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2. Darstellung der Publikation 

2.1. Einleitung 
 

Neuroserpin und seine physiologische Rolle als tPA-Inhibitor 
Neuroserpin ist ein Serinprotease-Inhibitor (Serpin), der erstmals von Stoeckli et al. 

(1989) als Protein isoliert und charakterisiert wurde, welches am Axonenwachstum 

beteiligt ist. Seither konnte die physiologische Rolle von Neuroserpin vielfach beleuch-

tet werden (D’Acunto et al. 2021). 

So konnte in verschiedenen In-vitro-Studien bereits eine Komplexbildung von Neuro-

serpin mit verschiedenen Serinproteasen, wie z.B. Tissue-type Plasminogen Activator 

(tPA), Urokinase-type Plasminogen Activator (uPA) und Plasmin, aufgezeigt werden. 

Dabei zeigte Neuroserpin im Gegensatz zu anderen bekannten Plasminogen-Aktiva-

tor-Inhibitoren eine höhere inhibitorische Wirksamkeit auf tPA als uPA (Hastings et al. 

1997). 

tPA ist eine Serinprotease, die hauptsächlich von Endothelzellen, Gliazellen und Neu-

ronen im zentralen Nervensystem (ZNS) exprimiert wird (Louessard et al. 2016, Ste-

venson und Lawrence 2018). Im Allgemeinen ist tPA für seine Rolle in der Blutgerin-

nung und Fibrinolyse bekannt, in der es die Konversion von Plasminogen zu Plasmin 

und so die Auflösung von Thromben fördert (Rijken et al. 1982). Daneben steuert die 

Protease jedoch auch viele weitere Gehirnfunktionen wie neuronale Plastizität, Lern- 

und Gedächtnisprozesse sowie Angstverhalten (Melchor und Strickland 2005, Sam-

son und Medcalf 2006). 

Die inhibitorische Wirkung von Neuroserpin auf tPA wurde in verschiedenen Studien 

belegt. So gelang der Forschungsgruppe um Osterwalder et al. (1998) mehrfach der 

Nachweis über die kovalente Komplexbildung zwischen Neuroserpin und tPA in-vitro. 

Auch zeigten sie, dass die Exposition mit rekombinantem Neuroserpin zu einer Hem-

mung der amidolytischen Aktivität vor allem von tPA im Vergleich zu uPA und Plasmin 

führt (Krueger et al. 1997). Außerdem konnte in einem transgenen Mausmodell auch 

in-vivo nachgewiesen werden, dass Neuroserpin-überexprimierende Mäuse eine Ver-

ringerung der tPA-Aktivität um 70 % zeigen (Cinelli et al. 2001). Diese Hemmung 

konnte in-vivo ebenso in den weiter unten beschriebenen Experimenten von Yepes et 

al. (2000, 2002) dargestellt werden. 

Die funktionelle Rolle von Neuroserpin wird jedoch kontrovers diskutiert, da es auch 

Studien gibt, die dieser Ansicht widersprechen. Weitere Ergebnisse von Cinelli et al. 

(2001) beschrieben nämlich, dass Neuroserpin-Knockout (NSKO) Mäuse ebenso eine 
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normale tPA-Aktivität zeigen können. Auch gibt es in-vitro-Untersuchungen anderer 

Forscher, die eher auf einen vorübergehenden Charakter der Hemmung von tPA durch 

Neuroserpin hindeuten: so kam es nach Komplexbindung zunehmend zu einer Spal-

tung von Neuroserpin. Mit einer Halbwertszeit von zehn Minuten erwies sich der gebil-

dete Komplex dabei eher als instabil. Diese Annahme wurde weiterführend durch ki-

netische Experimente untermauert, die aufzeigten, dass tPA im Anschluss der Kom-

plexbildung und Hydrolyse seine Aktivität wiedererlangt. So konnte die Konversion sei-

nes Substrats Plasminogen durch Neuroserpin kaum gehemmt werden, selbst wenn 

das Serpin in einem tausendfachen molaren Überschuss gegenüber tPA vorhanden 

war. Im Gegensatz dazu war Plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), ein anderer 

Serinprotease-Hemmer, dazu in der Lage, einen über Wochen stabilen Komplex mit 

tPA zu bilden und seine Aktivität effizient zu hemmen, ohne dass sich diese erneut 

regenerieren konnte (Barker-Carlson et al. 2002, Lee et al. 2017). 

 

Neuroserpin und seine Verbindung zu verschiedenen Pathologien 
Erstmalig für ein Serpin konnte die Beteiligung von Neuroserpin an der Stimmungsre-

gulation nachgewiesen werden. Verhaltensstudien illustrierten, dass Mäuse mit einer 

fehlregulierten Neuroserpin-Expression zu angstähnlichem Verhalten neigten. Hierbei 

führte der Knockout von Neuroserpin zu einer verminderten motorischen Aktivität, ins-

besondere bei Exposition mit neuen Reizen. Die Überexpression hingegen führte so-

gar zu einer leichten Aktivitätssteigerung (Madani et al. 2003). Darüber hinaus zeigte 

sich bei Mäusen, die einer verringerten Kalorienzufuhr exponiert wurden, dass eine 

Überexpression von Neuroserpin zusätzlich mit einer Verbesserung der psychomoto-

rischen Leistung einherging (Koubova und Guarente 2003). Eine Fehlregulation der 

Neuroserpin-Spiegel konnte auch bei Patienten mit Schizophrenie beobachtet werden 

(Vawter et al. 2004). 

Daneben gelang Forschern auch der Nachweis einer neuroprotektiven Rolle von Neu-

roserpin sowohl im Rahmen von Schlaganfällen als auch Krampfanfällen. Mehrere 

Studien zeigten auf, dass Neuroserpin den Schaden begrenzen konnte, der sowohl 

durch die plasminogen-abhängige, proteloytische Aktivität von tPA (Yepes et al. 2000, 

Zhang et al. 2002) als auch durch die plasminogen-unabhängigen, postischämischen 

und proinflammatorischen Wirkungen von tPA mittels Mikroglia-Aktivierung (Yepes et 

al. 2002, Yepes et al. 2003, Gelderblom et al. 2013) ausgelöst wird. Yepes et. al (2000) 

induzierten eine fokale zerebrale Ischämie durch Okklusion der mittleren zerebralen 
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Arterie (MCAO) bei Ratten, die zu einer vermehrten Expression sowohl von Neuroser-

pin als auch von tPA und uPA führte. Durch die intrazerebrale Verabreichung von Neu-

roserpin konnte der Anstieg der tPA-Synthese unterdrückt und so die Funktionalität 

der Basalmembran und Blut-Hirn-Schranke bewahrt werden. Dies führte zu einer Re-

duktion der Apoptose in der ischämischen Penumbra um mindestens 50 % und des 

Infarktvolumens insgesamt um 64 %. Diese Ergebnisse konnten von derselben For-

schungsgruppe auch auf die Induktion von Anfällen bei Ratten durch Kainsäure (KA) 

reproduziert werden. Dabei zeigte sich, dass es nach KA-Injektion in die Amygdala 

gemäß der Impulsausbreitung zu einer Hochregulation von Neuroserpin und tPA im 

Hippocampus kommt. Durch eine zusätzliche ipsilaterale, hippocampale Neuroserpin-

Injektion konnte sowohl die tPA-Aktivität als auch die Anfallsausbreitung und der neu-

ronale Verlust im Hippocampus bilateral verringert werden (Yepes et al. 2002). 

Ähnliche Ergebnisse zeigten sich auch bei Mäusen mit tPA-Mangel, die im Vergleich 

zu Wildtyp (WT)-Mäusen nach MCAO ein etwa 50 % kleineres Infarktvolumen aufwie-

sen. Die intravenöse Injektion von tPA führte in beiden Mausgruppen zur Zunahme der 

Infarktgröße (Wang et al. 1998). Neuere Untersuchungen deuten jedoch darauf hin, 

dass auch tPA-unabhängige Mechanismen für die neuroprotektive Rolle von Neuro-

serpin verantwortlich sein könnten, z.B. durch Plasmin-vermittelten Excitotoxin-indu-

zierten Zelltod (Wu et al. 2010). 

Zuletzt wurde außerdem eine familiäre, neurodegenerative Erkrankung mit der Be-

zeichnung „FENIB“ (familial encephalopathy with neuroserpin inclusion bodies) cha-

rakterisiert, bei denen die Patienten Symptome sowohl einer präsenilen Demenz, ei-

nes kognitiven Verfalls als auch zerebraler Anfälle zeigen können. Grundlage dieser 

Erkrankung ist die intrazelluläre Polymerisation und Akkumulation von mutierten Neu-

roserpin-Proteinen in Zellen des Nervensystems, die zu frühzeitigem neuronalen Tod 

führen (Davis et al. 1999). 

 

Expression von Neuroserpin 
Neuroserpin wird ausschließlich neuronal während der Entwicklung des ZNS als auch 

im Erwachsenenalter exprimiert. Auch lässt sich eine geringe extrazerebrale Produk-

tion nachweisen beispielsweise in Herz, Niere und Hoden (Krueger et al. 1997). Das 

räumlich-zeitliche Expressionsmuster deutet auf eine Rolle des Serpins bei der Regu-

lation extrazellulärer, proteolytischer Ereignisse hin, die in den späten Stadien der 

Neurogenese stattfinden, wenn die Axone ihr Ziel erreicht haben, als auch während 
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der Synaptogenese und den anschließenden Umbauprozessen einschließlich der Sy-

napseneliminierung. So findet sich Neuroserpin im ZNS von Erwachsenen vorwiegend 

in Regionen, in denen synaptische Plastizität eine wichtige Rolle spielt, um die Verfei-

nerung von synaptischen Kontakten zu beeinflussen. 

