen die dendritischen Dornen
(,Dendritic Spines“)eine bedeutende Rolle (Smrt et al. 2010). Im Gegensatz zu den axo-
nalen Synapsen, lassen sich Spines gut anfirben und bieten einen verlisslichen Anhalt
fir bestehende synaptische Kontakte (Yuste, 2010). Die dendritischen Dornen lassen sich
in Hals- und Kopfbereich untergliedern. Der Hals liegt dem Dendriten an und der Kopf
bildet die Zone des synaptischen Kontaktes aus. Abbildung 2.6 gibt eine Ubersicht tiber
die haufigsten Spineklassen. Es werden filopodienartige (Filopodia), dinne (Thin), kurze
(Stubby), pilzartige (Mushroom) und verzweigte (Branched) Spines unterschieden. Die

filopodienartigen Spines verfiigen iiber einen langen diinnen Hals, als auch iiber einen
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diinnen Kopf und sind deutlich langer, als die dhnlich gebauten Thin Spines. Stubby
Spines kommen sehr hdufig wihrend der frithen postnatalen Entwicklung vor. Sie besit-
zen keinen Hals, denn der Kopf liegt dem Dendritenast direkt an. Mushroom Spines
zeichnen sich durch einen breiten Spinekopf aus und sind typischerweise wéhrend des
Erwachsenenalters zu finden. Branched Spines weisen zwei oder mehr Verastelungen auf

und sind im Vergleich zu den anderen Spineklassen weniger hiufig (Yuste, 2010).

Lange Linge Lange/Breite Breite o= 2
>2pm < 1 pm <lpm > 0,6 pm Kopfe

Abbildung 2.6: Spineklassen

(A) Typische Spineformen des Kortex‘; Geometrische Charakteristika unterhalb
aufgefiihrt

(B) Sekundérer Dendrit einer Pyramidenzelle der Lamina II/III des priméren visu-
ellen Kortex der Maus; Golgi impragniert; die unterschiedlichen Spineklassen sind
farblich iibereinstimmend mit Bild (A).; Skala 5 pm

(modifiziert nach Risher, W. C. et al. 2014)

2.5 Fahigkeit der adulten hippocampalen Neurogenese

Eine Besonderheit des Hippocampus® ist die fast einzigartige Fahigkeit der adulten Neu-

rogenese. Neben dem Gyrus dentatus des Hippocampus ist bisher nur aus dem Riechhirn
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und der subventrikularen Zone bekannt, dass sich Neurone noch im Erwachsenenalter
aus Vorlauferzellen (Progenitorzellen) entwickeln kénnen. Zur Untersuchung der Neuro-
genese werden Neurogenesemarker zur Hilfe genommen. In Form von Antikérpern kon-
nen mit ihnen neu entstandene Zellen gekennzeichnet und sogar in das jeweilige Stadium
der neuronalen Entwicklung eingeordnet werden. Dies ist durch die unterschiedliche Ex-
primierung von Proteinen wahrend bestimmter Entwicklungsphasen der Zellen moglich.
Bei der Entstehung neuer Neurone aus der subgranularen Zone des Gyrus dentatus kon-
nen fiinf Stadien unterschieden werden. In der Proliferationsphase steigert sich die Tei-
lungsrate der neuronalen Vorlauferzellen. Aus diesen differenzieren sich im zweiten Sta-
dium junge Neurone (Differenzierungsphase). Wéhrend des Stadiums der Migration er-
reichen die neuen Zellen das Stratum granulosum des Gyrus dentatus. Dort beginnen sie
Axone in Richtung des Stratum multiforme und Dendriten in die Molekularschicht aus-
zubilden (Targeting). Im letzten Stadium erfolgt die synaptische Integration der Neurone

in die hippocampale Struktur (Abb. 2.7) (von Bohlen und Halbach 2007).
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Abbildung 2.7: Stadien der Neurogenese und Neurogenesemarker

(1) Proliferationsphase (blau); (2) Differenzierungsphase (griin); (3) Migrations-
phase (gelb); (4) Phase des Targeting (orange); (5) Synaptische Integration (rot)
Unterhalb der Stadientibersicht ist der Zeitraum der Exprimierung der Neurogene-
semarker entsprechend der Farbmarkierung aufgezeigt.

(modifiziert nach Bohlen Und Halbach, O. von 2007)

2.6 Migration und Targeting im Rahmen der Neurogenese

Sowohl in der embryonalen als auch in der adulten Neurogenese bewegt sich eine neue
Nervenzelle vom Ort ihrer Entstehung zur Zielposition und integriert sich dort in das
neuronale Netzwerk. Doch woher kennen die Zellen ihre Zielposition und wie bewegen sie
sich an diesen Ort?

Die zielgerichtete Wegfindung erfolgt durch Chemotaxis. Dabei werden in der Zielregion

chemische Substanzen ausgeschiittet. Der Brain-derived neurotrophic factor (BNDF),
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oder der Nervenwachstumsfaktor (NGF) sind nervensystemspezifische Beispiele dafiir
(Behar et al. 1994; Behar et al. 1997). Die migrierenden Zellen erkennen mit Hilfe von
Rezeptoren auf ihrer Zelloberflache diese Stoffe. Je nach Substanz kann in Abhéngigkeit
vom Konzentrationsgradienten eine lockende oder abstoflende Wirkung auf die Zellen
entstehen (Lodish, 2000).

Die Zellbewegung selbst erfolgt durch das Zusammenspiel von Polarisation, Protrusion,
Adhésion, Translokation und Retraktion (Vicente-Manzanares et al. 2007). Polarisation
beschreibt die signalgesteuerte Ausrichtung der Zelle. Dabei werden Regulatoren durch
extrazelluldren chemotaktischen Signale aktiviert. Sie generieren in der Zelle einen Mig-
rationsrand in Bewegungsrichtung (,leading edge®) und einen entgegengesetzten Nach-

zugsrand (,trailing edge”) (Ridley et al. 2003; Swaney et al. 2010) (Abb. 2.8).
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Abbildung 2.8: Zellmigration

Nach der Polarisation (dargestellt als blauer Farbverlauf) durch extrazelluldre Sub-
strate erfolgt die Protrusion. Aktinfilamente induzieren die Formation von Lamelli-
podien und Filopodien. Die Adhésion beginnt mit der Bildung von jungen fokalen
Komplexen, die zu fokalen Adhésionen reifen. Zur Translokation wird der Hauptteil
des Zellkorpers mit Unterstiitzung von kontraktilen Kréften durch Aktin/Myosin in
Migrationsrichtung verlagert. SchlieBlich wird der restliche Zellkérper nach Abbau
von Adhésionskontakten und Zytoskelettstrukturen nachgezogen — Retraktion.
(modifiziert nach Yamazaki, D. et al. 2005b)

Fir die eigentliche Bewegung, der Protrusion, von Neuronen spielt der sogenannte
Wachstumskegel (growth cone®) eine bedeutende Rolle. Er befindet sich am Migrations-

rand und ermittelt die Bewegungsrichtung der Zelle (Abb. 2.9 ).
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Abbildung 2.9: Wachstumskegel

Links: Schema eines Wachstumskegels; Rechts: Elektronenmikroskopische Auf-
nahme einer Zelle mit ausgepragtem Wachsumskegel
(modifiziert nach http://www.bio.miami.edu/ktosney/images/ResHomSEMgc.jpg

und https://classconnection.s3.amazonaws.com /101077 /flashcards/718838 /ipg/pic-
turel2.jpg)

Seine Oberflache ist durch dynamisch auswachsende Zellfortsétze charakterisiert, die als
Filopodien und Lamellipodien bezeichnet werden. Filopodien werden von parallel gebiin-
delten Aktinfilamenten durchzogen und ragen weit aus dem Zellkorper heraus. Lamelli-
podien bilden eher flachige Vorstiilpungen und zeichnen sich durch stark verzweigte
Netzwerke von Aktinfilamenten aus. Mit den Zellfortsitzen untersucht der Wachstums-
kegel die extrazellulare Umgebung. Werden chemotaktische Lockstoffe detektiert, wéchst
er als Leitneurit (,leading neurite®) aus der Zelle auf die Zielposition zu. Die Bewegung
selbst geschieht mit Hilfe von Polymerisationsvorgiangen des Zytoskeletts und Adhésio-
nen der Zelle an der extrazelluldren Matrix durch fokale Kontakte (Kap. 2.7). Entspre-
chend der Bewegungsrichtung erfolgt der Auf- bzw. Abbau der Strukturen.

Im néchsten Schritt, der Translokation, wird der Zellkorper mit dem Zellkern dem Leit-
neuriten nachgezogen. Der Abbau der Zelladhésionskontakte und des Zytoskeletts be-

schreibt die Retraktion. Erreicht die Nervenzelle ihre endgiiltige Zielposition, fungiert der
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Wachstumskegel als auswachsendes Axon. Die Migration geht damit in das Targeting
iiber. Das Axon wéchst auf die Zielzellen zu und bildet iiber Synapsen synaptische Kon-
takte aus. Ahnlich dem Auswachsen des Axons und der Bildung von Synapsen erfolgt
die Aussprossung des Dendritenbaumes mit den dendritischen Spines. Diese verbinden
sich wiederum mit Synapsen von sendenden Neuronen. Die dadurch neu entstehenden
vor- und nachgeschalteten Verkniipfungen fithren schliefllich zur Integration des Neurons

in das neuronale Netzwerk (Purves et al., 2001).

2.7 Die Dynamik der Zytoarchitektur wahrend der Zellbewegung

Der Kreislauf der Zellbewegung wird durch die Registrierung von ausgeschiitteten
chemotaktischen Stoffen mittels Rezeptoren auf der Zelloberflache initiiert. Die Rezepto-
ren bewirken daraufhin Konformationsanderungen von Transmembranproteinen,
wodurch die Weitergabe von Bewegungsinformationen aus dem Extra- in den Intrazellu-
larraum ermoglicht wird. Slit-Robo stellt ein solches Transmembransystem dar (Prasad
et al. 2007). Es beeinflusst in der Zelle bewegungsrelevante Folgesysteme (Abb. 2.10).
Zytoskelettmodellierende Rho-GTPasen, wie CDC42, RhoA, oder Racl werden durch
das Slit-Robo-System aktiviert. Es katalysiert die Bindung von GTP und somit die Ak-
tivierung der GTPasen. Diese konnen daraufhin mit Zielproteinen interagieren, welche
wiederum Effektoren fiir die Zellbewegung beeinflussen (Charest et al. 2007; Govek et al.
2011). Das Zielprotein Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASp) oder Wiskott-Aldrich
syndrome protein family member 1 (WAVEL) spielt hierbei eine bedeutende Rolle. Es
initiiert die Bindung von Arp2 an Arp3 und bildet damit den Arp2/3-Komplex. Als
Effektor tragt dieser sowohl Vernetzung bestehender Aktinfilamente, als auch zu ihrer
Neuentstehung bei. Fiir die Vernetzung verkntipft der Arp2/3-Komplex Aktinfilamente
mit ,,capping-end* End-zu-Seit oder End-zu-End miteinander. Bei der Generierung neuer

Filamente bindet der Arp2/3-Komplex Aktin-Monomere. Lagern sich an diese weitere
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Aktin-Monomere an, verldngern sich die entstehenden Strdnge und entwickeln sich zu
neuen Aktinfilamenten (Mullins et al. 1998; Shakir et al. 2008). Erreichen die neuen
Filamente die Zellmembran, erzeugen die fortlaufenden Aktinanlagerungen eine mecha-
nische Kraft. In der koordinierten Polymerisation wird die vorgelagerte Zellmembran
dadurch in Richtung der Migration gedriickt. Der eigentliche Bewegungsvorgang beginnt
(Watanabe et al. 2002). An der gegentiberliegenden ,Nachzugsfront® findet der entge-
gengesetzte Prozess statt. Hier werden Aktinfilamente durch Depolymerisation abgebaut
und dadurch die Zellmembran nachgezogen (Le Clainche et al. 2008). Der vorgeschaltete
Aufbau und nachgeschaltete Abbau von Aktin wird auch als Aktin-Tretmiihle (,actin-
treadmill*) bezeichnet und fithrt im kombinierten Ablauf zur Bewegung der Zelle (Pol-

lard et al. 2003; Pollard 2007).
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Abbildung 2.10: Modell der ,,Aktin-Tretmiihle*

(1) Extrazellulare Signale aktivieren Rezeptoren und Transmembranproteine.
(2) Die damit assoziierte Signaltransduktion bewirkt die Aktivierung von Rho-fa-
mily GTPasen und PIP2. (3)Diese aktivieren WASp/Scar Proteine.
(4) WASp/Scar Proteine fithren zur Verbindung des Arp2/3 Komplexes und Bin-
dung von Aktin-Monomeren. (5) Rapide Polymerisation an den ,barbed ends“ des
neuen Aktinstranges (6) driicken die Zellmembran in Migrationsrichtung. (7) Cap-
ping-Proteine beenden die Polymerisation. (8) Aktinfilamente werden durch Hydro-
lyse von Aktin-gebundenem ATP zu ADP abgebaut (weifle Untereinheiten verfiarben
sich gelb). Darauf folgt die Dissoziation des y -Phosphats (Untereinheiten verférben
sich rot). (9) ADF/Cofilin unterstiitzt die Phosphatdissoziation, trennt ADP-Aktin-
filamente und fordert die Dissoziation von ADP-Aktin von den Enden der Filamente.
(10) Profilin katalysiert den Austausch von ADP durch ATP (Untereinheiten wird
weif). (11) Profilin-gebundenes ATP-Aktin steht wieder fir die Verlangerung der
,barbed ends“ zur Verfigung. (12) Rho-family GTPasen aktivieren auflerdem die
PAK und LIM-Kinase, welche ADF /Cofilin phosphorylieren.

(modifiziert nach Pollard, T. D. 2007)

34



2 Neuroanatomische Grundlagen

2.8 SrGAP3 im molekularen Kontext — Stand der Forschung

SrGAP3 beeinflusst sowohl das Zytoskelett, als auch extrazellulare Adhésionskontakte.
Beide Strukturelemente spielen essentielle Rollen fiir die Neurogenese, neuronale Diffe-
renzierung und die neuronale Integration (siche Kap. 2.5 bis 2.7).

Bisher sind drei funktionelle Regionen bekannt, mit denen srGAP3 interagiert und regu-
latorische Wirkungen erzielt: die F-Bar-Doméne, die SH3-Doméne und die Rho-GAP-

Doméne (Abb. 2.11).

r

Adhisionskontakte Filopodien Lamellipodien
Rho-

Proteine: Racl & CDC42 —<> WASP —>» Arp 2/3

[T~ 7\

Aktivierung Ena/
Rho-GTPase WAVEL > Vasp

Rho-GAP

<> Lamellipodin

srGAP2 [F-BAR
—>» Forderung
<O
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kontakte —> Bindung
L Lipidschicht —@ Kolokalisation

Abbildung 2.11: Molekulare Beziehungen von srGAP3
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Die ,inverse FCH-Bin-Amphiphysin-Rvs-Untereinheit* (IF-Bar-Doméne) (Abb. 2.11 —
orange) spielt fiir die Protrusion der Zelle eine bedeutende Rolle (Coutinho-Budd et al.
2012). Sie erméglicht die Bindung an Phospholipide und damit die Anheftung an die

Zellmembran (Carlson et al. 2011).

SrGAP3 kann daraufthin mit seiner ,,C-terminal Src homology 3“-Untereinheit (SH3-
Doméne) (Abb. 2.11 — griin) (Soderling et al. 2002) die Bindung zum Transmembran-
komplex Slit-Robo herstellen (Wong et al. 2001; Bacon et al. 2011). Diese Verkniipfung
ermoglicht in der Folge eine direkte Beeinflussung von srGAP3 durch extrazellulare Sig-
nale (Ma et al. 2007; Andrews et al. 2008; Dickinson et al. 2010).

Weitere Bindungspartner der SH3-Démane sind WAVE1L (Soderling et al. 2002) und
Lamellipodin (Endris et al. 2011). Diese konnen iiber verschiedene Signalkaskaden Ein-
fluss auf die Ausbildung von Filopodien nehmen (letzter Abschnitt dieses Kapitels 2.8).
Adhésionskontakte konnen von stGAP3 sowohl direkt tber die SH3-Doméne (Endris et

al. 2011), als auch indirekt iiber die Rho-GAP-Doméne beeinflusst werden.

