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1. Einleitung
1.1. Die Zwangsstodrung

Die Zwangsstorung, oder in der englischen Sprache auch Obsessive-compulsive
Disorder (OCD) genannt, ist eine weit verbreitete neuropsychologische
Erkrankung. Zwischen 2-3 % der Bevolkerung (Doshi, 2011; Flores Alves dos
Santos and Mallet, 2013) leiden an dieser Krankheit, die durch immer
wiederkehrende zwanghafte Gedanken (obsessions) und deren Kompensation
durch zwanghafte Tatigkeiten, die immer wieder durchgefuhrt werden
(compulsions), charakterisiertet ist. Jedoch findet die betroffene Person keine
befriedigende Kompensation, sodass erneut Zwangsgedanken und somit auch
Zwangshandlungen folgen. Abgesehen davon, dass diese Tatigkeiten oft sehr
zeitaufwendig sind, wissen die Patienten in den meisten Fallen, dass Sie krank
sind, was in Kombination eine erhebliche Einschrankung der Lebensqualitat
bedeuten kann. Nicht selten ist OCD mit Depressionen oder Angstzustanden
vergesellschaftet (Miguel et al., 2005). Durch Studien wurden bisher vier
verschiedene Subtypen der OCD definiert: die Angst der Verunreinigung in
Verbindung mit einem Putz- oder Reinigungszwang, der Sucht zur Symmetrie
und damit zusammenhangende Ordnungszwénge, der Drang zur Anhaufung von
Dingen mit der daraus resultierenden exzessiven Sammlung dieser und zuletzt
aggressive/sexuelle/religiose/somatische Manien mit Uberpriifungszwangen
(Leckman et al., 1997). Obwohl die Krankheit sowohl in ihren Angsten, als auch
in ihren Zwéngen sehr variieren kann, zeigen alle Subtypen Gemeinsamkeiten,
welche sich im Klinischen Phanotyp und der zugrundeliegenden
Pathophysiologie finden lassen (Miguel et al., 2005). Des Weiteren gibt es eine
Reihe von Erkrankungen, die mit OCD in Verbindung gebracht werden, da sie
viele gemeinsame Eigenschaften aufweisen (Browne et al., 2014), wie zum
Beispiel die Trichotillomanie und Skin Picking Disorder (Dermatillomanie), die

Ticstorung, wie das Tourette-Syndrom und auch autistische Stérungen.

Wie bei vielen anderen neuropsychiatrischen Erkrankungen auch, ist der

neurobiologische Ursprung der OCD immer noch unklar. Zahlreiche



Untersuchungen und Studien mit funktionellem Neuroimaging haben eine
Beziehung zwischen den OCD Symptomen und einer Veranderung in der
Aktivitat des kortiko-striato-thalamo-kortikalen (CSTC)-Regelkreises ergeben
(Aouizerate et al., 2004; Graybiel and Rauch, 2000). Fur die Pathogenese der
OCD scheint eine Hyperaktivitat im orbitofrontalen Cortex (OFC) und
ventromedialen Striatum eine grof3e Rolle zu spielen. Auch wenn eine akute
Stimulierung (deep brain stimulation) dieser Region in der Maus keine
zwanghatften, sich wiederholende Tatigkeiten hervorruft, kann eine Stimulierung
Uber einen langeren Zeitraum dies sehr wohl (Ahmari et al., 2013). Aul3erdem
wurde herausgefunden, dass OCD mit einer verminderten Verfligbarkeit von
Dopamin 2 (D2) Rezeptoren im Striatum zusammenhangt (Schneier et al., 2008).
D2 ist fur die intrazellulare Signaltibermittlung zustandig und aktiviert Kalium-
Kanale, welche das Ruhepotential von Nervenzellen stabilisieren. Somit kann
eine verminderte Aktivierung dieser Kanéle zu einer vermehrten Entstehung von
Aktionspotentialen in Nervenzellen fihren. Zuséatzlich wird aktuell eine
Beteiligung der Amygdala bei der Entwicklung und Auspragung einer OCD
diskutiert und bleibt zu Uberprifen (Milad and Rauch, 2012). OCD ist durch eine
Beeintrachtigung des sensorischen Gatings, eine Unterdriickung von Reizen
wahrend der Verarbeitung eines anderen spezifischen Reizes, charakterisiert.
Gemessen wird dies via Prépulsinhibition (PPI), eine Methode, bei der eine
Reizamplitude geringer ausfallt, wenn ihr ein schwacherer Reiz vorausgeht. Nun
ist es so, dass bestimmte Serotoninrezeptoren, wie zum Beispiel 5-HT1s, Uber
Agonisten die PPl beeintrachtigen koénnen und OCD-ahnliche Symptome
hervorrufen kénnen. Dieser Zusammenhang zwischen dem 5-HT1s-Rezeptor und
der PPI tritt in der Form nur in zwei Regionen auf: im OFC und der Amygdala
(Pittenger et al., 2016). Hinzu kommt, dass die Amygdala das einheitliche
Zentrum fur Emotionen und emotionales Verhalten darstellt und nach aktuellen
Ergebnissen zugleich fur die Entstehung und Ubermittlung von Angst
verantwortlich ist (Davis and Whalen, 2001; Janak and Tye, 2015).

Auch wenn einige Familien- und Zwillingsstudien eine signifikante genetische

Komponente fir OCD und verwandte Erkrankungen aufzeigen (Black et al.,



1992; van Grootheest et al., 2005), konnte bisher noch kein spezifisches Gen als
definitives Risiko-Gen eingestuft werden (Browne et al., 2014). Zudem wurde
durch diese Studien mit Hilfe der sogenannten Yale-Brown Obsessive-
Compulsive Scale symptom checklist (Goodman et al., 1989) herausgefunden,
dass sich einige Subtypen der OCD, wie zum Beispiel die Sucht zur Symmetrie
und der Ordnungszwang, oder aggressive/sexuelle  Manien  mit
Uberprifungszwangen, haufiger als andere in der Familie manifestieren (Pauls
and Alsobrook, 1999). Seitdem entdeckt wurde, dass OCD mit selektiven
Serotonin Reuptake Inhibitoren (SSRIs), wie zum Beispiel Fluoxetin, behandelt
werden kann, werden Mutationen in Genen, die flr Serotonintransporter
codieren, als ein moglicher Ursprung der Krankheitsentstehung gesehen (Taylor,
2013).

1.1.1. BDNF und TrkB/ NTRK2

In der Metaanalyse von Taylor aus dem Jahr 2013 wurden samtliche Gene auf
einen Bezug zu OCD untersucht. Zusatzlich zu den besagten fiur die
Serotonintransporter codierenden Genen wurde eine Beteiligung von
glutamatergen und dopaminergen Neurotransmittersystemen, ebenso wie dem
Wachstumsfaktor brain-derived neurotrophic factor (BDNF) und seinem Rezeptor
tropomyosin receptor kinase B/neurotrophic tyrosine kinase receptor type 2
(TrkB/NTRK2) nachgewiesen (Taylor, 2013). Die beiden zuletzt genannten sind
Teil eines zerebralen Signalwegs und spielen eine grol3e Rolle bei der
Regulierung der Transkription von neuronalen Genen, der Neurogenese und der
neuronalen Differenzierung. Es wurde bereits gezeigt, dass beide Faktoren im
adulten Nervensystem die Plastizitdit der Synapsen, sowie deren
Ubertragungsfahigkeit regulieren (Huang and Reichardt, 2001, 2003). BDNF
gehort zur Familie der Neurotrophine und ist im zentralen Nervensystem der
vorherrschende Ligand fur den zugehdrigen Rezeptor TrkB, an den er mit einer
sehr hohen Affinitat bindet. Dieser Rezeptor ist eine transmembranére Rezeptor-
Tyrosinkinase, welche an mehreren Tyrosinresten phosphoryliert werden kann
(Guiton et al.,, 1994). Dadurch, dass BDNF eine zentrale Rolle bei der

Entwicklung des Hirns und seiner Plastizitat einnimmt, ist es naheliegend, dass



mengenmalige Veranderungen mitverantwortlich fir zahlreiche psychiatrische
Erkrankungen sind, wie unter anderem Major Depressive Disorder (MDD),
bipolare- und neuronale Entwicklungsstérungen, aber auch neurodegenerative
Leiden (Autry and Monteggia, 2012; Zuccato and Cattaneo, 2009). Bei Patienten
mit Erkrankungen dieser Art wurden erniedrigte BDNF-Plasmaspiegel
festgestellt, was in vielen Fallen mit einer beobachteten gesteigerten DNA-
Methylierung in den spezifischen BDNF-Promotoren zusammenhangt. Wichtig
ist, dass DNA-Methylierungs-Veranderungen gewebeubergreifend einheitlich
sind, einschlief3lich des Hirns und peripheren Blutes, was potenziell nitzlich sein
kann, da sie zukinftig als Biomarker fur psychiatrische Erkrankungen dienlich
werden konnen (lkegame et al., 2013). Mehrere Studien belegen einen
Zusammenhang zwischen BDNF und OCD, jedoch zeigen die Ergebnisse nicht
eindeutig, ob BDNF-Sequenzvarianzen, wie der haufige Val66Met
Polymorphismus, eine vor OCD schitzende Wirkung haben, oder ob sie sogar
fur eine sichere Vorhersage fir die Entstehung von OCD verwendet werden
konnen (Hall et al., 2003; Hemmings et al., 2008). Veranderungen im vom
NTRK2-Gen codierten Rezeptor TrkB tragen hochstwahrscheinlich zu einer
Manifestierung einer OCD im Menschen bei, allerdings ist hierbei der
Pathomechanismus weitestgehend unbekannt (Alonso et al., 2008). Fir mit
Angst verbundene psychiatrische Erkrankungen wurde in Mausversuchen
untersucht, wie sich der Einfluss von BDNF und seinem Rezeptor TrkB auf
ebendiese auswirkt, was teilweise zu widersprichlichen Ergebnissen gefuhrt hat
(Olsen et al., 2013).

1.1.2. Ras/ERK-MAPK-Signalweg

Es ist bereits erwiesen, dass BDNF uber den Rezeptor TrkB den Ras/ERK
(extracellular-regulated kinase)-MAPK-Signalweg aktiviert (Liu et al., 2013) und
somit Uber die Konzentration die Aktivitdt des nachfolgenden Signalwegs
regulieren kann. Dies ist eine der wichtigsten intrazellularen Signalkaskaden
einer Zelle (Huang and Reichardt, 2001, 2003). In Abbildung 1 sind die
intrazellularen Signalkaskaden dargestellt, die durch die Bindung von BNDF an
TrkB aktiviert werden kénnen. Der Ras/ERK-MAPK-Signalweg ist flr diese Arbeit



von entscheidender Relevanz, daher wird nachfolgend lediglich dieser
beschrieben. Nach der Aktivierung durch Phosphorylierung von TrkB, wird das
als Adapter fungierende SHC (Src homology 2 domain containing) -transforming-
protein ebenfalls durch Phosphorylierung aktiviert. SHC bindet nun an ein
weiteres Adapter-Protein namens GRB2 (growth factor receptor-bound
protein 2), welches im Anschluss einen Komplex mit dem prolinreichen SOS-
Molekul (Son of Sevenless) bildet. SOS katalysiert bei der GTPase Ras den
Austausch von gebundenem GDP zu GTP und aktiviert diese (Chardin et al.,
1993). Anschliel3end wird das Signal weitergeleitet und die Kaskade wiederum
durch Phosphorylierungen und Aktivierung von sequentiellen Kinasen, wie Raf,
MEKZ1/2 und ERK1/2, weitergefuhrt. Schlief3lich fuhrt die Aktivierung von ERK ein
weiteres Mal zu Phosphorylierungen von Transkriptionsfaktoren und
regulatorischen Proteinen (Zhang and Liu, 2002), welche u.a. das Uberleben von
Neuronen, die Langzeit-Potenzierung (LTP), Transkription, synaptische
Plastizitat und Verhaltensplastizitat (Liu et al., 2013) regulieren. Die durch
fehlende Inhibition verstarkte Aktivierung dieses Signalweges hat in
Mausversuchen OCD-ahnliches zwanghaftes Putzverhalten hervorgerufen
(Ullrich et al., 2017).
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Uberleben, Langzeit-Potenzierung (LTP), Transkription,
synaptische Plastizitat, Verhaltensplastizitat

Abbildung 1: Durch Bindung von BDNF an TrkB ausgeldste intrazelluléare Signalkaskaden (modifiziert nach
Andero et al. (2014))
BDNF: Brain-derived neurotrophic factor; TrkB: Tropomyosin receptor kinase B; SHC: Src
homology 2 domain containing; RAS: Rat sarcoma; RAF: Rapidly accelerated fibrosarcoma;
MEK: Dual specificity mitogen-activated protein kinase; ERK: Extracellular-signal regulated
kinase; PLCy: Phosphoinositid-Phospholipase C-y; IP3: Inositoltrisphosphat; CaMK: CaM-
abhangige Kinase; DAG: Diacylglycerol; PKC: Proteinkinase C; PI3K: Phosphoinositid-3-
Kinase; AKT: Proteinkinasen-B, P: Pyrophosphat

1.2. Die Familie der SPRED-Proteine

SPREDs (Sprouty-related protein with EVH1 domain) bilden eine Familie von
drei membranassoziierten Proteinen (SPRED1, 2 und 3) und sind physiologische
Inhibitoren des Ras/ERK-MAPK-Signalwegs, welcher von diversen
Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Chemokinen aktiviert werden kann (Miyoshi
et al., 2004; Nonami et al., 2004). Die Sprouty- (und spater auch die SPRED-)

Proteine wurden erstmals in Drosophila melanogaster entdeckt und haben ihren



Namen durch ihre inhibierende Wirkung auf den Branchless (Bnl) Fibroblasten-
Wachstumsfaktor (FGF) wahrend der Entwicklung des trachealen Systems
(Hacohen et al., 1998). Die hemmende Wirkung der SPRED-Proteine entsteht
durch Interaktion mit Ras und der darauffolgenden behinderten Aktivierung von
Raf-1 (siehe Abbildung 1) (Wakioka et al., 2001). Sie nehmen eine zentrale Rolle
bei der Regulierung der Proliferation und Differenzierung vieler Zelltypen ein. Der
genaue biochemische Mechanismus ist allerdings bisher noch weitestgehend
unbekannt. SPRED Proteine kommen ubiquitar in S&ugetieren vor und bestehen
aus einer N-terminalen, dem VASP (Vasodilator-stimulated phosphoprotein)
ahnlichen EVH1- (Enabled/VASP homology 1 domain), einer zentralen c-Kit
bindenden (KBD) und einer sich C-terminal befindlichen Cystein-reichen Sprouty-
(SPR) Doméne (siehe Abbildung 2). Letztere haben die SPREDs mit allen
Proteinen der Sprouty-Familile gemeinsam (Kato et al., 2003; Wakioka et al.,
2001).