Das Expressionsmuster von Neuroserpin wurde im murinen Gehirn in der Vergangen-

heit bereits präsentiert: Die Proteinexpression startet, sobald die Neurone anfangen 

sich zu teilen und von der Ventrikulärzone (VZ) weg migrieren. So ließ sich in Ge-

hirnextrakten verschiedener Entwicklungsstadien zeigen, dass die Expression an 

Embryonaltag 14 (E14) zunächst auf niedrigem Niveau und homogen in den meisten 

Gehirnregionen beginnt. Zwischen E14 und E17 nimmt die Expression zu, mit den 

höchsten Spiegeln im Neokortex und Hippocampus sowie mit abnehmender Intensität 

in Kleinhirn, Pons und Medulla. Perinatal erreicht die Proteinexpression ihren Höhe-

punkt und fällt danach langsam ab, sodass im Erwachsenenalter ein mittleres Expres-

sionsniveau erreicht wird. In erwachsenen Mäusen wurden erneut sehr starke Ausprä-

gungen im Neokortex und Hippocampus festgestellt sowie zusätzlich im Riechkolben 

und in der Amygdala. Die hohen Expressionsniveaus sind ein Hinweis dafür, dass 

Neuroserpin bei der Bildung der entsprechenden Gehirnregion und der Aufrechterhal-

tung kortikaler Funktionen eine wichtige Rolle spielen könnte (Hastings et al. 1997, 

Krueger et al. 1997). 

Außerdem ließen die Untersuchungen von Krueger et al. (1997) erste Einblicke in Be-

zug auf die Zugehörigkeit der Neuroserpin-exprimierenden Zellen zu, die anhand ihrer 

spezifischen Ausprägung innerhalb der grauen Substanz sowie der Größe und Mor-

phologie der gefärbten Zellen neuronalen Zellen zugeordnet werden konnten. Die Ex-

pression in neuronalen Zellen bestätigte sich ebenso in Untersuchungen menschlicher 

Gewebeproben, jedoch ohne die Zellen genauer zu identifizieren (Teesalu et al. 2004). 

Eine noch genauere Charakterisierung der Zellen konnte erneut in humanem Gehirn-

gewebe durch Adorjan et al. (2019) erfolgen, die anhand der Morphologie Interneurone 

und Pyramidalzellen vor allem der unteren Kortexschichten als Hauptquellen der Neu-

roserpin-Expression identifizierten. Ein genauerer Aufschluss in Bezug auf einen be-

stimmten neuronalen Subtypus der Zellen konnte jedoch auch hier nicht gegeben wer-

den. 

 
Die Rolle von Neuroserpin im Hippocampus 

Das hohe Expressionsniveaus von Neuroserpin im Hippocampus und die Rolle dieser 

Gehirnregion in Bezug auf Prozesse der Lern- und Gedächtnisentwicklung sowie des 
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kognitiven und sozialen Verhaltens (Wannier-Morino et al. 2003) bewegte Wissen-

schaftler in den letzten Jahren dazu, den Einfluss des Serpins auf die Entwicklung des 

Hippocampus und die hippocampale synaptische Plastizität genauer zu erforschen. 

So konnte mittels Analyse der Langzeitpotenzierung (LTP), einem zellulären Parame-

ter für Lernen und Gedächtnis, ein Zusammenhang zwischen Neuroserpin-Expression 

und hippocampalen Defiziten hergestellt werden. In der CA1-Region des Hippocam-

pus von erwachsenen NSKO-Mäusen konnte eine reduzierte LTP zusammen mit einer 

verringerten Synapsendichte nachgewiesen werden. In Übereinstimmung mit den De-

fiziten in der synaptischen Plastizität wiesen diese Mäuse ebenso Defizite in der 

Durchführung Hippocampus-abhängiger Verhaltensaufgaben auf (Reumann et al. 

2017). 

Darauf aufbauend wurde die Auswirkung des Fehlens von Neuroserpin in der Entwick-

lung des Hippocampus unter meiner Mitwirkung untersucht (Hermann et al. 2020). Zu-

nächst gelang uns der Nachweis einer verminderten Proliferation von Stammzellen 

Neuroserpin-defizienter Mäuse, die in Neurosphären kultiviert wurden. Eine in-vivo-

Ausweitung der Untersuchung bestätigte die verminderte Proliferation in der Subgra-

nularzone des Gyrus dentatus in frühen postnatalen Stadien. Dies zeigte sich durch 

eine signifikante Verringerung der Anzahl Ki67-positiver proliferierender Zellen eine 

Woche und drei Wochen postnatal bei gleichbleibender Zelldichte. Gleichzeitig zeigten 

die Zellen eine beschleunigte neuronale Reifung eine Woche postnatal, angezeigt 

durch eine signifikante Zunahme NeuN-positiver Neurone. Daraus ergab sich eine ver-

ringerte Anzahl differenzierter Zellen 13 Wochen postnatal mit einem schmaleren 

Gyrus dentatus des Hippocampus und einer verringerten Gesamtzellzahl im Vergleich 

zu WT-Mäusen. Ein möglicher pathophysiologischer Mechanismus hinter diesem Phä-

notyp könnte die Beeinflussung der Konversion von NGF (Nerve Growth Factor) dar-

stellen. NGF ist als Neurotrophin an der Neurogenese und vor allem der Proliferation 

neuronaler Zellen beteiligt (Bernabeu und Longo 2010). Die Konversion und Aktivie-

rung von NGF aus seiner Vorläuferform (proNGF) in seine reife Form (mNGF) erfolgt 

mitunter durch Plasmin, die durch Neuroserpin reguliert zu sein scheint (Bruno und 

Cuello 2006).  

 

Kortikogenese 
Die Entwicklung des Neokortex ist ein komplexes Phänomen und wird von verschie-

denen genetischen und molekularen Prozessen beeinflusst. Die ordnungsgemäße Bil-

dung und Architektur des Kortex ist wichtig, damit Gehirnfunktionen wie Kognition, 
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Empfindung, Gedächtnis, Wahrnehmung und willkürliche Bewegungen adäquat ablau-

fen können. Aus diesem Grunde können Störungen der Kortikogenese und damit der 

kortikalen Zytoarchitektur zu Fehlbildungen des Gehirns und psychiatrischen Störun-

gen wie Schizophrenie, Epilepsie und Autismus führen (Lewis 2000, Powell et al. 2003). 

Histologisch ist der Neokortex in sechs unterschiedliche Schichten organisiert, die grob 

in die Marginalzone (MZ, Schicht I), sowie die oberen (II–IV) und unteren (V–VI) korti-

kalen Schichten aufgrund unterschiedlicher molekularer Schicksalsbestimmungen der 

Zellen unterteilt werden können. Der Kortex enthält die zwei Hauptklassen von Neuro-

nen: die exzitatorischen, glutamatergen Projektionsneurone, darunter v.a. Pyramidal- 

und Körnerzellen, sowie die inhibitorischen GABA-ergen Interneurone. Daneben be-

herbergt er jedoch auch eine Vielzahl verschiedener Gliazellen (Molyneaux et al. 2007). 

Sowohl Projektions- und Interneurone als auch Gliazellen entstammen entwicklungs-

geschichtlich den neuroepithelialen Vorläuferzellen der VZ, die zusammen mit den ers-

ten gebildeten Neuronen die sogenannte Vorplatte bilden. Darunter befinden sich auch 

die Cajal-Retzius-Zellen (CRZ), die als nächstes ihren Platz in der MZ des Kortex ein-

nehmen und eine Schlüsselrolle in der Kortikogenese spielen (García-Moreno et al. 

2007). 

Die ersten Projektionsneurone erscheinen im murinen Gehirn an Embryonaltag E10.5. 

Die in den folgenden sieben Tagen in der VZ und subventrikulären Zone (SVZ) gebil-

deten Projektionsneurone wandern radial in die kortikale Platte ein. Die Schichtung 

erfolgt dabei von innen nach außen, sodass früher geborene Neurone in den tieferen 

Schichten verbleiben und später geborene Neurone Schicht für Schicht an diesen vor-

bei in die nächsthöher gelegene Schicht des Kortex einwandern (Greig et al. 2013). 

Während dieser Wanderung in Richtung Oberfläche nehmen die Neurone zwei ver-

schiedene Migrationsmodi ein: zum einen die multipolare Migration mit zufälliger Rich-

tungsbewegung und zum anderen die unidirektionale Migration entlang radialer Glia-

zell-Fasern (Ohtaka-Maruyama und Okado 2015). 

Parallel dazu nimmt der Weg interneuronaler Vorläuferzellen seinen Ursprung in der 

ganglionischen Eminenz im Subpallium. Auf ihrem Weg in Richtung Kortex folgen die 

neugebildeten Interneurone über teilweise längere Distanzen zwei tangential orientier-

ten Migrationsrouten: in kleineren Gruppen zunächst einer oberflächlich orientierten 

Route durch die MZ, sowie größer gruppiert einer tief orientierten Route, die sich ihren 

Weg durch die Intermediärzone und SVZ bahnt (Tamamaki et al.1997, Sultan et al. 