Die ,Rho-Protein-GTPase-aktivierende Untereinheit® (Rho-GAP-Domé&ne) (Abb.
2.11 — blau) stimuliert die GTPase-Aktivitat von Rho-Proteinen (Endris et al. 2002;
Chen et al. 2011). GTPasen katalysieren die Reaktion von GTP zu GDP. Aktive Rho-
Proteine liegen in GTP-gebundener Form vor und Rho-Proteine in GDP-gebundener
Form sind inaktiv. Die GTPase der srGAP3-Rho-GAP-Doméne fiihrt somit zur Inakti-
vierung der Rho-Proteine (Ma et al. 2013; Bacon et al. 2013). Fiir das Rho-Protein Racl
konnte eine starke und fiir Cdc42 eine moderate Hemmung nachgewiesen werden. RhoA
wird dagegen von stGAP3 nicht beeinflusst (Yang et al. 2006). Zusatzlich wirkt stGAP2
fordernd auf die Rho-GAP-Doméne von stGAP3 und somit hemmend auf Racl und

CDC42 (Ma et al. 2013).

36



2 Neuroanatomische Grundlagen

Die Rho-Proteine selbst wirken férdernd auf die Ausbildung von fokalen Kontakten (No-
bes et al. 1995), Adhésionskontakten (DeMali et al. 2003) und tber Arp 2/3 férdernd
auf die Ausbildung von Lamellipodien und Filopodien (siche Kap 2.7).

Im Detail bindet und verstarkt CDC42 die Aktivitat des ,, Wiskott-Aldrich-Syndrom-
Proteins“ (WASP) (Rohatgi et al. 2000; Haddad et al. 2001). Dieses fordert seinerseits
die Aktivierung von Arp 2/3-Komplexen (Govek et al. 2005; Takenawa et al. 2007) und
beeinflusst die Polarisierung der Zelle (Bouma et al. 2011).

Racl verstarkt die Aktivitdt des ,,WASP-family verprolin-homologous protein 1
(WAVEL) (Ma et al. 2013). WAVEL1 fordert ebenfalls die Aktivierung von Arp 2/3-
Komplexen und damit die Initiierung neuer Aktinfilamente und deren Verkniipfung (Su-
etsugu et al. 2003; Soderling et al. 2006; Shakir et al. 2008; Chen et al. 2014). Uber die
Bindung der SH3-Doméne von stGAP3 (Soderling et al. 2002) kann WAVEL eine For-
derung der stGAP3-Rho-GAP-Doméne bewirken (Soderling et al. 2007). In der Folge
entsteht, durch die Hemmung von Racl, eine negative Feedbackhemmung von WAVEL.
Aufgrund der Verbindung von WAVE1L zur SH3-Region von srGAP3 besitzt stGAP3
auch das Synonym WAVEl-related protein (WRP) (Carlson et al. 2011).

Neben der Aktivierung von Arp 2/3 verstarkt WAVEL die Aktivierung von Ena/Vasp-
Proteinen (Chen et al. 2014). Diese fithren iiber eine Verhinderung des cappings von
Aktinfilamenten (Krause et al. 2003; Bear et al. 2009; Winkelman et al. 2014) (Abb. 2.10
(7)) zu einer Hemmung der Verzweigungsrate bei gleichzeitiger Forderung der Initiierung
und Verlédngerung von Aktinfilamenten (Skoble et al. 2001; Krause et al. 2003). Uber
diesen Weg (WAVEL -> Ena/Vasp -> Arp 2/3) werden somit eher die Ausbildung von
Filopodien geférdert und die Ausbildung von Lamellipodien reduziert (Krause et al. 2003;
Lebrand et al. 2004; Bear et al. 2009; Winkelman et al. 2014).

SrGAP3 kann jedoch auch mit Bindung von Lamellipodin an der SH3-Doméne (Endris

et al. 2011) férdernd auf die Ausbildung von Lamellipodien wirken (Krause et al. 2004).
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2 Neuroanatomische Grundlagen

Zusammenfassend konnten bisher umfassende Mechanismen aufgezeigt werden, mit de-
nen stGAP3 regulierend auf die Ausbildung von Adhésionskontakten, Filopodien und

Lamellipodien wirken kann.
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3.1 Antikorper und Chemikalien

Phospho-Histon H3 Antikorper

Anti-P-Histone H3 (Ser 10)-R: sc-8656-R
Polyklonale Kaninchen-Antikorper

Santa CRUZ Biotechnology, INC.

Doublecortin Antikorper

Anti-Doublecortin (C-18): sc-8066
polyklonale Ziegen-Antikérper

Santa CRUZ Biotechnology, INC.

Cy3-konjugiertes Ziegen-anti-Kaninchen IgG (H+L)
Code Number: 111-165-003
Lot Number: 86700
Gefriergetrocknetes Pulver
Puffer: 0.01M Natriumphosphat, 0.25M NaCl, pH 7.6
Stabilisator: 15 mg / ml Rinderserumalbumin (IgG-Frei, Protease-Frei)
Konservierungsmittel: 0.05 % Natriumazid
Jackson Immuno Research Laboratories, INC.

Dianova Forschungsreagenzien, Immunodiagnostik
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Cy3-konjugiertes Streptavidin
Code Number: 016-160-084
Lot Number: 86400
Gefriergetrocknetes Pulver
Konzentration: 1.8 mg / ml
Puffer: 0.01M Natriumphosphat, 0.25 M NaCl, pH 7.6
Stabilisator: 15 mg / ml Rinderserumalbumin (IgG-Frei, Protease-Frei)
Konservierungsmittel: 0.05 % Natriumazid
Jackson Immuno Research Laboratories, INC.

Dianova Forschungsreagenzien, Immunodiagnostik

Biotinyliertes anti-Ziegen IgG (H-+L)
Lot No. W0328
Puffer: 10 mM Phosphat, pH 7.8, 0.15M NaCl
Konservierungsmittel: 0.08 % Natriumazid
Vector Laboratories, INC.

Linaris Biologische Produkte GmbH

Ziegenserum

Code Number: 005-000-121

Lot Number: 90574

Gefriergetrocknetes Pulver

Konzentration: 60.0 mg / ml

Puffer: 0.01 M Natriumphosphat, 0.25M NaCl, pH 7.6
Konservierungsmittel: 0.05 % Natriumazid

Dianova Forschungsreagenzien, Immundiagnostik
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Pferdeserum
Code Number: 008-000-121
Lot Number: 88966
Gefriergetrocknetes Pulver
Konzentration: 60.0 mg / ml
Puffer: 0.01 M Natriumphosphat, 0.25M NaCl, pH 7.6
Konservierungsmittel: 0.05 % Natriumazid

Dianova Forschungsreagenzien, Immundiagnostik

Mowiol der Firma Calbiochem

Es werden 10g Mowiol in 40 ml PBS {iber Nacht verriihrt. Am néchsten Tag wird
20 ml Glycerol (Glycerin fir Fluoreszenz-Mikroskopie) hinzugefiigt und fir ca. 8-10h
verriihrt. Nach einer 15-miniitigen Zentrifugation bei 6000 U/ min wird die Losung bei

-20°C bis zur Benutzung eingefroren.

3.2 Gerate und Hilfsmittel

Magnet-Resonanz-Tomograph

7 Tesla ClinScan animal scanner BioSpin der Firma Bruker, Ettlingen, Deutschland

Innerer Durchmesser: 15,4 cm
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Mikroskope

Axioplan 2 Imaging, Zeiss, Germany

Objektive:

Vergroflerung Marke  Name des Objektivs Seriennummer
2,5x /0,075 Zeiss Plan NEOFLUAR 440310

5x /0,15 Zeiss Plan NEOFLUAR 440320

10x /0,30 Zeiss Plan NEOFLUAR 440331

20x /0,50 Zeiss Plan NEOFLUAR 1004989

40x /0,75 Zeiss Plan NEOFLUAR 440351

63x /1,25 Oil  Zeiss Plan NEOFLUAR 440460

100x /1,4 Oil  Zeiss Plan APOCHROMAT 440780

Kamera:

AxioCam HRec, Zeiss

Tisch:

Marzhauser Wetzlar, Type EK32, 75 x 50 mm

Steuereinheit:

Marzhauser Wetzlar, Type L-Step 12/2, S/N 021023704

Immunfluoreszenzlicht:

HXP 120 CQ-HXP 120-z/10026¢
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Olympus BX63

Objektive:
Vergroflerung Marke Name des Objektivs Seriennummer
2x/0.08 Olympus PLAN APO N FN26.5
10x /0.40 Olympus UPLANSAPO 0.17/FN26.5
20x/0.75 Olympus UPLANSAPO 0.17/FN26.5
40x /0.95 Olympus UPLANSAPO 0.11-0.23/FN26.5

100x / 1.40 Olympus

UPLANSAPO

FN26.5 OIL PH3

Tisch:
BX3 UCDS8A mit
BX3 Filtermodulrevolver
BX3 Frontlinse

BX3 LED

BX3 Polarisator Steuereinheit: BX3-cbh

Immunfluoreszenzlicht:

HXP 120 CQ-HXP 120-z/10026¢

Kaniilen

Sterican von Braun 20G x 1%, 90 x 40 mm

Objekttrager und Deckgliser

R. Langenbrick Labor- und Medizintechnik

SuperFrost® Plus Microscope slides

Deckglaser 24 x 50 mm mit der Glasdicke von 0,13 - 0,16 mm
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Gelatinisierte Objekttrager
Es werden 1,5 g Gelatine mit 72 ml Aqua dest. erhitzt. Weiterhin wird 0.1 g Kalium-
chrom-III-Sulfat in 2ml Aqua dest. erhitzt. Nach dem Erkalten der Losungen werden
beide miteinander vermischt und 30 ml Ethanol hinzugefiigt. Die Objekttrager werden
vor dem Bestreichen mit der Losung mit Ethanol gereinigt.

Das Auftragen der Losung wird nach dem Trocknen noch zwei Mal wiederholt.

PBS-Losung 10 %-ig
Zur Herstellung eines Liters werden 80 g NaCl, 2 g KCI, 11,5 g Na,HPO,, 2 g KH,PO,

in einen Messzylinder gegeben und mit Aqua bidest. aufgefiillt und verriihrt.

PFA-Losung 2 %-ig
Fiir 100 ml dieser Losung werden 2 g Paraformaldehyd (Pulver) in einen Erlenmeyer-
kolben gegeben. Nach der Zugabe von 80ml Aqua dest. und drei Tropfen einer 1
molaren NaOH-Losung wird das Gemisch auf 50 °C erhitzt bis die Losung klar durch-
sichtig erscheint. Im néchsten Schritt werden 10ml 10 %-ige PBS-Losung hinzugege-
ben und der pH-Wert bestimmt. Dieser sollte zwischen 7,3 und 7,4 sein. Zum Ab-

schluss wird die Losung mit 10 ml Aqua dest. verdiinnt und bei -20 °C eingefroren.

Spatel

VWR International, VWR Disposable Spatulas

Magnetriihrer

RCT basic von IKAMAG®

Magnetstabchen-Sortiment von Roth®
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3.3 Software

Programm Version Herausgeber

AxioVision Carl Zeiss Microscopy

Citavi 3.4.0.2 Swiss Academic Software
Foxit Reader 6.1.2.1224 Foxit Corporation

GIMP 2.6.11 The GIMP Team

GraphPad Prism 4 4.0.2.315 GraphPad Software

ImageJ2x 2.1.4.7 Rawak Software, Inc.

Inkscape 0.48.5 Free Software Foundation, Inc.
MIPAV 5.0.0.0 MIPAV

Microsoft Office Access 2003  11.0.5614.0 Microsoft Corporation

Microsoft Office Access 2013
Microsoft Office Excel 2003
Microsoft Office Excel 2013
Microsoft Office Word 2013
Neurolucida

Neurolucida

RadiAnt DICOM Viewer
SumatraPDF

TeXnicCenter

15.0.4553.1000
11.0.5612.0
15.0.4569.1504
15.0.4569.1504
9.1.2.0

7.2.0
1.9.16.7446
24

2.02

Microsoft Corporation
Microsoft Corporation
Microsoft Corporation
Microsoft Corporation
MBF Bioscience

MBF Bioscience
Medixant

Krzysztof Kowalczyk

The TeXnicCenter Team
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3.4 Mausmodell

Alle Tierexperimente wurden in Ubereinstimmung mit den Richtlinien des Deutschen
Tierschutzgesetzes, sowie mit Erlaubnis des Landesamts fiir Landwirtschaft, Lebensmit-
telsicherheit und Fischerei (LALLF) Mecklenburg-Vorpommern (Deutschland) durchge-
fithrt.

Fiir die Entwicklung eines Mausmodells der Erkrankung wurde in das Genom der Maus
ein Stop-Codon hinter das Exon 3 des stGAP3-Gens eingefiigt. Dieses simuliert damit
die Translokation im stGAP3-Gen (Abb. 3.1). Die in dieser Arbeit verwendeten Mause
wurden im Zentralinstitut fir Seelische Gesundheit in Mannheim von der Arbeitsgruppe

unter Dusan Bartsch generiert und geziichtet.

L |
3" [HH—— e : et 15 MEGAP/srGAP3
I N N
...... ' ...................,"“.
% 1 Chr.3
Exon 4 5 Exon 3 Exon 2
c i | 1 der(3)
-t 1T 1 der(X)
= in} 1 Chr.X
]
]
&

Abbildung 3.1: Genetik srGAP3

Die Lokalisationen der 22 Exons des stGAP3-Gens sind mit roten vertikalen Strichen
markiert. Das gesamte Genom umfasst ca. 250 kb. Exon 1 und Exon 2 sind durch ca.
100kb vpneinander getrennt. Der Strangbruch befindet sich zwischen Exon 3 und
Exon 4 und ist als griine gestrichelte Linie markiert.

Chr.: Chromosom; der(3): Strangabschnitt des Chromosoms 3

(modifiziert nach Endris, V. et al. 2002)

Zur Herstellung wurde ein Genabschnitt aus der Genbibliothek des Deutschen Ressour-

cenzentrums fiir Genomforschung Berlin, Deutschland verwendet (RPCIP711J22374Q2,
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RPCI-21). Der Genabschnitt enthalt das stGAP3-Gen und wurde durch ein Stop-Codon
ergénzt. Weiterhin erfolgte der Einbau eines Resistenzgens fiir Neomycin und eines TK-
Gens, welches die Sensibilitat fiir Gancyclovir herstellt.

Der fertige Genabschnitt konnte daraufhin in Blastozysten von C57BL/6J-Méusen inji-
ziert werden. Die sich daraus entwickelnden chiméren Mause wurden zunachst mit
C57BL/6J-Méausen  gekreuzt und danach mit  FLP-entfernenden  Méiusen
(Tg(ACTFLPe)9205Dym/J). Diese entfernten das Neomycinresistenzgen. Zuletzt er-
folgte eine Riuckkreuzung mit den C57BL/6J-Mausen fir 6-8 Generationen (Waltereit et

al. 2012; Endris et al. 2002).

3.5 Praparation und Perforation

Die drei bis vier Monate alten Méduse wurden mit Diethylether fiir 4 min in einem ge-
schlossenen Glaszylinder getotet und daraufhin auf einer Platte an allen 4 Extremitéten
fixiert.

Es erfolgte ein horizontaler Hautschnitt bis auf die Korperfaszie. (Abb. 3.2a) Das Fell
wurde dann nach kranial bis zur Clavicula und nach kaudal bis zum ventralen Becken-
rand unterminiert. Durch einen Schnitt kaudal des Rippenbogens, welcher beidseits nach
lateral am Rippenbogen entlang bis zur Wirbelséule fortgesetzt wurde, konnte der Bauch-
raum zuganglich gemacht werden. Zur Eroffnung der Brusthohle wurde das Diaphragma
mit einem zirkuldren Schnitt durchtrennt (Abb. 3.2b). Nach dem vorsichtigen Entfernen
des Herzbeutels ist, neben dem Abklemmen der Aorta abdominales mit einem Bulldog,
der rechte Vorhof eingeschnitten und der linke Ventrikel mit einer 20G Kaniile punktiert
worden. Diese war mit einer Pumpe verbunden, welche mit 200ml PBS mit 30ml /h
vornehmlich die obere Korperregion der Maus zuerst spiilten und danach mit 150 ml 4-

prozentiger PFA-Losung fixierten.
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(c) (d) (e) ()

Abbildung 3.2: Praparation und Perforation

(a) Hautschnitt (b) Eroffnung des Bauch- und Brustraumes (c) Préparation der Sché-
delknochen (d) Entfernung des Os occipitale (e) Entfernung der Ossa parietale
(f) Fertige Hirnpraparation, oben das Gehirn einer Wildtypmaus, unten das Gehirn
einer stGAP3-defizienten Maus

Zur Préaparation des Gehirns wurde zunichst der Kopf abgetrennt. Die Entfernung des
Fells erfolgte durch einen medialen Schnitt dorsal der Wirbelsédule nach rostral. Darauf-
hin wurde mit einem Skalpell die Nervi optici beidseits durchtrennt und die Nacken- und
Kaumuskulatur entfernt (Abb. 3.2c). Mit einer kleinen Schere erfolgte zunéchst ein
Schnitt entlang der Sutura lamboidea und die Entfernung des Os occipitale (Abb. 3.2d).