EVH1 mi SPR

Abbildung 2: Domaéanenstruktur der SPRED-Proteine (modifiziert nach Bundschu (2005))
EVH1: Enabled/VASP homology 1 domain; KBD: c-Kit bindendeDoméne; SPR: Cystein-
reiche Sprouty-Doméne

Die EVH1-Domane bindet an prolinreiche Sequenzen und ist essenziell fir den
biochemischen inhibitorischen Effekt auf den Ras/ERK-MAPK-Signhalweg.
Dagegen ist die SPR-Domane fur die Lokalisierung an der Zellmembran und der
Bildung von Homo- und Heterodimeren zustandig (King et al., 2005; Sasaki et
al., 2003). Die c-Kit bindende Doméane (KBD) ist zwar in die inhibierende Wirkung
involviert, jedoch nicht ausschlaggebend fur ihre Funktionalitdt. SPREDs werden
als mdgliche Tumor-Suppressoren gehandelt und ihnen werden anti-
metastatische Wirkungen zugesagt (Miyoshi et al., 2004). So wurde in Patienten,
die an einem Leberzellkarzinom leiden, eine vermehrte Phosphorylierung von
ERK festgestellt, wahrend gleichzeitig die Expression von SPREDs erniedrigt
war. Zudem neigten Patienten mit verminderter Expression von SPREDs zu

vermehrter Tumorinvasion und Metastasierungen, was auf eine inverse



Korrelation zwischen SPRED-Expression und Tumorgenese schlieRen lasst
(Yoshida et al., 2006). Ebenfalls interessant ist, dass die SPRED-Expression
durch Gabe von anti-tumorgenetischen Pharmazeutika (z.B. Silibinin bei
Leberzellkarzinom) gesteigert werden kann und dadurch dessen Wirkungen
verstarkt werden konnen (Momeny et al., 2008). Diverse Knockout-Studien
haben gezeigt, dass SPREDs in der Knochenentwicklung (Bundschu et al.,
2005), der Hamatopoese (Nobuhisa et al., 2004), der Allergen-induzierten
Atemwegs-Eosinophilie und bei Uberempfindlichkeitsreaktionen involviert sind
(Inoue et al., 2005). SPRED1 wird hauptsachlich im Hirn, aber auch in den
meisten Organen exprimiert, SPRED2 wurde vor allem in Hirn-, Driisen und
Nierengewebe, aber auch mit geringerem Vorkommen in anderen Organen wie
dem Herzen, der Lunge, dem Gastrointestinaltrakt (GIT), oder dem
Urogenitaltrakt nachgewiesen. SPRED3 hingegen wird ausschlielich im
Hirngewebe exprimiert (Engelhardt et al., 2004; Kato et al., 2003; Tuduce et al.,
2010). Alle Subtypen spielen in der Entwicklung vom friihen Lebensalter bis hin
zum Erwachsenenalter eine Rolle. Fur die beiden Proteine SPRED1 und
SPRED?2 lasst sich eine sich Uberlagernde und erganzend, kompensatorische
Funktion vermuten, da im Mausversuch Tiere, bei denen lediglich eines der
beiden fur das entsprechende Protein codierende Gen (Spredl/Spred2)
ausgeschaltet war, in einem gewissen Ausmalf uberlebensfahig und fruchtbar
waren (Bundschu et al., 2005; Nobuhisa et al., 2004; Nonami et al., 2004). Beim
gleichzeitigen Knockout der fur beide Proteine codierenden Gene, starben die
Tiere im Mausversuch zwischen Embyonalstadium E12.5 und E15.5 und zeigten
massive Blutungen, Odeme und erweiterte, mit Erythrozyten gefillte
LymphgefaRe (Taniguchi et al., 2007). Der alleinige Verlust der Funktion von

SPRED1 fuhrt im Menschen beispielsweise zZu dem
Neurofiboromatose Typ 1-&hnlichen Legius-Syndrom, welches mit
Lernbehinderungen, Entwicklungsverzégerungen und Makrozephalie

vergesellschaftet ist (Brems et al., 2007; Pasmant et al., 2009; Spurlock et al.,
2009).



1.2.1. SPRED2

Obwohl SPRED1 und SPRED?2 in ihrer Aminoséuren-Sequenz zu uber 60%
Ubereinstimmen und beide membranstandige Proteine sind, unterscheiden sich
ihre Expressionsmuster in verschiedenen Geweben und Zelltypen dennoch
(Bundschu et al., 2007; Wakioka et al., 2001). Das Spred2-Gen ist in Mausen in
frihen Entwicklungsstadien hochaktiv in ekto- und mesodermalem und spéter in
neuronalem, Herz-, Lungen- und Intestinalgewebe, sowie im Urogenitaltrakt
(Tuduce et al., 2010). Die hochste Expressions-Aktivitat wurde in Regionen des
GroRRhirns, wie beispielsweise dem fronto-parietalen Cortex und dem
Hippocampus, sowie in Teilen des Kleinhirns, speziell im Cortex und in Purkinje-
Zellen festgestellt. Eine starke Expression des Spred2-Gens findet sich in
Drisengeweben, der Prostata, der Niere (vorwiegend in der Nierenrinde), sowie
in glatten Muskelzellen der Gefal3e, des GIT und der Gebarmutter (Bundschu et
al., 2006). Des Weiteren wurde uber eine Bestimmung des SPRED2-
Proteinspiegels via Western Blot eine ubiquitdre Expression in Hirn, Drisen und
Nieren erwiesen (Engelhardt et al., 2004; Kato et al., 2003). Die
posttranslationale Modifikation des Proteins, in Form von Phosphorylierung und
Ubiquitinylierung, spielt eine gro3e Rolle bei der Regulierung der Funktion von
SPRED2. Das Maus-SPRED2 wird als Antwort auf eine Stimulierung durch
diverse Wachstumsfaktoren tyrosinphosphoryliert und somit seine inhibitorische
Wirkung auf den Ras/ERK-MAPK-Signalweg freigesetzt (Wakioka et al., 2001).
Es bindet an den Ras-Raf-Komplex, zwar kann es dort nicht die Aktivierung von
Ras verhindern, jedoch ist Raf wahrend der Bindung an das SPRED2-Protein
nicht fur seine Kinase zuganglich, was die inhibitorische Wirkung bedingt (siehe
Abbildung 3).
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Abbildung 3: Darstellung mdglicher Angriffspunkte von SPRED2 im BDNF/TrkB-ERK-Signalweg (nach

Ullrich (2014))

BDNF: Brain-derived neurotrophic factor; TrkB: Tropomyosin receptor kinase B; SHC: Src
homology 2 domain containing; GRB2: Growth factor receptor-bound protein 2; SOS: Son of
Sevenless; Ras: Rat sarcoma; Raf: Rapidly accelerated fibrosarcoma; MEK: Dual specificity
mitogen-activated protein kinase; ERK: Extracellular-signal regulated kinase; P:
Pyrophosphat; TF: Transktriptionsfaktoren; SPRED2: Sprouty-related protein with EVH1
domain 2

In der Vergangenheit wurden im Maus-SPRED2-Protein bereits zwei
Tyrosinreste (Y377 und Y420) im SPR-Bereich entdeckt, die durch ihre
Phosphorylierung entscheidend fiir die hemmende Wirkung des Proteins sind
(Quintanar-Audelo et al., 2011). Umgekehrt hat eine Interaktion der Protein-
Tyrosin-Phosphatase SHP2 mit der EVH1/KBD-Region in SPRED2 eine
Dephosphorylierung des Tyrosinrests Y420 zur Folge, was wiederum die
hemmende Wirkung auf den Ras/ERK-MAPK-Signalweg dampft (Quintanar-
Audelo et al., 2011). Im Menschen konnte bisher nicht nachgewiesen werden,
dass es in SPRED2 ebendiese Tyrosinphophorylierung gibt, die in Verbindung
mit der inhibitorischen Wirkung steht. Allerdings wurden Phosphorylierungen von
Serin- und Threoninresten an SPRED?2 entdeckt, die fir die hemmende Wirkung
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des Proteins im Menschen verantwortlich sind (King et al., 2005). Abbildung 4
zeigt welche Teile des Spred2-Gens fur welche Domane im SPRED2-Protein

codieren.

26 bp 178 bp 169 bp 65 bp 138 bp 657 bp

Spred2 —| Promoter |7;L| Ex1 'l I‘I Exdl-# Ex5 |7;L Ex6 o

SPRED2 KBD 4112

Abbildung 4: Die genomische Spred2-Struktur mit den jeweils fir das SPRED2-Protein codierenden
Domanen (nach Ullrich (2014))
Ex: Exon; bp: Basenpaare; EVH1: Enabled/VASP homology 1 domain; KBD: c-Kit bindende
Domane; SPR: Cystein-reiche Sprouty-Doméane

Die erste entdeckte Funktion der SPREDs war die Beteiligung an der Regulierung
der Hamatopoese. In Maus-Embryos wird SPRED2 in der AGM (aorta-gonad-
mesonephros) Region exprimiert, welche eine Rolle in der embryonalen
Hamatopoese spielt. In SPRED2-Knockout-Mausen ist die Produktion von
hamatopoetischen Vorlauferzellen der Leukozyten (CD45*) und die
Koloniebildung gegeniber Wildtyp Kontrolltieren erhoht, wohingegen erhéhte
Expression von SPRED?2 eine signifikant verminderte Phosphorylierung von ERK
und eine reduzierte Anzahl von CD45*-Zellen in der AGM-Kultur zur Folge hatte
(Nobuhisa et al.,, 2004). Aufgrund der Beeinflussung der ERK-abhangigen
Zellproliferation und -differenzierung, besitzt SPRED2 eine inhibitorische
Wirkung auf die embryonale Regulierung der Hamatopoese. Des Weiteren wurde
nachgewiesen, dass das Protein eine Rolle bei der Regulierung von
sekretorischen Signalwegen in Drisengewebe spielt (Engelhardt et al., 2004)
und in Chondrozyten (Bundschu et al., 2005) exprimiert wird. Durch die
Beeinflussung des  Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor-3  (FGFR3)
vermittelten Signalwegs hat SPRED2 Auswirkungen auf das Knochenwachstum.
SPRED2 reguliert durch Hemmung der Fibroblasten-Wachstumsfaktor- (FGF)-
abhangigen ERK-Aktivierung im FGFR3/Ras/ERK-MAPK-Signalweg das
Langenwachstum der Knochen. Ein Knockout des Proteins in Mausen zeigte eine
fruhere und erhbhte Phosphorylierung von ERK in  FGF-stimulierten

Chondrozyten, welche bei der chondralen Ossifikation essentiell sind.
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Resultierend zeigte sich bei einer SPRED2-Defizienz phanotypisch ein

Achondroplasie-ahnlicher Kleinwuchs der Tiere (Bundschu et al., 2005).

In Prostatakarzinomen wird SPRED2 nachweislich weniger, SPRED1 hingegen
in unveranderter Menge exprimiert. Dies lasst auf eine besondere Rolle von
SPRED?2 in dieser Art von Tumoren schlieBen (Kachroo et al., 2013). Zwar
konnte bisher nicht gezeigt werden, dass eine SPRED2-Mutation oder -Defizienz
als Ursache fur Tumorentstehung und -wachstum in Frage kommt, allerdings
kann das Protein bei verminderter Expression ein prognostischer Faktor und eine
maogliche Angriffsstelle fir Krebstherapien sein. In einer neueren Untersuchung
wurde nun sogar festgestellt, dass das zur Krebstherapie eingesetzte
Arzneimittel Imatinib, ein Tyrosinkinase-Inhibitor, die Expression von SPRED2
steigert und eine Art kooperativen Effekt zwischen dem Wirkstoff und dem Protein
hervorruft. Das folglich erhéhte Vorkommen von SPRED?2 fihrt in CML-Zellen
(chronisch myeloische Leukamie) zur Apoptose und/oder zu einem
Wachstumsstillstand (Liu et al., 2010).

Nicht zuletzt sind die Auswirkungen von SPRED?2 auf die Niere und den Wasser-
bzw. Mineralhaushalt zu nennen. SPRED2-defiziente Mause zeigten
Nierenschaden, wie Hydronephrose und Atrophie. Ferner flihrte der Verlust der
SPRED2-Funktion zur Dysregulation des Hormons Aldosteron, welches flr die
Homoostase im Wasser- und Mineralhaushalt verantwortlich ist. Eine weitere
Hormondysregulation findet auf der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse (HHNA) statt, hier werden vermehrt die
Stresshormone CRH, ACTH und Kortikosteron ausgeschittet. Diese
UberschieRende Ausschittung steht in Verbindung mit dem bei SPRED2-
defizienten Mausen beobachteten zwanghaften Putzverhalten (Ullrich, 2014;
Ullrich et al., 2011).
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1.3. Die Amygdala

Das Gehirn dient als Teil des zentralen Nervensystems unter anderem als
Instrument fur Lernvorgange, Angstempfinden und emotionales Verhalten, wobei
alle diese drei miteinander verbunden sein kdnnen. Die Amygdala spielt in dieser
Beziehung eine zentrale Rolle. Sie bildet zusammen mit dem Gyrus cinguli, dem
Gyrus parahippocampalis und dem Hippocampus das limbische System (Rolls,
1992), welches paarig im ventralen anteriomedialen Teil des jeweiligen
Temporallappens liegt. Fur die Unterteilung der Amygdala existieren zwei
Klassifikationsschemata. Zum einen kann sie in drei Kerngebiete, jeweils ein
tiefes, ein oberflachliches und ein zusatzliches, mit insgesamt 13 Kernen und
entsprechenden Unterkernen, bzw. Divisionen unterteilt werden (Pitkanen et al.,
1997). Zuvor wurde im Jahr 1987 die Amygdala in einen basolateralen, einen
kortexdhnlichen und einen zentromedialen Teil eingeteilt (Price et al., 1987),
wobei die basolaterale Kerngruppe den tiefen und die kortexahnliche den
oberflachlichen Kernen entspricht. Eine Aufzéhlung aller Kerngruppen, Kerne

und Unterkerne der Amygdala findet sich in Tabelle 1.
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Tabelle 1:  Anatomische Aufteilung der Amygdala in ihre Kerngruppen, Kerne und Unterkerne (Pitkanen
et al., 1997)
Kerngruppe Kerne Unterkerne, Divisionen
Tiefe Kerne Lateraler Kern (LA) Dorsolaterale Division (Lar)

Ventrolaterale Division (Lv)

Mediale Division (Lm)

Basaler Kern (B)

Magnozellulare Division (Bmc)
Intermediare Division (Bi)

Parvizellulare Division (Bpc)

Akzessorischer basaler Kern (AB)

Magnozellulare Division (Bmc)

Parvizelluldre Divison (Bpc)

Oberflachliche Kerne

Kern des lateralen olfaktorischen
Traktes (NLOT)

Bed nucleus des akzessorischen
olfaktorischen Traktres (BAOT)

Anteriorer kortikaler Kern (COp)

Medialer Kern (M)

Rostrale Division
Zentrale Division
Dorsaler Teil (Mcd)
Ventraler Teil (Mcv)

Kaudale Division (Mc)

Periamygdaloider Kortex

Periamygdaloider Kortex
Mediale Division (PACm)
Sulcale Division (PACs)

Posteriorer kortikaler Kern (COp)

Andere amygdaloide
Regionen

Anteriore amygdaloide region (AAA)

Zentraler Kern (CE)

Kapsulare Division (CDc)
Laterale Division (CEi)
Intermediére Division

Mediale Division

Amygdalohippokampale Region (AHA)

Mediale Division (AHAm)
Laterale Division (AHA))

Interkalierte Kerne (I)
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Die Amygdala erhalt tGber den sensorischen Thalamus Informationen aus
externen Reizen der Umwelt und nimmt diese lber den basolateralen Anteil,
welcher sich aus dem basalen und dem lateralen Kern zusammensetzt, auf. Von
dort aus wird die Information an den zentralen Kern und schlief3lich an weitere
aulRerhalb der Amygdala liegende Hirnregionen weitergeleitet (Davis, 1999). In
diesem Zusammenhang sind vor allem die reziproken Verbindungen zum
Nucleus accumbens und OFC zu nennen. Ersterer wird auch als
Belohnungszentrum bezeichnet, wohingegen der OFC eine wichtige Rolle bei der
Entscheidungsfindung spielt (Baxter and Murray, 2002; Everitt et al., 1999; Koob,
1999). Ebenfalls bestehen Verbindungen zwischen Amygdala und dem
anterioren cingularen Kortex (ACC), dem ventralen Striatum und dem
Hippocampus (HPC). Diese Beziehungen und Interaktionen mit verschiedenen
Hirnarealen machen die Amygdala zu einem wichtigen Dreh- und Angelpunkt far
die Entstehung von Emotionen und Angst, die Entscheidungsfindung, Motivation
und Lernprozesse. Treten Dysfunktionen in diesen Bereichen auf, kdnnen
diverse neuropsychiatrische Erkrankungen, wie zum Beispiel Angststorungen
oder OCD die Folge sein. Mithilfe einer funktionellen
Magnetresonanztomographie (fMRT), konnte bei Provokationstests an OCD-
Patienten eine bilaterale Aktivierung des OFC, des anterioren cingularen Kortex,
des Nucleus caudatus und der Amygdala nachgewiesen werden (Adler et al.,
2000; Breiter et al., 1996), was diese Theorie bestatigt. Weitere Funktionen der
Amygdala wurden durch verschiedene Arbeiten aufgedeckt. Dazu gehéren die
klassische Reizkonditionierung (Adolphs, 2008; LeDoux, 2000; Ohman, 2009),
die soziale Wahrnehmung (Adolphs, 2010; Bzdok et al., 2012), wie zum Beispiel
Gesichtsausdriicke deuten und die Gedachtnisbildung (Packard and Cabhill,
2001). OCD uberschneiden sich in vielerlei Hinsicht in ihren Symptomen mit
Angststorungen, daher sind jegliche Vorgange der Entwicklung und Empfindung
von Angst oder Furcht, sowie die Wiedererkennung von Gefahren
(Angstkonditionierung) von fundamentaler Bedeutung fur Erkrankungen wie
OCD. 2004 wurde im Mausversuch gezeigt, dass eine gezielte Hemmung bzw.
komplette Deaktivierung des BDNF-TrkB-Signalwegs (siehe 1.1.1) in der

Amygdala in einem Verlust der Ausbildung des Angstgedachtnisses resultiert und
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somit keine Angstkonditionierung mehr moglich ist (Rattiner et al., 2004). Da die
SPRED-Proteine in ebendiesen Signalweg eingreifen und ihn inhibieren (siehe
1.2), wird auf diese Weise die Verbindung zwischen den SPREDs und der
Amygdala hergestellt. In den kortikalen Hirnarealen und so auch in der Amygdala
verandern sich an den Neuronen beim Vorgang der Angstkonditionierung die
Morphologie und Verzweigungen der Dendriten und die Dichte der Spines, kleine
Vorwdlbungen an Dendriten, welche die Mehrheit der exzitatorischen Synapsen
bilden (Lai et al., 2012; Quirk and Mueller, 2008; Trabalza et al., 2012; Vetere et
al., 2011). Da die Amygdala aus vielen Kernen und Untereinheiten besteht,
wurden zur weiteren Eingrenzung des fir diese Arbeit zu untersuchenden
Bereichs im Vorfeld an SPRED2-Knockout-Mausen im Rahmen anderer
Versuchsreihen elektrophysiologische Messungen an Neuronen (siehe 1.4)
durchgefiihrt. Diese identifizieren den lateralen Kern als einen in die

Pathogenese von OCD involvierten Bereich (Ullrich et al., 2017).