2013). Haben die Zellen ihr Ziel erreicht, wandern sie wie die Projektionsneurone radial 

in die kortikale Platte ein, um ihre endgültige Position einzunehmen und durchlaufen 
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von da an bis ins Erwachsenenalter ihre neuronale Reifung. Diese beinhaltet nicht nur 

die Differenzierung der Zellen, sondern maßgeblich die Bildung neuronaler Netzwerke 

durch Dendritenerweiterung und Herstellung synaptischer Kontakte (Ohtaka-Maru-

yama und Okado 2015). 

 

Reelin als Leitprotein der kortikalen Migration 
Reelin ist ein extrazelluläres Glykoprotein, das embryonal von CRZ der MZ exprimiert 

wird (Jossin 2020). Im Erwachsenenalter nimmt die Anzahl der CRZ ab und nunmehr 

wird die Reelin-Expression von GABA-ergen Interneuronen bestimmt (Pesold et al. 

1998). In der Kortikogenese nimmt Reelin eine Schlüsselrolle als Leitprotein der radi-

alen Migration und damit der Kortexlaminierung ein. Genauer gesagt ist es an der ter-

minalen Translokation der migrierenden Zellen beteiligt (Förster et al. 2010). Die Sig-

nalvermittlung erfolgt dabei in Abhängigkeit von der Interaktion zwischen Reelin und 

seinen Rezeptoren Very Low Density Lipoprotein Receptor (VLDLR) und ApoE Re-

ceptor 2 (APOER2) (Hiesberger et al. 1999). APOER2 wird im gesamten Kortex expri-

miert und vermittelt ein anziehendes Signal, während VLDLR selektiv in der Nähe der 

MZ exprimiert wird und das Stoppsignal fördert. Nach Rezeptorbindung entfaltet Reelin 

seine Funktionen über eine Kaskade intrazellulärer Phosphorylierung, u.a. des Adap-

terproteins Disabled-1 (Dab-1) und von Tau (Hack et al. 2007). 

Angesichts seiner Schlüsselrolle ist es nicht überraschend, dass sich eine Desorgani-

sation des murinen Kortex mit teilweiser invertierter kortikaler Laminierung in Abwe-

senheit von Reelin zeigt. Es kommt zu einer Auflösung der physiologischen Anordnung 

„von innen nach außen“, sodass sich stattdessen früh geborene, migrierende Neurone 

in der oberen Region des Kortex organisieren, während später geborene Neurone in 

tieferen Schichten verbleiben (Trommsdorff et al. 1999). 

 

Kortikale Entwicklungsdefizite bei tPA-Mangel 
Interessanterweise konnte erstmalig durch Pasquet et al. (2019) auch in Abwesenheit 

von tPA ein Defizit in der kortikalen Laminierung in frühen Embryonalstadien sowie der 

Reifung und Orientierung von radialen Gliazellen nachgewiesen werden. Hierbei war 

zu beobachten, dass migrierende Neurone an E16 frühzeitig in der Intermediärzone 

gestoppt und positioniert wurden. Durch erneute Expression von WT-tPA an E14 

konnte ein physiologischer Phänotyp wiederhergestellt werden, sodass sich tPA-defi-

ziente kortikale Neurone erneut in den oberen Kortexschichten ansiedelten.  

Scheinbar hängt dieser Defekt jedoch weniger von der proteolytischen Aktivität von 



 
29 

tPA, sondern eher von seiner Fähigkeit an N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren 

zu binden ab, welche an der Oberfläche von radialen Gliazellen exprimiert werden. 

Dies deutete sich zum einen dadurch an, dass eine tPA-Mutante, die NMDAR nicht 

binden kann, den physiologischen Phänotyp nicht wiederherstellen konnte. Zum an-

deren führte umgekehrt auch die Überexpression einer NMDAR-Mutante an radialen 

Gliazellen, die tPA nicht binden können, zu einem entsprechenden Migrationsdefekt. 

Die Forscher stellten aus diesem Grunde die Hypothese auf, dass die kortikalen Neu-

rone ihre eigene radiale Migration NMDAR-abhängig mittels tPA-Produktion kontrollie-

ren können. 

 

Spaltung von Reelin durch tPA und ADAMTS-4 
Besondere Bedeutung nimmt die Spaltung von Reelin ein, da diese in mehreren Stu-

dien den Einfluss auf die Signalübertragung und damit auf die Ausführung seiner phy-

siologischen Funktionen kontrovers beleuchtet hat. Mehrere Proteasen spalten Reelin 

und kontrollieren auf diese Weise seine Funktion. Dabei sind zwei Spaltstellen von 

besonderer Bedeutung, die zur Bildung von fünf möglichen Fragmenten führen, welche 

spezifische Funktionen im Neokortex einnehmen (s. Abb. 1) (Trotter et al. 2014). Die 

N-terminale Region ist wichtig für die Homodimerisierung des Moleküls und bestimmt 

die Dauer des Signals (Kubo et al. 2002), während die C-terminale Region primär eine 

Rolle bei der Faltung und Sekretion des Proteins spielt (de Bergeyck et al. 1997). Die 

zentrale Region (R3-R6), die durch Spaltung sowohl am N- als auch am C-Terminus 

gebildet wird, bindet an die Rezeptoren und erreicht so die vollständige Signalaktivität 

(Jossin et al. 2004). 

 
Abbildung 1: Prozessierung von Reelin durch ADAMTS-4 und tPA. ADAMTS-4 spaltet Reelin N-
terminal zwischen der Repeatstelle R2 und R3 sowie C-terminal zwischen R6 und R7, tPA kann 
ADAMTS-4 aktivieren und Reelin spezifisch C-terminal spalten. Die tPA-abhängige Spaltung 
kann durch Neuroserpin in-vitro gehemmt werden). 
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Diese Arbeit fokussiert sich im Rahmen der Reelin-Prozessierung auf die im Schema 

zusammengefassten Proteasen (s. Abb. 1). Dazu gehören das oben bereits beschrie-

bene tPA als auch ADAMTS-4, dessen Funktion und Prozessierungsfähigkeit im Fol-

genden genauer präsentiert wird. 

Die Proteasen der ADAMTS-Familie (A disintegrin and metalloprotease with throm-

bospondin motifs) gehören zur Familie der Metalloproteasen, die extrazellulär wichtige 

Rollen einnehmen, beispielsweise in der Blutgerinnung, in Entzündungsprozessen und 

in der Bindegewebsorganisation durch Prozessierung und Degradierung von Prokol-

lagenen und Proteoglykanen wie Aggrecan (Apte 2004). Aber auch in der Zellmigration 

spielen sie eine wichtige Rolle, die wie bereits erläutert in engem Zusammenhang mit 

der Prozessierung von Reelin steht. Krstic et al. (2012) konnten demonstrieren, dass 

ADAMTS-4 Reelin sowohl an der N- als auch an der C-terminalen Stelle spalten kann. 

Dies konnte bestätigt werden mittels rekombinanter Zugabe von ADAMTS-4 in Reelin-

angereichertem Medium von Human Embryonic Kidney (HEK293)-Zellen sowie Hem-

mung der Protease durch Inhibitoren oder shRNA-vermittelten Knockdown in HeLa-

Zellen. ADAMTS-4 wird als Zymogen der Masse 110 kDa synthetisiert. Die N-terminale 

Prozessierung beispielsweise durch Furin unter Entfernung der Prodomäne führt zur 

Bildung der sezernierten p75-Isoform. Erst durch die C-terminale Spaltung kommt es 

zur Aktivierung der proteolytischen Aktivität durch Veränderung der Lokalisierung und 

Substratspezifität. Je nach Verkürzung durch Matrix-Metalloproteasen entstehen da-

bei die p50 und p60-Isoformen (Gao et al. 2002). So führte auch die Zugabe von re-

kombinanten Matrix-Metalloproteasen in Reelin-angereichertem Medium zu einer er-

höhten Aktivierung von ADAMTS-4 und entsprechender Zunahme der Reelin-Prozes-

sierung (Krstic et al. 2012). Interessanterweise ist auch tPA unabhängig von Plasmin 

an der Aktivierung von ADAMTS-4 beteiligt (Lemarchant et al. 2014). 

Die Spaltung von Reelin durch ADAMTS-4 erfolgt dabei isoformabhängig. So ist die 

p50-Isoform dazu in der Lage, Reelin effektiv nur an der N-terminalen Stelle zu spalten. 

Im Gegensatz dazu ist die p60-Isoform fähig, Reelin hauptsächlich an der C-terminalen 

Stelle zu spalten, während ebenso eine schwach ausfallende N-terminale Spaltung zu 

beobachten war. Schließlich kann die p75-Isoform das Protein an beiden Stellen ef-

fektiv spalten (Hisanaga et al. 2012). Weiterhin konnten Krstic et al. (2012) aufzeigen, 

dass rekombinantes tPA Reelin direkt und spezifisch an der C-terminalen Stelle spal-

ten kann. Diese Spaltung konnte konzentrationsabhängig durch die Zugabe von PAI-

1 inhibiert werden. Auch in HEK293-Zellen, die Reelin und tPA co-exprimieren, konnte 

die spezifische C-terminale Spaltung nachgewiesen werden. Interessant ist, dass die 
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zusätzliche Co-Expression von tPA und Neuroserpin oder PAI-1 nach 12-stündiger In-

kubation sowohl die C- als auch N-terminale Spaltung von Reelin vermindern konnte. 