Mit einem weiteren Schnitt nach rostral entlang der Sutura sagittalis konnten die Ossae
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parietale gelost werden (Abb. 3.2e). Das Gehirn wurde abschliefend mit einem Spatel
aus der Schédelbasis gelost und fiir wenigstens 3 Tage in 4 - prozentiger PFA-Losung

weiter fixiert (Abb. 3.2f).

3.6 Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT)

Mit Hilfe der Bilder eines 7-Tesla-Kleintier-Tomographen erfolgte die makroskopisch-
anatomische Untersuchung des Hippocampus®.

Die zu untersuchenden Mause wurden kurz vor der Untersuchung mit Diethylether se-
diert und innerhalb von 5min in den MRT-Scanner umgelagert. Der Scan der post-mor-
tem-Sequenz dauerte 08:38 Stunden. Er erfolgte in einer 3D T2-gewichteten turbo-spin
echo (TSE) sequence. Diese bestand aus 96 transversalen Schichten ohne Spaltraum. Die
Schichtdicke betrug 100 pm. Die Matrix umfasste 512 x 512 Pixel und wurde durch den
Scanner auf 1024 x 1024 Pixel erweitert. Das Sichtfeld (FoV) betrug 25 mm. Die dreidi-
mensionale Auflésung mafl 24 pm x 24 pm x 100 pm pro Pixel. Das Volumen eines Voxels
ergab 0.058 nl. Die Repetitionszeit (TR) betrug 2500 ms und die Echozeit (TE) 55 ms.
Durch die fixierte Lage des Gehirns konnten Bilder mit minimalen Inhomogenitaten und
Artefakten erzeugt werden (von Bohlen und Halbach et al. 2014).

Die aufgenommenen Daten wurden in MIPAV eingelesen. Schicht fiir Schicht erfolgte
die beidseitige Umrahmung des Hippocampus. Daraufthin konnte mit dem Programm ein
dreidimensionales Bild erzeugt und eine Volumenberechnung durchgefiihrt werden (Haak

et al. 2015).
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3.7 Farbungen und Impragnierungen

3.7.1 Anti-Doublecortin-Farbung

Doublecortin (DCX) ist ein hirnspezifisches Protein, welches zu den Mikrotubuli-assozi-
ierten Proteinen (MAPs) gezdahlt wird. Seine Funktion ist nicht vollstandig geklart, aber
es scheint die Polymerisation von Mikrotubuli in Neuronen wéahrend der neuronalen Ent-
wicklung zu fordern. Als Besonderheit kann Doublecortin nur im Zeitraum von der frithen
neuronalen Entwicklungsphase bis zur letzten Phase, der synaptischen Integration de-
tektiert werden. Auf dem Hintergrund dessen spielt es fiir die Neurogeneseforschung eine
wichtige Rolle und wird in dieser Arbeit als Neurogenesemarker verwendet (Brown et al.
2003; Claudia Karl, 2004; von Bohlen und Halbach 2007; von Bohlen und Halbach 2011).
Die Farbung selbst erfolgt als Doppelimmunmarkierung. Dabei bindet nach dem ersten
Antikérper (Anti-DCX) ein zweiter, fluoreszierender Antikorper an diesen. Mit einem
Fluoreszenzlicht werden die primér markierten Zellen damit sekundér sichtbar gemacht.
Zu Beginn wurden die in PBS-Losung liegenden Gehirne mit einem Vibratom (Leica®
VT1000S vibratome) in 30 pm dicke Schnitte geteilt. Diese wurden in Wells umgelagert,
welche mit 20 - prozentigem Ethanol befiillt waren. Nach mehreren Waschschritten er-
folgte zunachst die Blockierung mittels 0,4 % Triton fir 30 min und einer PBS-Losung
mit 3 % Rinderserumalbumin und 0,3 % Triton fiir zwei Stunden. Daran schloss sich die
Farbung mit dem priméren Antikorper (Anti-Doublecortin-Antikorper) an. Dieser wurde
in einem Verdinnungsverhéltnis von 1:100 in PBS mit 3% Rinderserumalbumin und
0,1% Triton fiir 8 Stunden bei 4 °C belassen. Der sekundiare Antikorper war das Cy3-
konjugierte affine pure goat anti-rabbit IgG, welcher in einem Verhéltnis von 1:2000 fiir

zwel Stunden einwirkte.
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Als Gegenfiarbung wurde DAPI gewéhlt. Der Farbstoff wurde 1:10000 mit Aqua bidest.
verdiinnt und fiir 5 min auf den Schnitten belassen, bevor abschliefend das Eindeckeln

mit Mowiol® erfolgte.

Abbildung 3.3: Doublecortinfarbung im Gyrus dentatus

Pfeil: Doublecortin-positive Zelle; Smo: Stratum moleculare; Sg: Stratum granulare;

Sm: Stratum multiforme; 400-fache Vergrofierung

3.7.2 Anti-Phospho-Histon-3-Féarbung

Mit der Anti-Phospho-Histon-3-Férbung (PH3) werden Zellen kurz vor und wéhrend der
Mitose markiert. Ein spezifischer Antikérper bindet dabei an die phosphorylierte Ami-
nosdure Serin 10 am Ende der Aminosaurenkette des Histons 3. Normalerweise liegt das
Histon 3 hauptsachlich unphosphoryliert im Zellkern vor. Mit der Kondensation des
Chromatins éndert sich dieser Zustand. Beginnend in der G2-Phase und wéhrend der
Mitose ist das Histon 3 phosphoryliert und kann von dem Anti-PH3-Antikérper gebun-
den werden (Gurley et al. 1978; Hendzel et al. 1997; Murphey et al. 2006; von Bohlen

und Halbach 2011).
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Fir die Farbung wurden die Gehirne, entsprechend der Anti-DCX-Farbung mit dem
Vibratom in PBS-Lésung in 30 pm dicke Scheiben geschnitten. Diese konnten danach auf
SuperFrost® Plus Objekttriager aufgezogen und luftgetrocknet werden. In einem 10 mM
Natrium-Citrat-Puffer mit einem pH-Wert von 6,0 erfolgte in der Mikrowelle mit 700 W
die Demaskierung der Antigene fiir 20 min. Die Demaskierung wurde gefolgt von der
Blockierung mit einer Losung aus 5 % Ziegenserum, 5 % Rinderserumalbumin und 0,1 %
Triton in PBS fiir eine Stunde.

Im néchsten Schritt wurde dann der primére Antikorper (Anti-PH3-Antikorper) hinzu-
gegeben. Dieser befand sich in einer Verdiinnung von 1:100 mit 5 % Rinderserumalbumin
und 0,1 % Triton in PBS und wurde fiir zwei Stunden auf den Schnitten belassen.

Als sekundéarer Antikorper wurde Cy3-konjugiertes affine pure goat anti-rabbit IgG in
einer Verdiinnung von 1:200 mit 5% Rinderserumalbumin und 0,1 % Triton in PBS fiir
eine Stunde verwendet. Vor dem Eindeckeln mit Mowiol® erfolgte auch hier eine Gegen-
farbung mit DAPI. Diese wurde in gleicher Weise wie bei der Doublecortin-Farbung

(sieche Kap. 3.7.1) durchgefiihrt.
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Abbildung 3.4: Anti-Phosphohiston
3-Farbung im Gyrus dentatus

Pfeil: Phosphohiston 3-positive Zelle;
Smo: Stratum moleculare; Sg: Stratum

granulare; Sm: Stratum multiforme
1000-fache Vergréferung, Ol

3.7.3 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Die einzelnen Hirnschnitte wurden mit festem Verlauf von occipital nach frontal auf den
Objekttrager aufgezogen. Daher war eine Beurteilung mit Bezug zur Lage im Gehirn
moglich. Den Orientierungspunkt bildete der am weitesten frontal liegenden Schnitt,
welcher in der DAPI-Farbung das Stratum granulosum des Gyrus dentatus nur noch als
eine Schicht zeigte. Unter Berticksichtigung der Schnittdicken von 30 pm wurde nach
dessen Identifikation die Einteilung vorgenommen.

Zur weiteren Klassifizierung erfolgte die Unterscheidung zwischen ventraler (unterer) und
dorsaler (oberer) Schicht innerhalb des Gyrus dentatus. Zudem fand eine Einteilung in
vier Zonen von zentral nach lateral statt, um eine noch spezifischere Aussage iiber die
Zellverteilung treffen zu konnen (Abb. 3.5). Die fluoreszierenden Zellen in der jeweiligen

Region wurden direkt gezahlt und in eine Microsoft-Access-Datenbank eingetragen.
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3.7.4 Golgi-Impragnierung

Bei der Golgi-Impréagnierung wird Silber zur Markierung von Neuronen verwendet. Die
Zelloberfliche wird hierbei mit Silber beschichtet und dadurch unter dem Mikroskop
sichtbar. Sowohl der Dendritenbaum, als auch die von den Dendriten abgehenden Spines
konnen mit dieser Methode dargestellt und beurteilt werden (Spigelmann et al. 1998;
Pannese 1999; Risher et al. 2014; Baloyannis 2015).

Fir die Golgi-Impréagnierung dieser Arbeit wurde das FD Rapid GolgiStainTM Kit ver-
wendet. Hierflir wurden den perfundierten und fixierten Gehirnen die Bulbi olfactorii und
der Hirnstamm im Bereich der Lamina quadrigemina entfernt.

Im néchsten Schritt wurde nach dem Waschen mit Aqua bidest. das Gehirn in ein Ge-
misch aus jeweils 3,5ml Losung A und Loésung B gegeben. Eine Erneuerung der Losung

erfolgte am folgenden Tag.
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Nach zwei Wochen in Dunkelheit bei Raumtemperatur wurde das Gewebe in die Losung
C iberfithrt und fiir eine Woche bei 4 °C dunkel gelagert. Auch hier erfolgte am darauf-
folgenden Tag eine Erneuerung der Losung.

Nach dieser Vorbereitung wurden die Gehirne mit dem Vibratom (Leica® VT1000S vib-
ratome) in der Losung C 120 pm dick geschnitten. Die Schnitte wurden daraufhin mit
einem Glasspatel auf gelatinisierte OT aufgezogen und bei Raumtemperatur getrocknet.
Eine zweifache Spiilung mit Aqua bidest. leitete den nédchsten Schritt ein. Die Schnitte
wurden fiir 10 min mit einer Mixtur aus 10 ml Losung D, 10 ml Losung E und 20 ml Aqua
bidest. eingelegt. Nach erneuter Spiilung erfolge die Dehydrierung in aufsteigender Alko-
holreihe. Abschliefend wurden die OT mit Xylol gewaschen und mit Merckoglas® einge-

deckelt.

3.7.5 Auswertung der Golgi-Imprégnierung

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Neurolucida, mit welchem man eine 3D-
Rekonstruktion der Dendriten und ihren dendritischen Dornen erstellen kann. Dies ist
moglich durch das Zusammenspiel der Projektion des Schnittes auf den Bildschirm und
die gleichzeitige Registrierung der Z-Achse des Mikroskoptisches.

Die Auswahl hinsichtlich eines geeigneten Dendritenbaumes zur Rekonstruktion geschah
nach folgenden Gesichtspunkten. Als erstes wurde die Nervenzelle als Beginn des Dend-
ritenbaumes identifiziert. Zweitens sollten die Verzweigungen wenige Strangabbriiche
aufweisen. Falls diese vorhanden waren, sollten sie moglichst weit distal zu finden sein,
um ein anndhernd vollstandiges Bild der Vernetzung zu bekommen. (Abb. 3.6a) Bei der
Auswahl eines Dendritenabschnittes zur Rekonstruktion der dendritischen Dornen waren
folgende Kriterien ausschlaggebend: eine reprasentative Lange von ca. 40 pm, eine gute
Sichtbarkeit und eine nicht zu hohe Spinedichte, da die dendritischen Dornen sonst nicht

befriedigend nachgezeichnet werden konnten (Abb. 3.6b).
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3 Material und Methoden

Abbildung 3.6: Evaluation der Golgi Impragnierung

(a) Beispiel eines Dendritenbaumes zur Evaluation, Gyrus Dentatus, Golgi-Impragnie-
rung bei 200-facher Vergrofierung; (b) Beispiel eines Dendritenabschnittes zur Spinere-
konstuktion, Gyrus Dentatus, Golgi-Imprégnierung bei 1000-facher Vergroflerung

Zur Rekonstruktion des Dendritenbaumes selbst wurde die Z-Achse des Mikroskoptisches
so angepasst, dass der zu markierende Abschnitt beim Zeichnen scharf zu sehen war.
Gleiches galt fiir das Nachzeichnen der dendritischen Dornen. Das Mikroskop wurde zu-
erst am Grund des Spinehalses und Kopf der dendritischen Dornen scharf gestellt und
jeweils markiert. Da die Z-Achse vom Programm registriert und aufgezeichnet wurde,
konnte aus diesen Daten die 3D — Rekonstruktion ermittelt werden.

Eingelesen wurden die Zeichnungsdaten in den Neurolucida Explorer, welcher daraufhin

die Rohdaten als Zahlenwerte zur weiteren Auswertung generierte (Abb. 3.7).
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3 Material und Methoden

Abbildung 3.7: Analyse im Neurolucida Explorer

(a) Dendritenbaum in XY-Darstellung (b) Dendritenbaum in XZ-Darstellung (c)

Dendritenabschnitt mit markierten dendritischen Dornen

3.8 Methoden der Evaluierung

Die Statistische Auswertung erfolgte mit Microsoft® Access, Microsoft® Excel und
GraphPad Prism 4. Zur Analyse wurde der ungepaarte t-test, two-way ANOVA und der
Tukey’s multiple comparisons test verwendet. Die gezeigten Diagramme verwenden Mit-

telwertdaten mit Signifikanzniveaus von *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Deletion von srGAP3 hat Einfluss auf das hippocampale

Volumen

Eine signifikante VergroBerung des Hippocampusvolumens lésst sich im Knockoutstamm

nachweisen (Abb. 4.1).

40- Abbildung 4.1: Hippocampusvermes-
1 * 1
= 304 sung
=
= Volumen des Hippocampus in mm?3
= 204
]
g n=4
S 10
>
0
wt SrGAP3 -/-

Im Detail sind die Volumina der Hippocampi der Wildtypmaéuse mit 25,04 + 0,5663 mm?
signifikant  kleiner (p=0,0379), als die Volumina der Knockouttiere mit
27,95 4+ 0,9398 mm? (Abb. 4.1). Damit ergibt sich eine prozentuale Vergroflerung des Hip-
pocampus‘ von 11,62 % im Vergleich zum Wildtypstamm.

Weiterhin fiel eine Verschiebung und Formveranderung des Hippocampus* auf.

4.2 Einfluss der Deletion von srGAP3 auf die Neurogenese

4.2.1 Doublecortin (DCX)

In der Anti-Doublecortin-Féarbung kénnen zwischen den Knockoutméusen und den Wild-

typméusen keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden (Abb. 4.2a)
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4 Ergebnisse

Innerhalb der Vergleichsstimme zeigt der ventro-dorsale Vergleich des Gyrus Dentatus
einen signifikanten Anstieg an Doublecortin-positiven Zellen im ventralen Anteil (Abb.

4.2b). Eine generelle Zunahme an Doublecortin-positiven Zellen von frontal nach occipi-

tal ist ebenfalls auffillig (Abb. 4.2¢).
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- wt 111022-1
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(c)
Abbildung 4.2: Doublecortin

(a) Anzahl DCX-positiver Zellen je Mausstamm (b) Anzahl DCX-positiver Zellen im
oberen und unteren Anteil des Gyrus Dentatus im Vergleich (¢) Schwankungen der
Anzahl der DCX-positiven Zellen im fronto-occipitalen Verlauf je Maus

Beim Vergleich der Gesamtzellzahl an Doublecortin-positiven Zellen zeigen sich starke
Schwankungen im Knockoutstamm: 195,0 + 36,40 Zellen, wéhrend der Kontrollstamm

nahezu reproduzierbare Ergebnisse liefert: 167,4 5,018 Zellen (Abb.4.2a).
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4 Ergebnisse

In der ventro-dorsalen Gegentiberstellung der Doublecortin-positiven Zellen kann im two-
way ANOVA ein signifikanter Reihenfaktor mit p =0,0082 und F = 12,1954 nachgewie-
sen werden (Abb. 4.2b).

Der fronto-occipitale Verlauf der positiv gefarbten Zellzahlen nimmt in beiden Stdmmen
beim Vergleich von 180 pm zu 1260 pm signifikant (p =0,033) zu (Abb. 4.2¢). Der Knock-
outstamm weist jedoch sehr deutliche Schwankungen auf (Mittel: 186,26 Minimum: 48;

Maximum: 300).

4.2.2 Phospho-Histon 3 (PH3)

Die adulte Neurogenese im Gyrus dentatus wird durch srGAP3 nicht moduliert

Beim Vergleich der PH3-positiven Zellen sind keine signifikanten Unterschiede zwischen
den untersuchten Mausstdmmen nachzuweisen.