1.3.1. Die Laterale Amygdala

Die Amygdala ist anatomisch sehr heterogen aufgebaut, wie in Tabelle 1 deutlich
wird. Die verschiedenen Areale dienen als sensorische Ein- und Ausgange
(Pitkanen et al., 1997), auch untereinander ist die Vernetzung der Gebiete sehr
komplex, sodass die Amygdala nicht nur ein Teil eines
Signalubertragungssystems im Gehirn ist, sondern auch eigenstandig innerhalb
der eigenen Grenzen Reize Ubertragt und verarbeitet. Der basolaterale Anteil,
davon insbesondere der laterale, ist bei der Verarbeitung von Afferenzen von
grof3er Bedeutung. Dabei gelangen beispielsweise bei der Angstkonditionierung
afferente Reize mit auditorischem Inhalt Giber den medialen Corpus geniculatum
des Thalamus zum lateralen Kern der Amygdala und terminieren an die dort
vorzufindenden Neuronen (Quirk et al., 1997). Weitere thalamische Strukturen,
die zur LA projizieren, sind der Nucleus suprageniculatum und der posteriore
intralaminare Kern, welche Afferenzen vom inferioren Colliculus und dem
Ruckenmark erhalten (Bordi and LeDoux, 1994). Ebenso (bertragen die
Neuronen aus dem auditorischen Kortex ihre sensorischen Informationen in

diese Region (Romanski and LeDoux, 1992). Eine wesentliche intraamygdaloide
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Verbindung der LA besteht zum zentralen Kern (CE). Dieser verarbeitet die von
dort und ebenso die vom basalen (B) und akzessorischen basalen Kern (AB)
kommenden Informationen und leitet diese als Hauptausgangstelle aus der
Amygdala hinaus zum Hirnstamm und Hypothalamus (Jolkkonen and Pitkanen,
1998). Zusatzlich sendet der laterale Kern Informationen zum basalen und
akzessorischen basalen Kern, siehe dazu Abbildung 5. Zusammengefasst lasst
sich Uber die tiefen Kerne der Amygdala sagen, dass der laterale Kern (LA) als
Eingangskomplex bezeichnet werden kann und Afferenzen aufnimmt. Diese
werden Uber den basalen (B) und akzessorischen basalen Kern (AB) moduliert
und schlieflich Gber den Ausgangskomplex, in Form des zentralen Kerns (CE),
abgegeben (Pitkanen et al., 2000).

Abbildung 5: Schematischer Aufbau der tiefen Amygdalakerne mit intraamygdaloiden Verbindungen,
lateraler Kern mit Subdivisionen rot markiert (modifiziert nach Kaschel (2010))
Ldl: Dorsolaterale Division; Lm: Mediale Divison; Lvl: Ventrolaterale Division; B: Basaler Kern;
AB: Akzessorischer basaler Kern; CE: Zentraler Kern
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Die Verarbeitung und Ubertragung von Informationen und Reizen wird von
Neuronen Ubernommen. Es gibt verschiedene Typen von Neuronen in der
basolateralen Amygdala (BLA), die von McDonald (1982) in drei Klassen
eingeteilt wurden. Auf die Klasse 1-Neuronen wird in 1.3.2 weiter eingegangen.
Klasse 2-Neuronen machen nur rund 5% der Gesamtzahl an Neuronen in der
BLA aus. Sie zeichnen sich durch Spine-arme Dendriten aus und haben einen
kleinen Zellkdrper (9-12 um Durchmesser). Sie haben ein sehr heterogenes
Erscheinungsbild, denn ihre Zellkdrper konnen viele verschiedene Formen
annehmen und ihre Dendriten haben kein einheitliches Verzweigungsschema.
Klasse 3-Neuronen kommen noch seltener vor und zeichnen sich durch einen
spharischen ebenso kleinen Zellkdrper (10-12 um Durchmesser) aus. Zudem
besitzen sie sechs bis zehn in alle Richtungen abgehende aderige Dendriten,

welche den Neuronen ein Neuroglia-ahnliches Aussehen verleihen.

1.3.2. Pyramidenzellen in der Amygdala

Die in der BLA mit Abstand am haufigsten vertretenden nachweisbaren
Neuronen sind die von McDonald (1982) benannten Klasse 1-Neuronen. Mit
ihren 15-18 um langen und 10-15 pm breiten pyramidenférmigen Zellkérpern und
einem Anteil von Uber 90% bilden sie die Mehrheit der Neuronen in diesem
Hirnareal. Die Spine-Dichte an den Dendriten ist insgesamt sehr hoch, jedoch ist
sie an den funf bis sieben primaren Dendriten (direkt vom Soma abgehend)
vergleichsweise niedrig und steigt erst an den sekundéren stark an.
Klasse 1-Neuronen weisen einen bis zwei dickere (3-4 um) Dendriten auf, die
von den Spitzen des pyramidenformigen Zellkdrpers abgehen. Diese
prominenten, sich bis zu 300-400 um vom Zellkdrper weg erstreckenden
Dendriten, ahneln sehr den apikalen Dendriten von kortikalen pyramidalen
Neuronen. Die restlichen drei bis funf kleineren und schmaleren (1,5-2,5 um)
Dendriten, die sich nur bis etwa 150-200 um vom Zellkdrper weg erstrecken,
ahneln wiederum den basalen Dendriten. Aufgrund dieser morphologischen
Analogie werden die apikalen und die basalen Dendriten in dieser Arbeit
nachfolgend auch als solche bezeichnet. Es liegt nahe, bei einer Untersuchung

der Neuronen der LA zuerst die am haufigsten vertretenen zu betrachten, daher
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wurden die Klasse 1-Neuronen fir diese Arbeit zur morphologischen Analyse
ausgewahlt. Ein Beispiel eines solchen Neurons zeigt Abbildung 11 (siehe 3.3).
Der pyramidale Zellkdrper und die wenigen Spines (rot) an den primaren
Dendriten werden hier besonders deutlich.

1.4. Elektrophysiologische Messungen im lateralen Kern der
Amygdala nach Stimulation der afferenten thalamischen

Fasern

Im Vorfeld wurden elektrophysiologische Messungen bei SPRED2-KO- und
Wildtyp-Mausen im Alter zwischen sechs bis acht Monaten durchgefihrt (Ullrich
et al.,, 2017). Dabei wurden die afferenten thalamischen Bahnen, die zur LA
fuhren, stimuliert. Das ankommende Signal wurde an Neuronen des LA
gemessen. In Abbildung 6 ist ein schematischer Hirnschnitt dargestellt, in dem
die Orte der Stimulierung der thalamischen Fasern und der anschlielRenden
Messung des ankommenden Signals an Neuronen in der LA markiert sind.

Stimulierung der
- thalamischen Fasern

Messung in | R
der lateralen 4 i
Amygdala

Abbildung 6: Schematischer Hirnschnitt mit Darstellung représentativer Positionen der thalamischen
Faserstimulierung und der Messung in der lateralen Amygdala (modifiziert nach Paxinos and
Franklin (2001))
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Festgestellt wurden eine erhohte synaptische Ubertragung und eine erniedrigte
Reizschwelle, also eine erhohte Erregbarkeit an thalamo-amygdaloiden
Synapsen bei SPRED2-KO-Mausen. Zudem wurde eine verringerte Paired-Pulse
Facilitation entdeckt, was auf eine Veradnderung bei der préasynaptischen
Vesikelfreisetzungs-Wahrscheinlichkeit an amygdaloiden Synapsen hindeutet.
Die Paired-Pulse Facilitation ist die Verstarkung eines postsynaptischen Reizes,
durch zwei schnell innerhalb eines bestimmten Zeitintervalls aufeinander
folgende gesetzte prasynaptische Reize. Wie ausgepragt diese Verstarkung ist,
hangt von der Vesikelfreisetzung und ihrer Wiederaufnahme in die
prasynaptische Endigung ab. AnschlieRend wurde die Haufigkeit des Auftretens
und die Grol3e von spontanen mini-Exzitatorischen postsynaptischen Potentialen
(mEPSPs) in Neuronen der LA in SPRED2-KO-Mausen gemessen (Ullrich et al.,
2017). Das Ergebnis war eine verminderte Haufigkeit des Auftretens der
MEPSPs. AuRerdem war die Grol3e der mMEPSPs verringert, was entweder durch
Veranderungen der postsynaptischen Sensibilitét, oder der Transmitterladung/-
menge in prasynaptischen Vesikeln ausgeldst werden kann. Zuséatzlich wurde
eine dysregulierte Expression der Proteine Bassoon, ERC1, PSD95 und der
Glutamatrezeptoren mGIluR2 und mGIuRS5 festgestellt (Ullrich et al., 2017). Diese
Proteine bzw. Rezeptoren werden pra- oder postsynaptisch exprimiert und haben
Einfluss auf die Anzahl, bzw. Dichte und Morphologie von Spines und somit auch
auf die Ubertragungsfahigkeit und Erregbarkeit von Synapsen (Benarroch, 2008).
Auch der TrkB/ERK-MAPK-Signalweg steht, hauptséchlich im Hippocampus
(Alonso et al., 2004; Chakravarthy et al., 2006; Steiner et al., 2008; Vanderklish
and Edelman, 2002), aber auch in der Amygdala (Bennett and Lagopoulos,
2014), mit der Spine-Morphologie in Verbindung und ist vermutlich die Ursache
fur die oben beschriebene Fehlregulation synaptischer Proteine.
Zusammengefasst lasst sich also sagen, dass es bei SPRED2-KO-M&ausen an
Neuronen der LA sowohl zu pra-, als auch zu postsynaptischen Veranderungen
kommt, welche sich durch die Verdnderung in der Expression der Proteine auch
auf die Morphologie der Neuronen, speziell der Spines auswirken kann. Nun ist
durch eine morphologische Analyse der Neuronen zu untersuchen, ob die Anzahl

und/oder Morphologie der Spines bei einem Knockout des SPRED2-Proteins in
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Analogie zur gesteigerten Erregbarkeit amygdaloider Synapsen verandert ist.
Deshalb wurden in dieser Arbeit insbesondere die Anzahl und Dichte der Spines

an den Dendriten untersucht.

1.5. Fragestellung und Ziel der vorliegenden Dissertation

In dieser Arbeit soll die Morphologie der Pyramidenzellen der LA in SPRED2-KO-
mit der in Wildtyp-Mausen verglichen werden. Auch im Hinblick auf die
Entstehung von OCD sind folgende Fragen von zentraler Bedeutung:

e Weicht die Morphologie, wie Dendritenlange, Spine-Anzahl und -Dichte,
oder die Somaflache der Pyramidenzellen der lateralen Amygdala bei
SPRED2-KO-Mausen gegeniiber Wildtyp-Kontrolliméusen signifikant ab?

e Falls dies der Fall sein sollte, lasst sich ein nachvollziehbarer
Zusammenhang zwischen abnormer Morphologie und verénderter

Elektrophysiologie herleiten?

e Kann das Protein SPRED2 in der lateralen Amygdala als zusatzlich zu
beachtender Faktor fur die Entstehung von OCD angesehen werden?

e Muss das Modell zur Entstehung von OCD uberarbeitet oder erweitert

werden?

e Sind komorbide Angststérungen und/oder psychiatrische Erkrankungen

betroffen?

e Sollten eventuell zusatzlich Neuronen anderer Hirnregionen analysiert
werden, um zu prifen, ob diese ebenfalls durch einen SPRED2-Knockout

betroffen sind?
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Diese Fragen sollen im Anschluss an den Ergebnisteil beantwortet und diskutiert
werden. Ziel der Arbeit soll es sein, einen guten Uberblick Uiber die Auswirkungen
des SPREDZ2-Proteins in der lateralen Amygdala zu verschaffen und einen

Ausblick auf zukiinftige Diagnose- und Therapiemoglichkeiten bei verschiedenen

psychiatrischen Erkrankungen zu geben.
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2. Material und Methoden

2.1. Mause als Versuchstiere

2.1.1. Generierung der SPRED2-KO-Mause

Das genaue Verfahren der Generierung von SPRED2-defizienten Mausen mittels
der gene-trap Methode wurde bereits in vorigen Arbeiten beschrieben
(Bundschu, 2005; Bundschu et al., 2005; Ullrich and Schuh, 2009). Um es
dennoch kurz zu beschreiben: Die SPRED2-KO-Mause wurden aus der
embryonalen Stammzelllinie XB228 generiert, welche von BayGenomics, was
heute zu International Gene Trap Consortium (IGTC, Davis, CA, USA) gehort,
erhalten wurden. Die Stammzellen stammen von 129P2/OlaHsd-M&ausen und
beinhalteten den pGTO Gene-Trap Vektor (siehe Abbildung 7), welcher zufallig
zwischen Exon 4 und 5 in das Spred2-Gen inseriert hat. Das in dem Gene-Trap
Vektor enthaltene Reporter-Gen -geo kann mithilfe einer X-Gal Farbung zur
Genexpressionsanalyse herangezogen werden. Der Gene-Trap Vektor
verhindert eine korrekte Translation des SPRED2-Proteins, stattdessen wird
entweder nur das B-geo-Protein, oder eine Fusion aus der EVH1-Domane des
SPRED2-Proteins und dem (-geo-Protein exprimiert, was in einem nicht mehr
funktionsfahigen SPRED?2 resultiert. Die XB228-Zellen mit dem in das Spred2-
Gen inserierten Gene-Trap Vektor wurden in isolierte Blastozysten aus
superovulierten und befruchteten weiblichen C57BL/6-M&usen injiziert.
Pseudoschwangere Weibchen, welche vorher mit vasektomierten mannlichen
Mausen verpaart wurden, wurden fir die Reimplantation der Blastozysten
verwendet. Um die SPRED2-KO-Mauslinie zu etablieren, wurde der chimére
mannliche Nachwuchs wiederum mit weiblichen C57BL/6-Mausen gepaart.
Damit konnten die Keimbahntransmission getestet und gleichzeitig die ersten

heterozygoten (HET) SPRED2-M&ause generiert werden.

trap A Vi

Abbildung 7: Gene-Trap Vektor, der in das SPRED2-Gen eingefuigt wurde. (nach Ullrich et al. (2011))
Ex: Exon; SA: Splice acceptor; B-geo: Reporter Gen; pA: SV40 Polyadenylierungssequenz
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2.1.2.  Zucht- und Haltungsbedingungen der Mause

Die Mause wurden in Standard Kunststoffkafigen gehalten, entweder alleine,
oder in Gruppen von bis zu vier Tieren. Dies hing einerseits von ihrem Geschlecht
und andererseits von der Anzahl ihrer Wurfgeschwister ab. Sie wurden bei einem
konstanten 12 h Tag und 12 h Nacht Zyklus und einer Luftfeuchtigkeit von 50%
gehalten. Trinkwasser und Standard-Mausfutter standen den Tieren ad libitum
zur Verfugung. Um Nachwuchs von allen Genotypen (SPRED2-KO, WT und
HET) mit gleichem Alter von einem Wurf zu erhalten, wurde fir gewdhnlich eine
mannliche SPRED2-HET-Maus mit zwei weiblichen SPRED2-HET-M&ausen
verpaart. Um mogliche Inzucht-Effekte méglichst gering zu halten, wurden die
Mé&use auf einem gemischten 129P2/OlaHsd x C57BI/6 genetischen Hintergrund

gezulchtet.