 

Einfluss der Spaltung von Reelin auf die Signalaktivität 
Die Frage, inwieweit die Spaltung von Reelin Einfluss auf die Signalaktivität nimmt, ist 

sehr umstritten. Viele Studien unterstützen die Ansicht, dass eine proteolytische Pro-

zessierung von Reelin zur Initiierung der Funktionen erforderlich ist. Wissenschaftler 

führen dabei maßgeblich die Annahme, dass Reelin in der extrazellulären Matrix (EZM) 

verankert ist und nach der Sekretion durch CRZ inaktiv bleibt. Erst die proteolytische 

Prozessierung des Proteins kann die Signalgebung aktivieren, indem das zentrale 

Fragment freigesetzt wird und die Fragmente in weiter entfernte Gehirnregionen dif-

fundieren und dadurch Dauer und Reichweite der Reelin-Signalgebung regulieren. 

Hierbei zeigt sich, dass ungespaltenes (FL = Full Length) Reelin vor allem in der MZ 

verbleibt, während das N-terminale und zentrale Fragment weiter diffundieren kann. 

Das C-terminale Fragment, das in diesem Modell vermutlich für die Matrixverankerung 

verantwortlich ist, ist somit nicht am Diffusionsgeschehen beteiligt. So ist es nicht ver-

wunderlich, dass eine Hemmung der Reelin-Prozessierung durch die Blockade seiner 

Proteasen wie bereits erwähnt zu Störungen in der kortikalen Entwicklung führt. In-

vitro-Analysen hingegen können konträre Ergebnisse darstellen, da die Reelin-Frag-

mente hier nicht diffundieren müssen (Jossin et al. 2007). 

Die größte Bedeutung im Rahmen der Signalaktivität in-vivo nimmt für Jossin et al. das 

zentrale Fragment (R3-R6) ein. So konnten sie beispielsweise zeigen, dass die Me-

talloproteasen-abhängige Generierung und Endozytose von R3-R6 für eine adäquate 

Ausbildung der kortikalen Platte erforderlich ist. Die Inkubation von kultivierten Gehirn-

schnitten in-vitro mit einem R4B-Antikörper, der die Bindung von R3-R6 an seine Re-

zeptoren blockiert, führte zu keiner ausreichenden Dab-1-Phosphorylierung und unter-

brach die Bildung der kortikalen Platte. Außerdem konnte eine selektive und starke 

Erhöhung der R3-R6-Konzentration im Gewebe von VLDLR- und APOER2-Knockout 

(KO)-Mäusen gemessen werden (Jossin et al. 2007). In einer anderen Studie konnte 

mittels R3-R6 außerdem der physiologische Phänotyp mit ausreichender Induktion der 

Dab-1-Phosphorylierung und Normalisierung der kortikalen Struktur an kortikalen Ex-

plantaten von Reelin-KO-Mäusen wiederhergestellt werden (Jossin et al. 2004). 

Allerdings gibt es auch Studien, die die Relevanz der Reelin-Prozessierung in Bezug 

auf seine Signalaktivität negieren. So konnte bei N-terminaler Spaltung von Reelin 
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durchaus eine verringerte Signalaktivität beobachtet werden, da die verkürzten Frag-

mente keinen stabilen Komplex für die Homodimerisierung, sondern eher eine Aggre-

gation von mehr als 40 Monomeren bildeten (Kubo et al. 2002). Dadurch konnte keine 

effiziente Induktion der Dab-1-Phosphorylierung in kultivierten kortikalen Neuronen er-

folgen, während FL-Reelin eine 100-fache Phosphorylierung initiieren konnte (Kohno 

et al. 2009). Auch die Oligomerisierung spielt in diesem Zusammenhang eine wichtige 

Rolle, da daraus im Vergleich zu Monomeren ein 10-facher Anstieg der Signalaktivität 

resultiert. In diesem Setting zeigte sich außerdem, dass monomere R5-R6-Fragmente 

im Vergleich zu multimerem FL-Reelin eine 500-fach höhere Konzentration benötigen, 

um die entsprechende Dab1-Phosphorylierng zu initiieren (Yasui et al. 2007). Das wi-

derspricht den Ergebnissen von Jossin et al. (2007), die dasselbe Ausmaß an Dab-1-

Phosphorylierung bei gleicher Konzentration der verschiedenen Reelin-Fragmente il-

lustrierten. 

Auch die C-terminale Prozessierung konnte in Studien mit einer verminderten Sig-

nalaktivität in Verbindung gebracht werden. So führte die Deletion des C-Terminus in-

vitro und in-vivo zu einer gestörten Interaktion mit dem VLDLR. Jedoch kommt es nicht 

zu einem kompletten Signalverlust, wie er bei Reelin-KO Mäusen zu erwarten ist, statt-

dessen zeigt sich ein hypomorpher Phänotyp mit übermigrierenden kortikalen Neuro-

nen, die in die MZ eindringen. Vermutlich beruht diese abgeschwächte Form auf der 

noch funktionierenden Signalaktivität über den APOER2 (Ha et al. 2017). 

 

2.2. Ziel der Arbeit 
 

Welche Zellen exprimieren Neuroserpin im Neokortex während der Entwicklung? 

Die genauen Subtypen der Neuroserpin exprimierenden Zellen konnte bisweilen nicht 

aufgedeckt werden, sondern lediglich ein Anhalt aufgrund ihrer Morphologie gegeben 

werden (Krueger et al. 1997, Teesalu et al. 2004, Adorjan et al. 2019). Eine präzisere 

Untersuchung dieser Zellen, die unterschiedliche Funktionen im Gehirn einnehmen 

können, könnte auch Hinweise auf die physiologische Funktion von Neuroserpin ge-

ben. Entsprechend führen wir eine detaillierte Analyse des Expressionsmusters von 

Neuroserpin im murinen Kortex durch, sowohl um die Verteilung im Laufe der neuro-

nalen Entwicklung genauer zu beschreiben, aber auch um Neuroserpin-exprimierende 

Zellen zu identifizieren, zu charakterisieren und mit möglichen Funktionen zu verknüp-

fen. Hierfür führen wir immunhistochemische Färbungen in WT-Mäusen verschiedener 
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Entwicklungsstadien durch. Durch die parallele Färbung von verschiedenen neurona-

len und glialen Markern mit einem Neuroserpin-Antikörper kann anhand der Co-Loka-

lisation genau erkennbar gemacht werden, welche Zellen das Serpin exprimieren. Un-

tersucht wird hierbei die Co-Expression mit den in Tabelle 1 aufgelisteten Antikörpern 

für Projektionsneurone, Interneurone sowie Gliazellen. Für die Analyse wurden folgen-

den Stadien gewählt: E13 mit Start der Neuroserpin-Expression, E16 und der erste 

Tag postnatal (P0) mit der maximalen Neuroserpin-Expression, eine Woche alte 

Mäuse (1W) mit Abschluss der kortikalen Schichtbildung und der zusätzlichen Expres-

sion interneuronaler Marker sowie zuletzt das Stadium der erwachsenen Mäuse im 

Alter von 13 Wochen (13W). 

 

Welche Rolle spielt Neuroserpin in der Entwicklung des Neokortex? 

Aufgrund der hohen Expressionslevel von Neuroserpin im sich entwickelnden Neokor-

tex wird eine Rolle des Serpins im Laminierungsprozess vermutet. Andere Faktoren 

unterstützen diese Hypothese: die Beteiligung von Neuroserpin an der Entwicklung 

anderer Hirnregionen (Hippocampus) (Hermann et al. 2020) sowie Defekte in der ne-

okortikalen Laminierung bei Mäusen, denen tPA als Zielprotease von Neuroserpin 

(Pasquet et al. 2019) und Reelin als tPA-Substrat fehlt (Trommsdorff et al.1999). Um 

die Rolle von Neuroserpin in der neokortikalen Laminierung zu beurteilen, erfolgt ein 

Vergleich der Schichtbildung und Signalintensität im somatosensorischen (SS) Kortex 

von WT- und NSKO-Mäusen der o.g. Entwicklungsstadien. Die Schichten des Neokor-

tex werden durch immunhistochemische Färbungen mit verschiedenen Schichtmar-

kern für Projektionsneurone identifiziert, daneben untersuchen wir jedoch auch einen 

möglichen Unterschied in Lokalisation von Interneuronen mittels entsprechender Mar-

ker (s. Tab. 1). Ein Entwicklungsdefekt des Kortex könnte je nach Ausprägung ebenso 

weitere Informationen über die physiologische Funktion von Neuroserpin im Kortex 

geben.  

 

Welche Rolle spielt Neuroserpin in der Spaltung von Reelin? 