In der Gesamtschau (Abb. 4.3a) und insbesondere im ventralen Anteil des Gyrus denta-
tus (Abb. 4.3b), kann jedoch eine nicht signifikante Tendenz der Verringerung Ph3-
positiver Zellen im Knockoutstamm festgestellt werden. Weiterhin lasst sich erkennen,
dass die Streuung der Knockoutstdmme deutlich breiter ausfallt, als in der Vergleichs-

gruppe (Abb. 4.3c).
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Abbildung 4.3: Phospho-Histon 3

(a) Anzahl PH3-positiver Zellen je Mausstamm (b) Anzahl PH3-positiver Zellen im
ventralen und dorsalen Anteil des Gyrus Dentatus im Vergleich (¢) Anzahl der PH3-

positiver Zellen im fronto-occipitalen Verlauf je Maus

In der detaillierten Betrachtung kénnen insgesamt 67,99 + 6,036 bei den Wildtypméausen
und 51,47 £+ 12,52 PH3-positive Zellen im Knockoutstamm gezéhlt werden (4.3a). Im
ventro — dorsalen Vergleich (Abb. 4.3b) ergeben die Messungen ventral 32,15 + 4,659
(wt) und 20,89 4+ 4,620 (ko) PH3-positive Zellen. Dorsal verzeichnet der Knockoutstamm

32,15+ 4,659 und der Vergleichsstamm 35,84 4+ 2,677 PH3-positive Zellen.
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4 Ergebnisse

4.3 Einfluss der Deletion von srGAP3 auf die Morphologie der

Dendriten

4.3.1 Neuronaler Verzweigungsgrad

Der neuronale Verzweigungsgrad wurde mit der Sholl-Analyse im Neurolucida Explorer
ermittelt und bleibt vom Gendefekt unverédndert. Die Anzahl der Verzweigungspunkte
und die Anzahl der Verzweigungen zeigen keine signifikanten Unterschiede zwischen den
untersuchten Mausstdmmen (Abb. 4.4a und b). Ebenso unterscheidet sich die Lange der
Verzweigungen nicht signifikant (Abb.4.4c). In beiden Vergleichsgruppen kann die
grofite raumliche Ausdehnung der Neurone im Radius zwischen 50 und 100 pm verzeich-

net werden (Abb. 4.4d).
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Abbildung 4.4: Verzweigungsgrad

(a) Anzahl der Verzweigungspunkte je 25 pm Radius rdumlicher Ausdehnung der
Neurone (b) Anzahl der Verzweigungen je 25 nm Radius rdumlicher Ausdehnung der
Neurone (c¢) Lénge der Verzweigungen je rekonstruiertem Dendritenbaum (d) Ver-
gleich der Anzahl der Verzweigungen im Verhéltnis zum Radius der raumlichen Aus-
dehnung der Neurone

Je ermitteltem 25pm Radius befinden sich 0,865 4 0,053 Verzweigungspunkte bei den
Wildtypméausen und 0,816 + 0,038 Verzweigungspunkte bei den SrGAP3 — defizienten
Mausen (Abb. 4.4a). Die Anzahl der Verzweigungen, die von den Verzweigungspunkten
ausgehen, betragen pro 25 pm Radius 3,731 + 0,257 (wt) und 3,506 + 0,174 (ko) Verzwei-
gungen (Abb. 4.4b). Die Langen der Verzweigungen je rekonstruiertem Dendritenbaum

messen 217,5 + 20,15 pm beim Wildtypstamm und 225,9 4+ 22,96 pm im Knockoutstamm
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4 Ergebnisse

(Abb. 4.4¢c). Bei der Untersuchung der lokalen Haufung ist ein Maximum an Verzwei-
gungen von 6,13 (wt) bzw. 5,78 (ko) im Radius zwischen 50 und 100 pm festzustellen.
Der Spaltenfaktor im two-way ANOVA weist keine Signifikanz bei p=0,374 und

F=0,798 auf (Abb. 4.4d).

Nicht dargestellt sind die Vergleiche der Verzweigungen mit der zusétzlichen Untertei-
lung nach frontal und occipital. Die Gesamtlange des untersuchten Bereichs ergibt
1560 pm. Zwischen der Wildtyp- und der Knockoutgruppe, sowie innerhalb der Stamme

finden sich keine signifikanten Unterschiede im fronto — occipitalen Verlauf.

4.3.2 Neuronaler Vernetzungsgrad

Der neuronale Vernetzungsgrad weist beziiglich der dendritischen Dornen keine signifi-
kanten Verdnderungen auf.

Sowohl Lange, Dichte, als auch die Klasse der dendritischen Dornen zeigen keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den Vergleichsgruppen (Abb. 4.5a, ¢ und d). Eine Tendenz
des vermehrten Vorkommens von Stubby-Spines lasst sich im Knockoutstamm registrie-
ren. Diese weist jedoch keine Signifikanz auf (Abb. 4.5d). In beiden Gruppen kann eine
signifikante Haufung der Spineldnge zwischen 0,5 um und 1 pm nachgewiesen werden.

(Abb. 4.5b).
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Abbildung 4.5: Vernetzungsgrad

(a) Spineldnge in pm je Mausstamm (b) Héufigkeitsverteilung der Spineldnge in pm
(c) Anzahl der dendritischen Dornen je pm je Mausstamm (d) Héufigkeit des Auf-
tretens eines Spinetyps im Vergleich zur Gesamtzahl der dendritischen Dornen

Die durchschnittliche Spineldnge betragt 1,492 + 0,041 pm bei den Wildtypmaéausen und
1,490 + 0,057 pm beim Knockoutstamm (Abb. 4.5a). 39,2 % der untersuchten dendriti-
schen Dornen der Wildtypméuse und 40,9 % der dendritischen Dornen der Knockout-
méuse besitzen eine Spineldnge von 0,5 pm bis 1 pum (Abb. 4.5b). Die durchschnittliche
Anzahl von dendritischen Dornen je pm betragt 2,337 + 0,115 bei den Wildtyptieren und
2,401 £0,128 bei den Knockoutméusen (Abb.4.5¢). Bei den Spineklassen zeigen sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Vergleichsstdmmen, jedoch eine signifi-

kante Mehrzahl an Mushroom-Spines (p < 0,0001). 48,8 % der Wildtypspines und 47,1 %
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4 Ergebnisse

der Knockoutspines sind Mushroom-Spines. Weiterhin zeigt sich eine nicht signifikante
Tendenz des vermehrten Auftretens von Stubby-Spines im Knockoutstamm (Abb. 4.5d).
Im fronto — occipitalen Vergleich konnten sowohl bei der Spinelédnge, als auch der Spine-
dichte keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden. Eine Verdnderung des Vernet-

zungsgrades im Verlauf der Hirnlénge konnte ebenfalls nicht gezeigt werden.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass es durch die Deletion von srGAP3
zur Vergrofferung des hippocampalen Volumens kommt. Es konnten dabei weder Veréan-
derungen der Neurogenese, noch des neuronalen Netzwerks im Gyrus dentatus nachge-

wiesen werden.

5.1 Beantwortung der Forschungsfragen und Uberpriifung der

Forschungshypothesen

5.1.1 SrGAP3 beeinflusst das hippocampale Volumen

Nachdem die ersten Untersuchungen der Knockouttiere auffillige Vergroferungen des
Gesamtgehirnvolumens und der Ventrikel zeigten (Koschiitzke & Bertram et al. 2015),
konnte mit Hilfe des Kleintier-MRTs die Hypothese der Vergroflerung der Hippocampus-
formation bestétigt werden. Die Hippocampusformation stellt sich im Knockoutstamm
um 11,62 % signifikant vergroBert dar (Bertram et al. 2016).

Daran ankniipfende Untersuchungen zeigten eine regionsspezifische Volumenzunahme im
Bereich des Stratum oriens der CAl-Region und der Molekularschicht des Gyrus denta-
tus. Eine Zunahme der perikaryenbeinhaltenden Schichten, des Stratum pyramidale und
granulosum, konnten hingegen nicht festgestellt werden (Bertram et al. 2016). Der Ver-
lust von stGAP3 fithrt demnach weder zur Erh6hung, noch zur Erniedrigung der Zellzahl

(sieche Kap. 5.1.2).
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5.1.2 SrGAP3 scheint die adulte Neurogenese im Gyrus dentatus nicht zu

beeinflussen

Es wurde vermutet, dass aufgrund des srGAP3-Gendefektes eine Regulationsstorung der
neuronalen Entwicklung stattfindet. In der Folge konnten fehlgeleitete Neurone apopto-
tisch abgebaut und die adulte Neurogenese im Gyrus dentatus daraufhin kompensato-
risch verstarkt worden sein. Ein dhnlicher Mechanismus ist bereits von Kompensations-
mechanismen nach Hirnschdden bekannt (Skaggs et al. 2014; Merson et al. 2014; Um-
schweif et al. 2014; Larson et al. 2014; Qu et al. 2015).

Die dahingehend durchgefithrten Untersuchungen zeigten jedoch weder einen Einfluss

von stGAP3 auf die adulte Neurogenese noch auf die Mitoserate im Gyrus dentatus.

5.1.3 SrGAP3 scheint die Komplexitat des neuronalen Netzwerks im Gyrus

dentatus nicht zu beeinflussen

Die Silberimpragnierung nach Golgi wurde aufgrund der bisher bekannten Funktion des
srtGAP3-Proteins (Kap. 2.8) und der damit in Verbindung stehenden vermuteten Verén-
derungen auf das neuronale Netzwerk ausgewéhlt. Wie in Kapitel 3.7.4 beschrieben kon-
nen mit dieser Methode Neurone einschliellich ihres Dendritenbaumes und deren Spines
dargestellt werden. Dadurch lassen sich sowohl Aussagen iiber die Lénge und Verzwei-
gungsrate des Dendritenbaumes, als auch tber die Diversitat der Spines in Art, Linge
und Dichte treffen (Spigelmann et al. 1998; Pannese 1999; Risher et al. 2014; Baloyannis
2015).

Ein Einfluss von stGAP3 auf genau diese Bereiche konnte im Zellversuch bereits gezeigt
werden (siehe Kap. 2.8). StTGAP3 befindet sich wiahrend der Neurogenese vornehmlich

am Migrationsrand (Endris et al. 2011) und fithrt dort unter anderem zur Hemmung der
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Ausbildung von Filopodien, Lamellipodien (Yang et al. 2006; Ma et al. 2013) und Adhé-
sionskontakten (DeMali et al. 2003). Eine verhinderte Hemmung dieser Funktion durch
die Deletion von srGAP3 wiirde demnach zu einer Verstiarkung der Ausbildung fiihren.
In der Folge wére eine Vergroflerung der Dendritenlénge oder eine Verstarkung der Ver-
zweigungsrate im Gyrus dentatus zu detektieren.

Lu et al. 2013 wiesen im Zellversuch bei srGAP3-Knockdown-Neuronen der Subventri-
kular- und der Ventrikularzone ldngere und geringer verzweigte Dendriten nach. In
Neuro2A Zellen zeigte sich im stGAP3-Knockdown-Versuch im Gegensatz dazu ein deut-
licher Anstieg der Verzweigungsrate (Chen et al. 2011). Der Einfluss auf die Lange der
Dendriten konnte mit einer stGAP3-Uberexpression ebenfalls nachgewiesen werden
(Chen et al. 2011).

Im Mausmodell konnten im Hippocampus hingegen keine Veranderungen der Dendriten-
morphologie weder in der CAl- (Soderling et al. 2007), noch in der CA3-Region (Wal-
tereit et al. 2012) und dartber hinaus auch nicht im Gyrus dentatus (Kap. 4.3.1), (Ber-
tram et al. 2016) festgestellt werden.

Eine Alternation der Spines aufgrund des Verlustes von stGAP3 erwies sich im Gyrus
dentatus desgleichen als nicht nachweisbar. In der CA1- und der CA3-Region des Am-
monshorns konnten dahingehend indes Verdnderungen belegt werden. Die CA3-Region
zeigte eine Verlangerung der Spines (Waltereit et al. 2012) und die CA1-Region eine
Verringerung der Spinedichte (Soderling et al. 2007). Letzteres kann auch bei Schizo-
phrenie und Depression festgestellt werden (Konopaske et al. 2014; Choi et al. 2014; Ren

et al. 2015; Xu et al. 2016).
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5.2 Zusammenschau der Ergebnisse und Ausblick

In der Zusammenschau der Ergebnisse liefert die vorliegende Arbeit sehr tiberraschende
Erkenntnisse.

Das Fehlen von srGAP3 bewirkt beim Menschen eine sehr starke mentale Retardierung
mit extremen Einschrankungen des téglichen Lebens (Endris et al. 2002). Bei der Maus
zeigen sich zwar deutliche makroskopische Verdnderungen des Gehirns mit Anzeichen
eines Hydrozephalus, Vergroferung des Hirnvolumens und der Hirnmasse (Koschiitzke
& Bertram et al. 2015). Es gibt jedoch kaum mikroskopische Verdnderungen im Bereich
des Hippocampus‘, trotz dessen es die Region mit der hochsten srGAP3-Expression ist
(Endris et al. 2002; Waltereit et al. 2008; Bertram et al. 2016) (Abb. 1.1). Sogar in den
durchgefithrten Verhaltenstests konnten bisher nur ausgesprochen mild ausgeprégte Ver-

haltensverdnderungen festgestellt werden (Bertram et al. 2016).

Zwei Erkldrungsansatze der vorliegenden Ergebnisse konnten einen Weg zu moglichen

neuen Forschungsfragen weisen, welche im Folgenden weiter diskutiert werden:

Eines der Besonderheiten der srGAP3-defizienten Méuse ist, dass die stark ausgedehnten
Ventrikel mit einer Zunahme des Hirnvolumens einhergehen. Beim klassischen Hydroze-
phalus kommt es zwar ebenfalls zur Vergroflerung der Ventrikel, jedoch auf Kosten der
Hirnmasse (druckinduzierter Hydrozephalus) oder zumindest bei gleichbleibender Hirn-
masse (Normaldruckhydrozephalus) (Matsumae et al. 1996). Moglicherweise stellt diese
Hirnvolumenzunahme einen Kompensationsmechanismus zum Hydrozephalus bei der
Maus dar, welcher beim Menschen nicht vorhanden zu sein scheint. Die dahingehende
Vergroflerung des Hippocampusvolumens kann bei Erkrankungen mit dhnlichen Symp-
tomen, wie dem Tourette-Syndrom (Peterson et al. 2007) und Erkrankungen des autis-

tischen Formenkreises ebenfalls beobachtet werden. (Rojas et al. 2004; Barnea-Goraly et
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al. 2014). Die Aufkldrung der Hydrozephalusentstehung kénnte méglicherweise auch Er-
klarungen fiir die Entstehung von Hydrozephalen in anderen Mausmodellen, wie bei-
spielsweise in den einleitend erwdhnten Gendefekten von Oligophreninl (Khelfaoui et al.
2007), Myosin IXa (Abouhamed et al. 2009), oder dem Zelladhésionsmolekiil L1 (Demy-
anenko et al. 1999), liefern.

Im Rahmen einer Expressionsanalyse konnte srGAP3-mRNA im periaquiaduktalen Grau
und in den Ependymzellen nachgewiesen werden (Bacon et al. 2009). Ein Aquaduktver-
schluss aufgrund periaquaduktaler Gewebsvermehrung konnte dahingehend bereits aus-
geschlossen werden (Koschiitzke & Bertram et al. 2015). Es gibt jedoch Hinweise, dass
der stGAP3-Defekt zu abnormen Astrogliazellen im Bereich der Periventrikularregion
fithrt. Mogliche Lésionen und Blutungen koénnten daraufhin Verschlusshydrozephalen
hervorrufen (Kim et al. 2012). Bei der Untersuchung der Ependymzellen fand sich eine
Reduktion der Ziliendichte, welche ebenfalls ursachlich fiir einen Hydrozephalus sein
konnte (Koschiitzke & Bertram et al. 2015).

Fiir die weitere Aufklarung dieser Problematik wéren Ventrikeldruckmessungen wéhrend
der Phase der VentrikelvergrofSerung oder die Untersuchung der Wirkung von Shunts
zur Druckentlastung sinnvolle Forschungsansatze. Zusatzlich konnte die Untersuchung
der Gehirne von postnatal gestorbenen Knockoutméusen neue Erkenntnisse iiber die
Hydrozephalusentwicklung und die mogliche kompensatorische Volumenvergréfierung

liefern.