2.1.3. Genotypisierung der SPRED2-defizienten Mause

Der Nachwuchs der Mause wurde mittels PCR-Analyse genotypisiert. Dazu
wurde alkalische Lyse fur die die DNA-Extraktion und RED Tag DNA Polymerase
Master Mix (Genaxxon) fir die PCR verwendet. Dem Protokoll folgend wurde den
Mausen ein kleines Gewebestlick in Form einer etwa 0,2 cm grol3en Biopsie der
Schwanzspitze enthommen und anschlie3end im Eppendorf-Reaktionsgefald mit
50 ul des alkalischen Lysepuffers (Losung 1, siehe Tabelle 2) bedeckt, wobei die
Schnittseite der Biopsie nach unten ausgerichtet wurde. Nachdem die Proben fir
20 min bei 95 °C und 450 rpm auf einem Thermomixer inkubiert wurden, wurde

50 pl Neutralisationslésung (Losung 2, siehe Tabelle 3) zu jeder Probe gegeben.
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Tabelle 2: Zusammensetzung des alkalischen Lysepuffers (L6sung 1)

Bestandteil Konzentration Finale Konzentration Volumen
NaOH 10M 25 mM 62,5 ul
EDTA-Na 0,5M 0,2 mM 10 pl

H20 - - 24,9275 ml
Gesamtvolumen - - 25 mi

Fur die 10 M NaOH-Stocklosung wurden 40 g NaOH in 100 ml H20 und fur die
0,5 M EDTA-Na-Ldsung 18,6 g EDTA-Na in 100 ml H20 geldst und der pH-Wert
8,0 eingestellt. Der endgultige pH-Wert der Losung 1 (Tabelle 2) betrug ~12 und
bedurfte keiner weiteren Einstellung. Die Losung musste bei RT gelagert und alle
sechs Monate frisch angesetzt werden.

Als Stocklésung fir Losung 2 wurde eine 1 M Tris-HCI-Lésung (molare Masse:
157,6 g/mol) verwendet. Der endguiltige pH-Wert der Losung 2 (Tabelle 3) betrug
~5 und bedurfte keiner weiteren Einstellung. Die L6sung musste bei RT gelagert

werden.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Neutralisationslésung (Losung 2)

Bestandteil Konzentration Finale Konzentration Volumen
Tris-HCI 1M 40 mM 1ml

H20 - - 24 ml
Gesamtvolumen - - 25 ml
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Anschlielend wurden die Proben in einem Reagenzglasschittler grindlich
durchmischt und bei 4 °C gelagert. In der Zwischenzeit wurde der PCR-Master-
Mix hergestellt, die Bestandteile lassen sich in Tabelle 4 ablesen. Fur jede Probe
wurde eine Menge von 20 pl hergestellt.

Tabelle 4: PCR-Master-Mix

Bestandteil Konzentration Finale Konzentration  Volumen
2 x Red-Mastermix 2 X 1x 12,5 pl
Primer: Geno_S2_fw 10 uM 400 nM 1u
Primer: Geno_S2_rev3_wt 10 pM 400 nM 1ul
Primer: Geno_S2_revPB_ko 10 uM 400 nM 1u
Betain 5M 900 nM 4,5 pl
Gesamtvolumen - - 20 pl

Die Sequenzen der Primer fir den PCR-Master-Mix lassen sich in Tabelle 5

ablesen.

Tabelle 5: PCR-Primer

Primer Sequenz
Geno_S2_fw 5'- GCTTGACCGGCACCCCGGTGAG -3
Geno_S2_rev3_wt 5'- CCCCCACACACTGGCTTGGTT -3'

Geno_S2_revPB_ko 5'- CGGATCTCAAACTCTCCTCC -3
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Nachdem jeweils 20 pl des PCR-Master-Mix in die Reaktionsgefal3e vorgelegt
wurden, wurden 5 pl Maus-DNA zugegeben. Mithilfe der PCR wurden nun kleine
Abschnitte der isolierten genomischen DNA amplifiziert. Der verwendete Zyklus
ist nachfolgend in Tabelle 6 beschrieben.

Tabelle 6: PCR-Zyklus

Vorgang Temperatur Dauer Zyklen
Initialdenaturierung 94 °C 3 min 1x
Denaturierung 94 °C 1 min

Tempern 61 °C 1 min 30 x
Extension 72°C 1 min

Abschlussextension 72 °C 10 min 1x
Stopp 15°C 0 1x

Zur Auftrennung der amplifizierten Fragmente, wurde ein Agarosegel hergestellt,
welches aus 1% Agarose, geldst in 1 x TAE-Puffer (1 x Tris-Acetat-EDTA Puffer:
40 mM Tris, 20 mM Essigsaure, 1 mM EDTA = ethylenediaminetetraacetic acid)
bestand und mit 1 pl Nancy-520/100 ml Gel versetzt wurde. Das ausgehartete
Gel wurde nun in die Laufkammer gesetzt, Kdmme gezogen und mit 1 x TAE-
Puffer bedeckt. 10 ul der Proben wurden direkt geladen, wobei die Zugabe von
DNA-Ladepuffer nicht notig war. Die WT- und KO-Fragmente wurden per
Gelelektrophorese (45-60 min bei 80 V) aufgetrennt und anschlieRend mit UV-
Licht detektiert (Kodak Gel Logic 100). Die sichtbargemachten PCR-Produkte
wurden fotografiert (siehe 3.1, Abbildung 8) und die Gréf3e der PCR-Fragmente
mit einer DNA-Leiter (GeneRuler™ DNA Ladder Mix, Thermo Scientific;
Katalog Nr. SM0331) bestimmt.
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2.1.4. Merkmale der verwendeten Mause

Fur das Herstellen der Schnittpraparate wurden insgesamt 16 Mause verwendet,
davon waren 7 Wildtyp-Mause und 9 SPRED2-KO-Mause. Alle Tiere waren
mannlich, da bei Weibchen die durch den Menstruationszyklus bedingten
hormonellen Schwankungen ungleiche Versuchsbedingungen zur Folge haben
konnen. Am Tag der Hirnentnahme waren die WT-M&ause durchschnittlich 10,55
Monate und die KO-Mause 11,17 Monate alt. Das jungste Tier im WT-Genotyp
war 4,87 und das alteste 19,67 Monate alt. Das Alter der jungsten KO-Maus
betrug 5,49 und das der altesten 21,35 Monate. Die Fellfarbe der Versuchstiere
war entweder braun oder schwarz, die Aufteilung war bei den Wildtyp-Mausen
3:4 und bei den KO-Mausen 5:4. Zusatzlich konnten die M&use an der
vierstelligen Nummer auf ihrer Ohrmarke identifiziert werden. Drei der KO Mause
zeigten offene Wunden durch ihren Putzzwang. Der Grad dieses Zwanges wurde
durch Beobachtungen auf einen Wert zwischen 1 und 3 klassifiziert. Alle
Einzelheiten finden sich in Tabelle 7 und Tabelle 8. Die SPRED2-KO-Mause
zeigten in Standardtests keine erhdhte Angstempfindung, jedoch waren andere
Parameter der Angstempfindung, wie erhéhte Spiegel von Stresshormonen, sehr
wohl auffallig (Ullrich et al., 2011; Ullrich et al., 2017).
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Tabelle 7: Merkmale der WT-Mause

Nr. Farbe 319 Di?l?r'n Alter/Monate Putzzwang Wunde
1645 schwarz 3 01.02.14 19,67 - -
1838 braun g 25.09.14 11,91 - -
1850 braun I 07.10.14 11,51 - -
1885 schwarz 3 11.12.14 9,38 - -
1903 braun I3 14.01.15 8,26 - -
1905 schwarz 3 14.01.15 8,26 - -
1990 schwarz I3 27.04.15 4,87 - -

Tabelle 8: Merkmale der KO-Méause
Nr. Farbe 319 DGED' Alter/Monate Putzzwang Wunde
atum
1523 braun 38 12.12.13 21,35 3 ja
1742 schwarz 3 18.06.14 15,16 1 -
1839 braun 3 25.09.14 11,91 1 -
1851 schwarz a 07.10.14 11,51 3 ja
1865 braun 3 02.12.14 9,67 2 -
1886 schwarz a 11.12.14 9,38 1 -
1904 braun 3 14.01.15 8,26 1 -
1913 braun a 27.01.15 7,83 2 -
1977 schwarz 3 08.04.15 5,49 3 ja
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2.1.5. Entnahme der Hirne

Die Hirne wurden am 22.09.2015 im Labor der Klinik fur Psychiatrie in Wiirzburg
unter der Leitung von Frau PD Dr. Dipl. biol. A. Schmitt-Bohrer entnommen. Dazu
wurden die Mause zunachst in ihren Kafigen in das Labor transportiert, wo sie
nacheinander in einen Glasbehalter gesetzt wurden. Zur Sedierung der Tiere
wurden Papierttcher, betraufelt mit 2-3 Tropfen Isofluran 1 ml/ml (CP-Pharma,
Art.-Nr. 1234), in den Behalter gelegt. Sobald die Sedierung eintrat, wurden sie
aus dem Behalter entnommen und durch zervikale Dislokation getotet.
Anschliel3end wurde mit einer Schere der Schadel abgetrennt und das Gehirn als
Ganzes vorsichtig prapariert. Ab diesem Zeitpunkt musste darauf geachtet
werden, dass keine Metallinstrumente unndétig das Hirn berthrten, da dies die
Golgi-Cox-Impragnierung (siehe 2.2.1) beeintrachtigen konnte. Jedes einzelne
Gehirn wurde in einem eigenen Reagenzglas mit der vorher hergestellten

Impragnierldsung (siehe unten) inkubiert.

2.2. Herstellung der Schnittpraparate

2.2.1. Golgi-Cox-Impragnierung nach Glaser und Van der Loos

Die Hirne wurden mit einer modifizierten Golgi-Cox Methode (Corsi, 1987,
Ramon-Moliner, 1970) impragniert. Glaser und Van der Loos beschrieben diese
Impragnierungsmethode in lhrer Arbeit aus dem Jahr 1981 (Glaser and Van der
Loos, 1981). Die herzustellende Impragnierfliissigkeit besteht aus einer
Mischung aus LOsung A, B und C. Losung A besteht aus 5% Kaliumdichromat
(K2Cr207) (10 g in 200 ml A. bidest), Losung B aus 5% Sublimat (HgCl2) (10 g in
200 ml A. bidest) und Losung C aus 5% Kaliummonochromat (K2CrOa4) (8 g in
160 ml A. bidest). Ein Schitteln der Losungen und der Kontakt mit metallischen

Instrumenten sollte mdglichst vermieden werden.
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Die Zusammensetzung der finalen Gebrauchslosung kann aus Tabelle 9
entnommen werden. Zunéchst wurde Lésung A mit Losung B im Verhéltnis 1:2
(=1 + 1) gemischt. AnschlieRend wurde L6sung C mit A. bidestim Verhéltnis 1:2,5
(=1 + 1,5) verdunnt. Daraufhin konnte das AB-Gemisch langsam unter Rihren
mit einem Glasstab in die verdinnte Lésung C gegossen werden. Die fertige
Mischung sollte in einem lichtundurchlassigen Gefal3 gelagert werden, da sie
dann langer verwendet werden kann. Zudem sollte sie vor Gebrauch funf Tage
ruhen, sodass sich an der Oberflache und am Boden des Gefél3es Préazipitate
bilden kdonnen. Die mittlere Phase, die frei von Prazipitaten ist, wurde dann
vorsichtig mit einer Pipette in ein frisches GefaR Uberfihrt und fir die
Impragnierung der Hirne verwendet. Diese Impréagnierldsung wurde nach 48
Stunden ausgetauscht. Die Hirne verblieben nun fur 28-32 Tage bei
Raumtemperatur und lichtgeschitzt in der Impragnierldsung. Die dabei
stattfindende Reaktion kann durch Temperaturerniedrigung auf 4°C gestoppt

werden, z.B. durch Uberfiihrung der GefaRe in einen Kuhlschrank.

Tabelle 9: Zusammensetzung der Imprégnierlésung

Bestandteil Menge
Lésung A: 5% K2Cr207 200 ml
Lésung B: 5% HgCl2 200 ml
Losung C: 5% K2CrOg4 160 ml
A. bidest 400 ml
Gesamtvolumen 960 ml
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2.2.2. Dehydratisierung

Nachdem das Hirngewebe 3 x 5 min in A. bidest gespult wurde, wurde es im
nachsten Schritt mit einer aufsteigenden Ethanolreihe entwassert. Dieser Schritt
ist im Rahmen der Vorbereitung auf das Einbetten in Celloidin (siehe 2.2.3) und
das Schneiden notwendig. Eine detaillierte Beschreibung findet sich in Tabelle
10.

Tabelle 10:  Ethanol-Reihe

Losung Dauer Bemerkungen

A. dest. 3 x5 min

50% EtOH 45 h un;erolelchtem Schitteln,
bei 4°C

o . unter leichtem Schdtteln,

70% EtOH Uber Nacht bei 4°C

96% EtOH 8h unFerolelchtem Schiitteln,
bei 4°C

96% EtOH iiber Nacht unFerolelchtem Schiitteln,
bei 4°C
unter leichtem Schiitteln,

abs. EtOH 8h bei 4°C

abs. EtOH iiber Nacht unFerolelchtem Schiitteln,
bei 4°C

Ether/abs. EtOH 1:1 8h im Dunkeln, bei RT.

Diese Schritte wurden der Reihe nach durchgefuhrt. Wichtig dabei war, dass bis
auf den letzten Schritt alle bei 4°C auf einem Schittler durchgefiihrt wurden. Im

letzten Schritt wurde das Gewebe im Dunkeln und bei RT in der Losung inkubiert.

2.2.3. Einbettung in Celloidin

Nach der Golgi-Cox-Impragnierung und Dehydratisierung wurden die Hirne mit
einer Losung aus Celloidin, Ether und Ethanol durchtrankt. Sie wurden in einer

Celloidin-Reihe mit aufsteigender Konzentration eingelegt. Die Flussigkeit sollte
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die Praparate jeweils um 2-3 mm Ubersteigen. Ein Farbekasten mit Deckel ist ein
geeignetes Mittel um jedes Hirn direkt mit einer angemessenen Menge Celloidin
zu umgeben und die Masse nach oben hin abzudecken. Der Kasten wurde fir
die Dauer der Schritte in einem Exsikkator mit Chloroform als Trocknungsmittel
begast. Die Reihenfolge, Konzentrationen und Dauer der einzelnen Schritte ist in

Tabelle 11 abzulesen.

Tabelle 11: Reihe mit Celloidin unterschiedlicher Konzentration

Lésung Dauer Bemerkungen

2% Celloidin, Ether/abs. EtOH 1:1 1 Tag im Dunkeln, bei RT.
4% Celloidin, Ether/abs. EtOH 1:1 3 Tage im Dunkeln, bei RT
8% Celloidin, Ether/abs. EtOH 1:1 4 Tage im Dunkeln, bei RT

War der letzte Schritt vollzogen, wurde abgewartet bis die Celloidinmasse eine

gummiartige Konsistenz erreicht hatte, dies dauerte 3-4 Wochen.

2.2.4. Herstellung der Schnitte mit anschlie3ender Fixierung

Die Schnittpraparate wurden mit einem Schlittenmikrotom (pfm Slide 2003, pfm
medical), welches mit einem Kohlenstoff-Messer ausgestattet war, angefertigt
und auf unbeschichtete Objekttrager aufgezogen. Die Schnittdicke betrug
150 um. Beim Schneiden durfte nun eine Pinzette aus Metall verwendet werden,
da die Impragnierung abgeschlossen war. Die Celloidin-Bl6écke wurden wéhrend
des Schneidens immer wieder mit 70% Ethanol befeuchtet und die fertigen
Schnitte im Kuihlschrank in 96% Ethanol gelagert. Nach 24 h Lagerung im
Kihlschrank in einem luftdichten Gefal3 wurden die Schnitte zuerst in eine
Petrischale mit 96% Ethanol auf die dort ebenfalls gelagerten Objekttrager
gelegt. AnschlielRend wurden die Objekttrager herausgenommen, die Schnitte

ausgerichtet und mit Filterpapier abgetupft. Danach wurden die Objekttrager in
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eine Petrischale mit einem 1:1 Ether/Ethanol Gemisch gelegt, sodass sich das
Celloidin aufzulésen begann. Bevor es sich vollstandig aufgelost hatte, wurden
die Objekttrager wiederum entnommen, mit Filterpapier vorsichtig abgetupft und
fur 10 min in Isopropanol eingelegt. Daran schloss sich eine Xylol-Reihe an, bei
der die Objekttrager dreimal fir je 40 min in Xylol lagen. Nun folgte das
Eindecken der Schnitte, bei dem das Einbettmedium Permount™ (Fisher
Chemical™, Katalognr. SP15-500) mit einer Pipette auf die Objekttrager
gegeben wurde. Mit Deckglasern, die von einer Seite zur anderen vorsichtig
abgesenkt wurden, wurden die Schnitte letztendlich fixiert. Nach einer Kontrolle
auf Blasenfreiheit, wurde das restliche Permount™ mit einem feinen Stofftuch

abgewischt. Die Objekttrager wurden zum Trocknen im Dunkeln gelagert.