Ein weiterer wichtiger Meilenstein unserer Versuchsplanung ist es, die Regulation der 

tPA- und ADAMTS-4-abhängigen proteolytischen Prozessierung von Reelin durch 

Neuroserpin zu durchleuchten. Die Proteine stehen wie in Abb.1 schematisch bereits 

dargestellt in enger Wechselwirkung zueinander. So könnte die kortikale Entwicklung 

durch Regulation der Prozessierung von Reelin als Schlüsselprotein der Kortikoge-
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nese durch Neuroserpin moduliert werden. Bislang konnte der Einfluss von Neuroser-

pin durch Hemmung der Reelin-Spaltung nur in-vitro in Zellkulturen nachgewiesen 

werden (Krstic et al. 2012). Unser Ziel ist es, diesen Effekt auch in-vivo in kortikalem 

Gewebe zu untersuchen und so zu skizzieren, welche Proteasen involviert sein könn-

ten. Dafür führen wir erneut Untersuchungen in Mäusen der verschiedenen o.g. Sta-

dien durch und vergleichen die Expression von ADAMTS-4 und Reelin sowie ihrer 

Spaltprodukte in WT- und NSKO-Mäusen mittels Western Blot. Sollte kein kortikaler 

Laminierungsdefekt oder keine veränderte Prozessierung in Abwesenheit von Neuro-

serpin nachgewiesen werden, so ist es zuletzt unser Anliegen, zu untersuchen, ob es 

zu einer kompensatorischen Hochregulation von anderen Serpinen kommt. Hierfür 

vergleichen wir die kortikale Expression von PAI-1, ein weiterer tPA-Inhibitor, in WT- 

und NSKO-Mäusen mittels Western Blot. 

 

2.3. Material und Methode 
 
Im Folgenden werden die für diese Arbeit wichtigen Materialien und Methoden kurz 

beschrieben. Eine ausführliche Beschreibung, auch der Tiermodelle und statistischen 

Auswertung, erfolgte bereits im Paper von Kement et al. (2021). 

 
Gewebevorbereitung für die Immunhistochemie 

Für die Immunhistochemie wurde bei den Mäusen der Entwicklungsstadien E13 und 

E16 der ganze Kopf und in den Stadien P0, 1W und 13W die Gehirne präpariert und 

in Formalin fixiert. Zur Kryokonservierung wurden die Präparate in eine Saccharose-

PBS-Lösung gegeben. Anschließend wurde das Gewebe in Tissue-Tek O.C.T. Com-

pound eingebettet und mittels 2-Methylbutan und Flüssigstickstoff schockgefroren. Zu-

letzt wurden an einem Kryostaten 10 μm dicke, koronale Schnitte auf Superfrostglas-

Objektträgern angefertigt. 

 

Etablierung des immunhistochemischen Färbeprotokolls 
Um eine hochwertige Färbung für die verschiedenen Antikörper zu gewährleisten, wur-

den je Arbeitsschritt unterschiedliche Techniken und Reagenzien ausprobiert. Zu-

nächst erfolgte ein Vergleich zwischen Färbungen an Paraffin- oder Kryoschnitten auf 

Objektträgern und Schnittfärbungen mittels der Free-Floating-Technik. Als nächstes 

wurden zur Fixation Formaldehyd-Lösungen und organische Lösungsmittel wie Aceton 

und Methanol, die gleichzeitig auch permeabilisierend wirken, miteinander verglichen. 
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Ein wichtiger Schritt in der Etablierung der Protokolle stellte das Antigen Retrieval zur 

Demaskierung der Epitope dar, um die Signalintensität zu verstärken. Dazu erfolgte 

ein Vergleich der Behandlung mit Citratpuffer (ph 6 und 9), Salzsäure (HCl), Glycin-

HCl-Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Tris-EDTA, Citraconsäure, Ameisensäure, 

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) sowie proteolytisch mit Pepsin und Proteinase K. Zur 

Reduktion von Hintergrundfärbungen durch unspezifische Bindungen wurden ver-

schiedene Blocking-Puffer verwendet, genauer fetales Kälberserum, Rinderalbumin 

(BSA), Eselserum und Gelatin. Weiterhin wurde versucht, eine unspezifische Färbung 

durch Natriumborhydrid, Glycin, Sudan Black sowie durch Blockade der endogenen 

Peroxidase-Aktivität mittels H2O2 zu verhindern. Für die Permeabilisation der Schnitte 

wurde die Inkubation mit Triton, Saponin und Polysorbat 20 miteinander verglichen. 

Nicht zuletzt wurden für die einzelnen Marker teilweise verschiedene Antikörper und 

Verdünnungen ausprobiert. Aus der vergleichenden Auswertung der Färbemuster die-

ser verschiedenen Methoden ergab sich das in dieser Forschungsarbeit angewendete 

immunhistochemische Färbeprotokoll. 

 
Immunhistochemische Färbung 

Die immunhistochemischen Färbungen wurden an Kryoschnitten auf Objektträgern 

durchgeführt. Für die Antigendemaskierung wurden die Schnitte bei 95°C in 

Citratpuffer gekocht. Danach erfolgte die Permeabilisierung mittels Triton X-100 und 

die Blockierung mittels BSA-Blocking-Puffer. Im Anschluss wurden die Schnitte mit den 

primären Antikörpern (s. Tab. 1) verdünnt in Blocking-Puffer inkubiert. Am nächsten 

Tag erfolgte die Inkubation mit einem sekundären, fluoreszenzmarkierten Antikörper. 

Zuletzt wurden die Schnitte getrocknet und mittels Fluoromount-G mit DAPI eingedeckt. 
 
Bildanalyse und Akquisitionen 
Zur anfänglichen Orientierung diente der Allen Brain Atlas für Mäusegehirne 

(https://mouse.brain-map.org/). Die gefärbten Schnitte wurden unter Verwendung 

eines konfokalen Leica TCS SP5 oder SP8 X-Mikroskops analysiert und Bilder mit der 

Software LAS X aufgenommen. Für die Gesamtaufnahme des Kortex wurden die 

Bilder via x2y-Scan automatisch zusammengefügt. Die Analyse des SS Kortex erfolgte 

für beide Genotypen an mindestens drei Tieren. Die Quantifizierung der kortikalen 

Immunfluoreszenzsignale erfolgte mittels Intensity-Plot-Analyse von ImageJ sowie 

ImageJ/Fiji (Schindelin et al. 2012). 
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Extraktion von Gehirngewebe für das Western Blotting 

Für die Stadien E13 und E16 wurde das gesamte Hirngewebe und für die Stadien P0, 

1W und 13W das kortikale Gewebe von drei Tieren pro Genoytp präpariert. Für die 

Extraktion wurde das Gewebe in Extraktionspuffer mechanisch homogenisiert und mit-

tels Triton X-100 solubilisiert. Die Homogenate wurden zentrifugiert und die Konzent-

ration der löslichen Proteine im Überstand mittels Bradford-Assay gemessen.  

 

Gelelektrophorese und Western Blot 
Für das Western Blotting wurden SDS-PAGE-Gele nach Lämmli hergestellt. Die Pro-

teine wurden zusammen mit dem Prestained Protein Marker auf das Gel beladen und 

in Laufpuffer elektrophoretisch aufgetrennt. Danach wurden die Proteine in Transfer-

puffer auf Nitrozellulosemembranen übertragen und die Transfereffizienz mittels An-

färbung mit Ponceau S geprüft. Im Anschluss wurden die Membranen mit Roti®-Im-

munoBlock blockiert und die primären Antikörper (s. Tab. 1) über Nacht inkubiert. Da-

nach erfolgte die Inkubation mit den farbstoff-konjugierten Sekundärantikörpern. Zu-

letzt wurden die Membranen unter Verwendung des Odyssey® Infrarot Imaging Sys-

tems von LI-COR® gescannt und densitometrisch quantifiziert.  
 

Primärer Antikörper Nachweis 

Anti-Neuroserpin (Ziege, 1:50) endogenes Neuroserpin (Galliciotti et al. 2007) 

Anti-Reelin G10 (Merck Millipore, 
MAB5364, Maus, 1:600 – 1:1.000) 

CRZ der MZ und neokortikale Interneurone 
(Pesold et al. 1998), N-Terminus enthaltende 
Reelin-Fragmente (de Bergeyck et al. 1997) 

Anti-Cux1 (Proteintech, 11733-1-
AP, Hase, 1:300) 

Pyramidalneurone der Schichten II-IV, postmi-
totische kortikale Neurone, Zellen der VZ und 
SVZ (Nieto et al. 2004) 

Anti-Ctip2 (abcam, ab18465, Ratte, 
1:600) 

Projektionsneurone der Schicht V, schwächer 
in Schicht VI (Cánovas et al. 2015) 

Anti-Tbr1 (abcam, ab31940, Hase, 
1:1.000) 

Neurone der Schicht VI (Cánovas et al. 2015) 

Anti-Parvalbumin (Sigma, P3088, 
Maus, 1:1.000) 

ca. 40 % der neokortikalen Interneurone, Korb- 
und Kronleuchterzellen (Sultan et al. 2013) 

Anti-Somatostatin (Santa Cruz Bio-
technology, sc -74556, Maus, 1:50) 

ca. 30 % der neokortikalen Interneurone, z. B. 
Martinotti-Zellen (Sultan et al. 2013) 

Anti-GFAP (Merck Millipore, 
MAB360, Maus, 1:500) 

Astrozyten (Jacque et al. 1978) 

Anti-Iba1 (abcam, ab5076, Ziege, 
1:500) 

Mikrogliazellen (Ito et al. 1998) 
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Anti-Olig2 (Merck Millipore, 
AB9610, Hase, 1:200) 

Oligodendrozyten (Zhou et al. 2000) 

Anti-ADAMTS-4 (abcam, 
ab185722, Hase, 1:500) 

ADAMTS-4 Zymogen und Isoformen (Gao et 
al. 2002) 

Anti-PAI-1 (abcam, ab222754, 
Hase; 1:1.000) 

PAI-1 (Sawada et al. 2022) 

Anti-Actin clone C4 (Merck Milli-
pore, MAB1501, Maus, 1:4.000) 

Aktin als Haushaltsprotein in allen Zellen und 
Ladekontrolle (Hermann et al. 2020) 

Tabelle 1: Liste der verwendeten Antikörper für die Immunhistochemie und Western Blot. 
Antikörper sind aufgeführt mit Hersteller, Nummer, Spezies und Verdünnung sowie einer 
Referenz der nachzuweisenden Struktur. 