Der zweite Erklarungsansatz der Ergebnisse beschéftigt sich mit der Vermutung eines
Anstiegs von Neuronen, welche aus dem Kortex in den Hippocampus projizieren. Diese
Vermutung griindet sich, neben den Ergebnissen dieser Arbeit, auf die bereits gefundenen
Schichtverdickungen im Stratum oriens der CA1-Region und im Stratum moleculare des

Gyrus dentatus im Hippocampus (Bertram et al. 2016) (Kap. 5.1.1.), sowie des Corpus
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callosums und der Capsula interna (Waltereit et al. 2012). Faservermehrungen als Ursa-
che der Schichtverdickungen kénnten aus molekularer Sicht fiir die nachgewiesenen hem-
menden Eigenschaften von srGAP3 auf das neuronale Wachstum sprechen (Bacon et al.
2013; Ma et al. 2013). Der Genverlust von stGAP3 kénnte demnach eine Faservermeh-
rung bedingen (Waltereit et al. 2012).

Im vergréerten Stratum oriens der CAl-Region befinden sich Gliazellen, Interneurone,
Schaffner-Kollateralen und Fasern anderer Hirnregionen, welche in diese Schicht proji-
zieren. Eine Schichtverdickung aufgrund des Anstiegs von Gliazellen erscheint zur Erkla-
rung eher unwahrscheinlich. Zum einen exprimieren Gliazellen fast keine srGAP-Proteine
(Madura et al. 2004) und zum anderen konnte in diesen Schichten keine vermehrte Hau-
figkeit pH3-positiver Zellen gefunden werden. Somit liegt die Vermutung nahe, dass es
zur Vermehrung der anderen genannten Fasern kommt.

Die vergrofierte Molekularschicht des Gyrus dentatus beinhaltet distale und proximale
Dendriten der Kornerzellen, Kommissuren- und Assoziationsfasern des Hilus und eben-
falls projizierende Fasern aus anderen Hirnregionen (Brylka, 2008). Der mogliche Anstieg
von Kommissuren- und Assoziationsfasern miisste in der Konsequenz mit einer Erh6hung
der Spinedichte, oder der Dendritenzahl einhergehen. Es wurde jedoch weder eine Erho-
hung, noch eine Erniedrigung der Dendritenzahl und Spinedichte festgestellt (Kap. 4.3
und 5.1.3). Als verantwortliche Strukturen fiir die Schichtverdickungen kommen dem-
nach projizierende Neurone aus anderen Hirnregionen in Frage.

Die Schichtverdickungen des Corpus callosums und der Capsula interna (Waltereit et al.
2012) konnten dabei jedoch hinweisgebend sein. Beide Regionen beinhalten Axone, wel-
che vom Kortex in Richtung des Hippocampus projizieren. Der Ursprung der Projekti-
onsneurone und moglicher neurostruktureller Verdnderungen der srGAP3-Knockout-

mausgehirne ware folglich im Kortex zu suchen.
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5 Diskussion

Die Expression von stGAP3-mRNA ist im Kortex zwar deutlich geringer (Waltereit et
al. 2012), aber die Auswirkungen auf die mentale Retardierung moglicherweise relevan-
ter. Eine strukturelle Veranderung des Kortex‘ konnte auch Begriindungen fiir die relativ
milden Auffalligkeiten in den bisher durchgefithrten Verhaltenstests geben. Der ,Morris
water maze“ und der ,,Open field test® stellen eher einfache und grundlegende Verhal-
tenstests dar (Koschiitzke & Bertram et al. 2015). In Untersuchungen, welche den Kortex
starker fordern wiirden, wie beispielsweise in einer Skinner-Box (Arnold et al., 1996;
Nelson et al. 1997), konnten eventuell grofiere Unterschiede zwischen den Knockout- und
Kontrollmausen gefunden werden. Moglicherweise zeigen sich im Kortex die vermuteten
histologischen Veranderungen der Neuronenanzahl und Neuronenmorphiditat. Denn es
scheint sehr unwahrscheinlich, keine strukturellen Ursachen fiir eine derart stark ausge-
pragte mentale Retardierung zu finden, wie sie bei der einleitend beschriebenen erkrank-

ten Patientin festgestellt werden konnte.
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6 Abstract

Im Jahr 2002 wurde bei einer stark mental retardierten Patientin im Rahmen einer Ge-
nanalyse ein Strangbruch am kurzen Arm des dritten Chromosoms festgestellt. Das da-
von betroffene Gen codiert fiir ein bis dahin unbekanntes Protein, welches als StGAP3 /
MEGAP / WRP benannt wurde. Es gehort zur Familie der Rho-GTPasen aktivierenden
Proteine. Diese Rho-GTPasen nehmen tiber verschiedene Signaltransduktionsketten Ein-
fluss auf die Wegfindung, Differenzierung und Verkniipfung von Neuronen wahrend ihrer
Entwicklung. Mit Hilfe eines Knockoutmausmodells konnten in vorangegangenen For-
schungsarbeiten starke Veranderungen der Gehirnarchitektur, sowie Schichtverdickun-
gen im Bereich des Hippocampus* festgestellt werden. Die Beziehung von srGAP3 zu den
Rho-Proteinen und den damit entstehenden Einfluss auf die neuronale Entwicklung lief3
den Hippocampus als Region der adulten Neurogenese in den Fokus der Forschungsarbeit
riicken.

Die durchgefiihrten Untersuchungen erfolgten im srGAP3-Knockoutmausmodell mittels
Kleintier-MRT, Golgi-Impriagnierung und immunhistochemischen Farbungen (gegen
Doublecortin und Phosphohiston 3).

In den Ergebnissen konnte durch den srGAP3-Knockout zwar eine Volumenzunahme des
Hippocampus‘, jedoch weder eine signifikante Verdnderung der Neuronenanzahl, der
Neuronenmorphiditat, noch der Spinedichte oder der Spinelange im Hippocampus fest-
gestellt werden.

Als Erklarung der prisentierten Ergebnisse und moglicher Forschungsansatz wére eine
Zunahme an kortikalen Neuronen, welche in den Hippocampus projizieren, denkbar. Die-
ser Anstieg konnte sowohl eine faserbedingte Volumenzunahme, die gleichzeitig fehlenden
neurostrukturellen Veranderungen im Hippocampus, als auch die milden verhaltensbio-

logischen Auffélligkeiten in den bisher durchgefithrten Tests erklaren.
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Abstract SrGAP3 belongs to the family of Rho GTPase pro-
teins. These proteins are thought to play essential roles in
development and in the plasticity of the nervous system.
SrGAP3-deficient mice have recently been created and ap-
proximately 10 % of these mice developed a hydrocephalus
and died shortly after birth. The others survived into adult-
hood, but displayed neuroanatomical alteration, including in-
creased ventricular size. We now show that StGAP3-deficient
mice display increased brain weight together with increased
hippocampal volume. This increase was accompanied by an
increase of the thickness of the stratum oriens of area CA1 as
well as of the thickness of the molecular layer of the dentate
gyrus (DG). Concerning hippocampal adult neurogenesis, we
observed no significant change in the number of proliferating
cells. The density of doublecortin-positive cells also did not
vary between SrGAP3-deficient mice and controls. By ana-
lyzing Golgi-impregnated material, we found that, in
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SrGAP3-deficient mice, the morphology and number of den-
dritic spines was not altered in the DG. Likewise, a Sholl-
analysis revealed no significant changes concerning dendritic
complexity as compared to controls. Despite the distinct mor-
phological alterations in the hippocampus, StGAP3-deficient
mice were relatively inconspicuous in their behavior, not only
in the open-field, nest building but also in the Morris water-
maze. However, the StGAP3-deficient mice showed little to
no interest in burying marbles; a behavior that is seen in some
animal models related to autism, supporting the view that
SrGAP3 plays a role in neurodevelopmental disorders.

Keywords Adult neurogenesis - Dendritic spines -
Hippocampus - Golgi impregnation - MRI

Introduction

Rho GTPase proteins play essential roles in the development
and plasticity of the nervous system. One member of this large
family is encoded by the SRGAP3 gene, which encodes the
SLIT-ROBO RHO GTPase-activating protein 3 (StGAP3),
also termed mental disorder-associated GTPase-activating
protein (MEGAP) or WAVE-associated GTPase-activating
protein (WRP). Functional inactivation of SRGAP3 in 3p bal-
anced translocation was observed in a patient with mental
retardation (Endris et al. 2002). STGAP3 regulates cytoskeletal
reorganization through inhibition of the Rho GTPase Racl
and interaction with actin remodeling proteins. STGAP3 pro-
tein is highly expressed in fetal and adult brain, including the
cortex and hippocampus (Endris et al. 2002; Waltereit et al.
2008). Moreover, the highest SrGAP3 mRNA expression in
the adult mouse brain can be found in the hippocampus, in the
pyramidal layers of areas CA1-CA3 and in the granular layer

@ Springer
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of the dentate gyrus (http://mouse.brain-map.org/experiment/
show/316).

To investigate the possibility that disruption of the
SRGAP3 gene causes anatomical and behavioral defects,
SrGAP3-deficient mice have been generated. Currently, two
different StGAP3 models are available; a conditional StGAP3
knockout mouse (Carlson et al. 2011; Kim et al. 2012), in
which SrGAP3 is deleted in nestin-positive cells, and a
SrGAP3-deficient mouse that mimics the disruption of
SrGAP3 reported in a patient with severe intellectual disability
(Waltereit et al. 2012). There are certain differences in the
phenotype of these mice. Thus, for the conditional StGAP3
knockout mice, reductions in hippocampal spine densities
have been reported (Carlson et al. 2011), whereas in
SrGAP3-deficient mice the hippocampal spine densities are
not greatly affected, but the morphology of individual hippo-
campal dendritic spines is (Waltereit et al. 2012). Concerning
the conditional SrGAP3 knockout mice, no differences were
found by comparing these mice with their controls in the open
field, but significant impairments were seen in behavioral tests
such as novel object recognition, water maze, and passive
avoidance (Carlson et al. 2011). In contrast to this, male
SrGAP3-deficient mice have been reported to be less active
than wild-type mice in the open field test, express lower loco-
motor activity, and display tics and impairments in spontane-
ous alternation (Waltereit et al. 2012).

It has been described that conditional SrGAP3-
deficient mice display severe disturbances in adult
neurogenesis, with abnormal progenitor migration affect-
ing the subventricular zone (SVZ) and rostral migratory
stream (Kim et al. 2012). Moreover, it has been shown
in vitro that lentivirus-mediated knockdown of SrGAP3
dramatically decreases viability and proliferation of corti-
cal immature neural stem cells/neural progenitor cells (Lu
et al. 2013). Aside from the SVZ, the dentate gyrus (DG)
is also capable of adult neurogenesis. Neurogenesis within
the DG occurs throughout postnatal life, but in contrast to
neurogenesis in the SVZ, is influenced by the environ-
ment, behavior, and learning as well as aging (Dokter
and von Bohlen und Halbach 2012; Kempermann 2012;
Marlatt et al. 2012).

Based on these data, we hypothesized that mice defi-
cient for StGAP3 display alterations in the morphology
and function of the hippocampus. Therefore, we exam-
ined the gross morphology of the hippocampal formation
of adult SrGAP3-deficient mice. Since we noted an in-
crease in the size of the hippocampus, we analyzed this
brain region in more detail (adult neurogenesis within the
DG, densities and size of dendritic spines in the DG and
dendritic complexity of adult granule cells in the DG).
Furthermore, we analyzed the SrGAP3-deficient mice
concerning their behavior in tests that are related to the
hippocampal formation.

@ Springer

Materials and methods

SrGAP3-deficient mice (Waltereit et al. 2012) and their con-
trols were obtained from crosses of heterozygous StGAP3-
deficient mice. For experiments, 3- to 4-month-old male ho-
mozygous SrGAP3-deficient mice and their controls
(StGAP3™") were used. All animal procedures were per-
formed in accordance with the European Communities
Council Directive of 1986 and the institutional guidelines for
animal welfare.

Post-mortem magnetic resonance imaging (MRI)

Post-mortem MRI was performed as recently described in
detail by von Bohlen und Halbach et al. (2014). In brief: adult
mice were euthanized and transferred to a 7 Tesla ClinScan
animal scanner (BioSpin; Bruker, Ettlingen, Germany) with a
bore of 15.4 cm. A 2 x 2 channel mouse headcoil was used to
measure a 3D T2-weighted turbo-spin echo (TSE) sequence
[96 transversal slices, 100 pm thickness, no gap, matrix of
1024 x 1024 pixels, repetition time (TR)=2500 ms, echotime
(TE)=55 ms]. The scanning was optimized to achieve about
95 images, covering the whole brain of the mouse and adja-
cent tissue, with a resolution of x=0.025; y=0.025, z=0.1
millimeters per pixel. For reconstruction and visualization of
the data Neurolucida (MBF Biosciences, USA) was used.

Histology

Animals were euthanized with diethyl ether and transcardially
perfused with phosphate-buffered saline (PBS) and afterwards
with 4 % paraformaldehyde (PFA). Thereafter, brains were re-
moved and wet weight was determined using an analytical bal-
ance (Acculab, Germany). To ensure a complete fixation, the
whole brains were stored in 4 % PFA for 3 days.

DAPI staining Serial coronal sections (30 um) were cut using
a vibratome (VT1000S; Leica, Germany), collected and stored
in 20 % ethanol. Sections were mounted on SuperFrost% Plus
slides. Sections were incubated for 5 min in a PBS-solution
containing DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole; 1:10,000).
Sections were mounted in fluorescent mounting medium
(Dako, Carpinteria, CA, USA). Regions of interest from one
focal plane were captured by an AxioCam camera mounted on
an Axioplan 2 imaging microscope under the control of
Axiovision 3.1 software (all from Zeiss, Germany). The mean
thickness was analyzed using ImageJ] (NIH, USA). The mean
thickness of the granular layer was determined as the mean
thickness of the granular band in which the cell nuclei were
visualized with DAPI. The molecular layer was defined as the
layer between the granular layer and the hippocampal fissure.
Per animal, six different sections were chosen and in each
section three different ROIs were analyzed.

95



10 Anhang

Cell Tissue Res

Immunohistochemistry Sections (30 um) were cut using a
vibratome (Leica VT1000; Germany) stored in 20 % ethanol
and then incubated for 30 min in a solution with 0.4 % Triton
X-100 in PBS, followed by an incubation for 1 h in a solution
containing 0.3 % Triton X-100 and 3 % BSA (bovine serum
albumin) in PBS. For phosphohistone-H3 immunohistochem-
istry, sections were first mounted on SuperFrost” Plus slides.
Antigen-demasking was performed for 20 min in 10 mM
sodium-citrate-buffer (pH 6.0) in a microwave at 700 W.
Afterwards, sections were incubated in a PBS-solution con-
taining 5 % normal goat serum (NGS), 5 % BSA and 0.1 %
Triton for 1 h. Sections were incubated in a solution contain-
ing «-phosphohistone H3 antibodies (rabbit polyclonal anti-
phosphohistone H3 (sc-8656-R; Santa Cruz Biotechnology,
USA) 1:100 in PBS containing 5 % BSA and 0.1 % Triton)
for 2 h. Visualization of the primary antibodies was performed
using Cy3-conjugated goat anti-rabbit IgG (Jackson
ImmunoResearch, Germany; 1:2000 in PBS containing 5 %
BSA and 0.1 % Triton-X-100 for 1 h). For doublecortin
(DCX) immunohistochemistry, sections were incubated free-
floating in a solution containing antibodies directed against
doublecortin (goat polyclonal a-doublecortin (sc-8066;
Santa Cruz Biotechnology) 1:100 in PBS containing 0.1
Triton X-100 and 3 % BSA in PBS) overnight. Thereafter
sections were rinsed in a solution containing 0.3 % Triton
X-100 and 3 % BSA. For visualization of the primary anti-
bodies, Cy3-conjugated goat anti-rabbit IgG (Jackson
ImmunoResearch; 1:2000 in PBS for 2 h) were used. After
visualization of the primary antibodies, the sections were
rinsed. For visualization of cell nuclei, sections were incuba-
ted for 5 min in a PBS-solution containing DAPI (1:10,000).
After a final step of rinsing, sections were embedded in
MOWIOL (Calbiochem, Germany). All slices were examined
using an Axioplan 2 imaging microscope fitted for fluores-
cence and equipped with a digital camera. Cell counts through-
out the dentate gyrus were performed directly on screen.