2.3. Das Neurolucida-System

2.3.1. Hard- und Software

Zur  Analyse der Neuronen wurde das Neurolucida-System
(v11.01.2, MBF Bioscience) verwendet. Die Hardware bestand aus einem
Hellfeld-Mikroskop (BX51, Olympus) inklusive Kamera
(CX9000, MBF Bioscience) und Objektiv (U-CMADS3, Olympus), verbunden mit
einem Computer mit dem Microsoft Windows 7 Professional Betriebssystem. Bei

der maximalen VergrofRerung (100x-Objektiv) wurde Immersionsdl verwendet.

2.3.2. Einstellungen

Wahrend des Rekonstruierens der Neuronen und ihrer Dendriten wurden die
Standardeinstellungen der Neurolucida-Software verwendet, allerdings musste
immer darauf geachtet werden, dass beim ersten Untersuchen eines Schnittes
die VergréRerung auf ,4x1600“ eingestellt war, bzw. dass die VergréRerung in
der Neurolucida-Software der des verwendeten Objektives entsprach. Des
Weiteren war der Beobachtungsmodus auf ,live image“ eingestellt, um das Live-

Bild der Mikroskopkamera auf dem Computerbildschirm sehen zu kdnnen.
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2.3.3.  Auswabhlkriterien der zu analysierenden Neuronen

Samtliche fur die Messungen verwendeten Neuronen stammten aus der LA der
Mausehirne. Die Grenzen dieser Region wurden zuvor beschrieben (Paxinos and
Franklin, 2001; Swanson and Petrovich, 1998). Mithilfe des von Paxinos und
Franklin 2001 verfassten Atlas des Maushirns, wurde die Region aufgesucht.
Neuronen, die deutlich sichtbar im Grenzbereich zu einer benachbarten
Hirnregion lagen sowie jene, die durch &uf3ere Einflisse, wie z.B. das Schneiden
sichtlich beschadigt waren, wurden nicht verwendet. Ein weiteres
Ausschlusskriterium war eine Uberlappung der Zellkérper oder Dendriten mit
einem zweiten Neuron, die eine eindeutige Nachverfolgung der Dendriten oder
das Erkennen der Spines unmoglich machte. Untersucht wurden die
pyramidenférmigen Neuronen (siehe 1.3.2), deren Somata in der Regel eine
pyramidale Form haben (siehe 3.3, Abbildung 12). Von den Zellkérpern gehen
fur gewohnlich etwa 3-6 Dendriten ab, die sich distal weiter aufzweigen.
Pyramidale Neuronen besitzen immer einen sogenannten apikalen Dendriten,
der langer als die anderen ist und einen sehr geraden Verlauf nimmt (McDonald,
1982).

2.3.4. Rekonstruieren der Dendriten und Spines

Unter Verwendung eines 4x-Objektivs wurde zunachst die laterale Amygdala
aufgesucht (siehe Abbildung 10). Nachdem der Referenzpunkt mittig in dieser
Region positioniert wurde, konnte zu dem n&chststarkeren 10x-Objektiv
gewechselt werden. Nachdem nun ein Neuron, das die vorher genannten
Kriterien (siehe 2.3.3) erflillte, gefunden wurde, wurde ein Referenzpunkt mittig
in den Zellkdrper des Neurons gesetzt. Dieser Schritt musste bei jeder der
folgenden Veranderungen der Vergro3erung durchgefuhrt werden. Das 100x-
Objektiv war ein Ol-Objektiv und konnte nur unter Einsatz von Immersionsol
verwendet werden. Wahrend der Verwendung musste es stets mit Ol benetzt
sein. StandardmaRig standen die Einstellungen auf ,,Cell body“, daher wurde mit
dem Nachzeichnen der Aul3enkonturen des Zellkérpers begonnen. Mit einem
Rechtsklick konnte man Uber ,finish cell body“ das Nachzeichnen des Zellkorpers

abschlieBen. Dabei musste darauf geachtet werden, dass der Fokus so
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eingestellt war, dass der Grol3teil des Somas scharf abgrenzbar war. Die
Einstellung wurde in ,Dendrite“ geandert, sodass als nachstes die basalen
Dendriten rekonstruiert werden konnten. Der apikale Dendrit wurde im Anschluss
rekonstruiert und hatte dabei die Einstellung: ,Apical dendrite“. Beim
Rekonstruieren wurde unter stdndigem Verstellen des Fokus jeder Dendrit auch
in der Z-Achse nachverfolgt. Traf man auf eine Gabelung, wurde mit einem
Rechtsklick ,Bifurcation/Trifurcation“ ausgewanhlt, so konnten beide Aste des
Dendriten nacheinander rekonstruiert werden. War ein Dendrit vollstandig
rekonstruiert, wurde nach einem Rechtsklick ,Ending“ ausgewahlt. Sobald der
apikale und alle basalen Dendriten abgearbeitet waren, wurde in der Spine
Toolbar die ,thin spines® ausgewahlt. In diesem Projekt wurde nicht zwischen den
verschiedenen Arten der Spines (Risher et al., 2014) unterschieden, sondern nur
die Gesamtzahl der Spines bestimmt. Diese sind als kleine Auswiichse aus dem
Dendriten zu erkennen und wurden durch einfaches Anklicken markiert. Fir ein
Beispiel eines rekonstruierten Neurons (siehe 3.3, Abbildung 13). Schlieflich
wurde das rekonstruierte Neuron in Form einer .DAT Datei abgespeichert.
Folgendes Format wurde fur die Neuronen beim Abspeichern der Neurolucida-
Datei, als auch bei der spateren Analyse mithilfe des Microsoft Excel-Programms

verwendet:
e Nummer der Maus_Nummer des Schnittes R/L_Nummer des Neurons

Dabei steht R/L fir die rechte oder linke Hirnhalfte im jeweiligen Schnitt.
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2.3.5. Gemessene Parameter

Mit dem Neurolucida-Explorer wurde die abgespeicherte Datei mit den Daten
jedes einzelnen Neurons geo6ffnet und analysiert. Verschiedene messbare
Parameter stehen zur Auswahl, fur dieses Projekt wurden die folgenden

analysiert:

e Gesamtlange aller Dendriten (um)

e Lange des apikalen Dendriten (um)

e Lange der basalen Dendriten (um)

e Anzahl der Spines an allen Dendriten

e Anzahl der Spines am apikalen Dendriten

e Anzahl der Spines an den basalen Dendriten

e Flache des Somas (um?)

e Gesamtlange aller Dendriten nach Branch order 1-4 (um)

e (@ Lange des apikalen Dendriten nach Branch order 1-4 (um)

e @ Lange der basalen Dendriten nach Branch order 1-4 (um)

e Anzahl der Spines an allen Dendriten fur Branch order 1-4

e Anzahl der Spines am apikalen Dendriten fir Branch order 1-4

e Anzahl der Spines an basalen Dendriten fir Branch order 1-4

e Anzahl der Spines/10 um an allen Dendriten fur Branch order 1-4

e Anzahl der Spines/10 um am apikalen Dendriten fur Branch order 1-4
e Anzahl der Spines/10 um an basalen Dendriten fur Branch order 1-4
e Anzahl der Branch points/100 um an allen Dendriten

e Anzahl der Branch points/100 um an basalen Dendriten

e Anzahl der Branch points/100 um am apikalen Dendriten

Es wurden jeweils nur die Branch order 1-4 betrachtet, da die Mehrheit der
Dendriten keine funfte Branch order besal? und daher die Messergebnisse durch

zu viele Nullwerte verfalscht worden wéren.
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2.3.6. Statistik

Die Ergebnisse dieser Dissertation wurden mit Hilfe des Programms Microsoft
Excel ausgewertet. Alle dargestellten Diagramme wurden ebenso mit dieser
Software erstellt. Mit dem Neurolucida-Explorer wurde fur jeden Parameter eine
Tabelle erstellt, welche anschlie3end in Microsoft Excel Gbertragen wurde. Die
Analysen wurden zunachst fur jedes Neuron separat innerhalb eines Genotyps
erstellt, anschlielend auf eine Maus, und im letzten Schritt fir die beiden
Genotypen zusammengefasst. Es wurde von jedem Parameter das arithmetische
Mittel, die Standardabweichung und der Standardfehler bestimmt. Fir die
Statistik wurde in Microsoft Excel mit den auf eine Maus zusammengefassten
Durchschnittswerten der KO- und WT-Mausen ein zweiseitiger t-Test mit
homoskedastischer und heteroskedastischer Varianz und einem Signifikanzlevel
von p < 0,05 durchgefthrt. Alle signifikanten Abweichungen sind mit einem Stern
versehen. Insgesamt wurden 22 Neuronen aus SPRED2-defizienten und 26 aus
Wildtyp-Mausen untersucht. Alle in den Abbildungen angegebenen Werte sind

Medianwerte aus der Berechnung flr die Boxplot-Diagramme.
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3. Ergebnisse

3.1. Genotypisierung der SPRED2-KO-Mause

Um den Genotyp der Mause fur die weiteren Versuche eindeutig identifizieren zu
kénnen, wurden sie mithilfe einer PCR genotypisiert. Hierbei wurden WT- und
KO-DNA-Fragmente mit spezifischen Primern amplifiziert. Die Bande fur den
WT-Genotyp liegt bei 677 bp, die des KO-Genotyps bei 461 bp und der HET-
Genotyp zeigt beide Banden. Durch die verschiedenen FragmentgréRen der
amplifizierten DNA konnten WT, HET und KO-Mause eindeutig identifiziert
werden (siehe Abbildung 8).

WT HET WT HET KO WT HET WT
P . W 677 bp
- : 461 bp

Abbildung 8: Agarose-Gelelektrophorese fur die Genotypisierung der Mause, (WT=677 bp, KO=461 bp,
HET zeigt beide Banden)
WT: Wildtyp; HET: Heterozygot, KO: Knockout; bp: Basenpaare
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3.2. Lokalisation der lateralen Amygdala und Auswahl der

Neuronen

Um die Lokalisation der BLA zu zeigen, wurden Ubersichtsaufnahmen von
koronaren Schnitten des Hirns einer SPRED2-KO-Maus angefertigt. Sie wurden
mithilfe der Neurolucida-Software aus mehreren Ausschnitten bei 4x-
VergroRerung zusammengesetzt. Die Schnitte wurden mit der Golgi-Cox
Methode nach Glaser und Van der Loos (siehe 2.2.1) gefarbt und nach dem
Einbetten in Celloidin (siehe 2.2.3) hergestellt. Die BLA ist bilateral vorhanden
und in diesem Schnitt mit einer dinnen durchgezogenen Linie umrandet. Der
kaudalere basale Anteil hat eine ovale Form und der laterale Kern schlief3t sich
mit seiner spitzen dreieckigen Form kranial an. Die weil3e gestrichelte Linie trennt
in dieser Abbildung den basalen vom lateralen Anteil (siehe Abbildung 9). Sehr
dunkle bis schwarze Verfarbungen kénnen bei starken Uberlagerungen von

Gewebe bzw. Neuronen entstanden sein.

Abbildung 9: Ubersichtsaufnahme eines koronaren Schnittes des Hirns einer SPRED2-KO-Maus. Die BLA
ist bilateral sichtbar und mit einer durchgezogenen weifl3en Linie umrandet. Der basale und
der laterale Anteil sind durch eine gestrichelte weif3e Linie voneinander getrennt.

B: basaler Kern der Amygdala; LA: lateraler Kern der Amygdala
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Zur genaueren Eingrenzung des zu untersuchenden Hirnareals in SPRED2-KO-
Mausen wurden Schnitte im Bereich der BLA mit einem 10x-Objektiv angefertigt.
Die BLA ist mit einer durchgezogenen weil3en Linie umrandet und der basale (B)
und laterale Kern (LA) sind durch eine gestrichelte weil3e Linie getrennt. Hier
werden sehr gut die runde Form des basalen und die dreieckige des lateralen
Kerns deutlich (siehe Abbildung 10). Die beiden Kernregionen grenzen an das
Putamen (innen), den piriformen Kortex (kranial auf3en) und den perihirnalen
Kortex (kaudal auf3en). Viele Neuronen sind nicht scharf dargestellt, da die
Schnitte mit 150 um sehr dick sind und der Fokus daher nicht immer alle
Neuronen gleichzeitig scharf erscheinen lasst. Fur diese Arbeit wurden die

Pyramidenzellen der LA analysiert.

Abbildung 10: Basaler (B) und lateraler (LA) Kern der Amygdala (weil3 umrandeter Bereich) im Hirn einer
SPRED2-KO-Maus (10x-Obijektiv), getrennt durch die gestrichelte Linie.
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3.3. Rekonstruktion der Neuronen

Um die Morphologie von einzelnen Neuronen in der Amygdala zu untersuchen
wurden die Neuronen mit Hilfe der Neurolucida-Software rekonstruiert. Bei der
Auswahl wurden die in 2.3.3 beschriebenen Charakteristika berlcksichtigt. Das
hier gezeigte Beispiel eines rekonstruierten Neurons zeigt die charakteristischen
Merkmale, wie dem pyramidenformigen Zellkbrper, oder dem prominenten
apikalen Dendriten, der bei diesem Neuron von der oberen Spitze des Zellkdrpers
abgeht. Zudem sind drei weitere basale Dendriten, die weniger dominant
erscheinen, vorhanden. Die mit roter Farbe entlang der Dendriten
eingezeichneten Spines sind an primaren Dendriten wenig bis gar nicht
vorhanden, wohingegen die Anzahl und Dichte nach peripher zunimmt (siehe
Abbildung 11).
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Abbildung 11: Ein mit der Neurolucida-Software rekonstruiertes vollstdndiges pyramidales Neuron der LA
einer SPRED2-KO-Maus. Der apikale Dendrit befindet sich an der oberen Spitze des
Neurons, die restlichen drei Dendriten sind basale. Die roten Striche an den Dendriten sind
rekonstruierte Spines (Mit den verwendeten Softwares war es leider nicht mdglich, einen
Mafstabsbalken einzufligen)
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Damit die Neuronen der LA mit der Neurolucida-Software rekonstruiert werden
konnten, mussten sie vorher bei maximaler VergroRerung (100x-Objektiv)
aufgesucht und fokussiert werden. Dabei musste das Objektiv stets in
Immersionsdl getaucht sein. Die ausgewéhlten Neuronen sollten deutlich die
gewinschten Charakteristika (siehe 2.3.3), wie in diesem Beispiel den
pyramidalen Zellkérper und den von der linken Spitze nach schrag links unten
abgehenden apikalen Dendriten. Die Grof3e des gezeigten Neurons liegt bei etwa
18 x 12 um (siehe Abbildung 12)

Abbildung 12: Pyramidales Neuron der LA einer SPRED2-KO-Maus (100x-Objektiv)
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Fur die Analyse und Auswertung der Neuronen der LA, wurden diese mit der
Neurolucida-Software bei Betrachtung durch ein 100x-Objektiv rekonstruiert. Im
hier gezeigten Beispiel dient der kleine Kreis in der Mitte des Zellkérpers der
Positionierung der imaginaren Schablone, die mit der Neurolucida-Software tber
das Neuron gelegt und auf der gezeichnet wird. Er muss zu Anfang manuell
positioniert werden und sollte méglichst in der Mitte des Zellkérpers liegen. Die
Neuronen werden, um spater besser unterschieden werden zu kénnen, mit
unterschiedlichen Farben rekonstruiert. Die Spines sind als rote Striche
dargestellt. In Zellkérpernéhe befinden sich deutlich weniger Dendriten als im
weiteren Verlauf der Dendriten. Der apikale Dendrit ist hier der nach links oben
abgehende (siehe Abbildung 13).

Abbildung 13: Ein mit der Neurolucida-Software rekonstruiertes pyramidales Neuron der LA einer SPRED2-
KO-Maus (100x-Objektiv). Die lilafarbene Linie begrenzt das Soma, die grine und die
turkisfarbene Linie markieren die basalen und die weil3e Linie den apikalen Dendriten. Die
Spines wurden mit roten kurzen Strichen eingezeichnet.
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3.4. Quantitative Analyse der Morphologie der Pyramidenzellen
der LA

Durch die Rekonstruktion der Neuronen konnten samtliche Parameter, wie
Somaflache, Dendriten, Spines und Branch points zahlenmalig erfasst und
analysiert werden. Die morphologischen Unterschiede zwischen LA-Neuronen in
SPRED2-KOs und WT-Kontrollen werden im Folgenden gezeigt. Alle im Text
angegebenen Werte sind Medianwerte.