 

2.4. Ergebnisse und Diskussion 
 
Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte bereits im publizierten Artikel (Ke-

ment et al. 2021). Im Folgenden werden weiterführende Ergebnisse der Arbeit, die 

nicht im Paper vorzufinden sind, ergänzend abgebildet und jedes Ergebnis im An-

schluss diskutiert.  

 
Lokalisation der Neuroserpin-Immunreaktivität während der kortikalen Entwick-
lung 

Pränatal ist die Immunreaktivität von Neuroserpin im SS Kortex vor allem extrazellulär 

auf hohem Niveau und sehr diffus zu beobachten. An E13 kann die höchste Expres-

sion unterhalb der MZ in der dicht besiedelten kortikalen Platte nachgewiesen werden 

mit nur geringer Expression in tieferen Regionen. Drei Tage später (E16) wird die Ex-

pression homogener und erstreckt sich weiterhin im Bereich der ausgedehnten korti-

kalen Platte. Nach der Geburt, wenn die kortikale Schichtbildung abgeschlossen ist, 

geht die Expression von einem eher diffusen Muster in ein Muster über, das von ein-

zelnen, intensiv gefärbten Zellen geprägt ist, die sich über den gesamten Neokortex 

verteilen. 
Genauer kann an E13 eine hohe Neuroserpin-Expression um die Kerne von Tbr1-po-

sitiven Projektionsneuronen wahrgenommen werden, die die ersten Neurone der sich 

neuformierenden kortikalen Platte abbilden. In den Reelin-positiven CRZ der MZ kann 

hingegen keine Neuroserpin-Expression nachgewiesen werden. 

Drei Tage später (E16) lässt sich die Neuroserpin-Expression weiterhin um Tbr1+-

Neurone der tiefen Schichten nachweisen. Weiterführend zum Paper konnte diese Ex-

pression auch in Ctip2+-Neuronen der tiefen Schichten dargestellt werden (s. Abb. 2). 
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Zusätzlich kommt es in diesem Stadium auch zur Einwanderung in die oberen kortika-

len Schichten. Diese werden durch Cux1+-Pyramidalneurone abgebildet, die ebenfalls 

eine Neuroserpin-Immunreaktivität um ihre Kerne zeigen. Erneut konnte keine Co-Lo-

kalisation zwischen Neuroserpin und Reelin in den CRZ der MZ beobachtet werden. 

Bei Geburt (P0) zeigt sich die Neuroserpin-Immunreaktivität weiterhin um die Kerne 

vieler Cux1+-Pyramidalneurone der Kortexschichten II–VI. In den meisten Tbr1+-Neu-

ronen der tieferen Schichten hingegen lässt sich keine Neuroserpin-Expression nach-

weisen. Lediglich am Boden der Schicht VI, im Bereich der Subplatte, ließen sich ei-

nige wenige Tbr1+-Zellen nachweisen, die Neuroserpin exprimieren. Außerdem ist in 

diesem Stadium die Reelin-Expression nicht mehr nur auf CRZ der MZ beschränkt, 

sondern lässt sich von nun an innerhalb des Neokortex auch vereinzelt als interneuro-

naler Marker detektieren. Nach wie vor zeigen die CRZ keine Immunreaktivität für Neu-

roserpin, hingegen lässt sich bei Reelin+-Interneuronen eine starke Co-Expression be-

obachten.  

Ein ähnliches Muster zeigt sich auch eine Woche postnatal. Zusätzlich zu dem Sta-

dium P0 erstreckt sich die Co-Expression von Reelin und Neuroserpin in Interneuronen 

über den gesamten Kortex. Außerdem kann in diesem Stadium bereits ein weiterer 

interneuronaler Marker, nämlich Somatostatin (SOM), nachgewiesen werden, der wei-

terführend ebenfalls eine hohe Co-Expression mit Neuroserpin zeigt (s. Abb. 3). 

 
Abbildung 2: Co-Lokalisierung von Neuroserpin und Ctip2 in E16 Maus Neokortex. Neuroserpin-
Immunreaktivität deutlich um einige Kerne Ctip2-positiver Neurone nachweisbar. Maßstab: 50 
μm. MZ = Marginalzone, CP = kortikale Platte. 
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Das Expressionsmuster in erwachsenen Mäusen (13W) deckt sich weitestgehend mit 

dem vorher beschriebenen Stadium. Die Neuroserpin-Expression zeigt sich jedoch in-

tensiver in einzelnen Zellen. So kann die Immunreaktivität deutlich im Soma Cux1+-

Neurone detektiert werden. Tbr1+-Projektionsneurone hingegen zeigten weiterhin, bis 

auf wenige im Bereich der Subplatte lokalisierte Neurone, keine Neuroserpin-Expres-

sion. In der MZ lässt sich fast keine Reelin+-CRZ mehr nachweisen, während Reelin+-

Interneurone weiterhin im gesamten Kortex eine hohe Neuroserpin-Expression auf-

weisen. In ähnlicher Weise exprimieren auch SOM- und Parvalbumin (PARV)-positive 

Interneurone Neuroserpin. Die PARV-Expression ist in diesem Stadium erstmalig 

nachweisbar. Zusätzlich konnten in diesem Stadium auch erstmalig Gliazell-Marker 

abgebildet werden mit Iba1 als Mikrogliamarker, GFAP als Astrozytenmarker und Olig2 

als Marker für Oligodendrozyten. In keiner dieser Gliazellen konnte eine Neuroserpin-

Expression nachgewiesen werden. 

Diskussion: Die Neuroserpin-Expression lässt sich im Neokortex panneuronal sowohl 

in Projektionsneuronen als auch Interneuronen nachweisen. Sie beschränkt sich in 

unserer Untersuchung somit spezifisch auf neuronale Zellen, da eine Expression in 

Gliazellen nicht nachgewiesen werden konnte. Somit können wir die Annahme einer 

neuronalen Expression von Neuroserpin im Hippocampus von Hermann et al. (2020), 

als auch von Krueger et al. (1997), die mittels in-situ-Hybridisierung eine initial schwa-

che und diffuse und im Laufe der Entwicklung vereinzelnd zunehmende mRNA-Ex-

pression in Zellen nachweisen konnten, die allein anhand der Morphologie als Neuro-

nen charakterisiert wurden, bestätigen. Unsere Ergebnisse stehen außerdem in Ein-

klang mit den Untersuchungen in humanem Gewebe von Teesalu et al. (2004) und 

Adorjan et al. (2019), die ebenso anhand der Morphologie neuronale Zellen als Quel-

 
Abbildung 3: Co-Lokalisierung von Neuroserpin und Somatostatin in 1W Maus Neokoretx. 
Neuroserpin-Immunreaktivität in SOM-positiven Interneuronen nachweisbar. Maßstab: 100 μm. 
MZ = Marginalzone. 
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len der Neuroserpin-Expression postulierten. Wir erweitern und bestätigen diese Auf-

fassung mittels immunohistochemischer Marker, eine präzise Einschränkung auf ei-

nen spezifischen Zellsubtypen, der Neuroserpin exprimiert und somit mit seiner physi-

ologischen Funktion verknüpft, ist jedoch nicht möglich. Gleichzeitig kann auch die Ex-

pression in Zellen, die andere von uns nicht untersuchte neuronale und nicht-neuro-

nale Marker exprimieren, nicht ausgeschlossen werden. 

 
Kortikale Entwicklung in Neuroserpin-defizienten Mäusen 
In Stadium E13 ist neben der MZ die Bildung der kortikalen Platte erkennbar. Da diese 

zunächst mit Neuronen der späteren tieferen kortikalen Schichten dicht besiedelt wird, 

kann ihre Bildung mit den entsprechenden Markern Ctip2 und Tbr1 für die Schichten 

V und VI untersucht werden. Durch Vergleich von WT- und NSKO-Mäusen lässt sich 

kein Unterschied in der Formation der kortikalen Platte als auch der Reelin+-CRZ in 

der MZ nachweisen. 

An E16 lassen sich zusätzlich Cux1+-Projektionsneurone detektieren, die sich radial 

organisieren, um ihren Platz in den oberen kortikalen Schichten (II-IV) einzunehmen. 

Auch hier zeigte die Visualisierung und Quantifizierung keinen Unterschied in der Or-

ganisation der Reelin-, Cux1-, Ctip2- und Tbr1-positiven Zellen bei Neuroserpin-Defi-

zienz. 

Bei Geburt (P0) und in der Woche danach wird die Migration und Schichtbildung im 

murinen Kortex schließlich vollendet. Zusätzlich tauchen neben den CRZ der MZ ab 

P0 auch Reelin+-Interneurone sowie SOM+-Interneurone eine Woche postnatal (s. 