Golgi-Impregnation (dendritic spine analysis and Sholl-
analysis) Whole brains were impregnated according to the
Golgi-Cox procedure using FD Rapid GolgiStain™ Kit (FD
NeuroTechnologies, USA) and cut at 120 um. Sections were
mounted on gelatinized glass slides, dehydrated, rinsed in
Xylol and finally embedded in Merckoglas” (Merck
Millipore, Germany). Analysis of dendritic spines was con-
ducted blind to the experimental conditions. Only dendrites
were evaluated, which displayed no breaks in their staining
and which were not obscured by other neurons or artifacts
(von Bohlen und Halbach et al. 2006). Since dendritic spines
differ in their morphology, spines were classified into different
categories (filopodia, stubby, thin, and mushroom) and their
frequency was analyzed. Quantitative three-dimensional anal-
yses of dendritic fragments with their spines were conducted
using a combined hardware/software system (NeuroLucida)

controlling the x—y—z axis (step size in z-axis: 0.25 um) of
the Axioplan Imaging microscope and a microscope-
mounted digital camera. The three-dimensional reconstruction
was done using a x100 objective (NA: 1.4; oil immersion).
Spine densities and mean spine length were calculated from
the reconstructed dendrites with the help of NeuroExplorer
(MBE, USA). For each brain, about 40 different neurons were
sampled. For reconstruction of complete Golgi-impregnated
neurons, z-stacks (step-width 1 pm) were generated using a
high-resoiution digitai camera (AxioCam) attached to a mi-
croscope with a motorized stage (Axioplan Imaging), con-
trolled by the custom-made software AxioVision (Zeiss,
Germany). Neurons were imaged at low magnification and
z-stacks were generated. These z-stacks were used for Sholl
analysis (Sholl 1953). The Sholl analysis was obtained using
Neurolucida software, which calculates the cumulative
number of dendritic intersections at 25-pum-interval distance
points from each neuron starting from the cell body. The num-
ber of nodes and of intersections was calculated as an index
for total dendritic complexity. For that analysis, brains of six
control and five SrGAP3-deficient mice were used and for
each brain about 14 different neurons were sampled.

Behavioral analyses

Open field For open field tests, a quadratic 60 x 60 cm arena
was used (Panlab, Spain). Illumination was set to 25 lux.
Animals (controls: n=8; STGAP™": n=14) were placed in
the middle of the area and allowed to explore for 5 min.
Movements were recorded by a webcam. Parameters charac-
terizing open-field behavior (total distance moved, velocity,
resting time, centre time and defecation) were analyzed from
recorded sessions using SmartJunior 1.0.0.7 (Panlab). Ethanol
70 % was applied for intertrial cleaning.

Novel object recognition For this test, a quadratic 60 X 60 cm
arena was used (Panlab, Spain). Illumination was set to 25 lux.
We used a standard protocol for novel object recognition
(Puma and Bizot 1998). In brief: two objects were placed in
the open field arena. The mouse was allowed to explore the
items for 5 min. The mouse was removed and one object was
randomly displaced by another object. The mouse was placed
again in the open field arena for 2 min. The mouse was mon-
itored and the behavior was analyzed using SmartJunior
1.0.0.7 (Panlab). Ethanol 70 % was applied for intertrial
cleaning. For this test, nine StGAP3-deficient mice as well
as nine control mice were used.

Hole-board test The hole-board was an elevated platform
(40 x40 cm), containing 16 holes equipped with IR break
beam sensors. [llumination was set to 25 lux. After animals
(controls: n=8; StGAP™": n=13) were transferred to the plat-
form, they were allowed to explore for 5 min. The number of
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head dips was recorded using the LE8825 data logger and
SedaCom v.2.0 (Panlab). Ethanol 70 % was used for intertrial
cieaning. In this configuration, the apparatus is used to ana-
lyze exploratory behaviors (Sharma et al. 2010).

Dark/light box The dark/light box was divided into a
30%30 cm bright compartment (350 lux) and a 2030 cm
dark compartment. Mice (controls: n=28; SIGAP™™: n=14)
were placed in the bright compartment and tracked over
5 min using a video-camera. The dark/light box is a common
test for measuring anxiety-like behavior (Powell et al. 2004).

Nest building Non-maternal nest building performance has
been shown to be sensitive to hippocampus damage (Jirkof
2014) and is sensitive for anxiolytic agents (Li et al. 2006).
Nest building was analyzed using a standard protocol (Deacon
2006a). In brief: in the evening, nest building material (3 g
each) were placed in the “home” cage of single mice with
wood-embedding without any environmental enrichment
items. The next morning, the nests were assessed on a rating
scale of 1-5 (1: nestlets nearly untouched; 2: nestlets partially
torn; 3: nestlets mostly shredded but no identifiable nest; 4:
identifiable but flat nest; 5: near perfect nests). For this test, six
SrGAP3-deficient mice as well as 6 control mice were used.

Morris water maze The Morris water maze provides a com-
prehensive assay of spatial reference memory (Vogt et al.
2008; von Bohlen und Halbach et al. 2006). The animals were
expected to find a platform (14 x 14 cm?, Plexiglas) 2 cm
underneath the surface within a water-filled circular pool (di-
ameter: 140 cm) with the help of visual cues attached at the
surrounding walls. The water was rendered opaque with 2 1
milk, kept at 23+ 1 °C and renewed daily. Lighting was set to
25 lux. Animals (controls: #n=8; StTGAP™": n=_8) were trained
for 4 days with a total of 24 trials (6 trials per day, inter-trial
interval ~1 h) during which the position of the platform was
kept unchanged (acquisition phase). In each swim trial during
the acquisition phase, mice were left in the pool for a maxi-
mum of 120 s or until they found the platform. On the fifth
day, the platform was removed and the mouse was swimming
for 60 s (probe trial) to assess memory. With a video camera
suspended above the center of the pool, the swim tracks of the
mice were recorded and analyzed using SmartJunior 1.0.0.7
(Panlab). The following variables from the recorded paths
were analyzed: time to find platform (s), length of swim path
(m), velocity (cm/s), percentage of time spent moving, per-
centage of time spent within a rim of 22 c¢cm from the wall
(thigmotaxis), and percentage of time swimming parallel to
the wall. Additional parameters in the probe trial were percent-
age of time in target and other quadrants as well as the number
of crossings over the former platform position.
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Marble burying The marble burying test is used as a test,
e.g., for obsessive—compulsive disorder (Li et al. 2006) and
is sensitive to hippocampai maifunctions (Bahi and Dreyer
2012). To test marble burying, the protocol introduced by
Deacon (2006b) was used. In brief, cages were filled approx-
imately 5 cm deep with wood chip bedding, lightly tamped
down to a flat, even surface. A regular pattern of glass marbles
was placed on the surface, evenly spaced, each about 4 cm
apart. The animal was placed in the cage for 30 min.
Thereafter, the number of marbies buried (to 2/3 their depth)
with bedding were counted.

Statistics

For statistical evaluation, the software PRISM 6.01
(GraphPad, USA) was used. Datasets were statistically com-
pared either using one-way ANOVA followed by a
Bonferroni’s multiple comparisons test or unpaired # test. For
the analysis of marble burying, a non-parametric Mann-
Whitney U test was used. A p value of less than 0.05 was
considered as significant. Data are expressed as mean
+SEM, except for Fig. 5b (as indicated in the legend).

Results

Brain weight and hippocampal volume are increased
in adult SrGAP3-deficient mice

SrGAP3-deficient mice that did not die from hydrocephalus
shortly after birth display an enlargement of the ventricles
(Koschiitzke et al. 2015; Waltereit et al. 2012) and an increased
volume of brain matter (Koschiitzke et al. 2015). Interestingly,
the wet weight of the brains of SrGAP3-deficient mice was
significantly increased by ~20 % (StGAP3 ™~ (n=11): 0.56+
0.004 g; control (n=11): 0.45+0.022 g; p<0.001; Fig. la).
Next, we analyzed the hippocampal volume by reconstruction
of post-mortem MRI and could show that the hippocampal
volume of the SrGAP3-deficient mice was significantly in-
creased as compared to controls (StGAP3™~ (n=4): 27.9+
0.94 mm?; controls (n=4): 25.0+0.57 mm?; p=0.037;
Fig. 1b, ¢).

Adult SrGAP3 deficient mice display an enlargement
of the dentate gyrus (DG)

We next analyzed whether morphological changes in the DG
or area CA1 may contribute to the increase in hippocampal
volume seen in the STGAP3-deficient mice. In detail, we an-
alyzed the thicknesses of different layers (granular and
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Fig. 1 Gross morphology of the brains of StGAP3™~ mice. The total
weight of the brains of STGAP3 deficient mice was found to be increased
(a). Moreover, MRT scans show that the brains of StGAP3 deficient mice
display enlarged ventricles as compared to their controls (b). A detailed
analysis of the hippocampal formation revealed that the total
hippocampal volume (the hippocampus is marked by an arrow in (b))
was increased in the case of STGAP3-deficient mice (c)

molecular layer) of the DG as well as of area CA1 (pyramidal
layer and the stratum oriens) on serial sections.

The mean thickness of the granular layer of the DG
(Fig. 2a, c, d) was not significantly altered (+4.6 %) in
SrGAP3-deficient mice (90.85+3.95 um; n=4) as compared
to their age-matched controls (86.86+3.29 um; n=4). The
mean thickness of the molecular layer (Fig. 2b—d), however,
was significantly increased (+13.8 %; p=0.0046) in StGAP3-
deficient mice (233.2+3.65 um; n=4) as compared to their
age-matched controls (204.9+5.28 um; n=4).

Comparable to these results, we found that the thickness of
pyramidal layer of area CA1 was not significantly affected in
SrGAP3-deficient mice (+3.3 %; Fig. 2¢), but the thickness of
the stratum oriens of area CA1 was affected (Fig. 2f). Within
SrGAP3-deficient mice, the thickness of the stratum oriens
was strongly increased by 24.5 % as compared to controls
(SrGAP3_/_: 208.5+6.93 mm; control: 167.5+3.81 mm;
p=0.002).

Adult hippocampal neurogenesis is unaffected in adult
SrGAP3 deficient mice

We next investigated whether SrGAP3-deficient mice
display changes in adult hippocampal neurogenesis. We
first analyzed whether altered proliferation within the
DG can be noted. For that purpose, we used the marker
phosphohistone H3 (pH3). The marker is specific for
dividing cells, regardless of whether these cells are neu-
ronal or non-neuronal (von Bohlen und Halbach 2011).
SrGAP3-deficient mice displayed no statistical signifi-
cant alteration in the number of pH3-positive cells with-
in the DG (p=0.094; Fig. 3a, b).

Doublecortin (DCX) is a marker for the neuronal line-
age. DCX is expressed in the adult DG in late mitotic active
neuronal cells, as well as in young, postmitotic neuronal
cells (Couillard-Despres et al. 2005). Analysis of the
population of DCX-positive cells within the DG did not
reveal a significant difference between the analyzed groups
(STGAP3™™: 5569+456 DCX-positive cells; controls:
5540+ 679 DCX positive cells; p=0.974; Fig. 3).

No difference in the morphology of adult granule cells
in the DG of SrGAP3 deficient mice and corresponding
controls

It has previously been described that SrGAP3-deficient
mice (Waltereit et al. 2012), as well as conditional
SrGAP3 knockout mice (Carlson et al. 2011), display
altered dendritic spines in cortical layers, as well as in
hippocampal CA regions (Carlson et al. 2011; Waltereit
et al. 2012). Therefore, we investigated the density and
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length of dendritic spines within the adult DG by three-
dimensional reconstructions of Golgi-impregnated den-
drites and computer-assisted analysis in SrGAP3-
deficient (n=6) and control mice (n=5). The analysis
revealed that deficiency for SrGAP3 neither affects
spine densities (p=0.772) nor spine length (p=0.944;
Fig. 4a—c). Moreover, no difference in the frequency
of different dendritic spine categories (filopodia, stubby,
thin and mushroom spines) was found by comparing
SrGAP3-deficient and control mice (data not shown).

In order to investigate whether the dendritic complexity of
the adult granule cells might be affected, a Sholl-analysis was
performed. The statistical analysis by one-way ANOVA re-
vealed overall differences in the distribution pattern
concerning the nodes (F7,39=39,04; »<0.0001) and intersec-
tions (F7,39=24,1; p<0.0001). However, a subsequent post-
hoc analysis (Bonferroni’s multiple comparisons test) re-
vealed no significant differences by comparing the two groups
directly (Fig. 4d-f).
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SrGAP3™" mice show relatively normal behavior, but they
failed to solve the marble burying task

First, normal behavior was monitored using the open field test.
The SrGAP3-deficient mice did not display altered behavior
in the open field test (total distance travelled (Fig. 5a), veloc-
ity, resting time, center time or defecation (data not shown)).
Likewise, STtGAP3-deficient mice did not display altered nov-
el object behavior (time to approach the novel object:
SrGAP377: 0.45+0.45 s; control: 1.00+0.88; p=0.58).

In the hole-board test, StGAP3-deficient mice did not differ
in their behavior from their controls. Thus, the number of head
dips was not different (StGAP3™7: 22.1+2.9 head dips; con-
trol: 25.6+6.5 head dips; p=0.586). Likewise, the distance
travelled and the velocity of the animals was not different
(data not shown).

In the dark-light box, the STGAP3 knockout mice also did
not differ from controls. They travelled nearly the same dis-
tance during the test (StGAP3™": 1839+ 128.9 mm; control:
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2200+190.7 mm; p=0.121) and they display the same num-
ber of entries into the light compartment (StGAP3™": 2.88
+0.83; control 3.11£1.45; p=0.88).

Since the non-maternal nest building performance has been
shown to be sensitive to hippocampal changes (Jirkof 2014),
we next examined the mice with respect to their nest building
behavior. Again, no behavioral alteration was found (»p=0.87;
Fig. 5b). A further behavior that is related to the hippocampal
formation is the Morris water maze test. The analysis indicate
that both StGAP3"* as well as StGAP3™" mice learned the
Morris water maze task (Fig. 5c). The two groups of mice did
not differ in their behavior in the probe trail of the test
(Fig. 5d).

Despite the fact that in most behavioral tasks STGAP3-
deficient mice did not show altered behavior, it is known that
SrGAP3 ™" mice have impaired social behavior (Waltereit
et al. 2012). This behavior may be homologous to
endophenotypes of autism spectrum disorder. Some mouse
models of autism spectrum disorder have been shown to dis-
play specific failures in the marble burying test (Egashira et al.
2007; Kouser et al. 2013). In addition, this test is sensitive to
hippocampal malfunctions (Bahi and Dreyer 2012). We there-
fore analyzed the mice in the marble burying task. We could
demonstrate a specific failure of StGAP3™" mice in this task

(p=0.005; Fig. 5e). Whereas controls buried about 10 marbles
(control: 9.88+1.8 marbles per time), the StGAP3-deficient
mice only buried 2 marbles (StGAP3™": 2.00+ 1.5 marbles
per time).

Discussion

It has been shown that StGAP3 is highly expressed in the
adult murine hippocampal formation, including the DG
(Endris et al. 2002; Waltereit et al. 2008). We have previously
shown that deficiency for StGAP3 affects the hippocampal
CAl area (Waltereit et al. 2012). Based on the strong expres-
sion of StGAP3 in the adult DG, we evaluated whether gran-
ule cells are affected in a comparable manner. Moreover, since
the DG is capable of functional adult neurogenesis, we further
analyzed whether StGAP3 may have an impact upon adult
neurogenesis. A first analysis of the gross morphology of the
DG revealed that the thickness of the granule layer was not
significantly altered in StGAP3-deficient mice, indicating that
no major cell loss occurred in this area. However, it might be
possible that adult neurogenesis within the hippocampus is
affected in these mice, since it has been shown that knock-
down of StGAP3 down-regulates the number of cortical
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neuronal stem cells, derived from embryonic rats (E14)
in vitro (Lu et al. 2013). Furthermore, conditional StGAP3
knockout mice were previously shown to display mislocated
DCX positive cells in the corpus callosum that are thought to
stem from the subventricular zone (Kim et al. 2012).
Moreover, in a mouse model of mental retardation [FMRP
knockout; functional loss of FMRP results in an intellectual
disability (fragile X syndrom (FXS)], reduced adult hippo-
campal neurogenesis has been described (Guo et al. 2011).
However, we did not find major alterations in adult hippocam-
pal neurogenesis in StGAP3-deficient mice.

SrGAP3 also dynamically regulates the cytoskeletal reor-
ganization through inhibition of the Rho GTPase Racl and
interaction with actin remodeling proteins. StGAP3-mediated
reorganization of the actin cytoskeleton is crucial for the nor-
mal development of dendritic spines, and loss of StGAP3
leads to abnormal synaptic activity (Bacon et al. 2013).
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Conditional StGAP3 knockout mice display a loss of dendritic
spines on CA1l pyramidal neurons (Carlson et al. 2011),
whereas StGAP3-deficient mice did not show a significant
loss of spines in area CAl, but a change in the morphology
of dendritic spines within area CA1 (Waltereit et al. 2012).
However, in contrast to pyramidal neurons, neither spine den-
sities nor the mean length of dendritic spines were altered in
the granule cells of the DG. In addition, we did not observe a
reduction in the number of mushroom spines in the DG of
SrGAP3-deficient mice, as has been observed in area CAl
of conditional StGAP3 knockout mice (Carlson et al. 2011).
Since SrGAP3 is known to regulate cytoskeletal reorganiza-
tion, we further examined the morphology of the adult granule
cells in the DG. However, we did not find evidence for altered
dendritic complexity, indicating that gross morphological al-
terations in the granule cells of the DG are absent. StGAP3 is
strongly expressed in the adult DG, but, based on these results,
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the role of the protein in this brain area remains enigmatic. A
gene expression analysis by RNA sequencing of the whole
brain hinted towards differentially expressed genes (not
shown). However, a detailed gene expression analysis of the
DG or hippocampus may be more helpful, as differences in
gene expression could be indicative of changes on a subcellu-
lar level even without direct impact on morphological
features.