3.4.1. Somaflache

Die Somata der analysierten Neuronen der LA zeigten eine pyramidale Form und
wurden ausgewertet, um einen moglichen Zusammenhang zwischen der
Somaflache und der verstarkten Erregbarkeit und Ubertragung an Synapsen der
LA bei SPRED2-KO-Mausen herzustellen. Das Software Neurolucida, die
Umstande der Herstellung der Schnittpraparate und das verwendete Mikroskop
lieRen eine zweidimensionale Analyse der Somata zu. Die Flache wurde von dem
Neurolucida-Explorer mit Hilfe des Ubertragenen Maldstabs errechnet.
Nachfolgend ist die mittlere Flache der Somata der amygdaloiden Neuronen in
WT und SPRED2-KO-Mausen gegenubergestellt (siehe Abbildung 14). Zwischen
den beiden Genotypen ist nahezu kein Unterschied festzustellen. Die Neuronen
sind also in zweidimensionaler Ansicht in Bezug auf ihre Zellkdrper Flache nicht
zu unterscheiden, was einen Bezug zu der erhdhten Erregbarkeit und

Ubertragung ausschlieRen lasst.
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Abbildung 14: Mittlere Somaflache der Neuronen amygdaloider Neuronen. Mit einem zweiseitigen t-Test und
einem Signifikanzlevel von p < 0,05 wurden jeweils 22 Neuronen aus SPRED2-defizienten
und 26 aus Wildtyp-Mausen analysiert. Signifikante Abweichungen sind mit einem Stern (,,*“)
kenntlich gemacht.

3.4.1. Dendritenlange

Die Dendriten der Neuronen der LA, vor allem der apikale, sind oft mehrfach
verzweigt und kénnen im Zusammenhang mit einer verstarkten Ubertragung an
Synapsen stehen. Eine starkere Vernetzung der Neuronen konnte derartige
Messungen erklaren. Zudem finden sich an einem langeren Dendriten in der
Regel auch mehr Spines, was wiederum die verstarkte Erregbarkeit teilweise
erklaren konnte. Die Dendriten wurden mit Hilfe der Neurolucida-Software
rekonstruiert und die entsprechenden Langen mit dem Neurolucida-Explorer
berechnet. Nachstehend wurden die Gesamtlangen aller Dendriten nach Branch
order 1-4 miteinander verglichen (siehe Abbildung 15). Die Aufteilung in die
verschiedenen Branch order wurde deshalb vorgenommen, da die Langen der
Dendriten an Gesamtneuronen keine Verédnderungen zeigten. Dabei ist zu
erkennen, dass kein signifikanter Unterschied zwischen WT und SPRED2-KO

besteht. Eine kleine Differenz ist lediglich in Branch order 3 zu erkennen.

50



250,0

174,9

200,0

146,6
150,0 —
127,8 121,3
]
+- wr
50,8

Lange (um)

100,0

48,4
[
50,0 + KO

0,0

Order 1 Order 2 Order 3 Order 4

Abbildung 15: Verteilung der Gesamtlange aller Dendriten nach Branch order 1-4. Mit einem zweiseitigen t-
Test und einem Signifikanzlevel von p < 0,05 wurden jeweils 22 Neuronen aus SPRED2-
defizienten und 26 aus Wildtyp-Mausen analysiert. Signifikante Abweichungen sind mit einem
Stern (,**) kenntlich gemacht.

In den nachsten Analysen wurde weiter zwischen apikalem und basalen
Dendriten unterschieden, um herauszufiltern, ob eventuell dort der
entscheidende Unterschied liegt, der die Veranderungen in der Ubertragung und
der Erregbarkeit der Synapsen bedingt. Weiter unten sind zunachst die mittleren
Langen der basalen Dendriten nach Branch order 1-4 fir WT und SPRED2-KO
zu sehen (siehe Abbildung 16). Auch diese Analyse blieb ohne signifikante
Unterschiede.
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Abbildung 16: Verteilung der mittleren Lange der basalen Dendriten nach Branch order 1-4. Mit einem
zweiseitigen t-Test und einem Signifikanzlevel von p < 0,05 wurden jeweils 22 Neuronen aus
SPRED?2-defizienten und 26 aus Wildtyp-Mausen analysiert. Signifikante Abweichungen sind
mit einem Stern (,*“) kenntlich gemacht.

Ebenso wurde die mittlere Lange des apikalen Dendriten nach Branch order 1-4
analysiert und weiter unten gegeneinander aufgetragen (siehe Abbildung 17). Die
Verteilung der Daten fur WT und SPRED2-KO zeigten eine signifikante
Abweichung in Branch order 3. Die anderen drei Branch orders hingegen blieben
ohne signifikante Abweichungen. Eine deutlich veranderte Lange der apikalen
Dendriten kénnte in Verbindung mit der verstarkten Ubertragung der Synapsen

stehen.
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Abbildung 17: Verteilung der mittleren Lange des apikalen Dendriten nach Branch order 1-4. Mit einem
zweiseitigen t-Test und einem Signifikanzlevel von p < 0,05 wurden jeweils 22 Neuronen aus
SPRED?2-defizienten und 26 aus Wildtyp-M&usen analysiert. Signifikante Abweichungen sind
mit einem Stern (,*“) kenntlich gemacht.

Da zu diesem Zeitpunkt nur wenige signifikante Unterschiede festzustellen
waren, wurden zusatzlich die Gesamtlangen aller basalen Dendriten, die
Gesamtlange des apikalen Dendriten und die Summe aller Dendriten miteinander
verglichen. Die Daten der Analyse sind im nachfolgenden Diagramm abgebildet
(siehe Abbildung 18). Die Messwerte von WT und SPRED2-KO zeigten erneut
keine deutliche Abweichung. Die Gesamtlangen der basalen und apikalen
Dendriten und deren Summe, gibt somit auch keinen Anhaltspunkt fur eine
Verbindung zur verstarkten Erregbarkeit und Ubertragung an den Synapsen der
LA.
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Abbildung 18: Verteilung der aufsummierten Langen der basalen und des apikalen Dendriten und deren
Summe. Mit einem zweiseitigen t-Test und einem Signifikanzlevel von p < 0,05 wurden jeweils
22 Neuronen aus SPRED2-defizienten und 26 aus Wildtyp-Mausen analysiert. Signifikante
Abweichungen sind mit einem Stern (,,*“) kenntlich gemacht.

3.4.2. Spines

Spines sind Fortsatze an Dendriten, die die Signallibertragung an Synapsen
beeinflussen. Sie sind Ausstllpungen der Postsynapse, welche die Erregung von
vorgeschalteten Neuronen mit einer prasynaptischen Axonendigung weiterleiten.
Die Spines wurden mit der Neurolucida-Software rekonstruiert, und mit Hilfe des
Neurolucida-Explorers ausgezahlt. Um zu Uberprifen, ob die verstarkte
Erregbarkeit amygdaloider Synapsen mit einer Veranderung der Spine-Anzahl
korreliert, wurde zunachst die Gesamtzahl analysiert. Hierzu wurden die basalen
und die apikalen Dendriten zunachst voneinander getrennt betrachtet, im
Anschluss zusatzlich deren Summe (siehe Abbildung 19). Die beiden Genotypen
WT und SPRED2-KO blieben jedoch ohne signifikante Differenz. So konnte ein
Bezug zwischen Spine-Anzahl und der verstarkten Erregbarkeit und Ubertragung

ausgeschlossen werden.
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Abbildung 19: Verteilung der Gesamtzahl der Spines an basalen und apikalen Dendriten. Mit einem
zweiseitigen t-Test und einem Signifikanzlevel von p < 0,05 wurden jeweils 22 Neuronen aus
SPRED?2-defizienten und 26 aus Wildtyp-M&usen analysiert. Signifikante Abweichungen sind
mit einem Stern (,*“) kenntlich gemacht.

Eine detailliertere Analyse war durch die Betrachtung der Gesamtzahl der Spines
in Bezug auf die Branch order der Dendriten moéglich. In dieser Auswertung wurde
nicht nach basalen und apikalen Dendriten unterschieden. Die Werte wurden
unter Einsatz des Neurolucida-Explorers mit der Branch order-Analyse ermittelt.
Die Werte fir WT und SPRED2-KO zeigten zwar keinen signifikanten
Unterschied, jedoch ist eine tendenzielle Erhéhung der Anzahl der Spines in
Branch order 1-3 zu sehen (siehe Abbildung 20). Dieser wird besonders in
Branch order 2 und 3 deutlich. Das bedeutet, dass zwar nicht die Gesamtzahl der
Spines, aber die Anzahl in den Branch orders 1-3 eine Rolle bei der verstarkten

Erregbarkeit und Ubertragung an amygdaloiden Synapsen spielen kénnte.

55



80

56,3
70

60

47,9
36,1
- = [ |
§ 28,3 44,2 42,5 o=
-
n
= 40
“’ —
N
<
# -
KO
20 —
6,4 9,1
-
0
Order 1 Order 2 Order 3 Order 4

Abbildung 20: Verteilung der Gesamtzahl der Spines in Branch order 1-4. Mit einem zweiseitigen t-Test und
einem Signifikanzlevel von p < 0,05 wurden jeweils 22 Neuronen aus SPRED2-defizienten
und 26 aus Wildtyp-Mausen analysiert. Signifikante Abweichungen sind mit einem Stern (,,*“)
kenntlich gemacht.

Zum Abschluss der Spine-Analyse wurde die Dichte der Spines (Anzahl/10 pm
Dendritenldnge) in Bezug auf die Branch order ausgewertet, da bei einer
Veranderung der Erregbarkeit und Ubertragung an Synapsen nicht nur die
absolute Anzahl, sondern auch die Dichte der Spines von Bedeutung sein kann.
Die Betrachtung der Branch orders wurde in diesem Zusammenhang deshalb
vorgenommen, da dies bei der Gesamtzahl der Spines bereits tendenzielle
Unterschiede hervorbrachte. Die Werte fiur WT und SPRED2-KO zeigten in
dieser Analyse allerdings nahezu keine Differenzen in allen Branch orders (siehe
Abbildung 21). Daraus l&sst sich schliel3en, dass die Dichte der Spines an den
Dendriten in SPRED2-KO-Mausen wahrscheinlich keinen Einfluss auf die

Erregung und Ubertragung an amygdaloiden Synapsen hat.
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Abbildung 21: Verteilung der Anzahl der Spines/10 um nach Branch order 1-4. Mit einem zweiseitigen t-Test
und einem Signifikanzlevel von p < 0,05 wurden jeweils 22 Neuronen aus SPRED2-
defizienten und 26 aus Wildtyp-Mausen analysiert. Signifikante Abweichungen sind mit einem
Stern (,*“) kenntlich gemacht.

3.4.3. Branch points

Die Branch points sind die Verzweigungsstellen der Dendriten, wie sie z.B. in
Abbildung 13 (siehe 3.3) zu sehen sind. Von ihnen kénnen zwei oder drei Aste
abgehen. In seltenen Fallen auch mehr, jedoch kam dies bei den 48 in dieser
Arbeit untersuchten Neuronen kein einziges Mal vor. Sie wurden im Rahmen
dieser Arbeit untersucht, da ein besser verzweigtes Neuron eine bessere
Ubertragung als ein weniger gut verzweigtes gewahrleisten kann. Es wurde die
Branch point-Dichte/100 um fur basale und apikale Dendriten und deren Summe
betrachtet (siehe Abbildung 22). Die Daten fiur SPRED2-KO zeigten lediglich an
apikalen Dendriten eine signifikante Abweichung nach unten gegentber denen
fur WT. Die basalen, bzw. die Summe aus basalen und apikalen weisen keine
signifikante Abweichung auf. Somit scheint eine erniedrigte Branch point-Dichte
am apikalen Dendriten ebenfalls einen Teil zur verstarkten Ubertragung an
amygdaloiden Synapsen beizutragen. Eine verringerte Verzweigung am
Hauptdendriten kdnnte durch eine gleichbleibende Anzahl der Branch points bei
gleichzeitiger erhéhter Dendritenlange erklart werden.
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Abbildung 22: Verteilung der Anzahl der Branch points/100 um an basalen und apikalen Dendriten. Mit
einem zweiseitigen t-Test und einem Signifikanzlevel von p < 0,05 wurden jeweils 22
Neuronen aus SPRED2-defizienten und 26 aus Wildtyp-Méausen analysiert. Signifikante
Abweichungen sind mit einem Stern (,*“) kenntlich gemacht.

3.4.4. Zusammenfassung

Eine signifikante Erh6hung der mittleren L&nge des apikalen Dendriten in Branch
order 3 und eine tendenzielle Erh6hung der Anzahl der Spines in Branch order
1-3 kénnen als logische Zusammenhange zur verstarkten Erregbarkeit und
Ubertragung an amygdaloiden Neuronen in SPRED2-KO-Mausen angesehen
werden. Mehr Spines kdnnen auf beides einen Einfluss haben, der verlangerte
apikale Dendrit vermutlich lediglich auf Ubertragung. Eine Verringerung der
Branch point-Dichte/100 um kann durch eine gleichbleibende Anzahl an Branch

points bei vergroRerter Dendritenlange erklart werden.
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4. Diskussion

4.1. Zusammenhang zwischen SPRED2, Spine-Morphologie und
Elektrophysiologie

In der Einleitung wurde bereits erwahnt (siehe 1.4), dass der TrkB/ERK-MAPK-
Signalweg einen Einfluss auf die Morphologie der Spines der Neuronen in der LA
haben kann. Zuvor wurde belegt, dass das SPRED2-Protein ebendiesen
Signalweg inhibiert (Wakioka et al., 2001) (siehe 1.2.1). Zudem wurde in
SPRED2-defizienten Mausen eine erhohte Erregbarkeit der Synapsen, eine
verminderte Paired-Pulse Facilitation und eine dysregulierte Expression der
Proteine Bassoon, ERC1 und PSD95 festgestellt (Ullrich et al., 2017). Diese
Proteine werden ebenfalls mit der Spine-Morphologie in Verbindung gebracht.
Die beiden erstgenannten Proteine kommen hauptséchlich in der aktiven Zone
der prasynaptischen Membran vor und sind essentiell fur die Integritat der
Strukturen dieser Zone (Sudhof, 2012) und die Freisetzung von prasynaptischen
Neurotransmittern in den synaptischen Spalt (Davydova et al., 2014, Kittel et al.,
2006). ERCL1 ist ein Pendant des Bruchpilot-Proteins der Drosophila, dessen
Aufgabe es ist, die Ca?*-Kanaldichte und somit die synaptische Transmission
nach ausgeldsten Stimuli aufrecht zu erhalten (Kittel et al., 2006). Mit einer
erhdhten Expression von ERC1, wie in SPRED2-KO-Mausen der Fall, nimmt also
auch die Ca?*-Kanaldichte zu, was wiederum die erhohte Erregbarkeit der
Synapsen der LA erklart. Die Expression der Glutamatrezeptoren mGIuR2 und
MGIuURS5 ist in SPRED2-KO-Mausen ebenso erhoht (Ullrich et al., 2017). mGIuR2
wird sowohl préa-, als auch postsynaptisch exprimiert und seine Funktion besteht
darin, die neuronale Erregbarkeit zu senken. Der Rezeptor mGIuR5 hingegen ist
ausschlief3lich postsynaptisch zu finden und fuhrt im Gegensatz zu mGIuR2 zu
einer Erhéhung der neuronalen Erregbarkeit (Benarroch, 2008). Einige Studien
weisen darauf hin, dass eine Dysregulation der mGIuR-Rezeptoren mit
verschiedenen psychiatrischen Erkrankungen und Angststbrungen in
Verbindung steht, und dass spezifische mGIuR5-Antagonisten und mGIuR2-
Agonisten vielversprechend als Psychopharmaka zur Behandlung derartiger

Erkrankungen eingesetzt werden kénnen (Niswender and Conn, 2010). Die
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beobachtete erhdhte Expression von mGIuR5 in SPRED2-KO-Mausen konnte
u.a. zu dem OCD-ahnlichen Verhalten und der erhbéhten synaptischen
Ubertragung gefiihrt haben. Auf der anderen Seite ist die ebenfalls erhohte
Expression des MGIuR2-Rezeptors maoglicherweise bereits  ein
kompensatorischer Mechanismus als Reaktion auf die Dysregulation von
MGIuUR5. PSD95 ist das Haupt-Gerilstprotein auf der postsynaptischen Seite an
glutamatergen Synapsen und bildet Cluster mit ionotropen und metabotropen
Glutamatrezeptoren (Tu et al, 1999). Diese Clusterbildung erklart das
gleichzeitige erhohte Vorkommen der mGluR-Rezeptoren und PSD95 im
amygdaloiden postsynaptischen Bereich. Veranderungen der Expression von
PSD95 werden beim Menschen nachgewiesenermalien mit einigen Arten von
depressivem Verhalten in Zusammenhang gebracht (Keith and El-Husseini,
2008). Bei Mausen wurden sogar OCD-ahnliche Verhaltensmuster, wie
beispielsweise im SAPAP3-KO-Mausmodell, beobachtet (Welch et al., 2007).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die hauptsachlich prasynaptisch
auftretenden Anomalien an den Synapsen der LA durch eine Dysregulation der
Expression von Proteinen und Rezeptoren, welche die prasynaptische aktive
Zone und die Freisetzung von Neurotransmittern beeinflussen, wie Bassoon,
ERC1 und mGIuR2, verursacht werden. Die Dysregulation von postsynaptischen
Proteinen und Rezeptoren, wie PSD95 und mGIuR5, kénnte moglicherweise im
Zusammenhang mit der beobachteten tendenziell erhdhten Branch order-
abhangigen Anzahl der Spines an Neuronen der LA in SPRED2-KO-Mausen
stehen. Der TrkB/ERK-MAPK-Signalweg muss in diesem Zusammenhang
ebenfalls genannt werden, da durch seine veranderte Aktivitat die Dysregulation
der oben genannten Proteine erst ausgel6st wird. So hat dieser Signalweg auch
an amygdaloiden Neuronen Einfluss auf die Spine-Morphologie (Bennett and

Lagopoulos, 2014).