Abb. 4) auf. In Abwesenheit von Neuroserpin zeigte sich auch in diesen Stadien weder 

für die projektionsneuronalen noch für die interneuronalen Zellen ein quantifizierbarer 

 
Abbildung 4: Kortikale Somatostatin-Expression von WT- und NSKO-Mäusen in 1W Maus 
Neokortex. Kein Unterschied in der Expression SOM-positiver Interneurone bei Neuroserpin-
Defizienz erkennbar. Maßstab: 100 μm. 
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Unterschied in der Organisation. Zuletzt lässt sich zusätzlich im adulten Kortex von 

Mäusen Parvalbumin als weiterer interneuronaler Marker vergleichen. Jedoch zeigte 

sich auch im Erwachsenenalter weder visualisiert noch quantifiziert ein Unterschied in 

der Laminierung Cux1-, Ctip2- oder Tbr1-positiver Projektionsneurone, noch der Posi-

tion der Reelin-, SOM- oder PARV-positiven Interneurone in Abwesenheit von Neuro-

serpin. 

Diskussion: Trotz des hohen Expressionsniveaus von Neuroserpin im Neokortex und 

den bekannten Entwicklungsdefekten im Hippocampus in Abwesenheit des Serpins 

(Hermann et al. 2020), scheint seine Funktion für die kortikale Laminierung entbehrlich 

zu sein. Die tPA-Deletion hingegen führte zu einer verzögerten neuronalen Migration 

und schließlich zu einer veränderten kortikalen Laminierung (Pasquet et al. 2019). Es 

wurde jedoch nachgewiesen, dass dieser Defekt eher auf das Fehlen einer Wechsel-

wirkung zwischen tPA und NMDAR als auf das Fehlen einer proteolytischen Aktivität 

von tPA zurückzuführen ist. Da die proteolytische Aktivität von tPA die kortikale Lami-

nierung nicht zu kontrollieren scheint, ist es daher nicht überraschend, dass das Feh-

len von Neuroserpin nicht zu Defekten in der Kortikogenese führt. Außerdem be-

schränken sich unsere Untersuchungen ebenso nur auf den SS Kortex, sodass der 

Einfluss durch Neuroserpin in anderen kortikalen oder zerebralen Regionen von Be-

deutung sein kann. Diese Annahme wird dadurch bestärkt, dass sich auch unter ba-

salen Bedingungen ein Phänotyp im Hippocampus von Mäusen bei Neuroserpin-Man-

gel ausbildet. 

 

Einfluss von Neuroserpin auf die tPA-abhängige ADAMTS-4- und Reelin-Spal-
tung während der kortikalen Entwicklung 
Mittels Western Blot wurde die Bandenintensität von ADAMTS-4 und Reelin in Ganz-

hirn-Extrakten (E13 und E16) und kortikalen Extrakten (P0, 1W, 13W) zwischen WT- 

und Neuroserpin-defizienten Mäusen verglichen. 

Der Antikörper gegen ADAMTS-4 lässt die Detektion des Zymogens (110 kDA) sowie 

seiner Isoformen (p75, p60 und p50 mit entsprechendem Molekulargewicht) zu. Das 

Zymogen zeigte eine niedrige Expression in erwachsenen Mäusen, während die Ex-

pression der p50-Isoform vor allem postnatal zunahm. Die Expression der p75- und 

p60-Isoformen blieb hingegen in den analysierten Stadien konstant. Weder das Zy-

mogen von ADAMTS-4 noch seine Isoformen zeigten einen signifikanten Unterschied 

in der Expression in Abwesenheit von Neuroserpin in allen Entwicklungsstadien. 
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Weiterhin konnten wir mittels des G10-Antikörpers sowohl Reelin in vollständiger 

Länge als auch die Fragmente nachweisen, die den N-Terminus des Proteins auch in 

der gespaltenen Form aufweisen. Es konnte kein Unterschied in der Expression von 

FL-Reelin (460 kDa), dem C-terminal gespaltenem Fragment N-R6 (380 kDa) oder 

dem N-terminal gespaltenem Fragment N-R2 (160 kDa) in Abwesenheit von Neuro-

serpin quantifiziert werden. 

Zuletzt führten wir als weiterführendes Ergebnis der Arbeit eine statistische Analyse 

durch, in der jeweils alle Proteinfragmente aufaddiert wurden, um damit die totale Ex-

pression der jeweiligen Proteine quantifizieren zu können. Auch kumuliert ergab sich 

kein Unterschied in der totalen Expression der jeweiligen Proteine und Fragmente bei 

Neuroserpin-Mangel (s. Abb. 5). 

 

Diskussion: Im Gegensatz zu den Ergebnissen in HEK293-Zellkulturen (Krstic et al. 

2012) konnte in unserer Studie in-vivo kein Einfluss auf die Reelin-Spaltung durch 

Neuroserpin nachgewiesen werden. Das steht in Einklang mit Ergebnissen aus tPA-

KO Mäusen, die ebenso unter basalen Bedingungen keinen Unterschied in der Reelin-

Prozessierung aufzeigen konnten (Trotter et al. 2014). So scheinen andere Proteasen 

in-vivo die Reelin-Prozessierung unter basalen Bedingungen zu übernehmen. Erst im 

Anschluss an eine durch Kaliumkanalblocker ausgelöste synaptischen Potenzierung 

konnten Trotter et al. eine erhöhte C-terminale Reelin-Spaltung detektieren. Da dieser 

Effekt in tPA-KO-Mäusen ausblieb, kann von einer tPA-spezifischen C-terminalen Pro-

zessierung von Reelin in Stresssituationen ausgegangen werden. Dieser Ansatz limi-

tiert unsere Ergebnisse, die unter physiologischen Aspekten erfolgt sind. Gleichzeitig 

eröffnen sie jedoch die Hypothese, dass die Regulation der tPA- und ADAMTS-4-ab-

hänigigen Prozessierung von Reelin durch Neuroserpin in Stresssituationen, wie ze-

rebralen Infarkten oder Infektionen, von Bedeutung sein kann. Grund dafür könnte bei-

spielsweise eine sterische Blockade der Reelin-Spaltstellen im Gewebe oder eine 

Abbildung 5: Quantifizierung der totalen Reelin- und ADAMTS-4-Expression in WT- und NSKO-
Mäusen der verschiedenen Entwicklungsstadien. Normalisierung der Bandenintensität auf die 
Expression von β-Aktin, zur Darstellung der relativen Expression wurde WT auf 1 gesetzt 
(Mittelwert +/– SD, n = 3). 
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stressinduzierte Mehrproduktion, Freisetzung oder Aktivierung der beteiligten Pro-

teasen sein. Der Einfluss von pathologischen Situationen auf die Expression und Sig-

nalgebung von Neuroserpin und tPA konnte bereits in Ratten dargestellt werden, die 

chronischem Stress sowie Entzündungsreaktionen ausgesetzt waren (Han et al. 2019). 

Nicht zuletzt wirkt sich limitierend auf die Interpretation unserer Ergebnisse aus, dass 

wir die reine Expression der Substrate von tPA in Abhängigkeit von Neuroserpin un-

tersuchten. Ein direkter Rückschluss auf die funktionelle Aktivität kann damit nicht ge-

zogen werden. So ließe sich beispielsweise über eine zymographische Aktivitätsbe-

stimmung eine genauere Aussage darüber treffen, ob Neuroserpin die tPA-Aktivität in 

kortikalem Gewebe beeinflusst.  

 
Expression von PAI-1 in Abwesenheit von Neuroserpin 
Auch in der Bandenintensität und Expression von PAI-1 (45 kDa) lässt sich kein 

signifikanter Unterschied in den verschiedenen Entwicklungsstadien zwischen WT- 

und NSKO-Mäusen nachweisen. Somit zeigt sich keine kompensatorische Zunahme 

von PAI-1 in Abwesenheit von Neuroserpin. 

Diskussion:  Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um den kompensatorischen 

Effekt genauer zu untersuchen, da er nur durch einen konditionalen Knockout von 

Neuroserpin in einem späteren Entwicklungsstadium nachweisbar sein könnte.  In die-

sem Zusammenhang muss auch die kompensatorische Beteiligung anderer Serpine 

und Proteasen an diesen Prozessen in Betracht gezogen werden, die einen fehlenden 

Laminierungsdefekt begründen könnten. Neben PAI-1 kommt beispielsweise auch 

PN-1 (Protease Nexin-1) als mögliches Serpin in Betracht, den Funktionsverlust in 

Neuroserpin-defizienten Mäusen zu kompensieren. PN-1 ähnelt Neuroserpin und PAI-

1 in der Exon-Intron-Organisation und hat eine inhibitorische Funktion auf Plasmin und 

ihre Aktivatoren wie auch tPA (Galliciotti und Sonderegger 2006, Boulaftali et al. 2011). 

Weiterführend wäre also auch eine Untersuchung der PN-1-Expression in Abwesen-

heit von Neuroserpin interessant sowohl unter basalen als auch pathologischen Be-

dingungen. 
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3. Zusammenfassung 

Neuroserpin ist ein Serinproteaseinhibitor (Serpin), der die Aktivität von tPA im Zent-

ralnervensystem reguliert und im Hippocampus und Neokortex in hohen Mengen ex-

primiert wird. Obwohl seine Rolle bei der Bildung des Hippocampus bereits hervorge-

hoben wurde, ist die Funktion von Neuroserpin im Neokortex noch nie untersucht wor-

den. Um dies herauszufinden, führten wir zunächst eine detaillierte Analyse durch, um 

Neuroserpin-exprimierende Zellen mit Hilfe immunhistochemischer Marker von Pro-

jektions- und Interneuronen und Gliazellen im somatosensorischen Kortex von WT-

Mäusen in verschiedenen Entwicklungsstadien zu identifizieren. Um den Einfluss von 

Neuroserpin auf die kortikale Entwicklung zu untersuchen, verglichen wir die Laminie-

rung des SS-Kortex von WT- und NSKO-Mäusen mit Hilfe immunhistochemischer Mar-

ker. Außerdem untersuchten wir die Rolle von Neuroserpin bei der Prozessierung von 

Reelin, einem Protein, das die neuronale Migration und die kortikale Laminierung wäh-

rend der Entwicklung reguliert. Zu diesem Zweck analysierten wir mittels Western Blot 

die Expression und Spaltung von Reelin und von ADAMTS-4, einer Protease, die 

durch tPA aktiviert wird und bekanntermaßen Reelin spaltet. Schließlich analysierten 

wir die mögliche kompensatorische Hochregulierung eines anderen Serpins, PAI-1, in 

Abwesenheit von Neuroserpin. Pränatal konnte eine homogene und diffuse schwache 

Expression von Neuroserpin in der gesamten kortikalen Platte nachgewiesen werden. 