It has been controversially discussed whether there are as-
sociations between SRGAP3 gene defects and mental retarda-
tion (Endris et al. 2002; Shuib et al. 2009) or not (Hamdan
et al. 2009). In a mouse model of metal retardation (Fmrl
knockout mice), spatial learning deficits and memory impair-
ments have been observed, including deficits in the Morris
water maze (Baker et al. 2010). Concerning behavior and
learning, the SrGAP3-deficient mice did not display alter-
ations in tasks related to hippocampus-associated learning,
as, e.g., in the Morris water maze task. This is comparable to
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the results obtained in another study (Waltereit et al. 2012).
Thus, the deficits seen in conditional SrtGAP3 knockout mice
with respect to, e.g., the Morris water maze (Carlson et al.
2011) could not be seen in the StGAP3-deficient mice.

The hippocampal formation of StGAP3™~ mice shows
some morphological alterations, including changes in the
volume that are due to increased mean thicknesses of the
molecular layer of the DG and the stratum oriens. Since
the non-maternal nest building performance has been
shown to be sensitive to hippocampus changes (Jirkof
2014), we analyzed nest building behavior in these mice,
but we were unable to detect significant changes in this
behavior.

It has been shown that social behavior is impaired in
SrGAP3™" mice (Waltereit et al. 2012). Alteration in social
behavior may be linked to schizophrenia, but is also evident in
autism spectrum disorders (Banerjee et al. 2014). Some of the
mouse models representing syndromic forms of autism

@ Springer

102



10 Anhang

Cell Tissue Res

spectrum disorder include mice modeling fragile X syndrome
(Banerjee et al. 2014). The most well-known genetic varia-

SPPR ISP PO PPN

tions that are related to autism

antia dicarder are 43 Q

Speciiuin disorder are mutations
in Shank3 (Moessner et al. 2007). Shank3-mutant mice dis-
play altered behavior and, among others, they show a remark-
able failure in solving the marble burying task (Kouser et al.
2013). Moreover, autism has been associated with the Vla
receptor gene and V1aR KO mice also display reduced marble
burying activity (Egashira et al. 2007). Since SrGAP3-
deficient mice also failed to solve the marble burying task,
mutation in STGAP3 might contribute to alterations related
to autism spectrum disorder. Along this line, macrocephaly
with differential white matter increase is often observed in
autism (Williams et al. 2008), and SrGAP3-deficient mice
have been reported to display increases in white matter tracts
(Waltereit et al. 2012). Moreover, we could show here that
SRGAP3-deficient mice display increased thicknesses of the
molecular layer of the DG and stratum oriens of the hippo-
campal area CA1. In this context, it should be mentioned that
autistic symptoms in children have been linked with hydro-
cephalus and mental retardation (Fernell et al. 1991).

In humans, distal chromosome 3p deletions (3p-
syndrome) are associated with various developmental de-
fects, leading to phenotypes including congenital heart
defect, autistic behavior and mental retardation (Harvard
et al. 2005; Lauritsen et al. 2006). Specifically, it has been
shown that 3p25.3-p26.1 deletion leads to these men-
tioned phenotypes (Gunnarsson and Foyn Bruun 2010).
Such a deletion interrupts several genes in humans,
including SrGAP3 (Endris et al. 2002). The term
neurodevelopmental disorder refers to disorders including
schizophrenia, autism spectrum disorders, epilepsy and
mental retardation (Mitchell 2011). Several genes with
overlapping functions are known to be causative for intel-
lectual disability, autism and schizophrenia, supporting
the existence of shared biologic pathways in these
neurodevelopmental disorders (Guilmatre et al. 2009).
Among others, StGAP3 seems to play a multiple role in
these neurodevelopmental disorders. StGAP3-deficient
mice have been shown to display a schizophrenia-related
intermediate phenotype (Waltereit et al. 2012), and most
of them develop a hydrocephalus that might be a conse-
quence of a ciliopathy (Koschiitzke et al. 2015). Thus,
SRGAP3 may represent a gene with a pathological role
in several neurodevelopmental disorders.

Acknowledgments We wish to thank Mrs Hanisch, Mr Hadlich and
Christian Sperling for excellent technical assistance. We are also grateful
to Robert Weissmann for bioinformatic support and thank Dr. Lars R.
Jensen for aid with biomolecular analyses. The study was supported by a
grant from the “Forschungsverbund Neurowissenschaften” Greifswald
and financial aid for the NGS platform used was received from the
European Union (EFRE).

@ Springer

References

FLYT T IA N1 T L1 A

D acon L Dllullb VY I\dppUlU UA (£4UlD) 1he LClluldl 1um,uon Ul blU/‘\l".)
and its role in neuronal morphogenesis. Mech Dev 130:391-395

Bahi A, Dreyer JL (2012) Hippocampus-specific deletion of tissue plas-
minogen activator “tPA” in adult mice impairs depression- and
anxiety-like behaviors. Eur Neuropsychopharmacol 22:672-682

Baker KB, Wray SP, Ritter R, Mason S, Lanthorn TH, Savelieva KV
(2010) Male and female Fmrl knockout mice on C57 albino back-
ground exhibit spatial learning and memory impairments. Genes
Brain Behav 9:562-574

Banerjee S, Riordan M, Bhat MA (2014) Genetic aspects of autism spec-
trum disorders: insights from animal models. Front Cell Neurosci 8:
58

Carlson BR, Lloyd KE, Kruszewski A, Kim IH, Rodriguiz RM, Heindel
C, Faytell M, Dudek SM, Wetsel WC, Soderling SH (2011) WRP/
stGAP3 facilitates the initiation of spine development by an inverse
F-BAR domain, and its loss impairs long-term memory. J Neurosci
31:2447-2460

Couillard-Despres S, Winner B, Schaubeck S, Aigner R, Vroemen M,
Weidner N, Bogdahn U, Winkler J, Kuhn HG, Aigner L (2005)
Doublecortin expression levels in adult brain reflect neurogenesis.
Eur J Neurosci 21:1-14

Deacon RM (2006a) Assessing nest building in mice. Nat Protoc 1:1117—
1119

Deacon RM (2006b) Digging and marble burying in mice: simple
methods for in vivo identification of biological impacts. Nat
Protoc 1:122-124

Dokter M, von Bohlen und Halbach O (2012) Neurogenesis within the
adult hippocampus under physiological conditions and in depres-
sion. Neural Regen Res 7:8

Egashira N, Tanoue A, Matsuda T, Koushi E, Harada S, Takano Y,
Tsujimoto G, Mishima K, Iwasaki K, Fujiwara M (2007) Impaired
social interaction and reduced anxiety-related behavior in vasopres-
sin V1a receptor knockout mice. Behav Brain Res 178:123-127

Endris V, Wogatzky B, Leimer U, Bartsch D, Zatyka M, Latif F, Maher
ER, Tariverdian G, Kirsch S, Karch D, Rappold GA (2002) The
novel Rho-GTPase activating gene MEGAP/ stGAP3 has a putative
role in severe mental retardation. Proc Natl Acad Sci U S A 99:
11754-11759

Fernell E, Gillberg C, von Wendt L (1991) Autistic symptoms in children
with infantile hydrocephalus. Acta Paediatr Scand 80:451-457

Guilmatre A, Dubourg C, Mosca AL, Legallic S, Goldenberg A, Drouin-
Garraud V, Layet V, Rosier A, Briault S, Bonnet-Brilhault F,
Laumonnier F, Odent S, Le Vacon G, Joly-Helas G, David V,
Bendavid C, Pinoit JM, Henry C, Impallomeni C, Germano E,
Tortorella G, Di Rosa G, Barthelemy C, Andres C, Faivre L,
Frebourg T, Saugier Veber P, Campion D (2009) Recurrent rear-
rangements in synaptic and neurodevelopmental genes and shared
biologic pathways in schizophrenia, autism, and mental retardation.
Arch Gen Psychiatry 66:947-956

Gunnarsson C, Foyn Bruun C (2010) Molecular characterization and
clinical features of a patient with an interstitial deletion of 3p25.3-
p26.1. Am J Med Genet A 152A:3110-3114

Guo W, Allan AM, Zong R, Zhang L, Johnson EB, Schaller EG, Murthy
AC, Goggin SL, Eisch AJ, Oostra BA, Nelson DL, Jin P, Zhao X
(2011) Ablation of Fmrp in adult neural stem cells disrupts
hippocampus-dependent learning. Nat Med 17:559-565

Hamdan FF, Gauthier J, Pellerin S, Dobrzeniecka S, Marineau C,
Fombonne E, Mottron L, Lafreniere RG, Drapeau P, Lacaille JC,
Rouleau GA, Michaud JL (2009) No association between SRGAP3/
MEGAP haploinsufficiency and mental retardation. Arch Neurol
66:675-676

Harvard C, Malenfant P, Koochek M, Creighton S, Mickelson EC,
Holden JJ, Lewis ME, Rajcan-Separovic E (2005) A variant Cri

103



10 Anhang

Cell Tissue Res

du Chat phenotype and autism spectrum disorder in a subject with de
novo cryptic microdeletions involving Sp15.2 and 3p24.3-25 detect-
ed using whole genomic array CGH. Clin Genet 67:341-351

Jirkof P (2014) Burrowing and nest building behavior as indicators of
well-being in mice. J Neurosci Methods 234:139-146

Kempermann G (2012) New neurons for ‘survival of the fittest’. Nat Rev
Neurosci 13:727-736

Kim IH, Carlson BR, Heindel CC, Kim H, Soderling SH (2012)
Disruption of wave-associated Rac GTPase-activating protein
(Wrp) leads to abnormal adult neural progenitor migration associat-
ed with hydrocephalus. J Biol Chem 287:39263-39274

Koschiitzke 1., Bertram I, Hartmann B, Bartsch D, Lotze M, von Bohlen
und Halbach O (2015) SrGAP3 knockout mice display enlarged
lateral ventricles and specific cilia disturbances of ependymal cells
in the third ventricle. Cell Tissue Res 361:645-650

Kouser M, Speed HE, Dewey CM, Reimers JM, Widman AJ, Gupta N,
Liu S, Jaramillo TC, Bangash M, Xiao B, Worley PF, Powell CM
(2013) Loss of predominant Shank3 isoforms results in
hippocampus-dependent impairments in behavior and synaptic
transmission. J Neurosci 33:18448-18468

Lauritsen MB, Als TD, Dahl HA, Flint TJ, Wang AG, Vang M, Kruse TA,
Ewald H, Mors O (2006) A genome-wide search for alleles and
haplotypes associated with autism and related pervasive develop-
mental disorders on the Faroe Islands. Mol Psychiatry 11:37-46

Li X, Morrow D, Witkin JM (2006) Decreases in nestlet shredding of
mice by serotonin uptake inhibitors: comparison with marble bury-
ing. Life Sci 78:1933-1939

Lu H, Jiao Q, Wang YY, Yang ZQ, Feng MJ, Wang L, Chen XL, Jin WL,
Liu Y (2013) The mental retardation associated protein srGAP3
regulates survival, proliferation and differentiation of rat embryonic
neural stem/progenitor cells. Stem Cells Dev 22:1709-1716

Marlatt MW, Potter MC, Lucassen PJ, van Praag H (2012) Running
throughout middle-age improves memory function, hippocampal
neurogenesis, and BDNF levels in female C57BL/6J mice. Dev
Neurobiol 72:943-952

Mitchell KJ (2011) The genetics of neurodevelopmental disease. Curr
Opin Neurobiol 21:197-203

Moessner R, Marshall CR, Sutcliffe JS, Skaug J, Pinto D, Vincent J,
Zwaigenbaum L, Fernandez B, Roberts W, Szatmari P, Scherer
SW (2007) Contribution of SHANK3 mutations to autism spectrum
disorder. Am J Hum Genet 81:1289-1297

Powell CM, Schoch S, Monteggia L, Barrot M, Matos MF, Feldmann N,
Sudhof TC, Nestler EJ (2004) The presynaptic active zone protein
RIM lalpha is critical for normal learning and memory. Neuron 42:
143-153

Puma C, Bizot JC (1998) Intraseptal infusions of a low dose of AP5, a
NMDA receptor antagonist, improves memory in an object recog-
nition task in rats. Neurosci Lett 248:183-186

Sharma S, Rakoczy S, Brown-Borg H (2010) Assessment of spatial mem-
ory in mice. Life Sci 87:521-536

Sholl DA (1953) Dendritic organization in the neurons of the visual and
motor cortices of the cat. ] Anat 87:387-406

Shuib S, McMuiian D, Ratienberry E, Barber RM, Rahman F, Zatyka M,
Chapman C, Macdonald F, Latif F, Davison V, Maher ER (2009)
Microarray based analysis of 3p25-p26 deletions (3p- syndrome).
Am J Med Genet A 149A:2099-2105

Vogt MA, Chourbaji S, Brandwein C, Dormann C, Sprengel R, Gass P
(2008) Suitability of tamoxifen-induced mutagenesis for behavioral
phenotyping. Exp Neurol 211:25-33

von Bohlen und Halbach O (2011) Immunohistological markers for pro-
liferative events, gliogenesis, and neurogenesis within the adult hip-
pocampus. Cell Tissue Res 345:1-19

von Bohlen und Halbach O, Zacher C, Gass P, Unsicker K (2006) Age-
related alterations in hippocampal spines and deficiencies in spatial
memory in mice. J Neurosci Res 83:525-531

von Bohlen und Halbach O, Lotze M, Pfannméller JP (2014) Post-
mortem magnetic resonance microscopy (MRM) of the murine
brain at 7 Tesla results in a gain of resolution as compared to in vivo
MRM. Front Neuroanat 8:1-7

Waltereit R, Kautt S, Bartsch D (2008) Expression of MEGAP mRNA
during embryonic development. Gene Expr Patterns 8:307-310

Waltereit R, Leimer U, von Bohlen und Halbach O, Panke J, Holter SM,
Garrett L, Wittig K, Schneider M, Schmitt C, Calzada-Wack J, Neff
F, Becker L, Prehn C, Kutscherjawy S, Endris V, Bacon C, Fuchs H,
Gailus-Durner V, Berger S, Schonig K, Adamski J, Klopstock T,
Esposito I, Wurst W, de Angelis MH, Rappold G, Wieland T,
Bartsch D (2012) Srgap3-/- mice present a neurodevelopmental dis-
order with schizophrenia-related intermediate phenotypes. FASEB J
26:4418-4428

Williams CA, Dagli A, Battaglia A (2008) Genetic disorders associated
with macrocephaly. Am J Med Genet A 146A:2023-2037

@ Springer

104



10 Anhang

Cell Tissue Res (2015) 361:645-650
DOI 10.1007/s00441-015-2224-6

@ CrossMark

SHORT COMMUNICATION

SrGAP3 knockout mice display enlarged lateral ventricles
and specific cilia disturbances of ependymal cells in the third

ventricle

Leif Koschiitzke' - Jonathan Bertram' - Bianca Hartmann' - Dusan Bartsch?

Martin Lotze? « Oliver von Bohlen und Halbach'

Received: 2 March 2015 / Accepted: 22 May 2015 /Published online: 24 June 2015

© Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2015

Abstract In several mouse models of mental retardation, ven-
tricular enlargements have been observed. Mutation in the
SrGAP3 gene residing on chromosome 3p25 has previously
been associated with intellectual disability in humans. In ad-
dition, STGAP3 is related to Rho-GAPs signaling pathways,
which play essential roles in the development and plasticity of
the nervous system. About 10 % of postnatal homozygous
SrGAP3-deficient mice die due to hydrocephalus, whereas
the remaining mice survive into adulthood but display en-
larged ventricles. We analyze the ventricular enlargement of
these mice by performing a post-mortem MRI approach. We
found a more than 15-fold enlargement of the lateral ventricles
of homozygous SrGAP3-deficient mice. Moreover, we dem-
onstrate that this phenotype was not accompanied by a steno-
sis of the aqueduct. Instead, StGAP3 knockout mice displayed
reduced densities of cilia of ependymal cells in These third
ventricle compared to age-matched controls. This results indi-
cate that the ventricular enlargement may be due to ciliopathy.

Leif Koschiitzke and Jonathan Bertram contributed equally to this work.