Spines tbernehmen eine Schliisselrolle bei der Aufnahme und Weiterleitung von
exzitatorischen Reizen an Neuronen. Da in SPRED2-KO-Mausen die
synaptische Ubertragung zwischen thalamischen und amygdaloiden Neuronen
erhoht und die Erregungsschwelle erniedrigt ist, kann vermutet werden, dass die
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tendenziell erhdhte Spine-Anzahl und deren Dichte eine morphologische
Manifestation der gesteigerten Erregbarkeit darstellen kénnte. Dies kdnnte
ebenfalls der Grund fur die allgemeine Hyperaktivitdt der Amygdala sein, welche
bei OCD und auch bei Angststorungen auftritt (Breiter et al., 1996; Menzies et al.,
2008; Wood and Ahmari, 2015). Auch wenn die SPRED2-KO-Mause in
Standardtests nicht das erwartete vermehrte Angstempfinden gezeigt haben,
zeigten sie sehr wohl andere Symptome, die mit angstbezogenem Verhalten in
Verbindung gebracht werden. Darunter fallen durch die Hyperaktivitdt der HHNA
erhohte Stresshormon-Spiegel (Ullrich et al., 2011) und eine beobachtete

Antriebslosigkeit der Mause.

Abgesehen von den leichten Veranderungen bei der Spine-Anzahl, zeigten
Neuronen der LA bei SPRED2-KO-Mausen bei der morphologischen Analyse
zusatzlich Abweichungen bei der mittleren Lange des apikalen Dendriten in
hoherer Branch order und der Branch point-Dichte (/100 um) am apikalen
Dendriten. Ersteres manifestierte sich in einer Vergrof3erung, wohingegen die
Branch point-dichte sank. Diese Anomalien konnen durch einen erhéhten
Stresshormonspiegel wahrend der Entwicklungsphase der Neuronen bedingt
sein und zeigen sich haufiger in mannlichen Tieren (Murmu et al., 2006). Wie
weiter oben beschrieben, geht die SPRED2-Defizienz im Mausmodell mit einer
Hyperaktivitat der HHNA einher, welche ebendiese vermehrte Ausschittung an
Stresshormonen ausldst. Die vergrol3erte mittlere LaAnge des apikalen Dendriten
in hoherer Branch order lasst sich sehr gut mit der erhdhten Erregbarkeit der
thalamo-amygdaloiden Neuronen vereinbaren und steht womaglich in kausalem
Zusammenhang mit der verminderten Branch point-Dichte, da diese bei
gleichbleibender Anzahl der Branch points und gleichzeitig steigender
Dendritenl&nge sinkt. Dass ausschlie3lich der apikale Dendrit betroffen ist, kann
eventuell an einem im Gegensatz zu den basalen Dendriten unterschiedlichen
Ansprechen auf aktivierte Wachstumsfaktoren und/oder Rezeptoren in der
Entwicklungsphase bzw. an der zeitlich getrennten Ausbildung von apikalem und
basalen Dendriten liegen. Mdoglicherweise ist auch hier der die neuronale
Morphologie beeinflussende BDNF/TrkB-ERK-Signalweg involviert. Dies bleibt
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zu Uberprufen, da belegt ist, dass erhthte Stresshormonspiegel an pyramidalen
Neuronen im Hippocampus zu einer Atrophie und verminderten Verzweigung des
apikalen Dendriten fuhren (McKittrick et al., 2000; Reith, 2000).

Die veranderte synaptische Erregbarkeit tragt in der Amygdala als Folge von préa-
und postsynaptischen Anomalien zu dem OCD-ahnlichen Verhalten bei
SPRED2-KO-Mausen bei. Aufgrund der Dysregulation von Proteinexpressionen,
die durch eine veranderte Gentranskription als Folge der SPRED2-Defizienz und
der damit verbundenen erhohten Aktivitat des Ras/ERK-MAPK-Signalwegs
entstehen, kommt es zu einer tendenziellen Erhéhung der Spine-Anzahl, was der
Ausloser fur die veranderte synaptische Ubertragung zwischen Thalamus und

Amygdala sein kdnnte.

4.2. Beeinflussung des CSTC-Regelkreises durch die Amygdala
in SPRED2-KO-Méausen in Bezug auf OCD

In vorangegangen Studien wurden Veradnderungen von Proteinexpressionen
nicht nur an thalamo-amygdaloiden, sondern auch an kortiko-striatalen Synapsen
entdeckt. In mutierten Mausen (SAPAP3/SLITRK5), sowie in Menschen
(Aouizerate et al., 2004; Graybiel and Rauch, 2000) mit OCD-Symptomen bzw.
OCD-ahnlichem Verhalten wurde eine Dysregulation innerhalb des CSTC-
Regelkreises  festgestellt. In  SPRED2-KO-Mausen  konnte  nach
elektrophysiologischen Messungen eine erhohte synaptische Ubertragung an
kortiko-striatalen Synapsen nachgewiesen werden (Ullrich et al., 2017). Nach
kortiko-striataler Stimulation konnte an Mausen das OCD-ahnliche, zwanghafte
Putzverhalten beobachtet werden (Ahmari et al., 2013), woraus sich schliel3en
lasst, dass eine Hyperaktivitat dieser Region kausal mit OCD-ahnlichem
Verhalten zusammenhangt. Nach aktuellem Wissen, ist eine anomale Funktion
des CSTC-Regelkreises die am weitesten verbreitete neurobiologische Erklarung
fur die Entstehung von OCD. Jedoch zeigen die Ergebnisse der vorliegenden und
anderer Arbeiten, dass der Pathomechanismus von OCD uber die orbitofronto-
striatalen Regionen hinaus bis in die limbischen Regionen, wie dem
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Hippocampus, dem anterioren Gyrus cinguli und eben auch der Amygdala reicht
(Menzies et al., 2008; Milad and Rauch, 2012; Wood and Ahmari, 2015). Des
Weiteren projiziert die BLA, die unter anderem fur die Verarbeitung von
Emotionen und wichtigen Aspekten der Wahrnehmung zusténdig ist, in das
ventrale Striatum. Diese Ubertragungsprozesse sind bei OCD beeintrachtigt,
woraus sich schlieBen lasst, dass eine abweichende Funktionalitdt in der
Verbindung der beiden Hirnareale ein zwanghaftes Verhalten hervorrufen kann.
Die Dysregulation der Aktivitat der Amygdala kann dadurch, dass sie das
Verhalten affektiv beeinflusst, zusatzlich zu einem zwanghaften Verhalten flihren.
Daraus kann man schlussfolgern, dass die bei OCD beobachteten Anomalien
innerhalb des CSTC-Regelkreises ihren Entstehungsort wahrscheinlich schon in
der vorgeschalteten Amygdala haben, was die Regelkreise im nachgeschalteten

Hirnareal beeinflusst.

4.3. Diein SPRED2-KO-Mausen erhdhte Aktivitat des
TrkB/BDNF-ERK Signalwegs fuhrt zu OCD-a&hnlichem

Verhalten

Im SPRED2-KO-Mausversuch wurde in Tieren mit OCD-ahnlichem Verhalten
eine Hyperaktivitdt des TrkB/ERK-MAPK-Signalwegs nachgewiesen (Ullrich et
al., 2017). In der Amygdala wird der Rezeptor TrkB dabei nicht nur vermehrt
exprimiert, auch seine Phosphorylierung ist erhoht, besonders an dem
Tyrosinrest 515 (Y515), welche den Ras/ERK-MAPK-Signalwegs aktiviert
(Huang and Reichardt, 2003). Dies belegt, dass die erhthte Aktivitat durch TrkB
bedingt ist und nachfolgend die Aktivitdt von Ras und die Phosphorylierung von
ERK ansteigt. Gleichbleibende Spiegel an BDNF in der Amygdala zeigen (Ullrich
et al., 2017), dass die Hyperaktivitat des Signalwegs nicht durch BDNF, sondern
vielmehr durch die nicht vorhandene Inhibition aufgrund des SPRED2-Knockouts
zu erklaren ist. Ferner wurde festgestellt, dass nicht nur der Signalweg durch die
BDNF-stimulierte  TrkB-Aktivierung ausgeldst, sondern auch SPRED2
phosphoryliert wird (Ullrich et al., 2017), was bei einem hemmenden Effekt von

SPRED2 auf den Signalweg einer Autoregulation gleicht. Es bleibt zu
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untersuchen, ob die Phosphorylierung essentiell fir die Aktivierung von SPRED2
und dessen inhibitorischen Effekt ist (Meng et al., 2012; Quintanar-Audelo et al.,
2011). Belegt ist jedoch, dass sie als Schutz vor dem proteolytischen Abbau
bestimmter Proteine dienen kann (Meng et al, 2012). Dieser
Schutzmechanismus kann die inhibitorische Funktion des SPRED2-Proteins auf
den Ras/ERK-Signalweg ermdglichen (siehe dazu 1.2.1, Abbildung 3). Dieser
komplexe Regulierungsmechanismus dient vermutlich der Einstellung von
physiologischen SPRED2-Spiegeln und der Erhaltung einer normalen Funktion
des TrkB/BDNF-ERK-Signalwegs und sorgt schlie3lich fir ein normales
Verhalten des Individuums. Der BDNF/TrkB-ERK-Signalweg ist in nahezu allen
Phasen der Entwicklung von Neuronen und neuronalen Schaltkreisen involviert
und wird mit mehreren neuropsychiatrischen Erkrankungen in Verbindung
gebracht (Autry and Monteggia, 2012; Huang and Reichardt, 2001, 2003;
Zuccato and Cattaneo, 2009). Jedoch existieren zurzeit nur wenige Studien, die
das BDNF/TrkB-System mit OCD in Verbindung bringen (Hall et al., 2003;
Hemmings et al., 2008). Die Beteiligung des BDNF/TrkB-ERK-Signalwegs an
OCD wurde erst kurzlich durch einen Einsatz des Pharmazeutikums Selumetinib,
ein MEK1/2-Inhibitor und spezifischer Inhibitor fir die Ras/ERK-MAPK Aktivitat,
experimentell gezeigt. Es linderte die durch exzessives zwanghaftes
Putzverhalten selbst zugefligten Lasionen bei SPRED2-KO-Mausen (Ullrich et
al., 2017). Das Medikament wird normalerweise bei der Tumorbehandlung in
Mausmodellversuchen, und aktuell in klinischen Studien am Menschen

eingesetzt (Bartholomeusz et al., 2015; Carvajal et al., 2014).

4.4. SPREDZ2 als neuer Faktor in der OCD Pathogenese

Obwohl SPRED2-KO-Mause nicht durch ein gesteigertes Angstempfinden
auffallen, kann dennoch davon ausgegangen werden, dass SPRED2 wesentlich
an der Pathogenese von OCD beteiligt ist, da sich die Mause durch zwanghaftes
Putzverhalten selbst Wunden zufligen, obwohl ihre Hautsensibilitat und das
Schmerzempfinden unveréndert ist (Ullrich et al., 2017). Ebenso dafir sprechen
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eine Antriebslosigkeit und verminderte Neugier der Mause, was als Symptome
einer Depression gedeutet werden kann. Es bleibt noch zu zeigen, ob SPRED2-
KO-Mause ahnliche Lernschwierigkeiten wie Mause (Denayer et al., 2008) und
Menschen (Brems et al, 2007) mit SPRED1-Defizienz aufweisen.
Zusammengenommen konnen diese Beeintrachtigungen die entsprechende als
normal angesehene Reaktion auf angstauslosende Stimuli beeinflussen. Das ist
sehr wichtig, da OCD beim Menschen in einem direkten Bezug zu Angst steht.
Die geschatzte Komorbiditat zwischen OCD und Angststérungen reicht von
knapp unter 20% bis nahezu 76% (Bartz and Hollander, 2006; Ruscio et al.,
2010) und zwischen OCD und der MDD sind es laut identischer Quellen etwa 40-
65%. Diese Kombination aus Zwangsstorung und depressivem Verhalten wird
vermutlich auch in den SPRED2-KO-M&ausen ausgepragt sein und erklart die
Antriebs- und Lustlosigkeit der Tiere. Da Angststérungen in ihren Symptomen
und auch in der Neuronenbeschaffenheit und der Verarbeitung von Emotionen
teilweise stark von OCD abweichen (Stein et al., 2010), ist OCD laut DSM-5 (5.
Auflage des Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) nicht langer
den Angststérungen zuzuordnen. Jedoch gibt es auch viele Uberlappende
Aspekte, weswegen man sich im Bereich der psychiatrischen Erkrankungen
selten vollig auf eine einzeln auftretende Krankheit einigen kann, seien es
Angststorungen, depressive Stérungen oder OCD. Ein zweites wichtiges
Merkmal von OCD st die Stressanfalligkeit, die dabei auftretende
Verschlimmerung von OCD-Symptomen unter der Einwirkung von Stress, sowie
erhohte Plasmaspiegel an Stresshormonen, wie CRH, ACTH und Kortikosteron.
All diese Punkte werden meistens bei OCD-Patienten beobachtet (Altemus et al.,
1992; Kluge et al., 2007). Dieser Umstand findet sich in SPRED2-KO-Méausen in
der Hyperaktivitat der HHNA, welche zu einer vermehrten Ausschuttung der
genannten Stresshormone fihrt (Ullrich et al., 2011). Als dritter und letzter Punkt
ist zu nennen, dass SPRED2-KO-Mé&use auf die Gabe des Pharmazeutikums
Fluoxetin ansprechen. Diese Behandlung vermindert effektiv den OCD-&hnlichen
Putzzwang (Ahmari et al., 2013; Huang et al., 2008; Shmelkov et al., 2010; Welch
et al., 2007). Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass SPRED2 durchaus als

neuer Faktor fur die Pathogenese von OCD oder OCD-ahnlichen Stérungen in
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Frage kommt und SPRED2-KO-Mause zukuinftig fur die weitere Erforschung von

OCD und dessen Verhaltensarten dienlich sein kdnnen.