Postnatal hingegen wurde Neuroserpin spezifisch in hohen Konzentrationen in weni-

gen Projektionsneuronen und Interneuronen, nicht aber in Gliazellen exprimiert. In Ab-

wesenheit von Neuroserpin konnte in keinem Entwicklungsstadium ein Unterschied in 

der kortikalen Laminierung festgestellt werden. In Übereinstimmung damit wurde in 

kortikalen Extrakten zwischen WT- und NSKO-Mäusen kein Unterschied in der korti-

kalen Expression und Prozessierung von Reelin und ADAMTS-4 sowie keine Hochre-

gulierung der PAI-1-Expression festgestellt. Somit scheint Neuroserpin trotz seiner ho-

hen Expression weder für die normale Bildung des murinen Neokortex noch für die 

Spaltung von Reelin unter basalen Bedingungen unerlässlich zu sein. 
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4. Summary 

Neuroserpin is a serine protease inhibitor (serpin) regulating the activity of tPA in the 

central nervous system and is expressed at high levels in the hippocampus and neo-

cortex. Although its role in the formation of the hippocampus has been highlighted, the 

function of neuroserpin in the neocortex has never been investigated. To uncover this, 

we first performed a detailed analysis to identify neuroserpin-expressing cells using 

immunohistochemical markers of projection and interneurons and glial cells in the so-

matosensory cortex of WT mice at different developmental stages. Next, to investigate 

the influence of neuroserpin on cortical development, we compared lamination of the 

SS cortex in WT and NSKO mice using immunohistochemical markers. Furthermore, 

we investigated neuroserpin role in the processing of Reelin, a protein regulating neu-

ronal migration and cortical lamination during development. For this purpose, we ana-

lyzed by Western blot the expression and cleavage of Reelin and of ADAMTS-4, a 

protease activated by tPA and known to process Reelin. Last, we analyzed the possi-

ble compensatory upregulation of another serpin, PAI-1, in the absence of neuroserpin. 

Prenatally, a homogeneous and diffuse weak expression of neuroserpin could be de-

tected all over the cortical plate. Postnatally, however, neuroserpin was specifically 

found at high levels in few projection neurons and interneurons, but not in glial cells. 

In the absence of neuroserpin, no difference in cortical lamination could be detected 

at any developmental stage. Consistent with this, no difference in cortical expression 

and processing of Reelin and ADAMTS-4 was detected in cortical extracts between 

WT and NSKO mice, and no upregulation of PAI-1 expression was identified. Thus, 

despite its high expression, neuroserpin does not appear to be indispensable for nor-

mal formation of murine neocortex, nor for cleavage of Reelin under basal conditions. 
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5. Erklärung des Eigenanteils 
 

Die grundlegende Idee der Forschungsarbeit basiert auf Überlegungen in Bezug auf 

die Neuroserpin-Forschung von Prof. Dr. Markus Glatzel und Dr. Giovanna Galliciotti. 

Eine Promotionsskizze wurde zusammen mit Prof. Dr. Markus Glatzel und Dr. 

Giovanna Galliciotti erstellt und die Versuche mit Dr. Giovanna Galliciotti zusammen 

konzipiert. 

Zur erfolgreichen Durchführung der Experimente wurde ich im Labor insbesondere von 

Dr. Giovanna Galliciotti und Beata Szalay betreut. Das Töten der Mäuse und die Prä-

paration der Gehirne übernahm Dr. Giovanna Galliciotti. Die Genotypisierung mittels 

der Polymerasenkettenreaktion und DNA-Agarose-Elektrophorese wurde selbststän-

dig von mir durchgeführt. Ebenso eigenständig erfolgte die Datenerhebung, welche die 

Gewebeverarbeitung für die Immunhistochemie, Etablierung und Durchführung der 

Färbungen, Bilderanalyse und Bilderaufnahme am Konfokalmikroskop sowie die nach-

folgende Bilderauswertung über die Image J Software umfasste. Zudem wurde ebenso 

die Gewebeverarbeitung und Proteinanalyse mittels Gelelektrophorese und Western-

Blot eigenständig von mir durchgeführt. Die deskriptive und statistische Datenauswer-

tung erfolgte mit Unterstützung von Dr. Giovanna Galliciotti. Eine erneute korrigierende 

Quantifizierung erfolgte durch Dr. Matthias Dottermusch. Die Literaturrecherche, die 

graphische Darstellung der Ergebnisse und der zusammenfassende Erstentwurf mei-

nes Eigenanteils für das Manuskript führte ich ebenso selbstständig durch. Die Abfas-

sung der endgültigen Publikation erfolgte in Zusammenarbeit mit den Mitautoren. 

Für die Publikation erfolgte weiterführend auch eine Analyse der Reifung der 

neuronalen Zellen mittels Golgi-Cox-Färbung durch Rebecca Reumann. Die Analyse 

des perineuronalen Netzes mittels immunhistochemischer Färbung und Western-Blot 

von Aggrecan wurde von Katrin Schostak durchgeführt. Zuletzt erfolgte eine 

Untersuchung der Synaptosomen, die von Dr. Giovanna Galliciotti isoliert wurden. Die 

Elektronenmikroskopie hierfür wurden von Dr. Michaela Schweizer und die 

Massenspektrometrie von Hannah Voß und Prof. Dr. Hartmut Schlüter durchgeführt. 

Die supplementären Ergebnisse im Anhang der Publikation beinhalten außerdem die 

Analyse der Subplatte, die von Dr. Giovanna Galliciotti durchgeführt wurde, sowie die 

Co-Lokalisations-Analyse von tPA und Neuroserpin. Für den letzteren Versuch wurde 

die Maus von Sara Douceau und Dr. Denis Vivien generiert und die Schnitte durch Dr. 

Giovanna Galliciotti gefärbt.
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6. Abkürzungsverzeichnis 
 
°C   Grad Celsius 
μm   Mikrometer 
1W  Eine Woche 
13W  13 Wochen 
ADAMTS A disintegrin and metalloprotease with thrombospondin motifs 
APOER2  ApoE Receptor 2 
BSA  Bovine Serum Albumin 
CRZ  Cajal-Retzius-Zellen 
CTIP2  Chicken ovalbumin upstream promoter transcription factor-interacting 
  proteins 2 
CUX1  CUT-like homeobox 1   
Dab-1  Disabled-1 
DAPI  4',6-diamidino-2-phenylindole 
E  Embryonaltag 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
EZM  Extrazelluläre Matrix 
FENIB  Familial encephalopathy with neuroserpin inclusion bodies 
FL  Full length  
GABA  Gamma-aminobutyric acid 
GFAP  Glial fibrillary acidic protein 
H2O2  Wasserstoffperoxid 

HCl   Salzsäure 
HEK  Human Embryonic Kidney 
HeLa  Henrietta Lacks 
Iba-1   Ionized calcium-binding adapter molecule 1 
KA   Kainsäure 
kDa  Kilodalton 
KO  Knockout 
LTP   Langzeitpotenzierung 
MCAO Okklusion der mittleren zerebralen Arterie 
mNGF  Mature Nerve Growth Factor 
mRNA  Messenger ribonucleic acid 
MZ  Marginalzone 
n  Anzahl 
NGF  Nerve Growth Factor 
NMDA  N-Methyl-D-Aspartat 
NSKO  Neuroserpin-Knockout 
o.g.  Oben genannte(n) 
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Olig2   Oligodendrozyten-Transkriptionsfaktor 2 
P0  Erster Tag postnatal 
PAGE  Polyacrylamidgelelektrophorese 
PAI-1  Plasminogen activator inhibitor-1 
PARV  Parvalbumin 
PBS   Phosphat-gepufferte Salzlösung 
PN-1  Protease Nexin-1 
proNGF Pro Nerve Growth Factor 
R  Repeatstelle 
SD  Standardabweichung 
SDS  Sodium Dodecyl Sulfate 
Serpin  Serinprotease-Inhibitor 
shRNA Small hairpin RNA 
SOM  Somatostatin 
SS  Somatosensorisch 
SVZ  Subventrikuläre Zone 
TBR1  T-Box Brain Transcription Factor 1 
tPA  Tissue-type Plasminogen Activator 
u.a.  Unter anderem 
uPA  Urokinase-type Plasminogen Activator 
VLDLR Very Low Density Lipoprotein Receptor 
VZ  Ventrikulärzone 
WT  Wildtyp 
z.B.  Zum Beispiel 
ZNS  Zentrales Nervensystem
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