P4 Oliver von Bohlen und Halbach
oliver.vonbohlen@uni-greifswald.de

Institute of Anatomy and Cell Biology, Universititsmedizin
Greifswald, Friedrich-Loffler-Strae-23c,
17487 Greifswald, Germany

Funktionelle Bildgebung, Diagnostische Radiologie und
Neuroradiologie, Universititsmedizin Greifswald,
Walter-Rathenau-Str. 46, 17475 Greifswald, Germany

Zentrum fiir Seelische Gesundheit, Abt. Molekularbiologie, J 5,
68159 Mannheim, Germany

Keywords Post-mortem MRI - Neurodevelopmental
disorder - Hydrocephalus - Ciliopathy - MEGAP

Introduction

Macrocephaly refers to an abnormally large head inclusive of
scalp, cranial bone and intracranial contents. Macrocephaly
may be due to megalencephaly (true enlargement of brain
parenchyma) or due to other conditions such as hydrocephalus
and is frequently observed in relation to autism spectrum dis-
orders and mental retardation (Williams et al. 2008). In several
mouse models of mental retardation, ventricular enlargements
can be observed, as, e.g., in mice deficient for myosin [Xa
(Abouhamed et al. 2009) or oligophreninl (Khelfaoui et al.
2007). Myosin IXa as well as oligophreninl are related to
signalling pathways involving Rho-GAPs. Rho GTPases play
essential roles in development and the plasticity of the nervous
system. A further member of this family is encoded by the
SrGAP3 gene, which encodes SLIT-ROBO RHO GTPase-
activating protein 3 (SrGAP3), also termed WAVE-
associated GTPase activating protein (WRP) or mental
disorder-associated GTPase-activating protein (MEGAP),
since in humans inactivation of StGAP3 is related to mental
retardation (Endris et al. 2002; Gunnarsson and Foyn Bruun
2010; Shuib et al. 2009).

SrGAP3 is known to regulate the actin cytoskeleton by
forming a signalling complex with WAVE-1 to regulate its
activation downstream of the small GTPases (Kim et al.
2012). StGAP3 has been shown to regulate Racl and Cdc42
and to inhibit Racl-dependent neurite outgrowth (Soderling
et al. 2002). SrtGAP3 also regulates negatively cell migration
by perturbing the actin and microtubule cytoskeleton and by
hindering the formation of focal complexes (Yang et al. 20006).
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Moreover, StGAP3 influences lamellipodin-evoked
lamellipodial dynamics (Endris et al. 2011).

We recently showed that about 10 % of homozygous
SrGAP3-deficient mice die from hydrocephalus (median age
of 50 days) and that most of the remaining animals (~70 %)
have enlarged lateral ventricles and enlarged white matter
tracts (Waltereit et al. 2012). However, the exact ventricular
enlargement has not been examined in detail, since serial sec-
tions of the forebrain have not been analyzed. We examine the
ventricular enlargement of surviving adult homozygous
SrGAP3-deficient mice in more detail. In order to analyze
the ventricular enlargement without the necessity of serial sec-
tions, we performed a post-mortem MRI approach (von
Bohlen und Halbach et al. 2014). Moreover, we analyzed
whether morphological changes may contribute to the ventric-
ular enlargement. Thus, we analyzed the width of the aqueduct
to gain insight into a possible involvement of an occlusion of
the aqueduct in lateral ventricle enlargement. In addition, we
analyzed whether disturbances in the distribution or shape of
the cilia of the ependymal cells covering the third ventricle
may accompany lateral ventricle enlargement in StGAP3
knockout mice.

Materials and methods

Adult homozygous adult StGAP3 ™~ mice and their con-
trols (3—6 months of age) were used, which were obtained
from crosses of heterozygous mice. The StGAP3-deficient
mice carry a stop codon at the end of the 163-bp exon 3 of
SrGAP3 by gene targeting, thereby resembled the
breakpoint of the t(3;X)(p25;p11) translocation reported
for humans (Waltereit et al. 2012). All applicable institu-
tional and/or national guidelines for the care and use of
animals were followed.

Magnetic resonance imaging (MRT)

We used a post-mortem MRT-approach (von Bohlen und
Halbach et al. 2014) for analyzing brain and ventricle
volumes. Adult StTGAP3™™ mice (n=6) and age-matched
controls (n=8) were euthanized and transferred to a 7T
ClinScan animal scanner (Bruker, BioSpin, Ettlingen,
Germany) with a bore of 15.4 cm. A 2 x 2 channel
mouse headcoil was used to measure a 3D T2-weighted
turbo-spin echo (TSE) sequence [96 transversal slices,
100 pm thickness, no gap, matrix of 1024x1024 pixel,
repetition time (TR)=2500 ms, echotime (TE)=55 ms].
Scanning was optimized to achieve ~95 images, covering
the whole brain and adjacent tissue (resolution: x=0.025;
y=0.025, z=0.1 mm per pixel). Reconstruction and
visualization was done using Neurolucida (MBF Biosci-
ences, USA).

@ Springer

Histology

Animals were euthanized and transcardiacally perfused with
phosphate-buffered saline (PBS) and afterwards with 4 %
paraformaldehyde (PFA). Thereafter, the brains were removed
and the wet weight was determined. The brains were then
stored in 4 % PFA.

Analysis of the aqueduct Serial slices (60 um) where cut
using a vibratome (VT1000S; Leica, Germany) and mounted
on SuperFrost® Plus slides (=3 per group). Sections were
incubated for 5 min in PBS containing DAPI (4',6-diamidino-
2-phenylindole; 1:10,000). After rinsing, sections were em-
bedded in MOWIOL (Calbiochem, Germany). Starting from
the ending of the third ventricle and finishing at the beginning
of the fourth ventricle, the aqueduct visible in each slice was
measured using an Axioplan 2 imaging microscope (Zeiss,
Germany) and Neurolucida (MBF Bioscience, USA).

For visualization of the cilia, 30-um serial sections were
cut using a vibratome and mounted on SuperFrost® Plus
slides and air-dried (n=3 per group). Sections were then
rehydrated and incubated in sodium citrate buffer (pH 6.0)
for 20 min using a microwave (800 W) for antigen retrieval.
Next, sections were rinsed in PBS and incubated in blocking
solution (0.1 M PBS, 0.3 % Triton X-100, 5 % serum) for 2 h
at room temperature. Thereafter, sections were incubated in a
solution containing antibodies directed against vimentin (AB
5733, Millipore, USA; 1:2000 in 5 % BSA+0.1 % Triton in
PBS) and acetylated alpha tubulin (T7451, Sigma, Germany;
1:100 in 5 % BSA+0.1 % Triton in PBS) overnight at 4 °C.
After washing, sections were incubated in a solution contain-
ing Cy3- and Alexa488-conjugated secondary antibodies
(Vector Labs, USA; 1:400, in 5 % BSA+0.1 % Triton in
PBS for 1 h). After rinsing in PBS (3x for 5 min), sections
were counterstained with DAPI (1:10,000), washed and
coverslipped in fluorescent mounting medium. The cilia
length and density of the ependymal cells of the third ventricle
were analyzed. Z-stacks (step-size: 0.25 um) were generated
using a microscope fitted for fluorescence with a x100 oil
objective, a digital camera and a computer-controlled stage
(Merzhéuser, Germany). Vimentin (visualized with Cy3) is a
marker for ependymal cells (Doetsch et al. 1997) and acety-
lated alpha tubulin (visualized with Alexa 488) is a specific
marker for cilia (Jain et al. 2014). The cilia were reconstructed
from the z-stacks using Neurolucida (MBF Bioscience, USA).

Statistics

Statistical analysis (unpaired 7 test and two-way ANOVA,
followed by Tukey’s multiple comparisons test) were per-
formed using Graphpad 6.0 (Prism, USA). Data were present-
ed as mean+SEM. Significant changes were indicated as *p<
0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Results

Brain volumes and ventricle volumes determined
by post-mortem MRI

We used a post-mortem MRI approach, since this method
results in a gain of resolution as compared to the standard
MRT using anesthetized mice (von Bohlen und Halbach
et al. 2014). The post-mortem MRI of brains derived from
wild-type (Fig. 1a, b) and StGAP3 ™~ mice (Fig. lc, d) re-
vealed substantial morphological differences. As compared
to age-matched controls, brains of STGAP3 deficient mice
have a bigger volume (StGAP3 ™ 559.9+19.41 mm’; con-
trols: 446.9+7.08 mm?; ¢ test: p<0.001; Fig. l¢). This was
mainly attributed to ventricular enlargement (StGAP3™":
36.74+12.46 mm3; controls: 2.37+0.033 rnm3; t test: p<

Fig. 1 Analysis of StGAP3
knockout mice using post-
mortem MRI. a Maximum
intensity projection (using
Neurolucida 10.1; MBF
Bioscience, USA) of a wild-type
(control) mouse brain. b Control
mice show normal ventricular
size. ¢ Maximum intensity
projection of a StGAP3 ™~ mouse
brain. As compared to control
brains, the brain appears bigger
and an enlargement of the
ventricles can be noted. d
SrGAP3 ™ mice display enlarged
ventricles (arrow). e Detailed
analysis of the total brain volumes
of control and STGAP3 ™~ mice
revealed an increase in total brain
volume in case of the SIGAP3 ™~
mice. f Analysis of the ventricles
revealed a strong increase in the
volume of the ventricle of
SrGAP3™ mice. g The increase
in total volume in the StGAP3-
deficient mice is not only due to
an enlargement of the ventricles
but also to an increase in the
volume covered by brain tissue

e Total volume

e

control SrGAP3"

0.001; Fig. 1f). By subtraction of the ventricle volume from
the total volume, we determined the volume covered by gray
and white brain matter. This measurement revealed that not
only the ventricles are enlarged in the StGAP3™~ mice but
also the volume of the brain parenchyma (StGAP3™": 515.8
+10.13 mm3; controls: 444.5+7.09 mm3; t-test: p<0.001;

Fig. 1g).
Analysis of the aqueduct

Since conditional STGAP3 knockout mice have been de-
scribed to develop cerebral aqueductal occlusion leading to
hydrocephalus (Kim et al. 2012), we examined the aqueduct.
For that purpose, 60-pum serial sections that were counter-
stained with DAPI were used (Fig. 2a). None of the analyzed
SrGAP3 ™" mice display an occlusion of the aqueduct. We

f Volume of the ventricles g Volume of brain matter
60 600

*kk

SrGAP3"

control

SrGAP3"

control
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g Cilia length

length in ym

SrGAP3"

T
control

Fig.2 InStGAP™ mice, no apparent changes in the size of the aqueduct
was noted but the cilia of the ependymal cells of the third ventricle were
affected by the deletion of SrGAP3. a 60-um-thick coronal serial
sections, counterstained with DAPI (blue) were used for examination of
the aqueduct in adult StGAP3 ™~ mice and respective controls. b Analysis
of the mean width of the aqueduct of StGAP3™~ mice revealed no
significant differences as compared to age-matched controls. ¢
Representative image of cilia located at the floor of the third ventricle
(StGAP3""" mouse; same magnification as shown in f). d Representative
image of cilia located at the floor of the third ventricle (StGAP3 ™~ mouse;

reconstructed the aqueduct in the sections using Neurolucida
and found that neither the width (Fig. 2b) nor the area of the
aqueduct were significantly different from age-matched con-
trols (¢ test: p=0.69; reduction by ~5.9 % in StGAP3 ™" mice).

Analysis of cilia

We next investigated whether the cilia of the ependymal cells
(Fig. 2c, f) were altered in the knockout mice by analyzing the
length and density of cilia within the third ventricle. As com-
pared to controls, StGAP3™~ mice display no reduction in
cilia length (11.16 pum vs. 10.85 pum; p=0.66; Fig. 2g). Next,
we analyzed the cilia density in the third ventricle. We
subdivided this analysis in an analysis of the density of cilia

@ Springer
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same magnification as shown in f). e Cilia located at the roof of the third
ventricle (StGAP3"* mouse; same magnification as shown in f). f Cilia
located at the roof of the third ventricle of a StTGAP3 ™~ mouse. g The
mean length of the cilia of ependymal cells of the third ventricle was not
reduced in StGAP3 knockout mice. h In control mice, the density of the
cilia within the third ventricle is higher in the region of the floor than in
the region of bottom. StGAP3 ™~ mice display a reduction in the density
of cilia in the roof as well as in the bottom (two-way ANOVA, Tukey’s
post hoc test)

located on the roof and floor of the third ventricle. This was
due to the fact that control animals display a significant higher
density of cilia at the floor of the third ventricle (Fig. 2h). In
both sub-areas (floor and roof), cilia densities were signifi-
cantly reduced in the StGAP3 ™ mice. In contrast to controls,
in StGAP3 ™ mice the cilia density was not different between
the floor and the roof of the third ventricle (Fig. 2h).

Discussion
In humans, STGAP3 has been associated with mental retarda-

tion (Endris et al. 2002) and SrGAP3-deficient mice have
been shown to display a schizophrenia-related intermediate
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phenotype (Waltereit et al. 2012). Interestingly, in several
mouse models of mental retardation, enlargements of the ven-
tricles can be Uusei"vcu, as, c.g., iin cases of mice deficient for
myosin IXa (Abouhamed et al. 2009), oligophreninl
(Khelfaoui et al. 2007) or L1 cell adhesion molecule
(Demyanenko et al. 1999).

Concerning srGAP3, we have recently shown that about
10 % of StGAP3™" mice die from hydrocephalus and that
most of the remaining animals have enlarged lateral ventricles,
as shown in single sections (Waltereit et al. 2012). We have
now analyzed the ventricular enlargement in detail by post-
mortem MRI. We determined a massive increase in the size of
the lateral ventricles in the knockout mice, indicating that
SrGAP3 knockout mice that survive into adulthood also suffer
from hydrocephalus.

Obstructive hydrocephalus occurs when the flow of the
cerebrospinal fluid (CSF) is blocked by stenosis of the cere-
bral aqueduct or by obstacles, leading to distension of the
lateral ventricles. Many models of genetic animal models of
hydrocephalus are non-obstructive and are related to ciliary
defects affecting the CSF circulating system (Kim et al. 2012).
Conditional SrGAP3-deficient mice (deletion of StGAP3 in
Nestin-positive cells) display an obstructive, perinatal-onset
form of hydrocephalus that manifests about P40 (Kim ct al.
2012). We therefore analyzed whether our STGAP3™~ mice
also display signs of a stenosis of the aqueduct. However, in
this mouse model, no stenosis was noted. Thus, we next in-
vestigated whether the hydrocephalus in the STGAP3 ™ mice
might be related to ciliary defects. The ependymal cells lining
the ventricles in the adult brain are multiciliated epithelial cells
and abnormal ependymal cilia result in hydrocephalus in-
duced by anomalous flow of the CSF (Liu et al. 2014). We
showed that the length of the cilia was not altered in these
mice but that the density of these cilia was significantly re-
duced. Thus, it is likely that the ciliopathy observed in these
mice may contribute to the enlargement of the ventricles.

SrGAP3 mRNA can be detected at the borders of the ven-
tricles in adult mice (Allen brain map: http://mouse.brain-
map.org/gene/show/92064). StGAP3 in this location may
have a specific function, which may be related to the
ependymal cell. STGAP3 has been shown to act towards
Racl and Cdc42 with respect to its putative regulation of
cytoskeleton dynamics and cell migration (Yang et al. 2006).
It has been shown that inactivation of Cdc42 results in
hydrocephalus accompanied by a severe loss of ependymal
cells (Peng et al. 2013). However, in the STGAP3 knockout
mice, no severe loss of ependymal cells was noted but the cilia
of the ependymal cells are affected. The ependymal cells
exhibit motile cilia on their surface, playing a critical role in
fluid flow and, unlike primary cilia that have a
mechanosensory function, motile cilia primarily beat with a
wave-like motion to propel fluid and particles over the cell
surface (Lee 2013). The reduced cilia number suggests that

the cilia in the StGAP3 knockout mice may be disturbed in
their function, leading to a reduced transport of the CSF,
which may result in a ventricular enlargement. In this context,
it may be interesting to analyze whether loss of StGAP3 in-
duces defects in the motile components of cilia and/or alter-
ation in the planar polarity of basal body patches.

Enlarged ventricles have not only been observed in animal
models of mental retardation but are also a characteristic find-
ing in patients with schizophrenia (Steen et al. 2006). In sev-
eral cases, this may relate to specmu gene mutations; e. .g.,
mutations in neuregulin and DISC1 are associated with lateral
ventricle enlargement in schizophrenia (Mata et al. 2010).
Thus, there seems to exist a specific heritable link between
the size of the ventricles and several mental illnesses and dis-
abilities. However, the mechanisms behind this are currently
far from being understood. The discovery and analysis of
genes and their pathways that are involved in the regulation
of the size of the ventricles may help to gain further insight
into neurodevelopmental disorders.

In conclusion, we quantified ventricular increase in
SrGAP3™" mice and presented data underlining that ventric-
ular increase might be due to reduction in the densities of cilia.
It might therefore be appealing to further investigate the mech-
anism leading to the loss of cilia and investigate possible as-
sociations of ventricular pathology and ciliopathy in humans,
especially for schizophrenia.
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