4.5. Modifizierung des Modells zur Pathogenese von OCD

OCD wird schon seit geraumer Zeit erforscht, insbesondere in der zweiten Halfte
des 20. Jahrhunderts wurde der Erkrankung immer mehr Aufmerksamkeit
gewidmet. Bis heute wurden mehrere Modelle zur Entstehung von OCD
entwickelt, die immer wieder abgeandert, oder neu definiert werden mussten. Zu
den &lteren zéhlen die Modelle von Modell, Baxter und Schwartz. Ersteres
unterstitzt die Hypothese, dass der Erkrankung eine Dysregulation der
Basalganglien (Nucleus caudatus, Putamen und Pallidum) bzw. des striatalen
Regelkreises zugrunde liegt, welche die neuronale Verbindungsaktivitat
zwischen OFC und dem medio-dorsalen Kern (MD) des Thalamus moduliert.
Diese Dysregulation wird durch fehlgesteuerte dopaminerge und serotoninerge
Projektionen von der Substantia nigra und der Raphe-Kerne in das Pallidum und
das Striatum ausgeldst (Modell et al., 1989). Im Baxter Modell entsteht OCD
einerseits durch Hyperaktivitat des orbitofrontalen und cingularen Regelkreises
und andererseits durch eine unzureichende Funktion des dorsolateralen-
prafrontralen Regelkreises, verursacht durch eine erhéhte Stimulierung der
Basalganglien durch Striosome des Striatums (Baxter, 1999). Das Schwartz
Modell sieht den Grund fur die Pathogenese von OCD in einer Hyperaktivitat des
Fehlererkennungssystems des Hirns, welches hauptsachlich im Striatum und
Nucleus caudatus liegt. Eine grofRe Rolle spielen dabei die cholinergen
Interneuronen des Striatums, die TANs (tonically active neurons), dessen
Aktivitat durch jegliche Information, die fir das jeweilige Individuum relevant
scheint, moduliert wird (Schwartz, 1999). Diese Modelle sind alle mehr oder
weniger prazise und keines von ihnen implementiert die Beteiligung der
Amygdala. Auch in neueren Erklarungen fur die Pathogenese von OCD wird der
Amygdala zunéchst wenig Beachtung geschenkt. So wurde der Fokus weiter auf
dopaminerge und serotoninerge Neuronen gerichtet. Eine verminderte

serotoninerge Aktivitat fuhrt zu den klinisch beobachteten zwanghaften,
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repetitiven Handlungen und die pharmakologische Behandlung mit SSRIs
bessert die Symptome von OCD (Kalivas, 1993; Kapur and Remington, 1996).
Im Gegensatz dazu verschlimmert die Medikation mit dem Dopamin D2/Ds-
Rezeptor Agonist Quinpirole das OCD-ahnliche Verhalten bei Ratten, was auch
fur eine Beteiligung von dopaminergen Neuronen spricht (Eagle et al., 2014). Mit
der Erforschung anderer psychiatrischer Erkrankungen und durch das immer
besser werdende Verstandnis der Regelkreise des Hirns, steht heute fest, dass
der CSTC-Regelkreis maf3geblich an der Entstehung von OCD beteiligt ist
(Saxena et al., 1998; Saxena and Rauch, 2000). Auch der OFC mit seinem
dorsalen anterioren cingularen Kortex (dACC) nimmt Anteil daran, da dieses
Areal fur Fehlererkennung und Angstkonditionierung mitverantwortlich ist (Milad
and Rauch, 2012). Mit den vorliegenden Forschungsergebnissen kann nun auch
die Amygdala zu den Hirnarealen gezahlt werden, die fur die Pathogenese von
OCD von Bedeutung sind. Die Dysregulation der Expression von einigen
Proteinen und die Entgleisung des Stresshormonspiegels durch die
Hyperaktivitatt der HHNA haben Auswirkungen auf die Morphologie und
Funktionsweise der thalamo-amygdaloiden Neuronen und I6sen beim Individuum
OCD-ahnliche Verhaltensmuster aus. SPRED2 kann hier als eine Art
Schlusselprotein angesehen werden, da dieses den fir die Neurogenese
wichtigen BDFN/TrkB-ERK-Signalweg inhibiert und der Knockout die
Pathogenese der Erkrankung auslost (Ullrich et al., 2017). Zusammengefasst
lasst sich sagen, dass das Modell der Entstehung von OCD mit den
Erkenntnissen dieser Arbeit erweitert wird, es allerdings nach wie vor ein sehr
komplexer Mechanismus ist und sehr viele Faktoren beteiligt sind. Nicht nur auf
anatomisch-histologischer, sondern auch auf der physiologischen und

biochemischen Ebene gibt es viele Aspekte, die noch zu erforschen bleiben.

4.6. Biomarker und Tumortherapie

Dass der BDNF/TrkB-ERK-Signalweg mit anderen psychiatrischen
Erkrankungen, wie z.B. Angststoérungen in Verbindung steht, ist bereits etwas

langer erwiesen. Individuen, die an Angststérungen oder Depressionen leiden,
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zeigen erniedrigte BDNF-Spiegel (Duman and Monteggia, 2006) und einen
veranderten Hippocampus (Sheline et al., 1996) mit atrophen pyramidalen
Neuronen (Liu and Zhou, 2012). Eine hippocampale Infusion von BDNF bei
Individuen mit depressivem Verhalten I6st dagegen Antidepressivum-ahnliche
Effekte aus (Shirayama et al., 2002). Aufgrund dieser Ergebnisse kann BDNF fur
einige Erkrankungen bereits als eine Art Biomarker angesehen werden (Suliman
et al., 2013). Bei der Untersuchung der SPRED2-KO-Méause konnte kein
veranderter BDNF-Spiegel festgestellt werden, obwohl ebenfalls eine
morphologische Anomalie an den pyramidalen Neuronen vorliegt, woraus sich
schlieBen lasst, dass BDNF zunéchst nicht als Biomarker fir OCD in Frage
kommt. Dass auf jeden Fall ein Zusammenhang besteht, belegt beispielsweise
der Val66Met-Polymorphismus, eine Sequenzvarianz des BDNF-Proteins, der
mit einer erhdhten Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung von OCD (Hall et al., 2003)
einhergeht. Andere Ergebnisse zeigen, dass diese Sequenzvarianz ein Risiko-
Allel fir die Pathogenese von OCD ist und eventuell sogar mit dem Geschlecht
des Individuums zusammenhangt (Hemmings et al., 2008; Katerberg et al.,
2009). Die genaue Rolle des Proteins bei der Erkrankung bleibt noch zu
erforschen. Die offensichtlich vielfaltigen Funktionen von SPRED?2 sind ebenfalls
noch weitestgehend unbekannt, jedoch kann mit den Ergebnissen dieser Arbeit
von einer Beteiligung des Proteins an der Ausbildung von OCD-ahnlichem
Verhalten ausgegangen werden. Allerdings kann hier keinesfalls von einem
Biomarker flr eine sichere Diagnose oder Prognose gesprochen werden.
Sicherlich spielen bei OCD noch weitere Faktoren eine Rolle, doch die Hemmung
des BDNF/TrkB-ERK-Signalwegs ist von zentraler Bedeutung und kann auch fur
die Erforschung komorbider Rasopathien genutzt werden.

Im Gegensatz zu SPRED1 und SPRED3 wird SPRED2 nicht nur in einigen
wenigen Organen, sondern fast im ganzen Kdrper exprimiert (Bundschu et al.,
2006; Engelhardt et al., 2004; Kato et al., 2003). Fur die Erforschung einiger
Erkrankungen kann sich dies zunutze gemacht werden, da SPRED2 mit seiner
Wirkung auf den BDNF/TrkB-ERK-Signalweg neben psychiatrischen
Erkrankungen auch fir die Pathogenese von Tumoren und die Ausbildung von
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Metastasen mitverantwortlich sein kann und in dieser Hinsicht bereits als
diagnostischer und prognostischer Faktor gehandelt wird (Yoshida et al., 2006)
(Jiang et al., 2016; Kachroo et al., 2013). Viele Komponenten des genannten
Signalwegs wurden bereits als Protoonkogene identifiziert, welche durch
Hyperaktivitéat oder Mutation fehlregulierte Proteine synthetisieren kbnnen, was
eine Tumorentwicklung begunstigen kann. Hierunter fallen beispielsweise die
Proteine Ras (Chang et al., 1982a; Chang et al., 1982b) und Raf (Rapp et al.,
1983) des Signalwegs, interessanterweise mogliche Angriffspunkte der
SPRED2-Inhibition. SPRED2 wird u.a. vermehrt in Drisengeweben exprimiert
(Engelhardt et al., 2004), woraus sich die Vermutung ableiten lasst, dass sich im
Falle einer Defizienz oder eines Knockouts vermehrt Tumore oder Metastasen in
derartigen Geweben bilden. Der zuerst entdeckte Zusammenhang zwischen
SPRED2 und einer Tumorerkrankung besteht jedoch beim Leberzellkarzinom
(HCC) (Yoshida et al., 2006). Im Menschen férdert eine Hyperaktivitat des
Ras/Raf-1/ERK-Signalwegs die Ausbildung von Tumoren in der Leber und
zusatzlich wurde entdeckt, dass die Expression von SPRED2 im HCC nicht nur
erniedrigt ist, sondern sogar eine inverse Korrelation zwischen SPRED2-
Expression und Tumorinvasion und Metastasierung besteht (Yoshida et al.,
2006). Eine ahnliche Beziehung zeigt sich in Prostatakarzinomen, in denen die
Expression von SPRED2 im Gegensatz zu gutartigen Drisen ebenfalls
herabgesetzt ist (Kachroo et al., 2013). Des Weiteren scheint SPRED2 auch bei
gastrointestinalen Tumoren beteiligt zu sein, da Mause mit Tumoren im GIT eine
erhohte Methylierung des miR-210 Promotors, ein Inhibitor der SPRED2-
Expression, zeigen, was in einem erniedrigten SPRED2-Spiegel resultiert (Chen
et al., 2015). Erst vor kurzem wurde herausgefunden, dass der MAPK-Signalweg
als Marker fur Brustkrebs Metastasen dienlich sein kann und dass MEK-
Inhibitoren Brustkrebszellen inhibieren (Bartholomeusz et al., 2015). Allgemein
lasst sich mittlerweile sagen, dass SPRED2 den Tumorzelltod beglnstigt (Jiang
et al., 2016). Uber eine gesteigerte Reifung von Autophagosomen wird eine
Verstarkung des autophagischen Abbaus von Tumorzellen erreicht. Zusammen
mit der entdeckten Interaktion und Kolokalisierung mit dem fir den Autophagie
Mechanismus wichtigen Protein p62 (Jiang et al., 2016), kann dem SPRED2-
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Protein mittlerweile durchaus eine Funktion als Tumorsuppressor zugeschrieben
werden. Interessant werden diese Fakten in der Therapie von
Tumorerkrankungen, da nun maogliche Angriffspunkte und einige Auswirkungen
von SPRED2 bekannt sind. Es gibt bereits verschiedene Pharmazeutika, die
beispielsweise die Expression von SPRED2 erhtéhen, wie den Tyrosinkinase-
Inhibitor Imatinib (Liu et al., 2010). Der Signalweg kann auch direkt mit dem
MEKZ1/2-Inhibitor Selumetinib gehemmt werden, wie bei der experimentellen
Behandlung von OCD-&hnlichem Putzzwang in M&ausen gezeigt werden konnte
(Ullrich et al., 2017). Dies sind jedoch nur erste Schritte in der medikamentdsen
Therapie von bdsartigen Tumorerkrankungen, die in der Zukunft vermutlich und

hoffentlich noch um einiges zahlreicher werden.
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5. Ausblick

Das SPRED2-Protein nimmt im Kdrper viele Funktionen ein und einige wichtige
sind in der vorliegenden Arbeit beschrieben. Es ist nicht Uberlebenswichtig,
jedoch bringt eine Defizienz bzw. ein Knockout schwerwiegende Folgen mit sich.
Fehlt seine hemmende Funktion auf den BDNF/TrkB-ERK-Signalweg, fuhrt dies
in der Amygdala zu morphologischen und elektrophysiologischen
Veranderungen der Neuronen. Ob dies auch in anderen Hirnregionen der Fall ist,
die womoglich an derartigen Krankheiten beteiligt sind, wie dem Hippocampus,
dem Striatum, oder dem Putamen, bleibt zu Uberprufen. Jedenfalls ist diese
Anomalie mit OCD-&hnlichem Verhalten verbunden. Das Modell zur
Pathogenese von OCD sagte bisher im Wesentlichen aus, dass der CSTC-
Regelkreis verantwortlich ist. Mit den Ergebnissen dieser Arbeit und der
Forschung an SPRED2-KO-Mausen kann nun bestatigt werden, dass eine
Fehlregulation von Regelkreisen in der Amygdala zur Entstehung von OCD
beitragen kann. Ein Knockout des SPRED2-Proteins hat jedoch noch mehr
Folgen, wie die Entgleisung der HHNA mit infolgedessen erhdhten
Stresshormonspiegeln, eine Dysregulation des fur den Wasser- und
Mineralhaushalt zustandigen Hormons Aldosteron und der weniger gehemmten
Aktivitat des BDNF-TrkB-ERK-Signalwegs. Die SPRED2-Defizienz kann zudem
zu verringerter autophagischer Aktivitat fihren und es bleibt zu zeigen, ob dies
das Tumorwachstum in Drisen- und Leberzellen begunstigt. SPRED2 ist daher
nicht nur bei der Erforschung psychiatrischer Erkrankungen unentbehrlich, auch
in der Onkologie wird das Wissen um das Protein zukinftig eine immer wichtigere
Rolle spielen, nicht zuletzt, da die Ergebnisse einen wichtigen Angriffspunkt fr
pharmakologische Therapien liefern und SPRED2 als diagnostischer und

prognostischer Biomarker genutzt werden kann.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation wurden die Folgen einer SPRED2-Defizienz in
einem Knockout Mausmodell untersucht. Dabei wurde insbesondere die
maogliche Verbindung zur Zwangsstérung, einer psychiatrischen Erkrankung
beleuchtet. Das SPRED2-Protein kommt im menschlichen Kérper in zahlreichen
Geweben vor, besonders im Hirn wurde eine ubiquitdre Expression
nachgewiesen und ein Zusammenhang mit der Neurogenese und neuronaler
Differenzierung vermutet. Seine regulatorische Funktion besteht in einer
inhibitorischen Wirkung auf den BDNF/TrkB-ERK-Signalweg, welcher u.a. fur die
Transkription neuronaler Gene verantwortlich ist. Die verwendeten SPRED2-
defizienten Mause wurden durch Insertion eines Gene-Trap Vektors in das
Spred2-Gen generiert. Die Insertion verhindert letztendlich die Kkorrekte
Translation des Proteins. Von der durch weitere Verpaarung entstehenden
SPRED2-Knockout Mauslinie wurden ausschlief3lich méannliche Tiere verwendet.
Im Rahmen einer SPRED2-KO-Studie von der AG Schuh des Physiologischen
Instituts der Universitat Wurzburg, die u.a. die Entgleisung der HHNA mit
resultierendem erhéhten Stresshormonspiegel und eine Dysregulation des
Mineralhaushaltshormons Aldosteron zeigte, wurden bei den Versuchstieren
zwanghafte Verhaltensmuster beobachtet. Daraufhin wurden
elektrophysiologische Messungen durchgefuhrt, die auf eine Anomalie in der
synaptischen Ubertragung zwischen Thalamus und Amygdala hindeuteten.
Erhohte Effizienz und Erregbarkeit der amygdaloiden Neuronen fuhrten zu der
morphologischen Untersuchung, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt
wurden. Da die Afferenzen des Thalamus vorwiegend in den lateralen Kern der
Amygdala projizieren, wurde zunéchst dieser betrachtet. Ziel der Untersuchung
war es, Erkenntnisse dariber zu erlangen, ob der Knockout des SPRED2-
Proteins in Mausen zu einer veranderten Morphologie der Neuronen der lateralen
Amygdala fuhrt. Falls dies der Fall sein sollte, kénnte damit zumindest
ansatzweise das zwanghafte Verhalten der SPRED2-defizienten Mausen erklart
werden. Die Hirne der Versuchstiere wurden nach der Golgi-Cox-Impragnierung
nach Glaser und Van der Loos und der Einbettung in Celloidin in 150 um dicke

Scheiben geschnitten und anschlielRend mithilfe eines Hellfeld-Mikroskops und

77



des Neurolucida-Systems analysiert. Quantitativ erfasst und analysiert wurden
pyramidale Klasse 1-Neuronen der lateralen Amygdala inklusive absoluter

Anzahl und Dichte der Spines an ihren Dendriten.

Die Untersuchung zeigte bei SPRED2-KO-Mausen eine signifikante Erh6hung
der mittleren Lange des apikalen Dendriten in Branch order 3 und eine
tendenzielle Erhéhung der Gesamtzahl der Spines an den Dendriten in Branch
order 1-3 gegenuber den Wildtyp-Mausen. Daraus lasst sich folgern, dass ein
Knockout des SPRED2-Proteins sich auf die Morphologie der Neuronen der
lateralen Amygdala auswirkt. Die erhdhte mittlere Lange des apikalen Dendriten
in Branch order 3 und die tendenziell erhéhte Spine-Anzahl korrelieren mit der
gesteigerten synaptischen Ubertragung und Erregbarkeit an amygdaloiden
pyramidalen Neuronen. Auf molekularer Ebene kann die Hyperaktivitat der
lateralen Amygdala als Folge der fehlenden Inhibition des BDNF/TrkB-ERK-
Signalwegs und der dadurch veranderten Expression zahlreicher synaptischer
Proteine diskutiert werden. Die veranderte Morphologie der Neuronen in der
lateralen Amygdala kann eine Ursache fur das zwanghafte Verhalten der Mause
sein, jedoch ist anzunehmen, dass Zwangsstorungen nicht blo3 eine
monokausale Ursache haben. Diese Arbeit identifiziert SPRED2 als neuen
Regulator der Morphologie und Aktivitat von Synapsen und die Amygdala als
wichtige Hirnregion bei der Entstehung von Zwangsstorungen. SPRED?2 ist somit
ein vielversprechender Angriffspunkt fir andere und spezifischere
Untersuchungen der Hirnfunktion und eine potenzielle genetische Ursache fur

weitere neurologische Erkrankungen.
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