Aus dem Institut fir Biosynthese Neuraler Strukturen
des Zentrums fur Molekulare Neurobiologie Hamburg
des Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
Direktorin: Frau Prof. Dr. Melitta Schachner

Morphologische Untersuchungen des
Kleinhirns und des visuellen Kortex
Im Hinblick auf die Hauptzellpopulationen
In der erwachsenen CHL1-defizienten Maus

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin vorgelegt
von

Janina Effi Siering
aus Braunschweig

Hamburg, 2008



Angenommen vom Fachbereich Medizin
der Universitat Hamburg am: 05.06.2009

Veroffentlicht mit Genehmigung des Fachbereichs Medizin der
Universitat Hamburg

Prifungsausschuss, der/die VVorsitzende: Prof. Dr. M. Schachner

Prifungsausschuss: 2. Gutachter/in: PD Dr. A. Irintchev

Prufungsausschuss: 3. Gutachter/in: Prof. Dr. M. Glatzel



Inhaltsverzeichnis

1.

11
1.2
121
122
13
131
13.2
1.4

31

32

3.3

34
341
3.4.2
343
344
3.4.5
3.4.6

4.1
411
412

4.2

43
43.1
43.2

4.4
441
442

51
511
5.1.2
513
514
515

L N L o I N SRR 1
ZELLADHASIONSMOLEKULE ..ottt sttt bbbt bbb tas 1
DIE L1-FAMILIE: STRUKTUR, FUNKTION UND EXPRESSIONSMUSTER .......ccccotiiiiiiieineisiceieee s 2
L L ettt Rt Rt e Rt R et eR oA R e Rt SR e e SR e A e eR e Rt AR e Rt e e R et e R e e R e Rt R e Rt eeeRe et eRe e eRe e e teneneere et ene s 2
CHLL oottt ettt Rt R e e bR AR ARt ARt e R et R et R e Rt R e e b et et e R et re et ere e nrns 3
L1 UND CHLL KNOCKOUT-MAUSE.........ceoiiiiitiiteiesississiesesssse sttt bbbt bbb enes 5
L ettt et bR R R bR Rt E R £ R e E oA R Rt R e R e £ e R e £ e Re e koAt R e R e eR e R e e e R et ebe e ben e et re et ene s 5
[0 | OO 6
CHL1 UND L1 ASSOZIIERTE ERKRANKUNGEN IM MENSCHEN .......ccooiiiiiiiiiieireseseeesee s 9
GRUNDE UND ZIELE DER STUDIE .....coiiiiiiteiie ettt 11
MATERIAL UND METHODEN ...ttt ittt snae s 12
LI =2 =SOSR PO TP USROS 12
VORBEREITUNG DES GEWEBES FUR DIE SCHNITTE ....c..oiiiiiieieiiieie ettt 12
ANFERTIGUNG DER KRYOSTAT-SCHNITTE ...ttt ettt 13
STEREOLOGISCHE ANALYSEN VON IMMUNHISTOCHEMISCH IDENTIFIZIERTEN ZELLTYPEN ......cccovvvene 13
F AN 01100 ] o] SOOI 13
Immunhistochemische FArDUNGEN .........ccoiiiiiicc et 14
SEEre0logiSCNE ANAIYSEN ........iiiiii bbbttt bbb 15
MessuNg der SChICHTICKE ........c.oiii et 16
Fotografische DOKUMENTATION............oiiiieiiiee ettt sttt st e b e e see e e sre e 17
SEALISTISCNE ANAIYSEN......e ettt b et b e et et e st et e bttt e beebe et e s e ne et 17
ERGEBNISSE ... ..ot e et e et e e s e e taeeae e 18
KORTIKALE DICKE......ctiititieteetes ettt sttt b bbb 4t b bbbt b e st e bt b e b ek b bt s b e st se st e b et et eb et b st ene e 18
Kortikale Dicke des cerebellaren Kortex
Kortikale Dicke des VISUBIIEN KOITEX ........cciriiiiiieiriiiiieieresie ettt
IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNGEN.........coiiiiiiieiete sttt taes st saes s sttt as s es st 20
STEREOLOGISCHE ANALYSEN DES CEREBELLAREN KORTEX .....o.iiiiueteiiereeeisisseessesssseesssssessessensssssssessasssensen 22
Nervenzellen des CErDEITAIEN KOIEX ......cuiiiiiiieiceie ettt st ereane s 22
Gliazellen des CerehellAren KOMEX .........viieiriiiiiieirieesie ettt et 23
STEREOLOGISCHE ANALYSEN DES VISUELLEN KORTEX......coiiiiiiisicictinnieie s 24
Nervenzellen des VISUBTIEN KOITEX .......ciiiiiiiiiee et 24
Gliazellen des VISUBTTEN KOITEX.........ci ittt sttt et bt et neere e 25
DISKIUSSTON .ttt e e b e et e e b e e e be e aabe e s beeenbe e s beesnbeeans 26
CEREBELLARER KORTEX ...ccouitiiitieisisieesectie e sessies s seesses e sass s sess s s st st saas st sassses s s assss s sassaesses s ssassansansen 26
Kortikale Dicke des CerebellAren KOMEX ........couiieiiiieiiieieee sttt ettt reane s 26
Verlust VON PUFKINJEZEIIEN ........ooveiieiciecii ettt sbe st sb e e ne et 26
VErTUSE VON KBIMEIZEIIEN ......viiiiiciee bbbttt b e 28
Interneurone des cerebelldren Kortex in der CHL-/- MAUS .........cociiiiiiiiiiieiceneee e 30
Gliazellen des cerebelldren Kortex in der CHLL-/- MAUS ........ccociiiiiiiiiicnese e e 30



5.1.6  Funktionelle BEtraChtUNGEN .. ..ottt ettt b et ne e ne e 31

5.2 VISUELLER KORTEX ...ouucvttumiitueissseeesssessssssssssessssesssss s ssss s 5155855585855 34
521  Kortikale Dicke des VISUEITEN KOITEX ........cerviiiirieiriiiiisieesi et 34
5.2.2  Zellpopulationen des visuellen Kortex in der CHLL-/- MAUS.........ccccoviiierieisieii e 34

5.3 FAAZIT oottt s8££ 8 £ 8 R R RS 35

ZUSAMMENFASSUNG ... .ottt n e bt ne e e nreas 36
LITERATURVERZEICHNIS ... e 38
ANHANG ..ottt b b bR et e bR Rt ne e n e re e 45

8.1 TABELLE 1: PRIMARE ANTIKORPER, DIE IN DIESER STUDIE VERWENDET WURDEN........coovrvumierinnrinnens 45

8.2 ABKURZUNGSVERZEICHNIS .......oouvittaeiitneisssesesessess s sssss s ssss st ss 58158 46

8.3 DANKSAGUNG. ... ceeooeeetaeeesseesessseesssesessse st eees 8844880884488 8 8888888880808 49

8.4 LEBENSLAUF .....cooueetteeeesmeeesseseessseesessseesss s 2885888848282 8 8RR 85888588 50

8.5 EIDESSTATTLICHE VERSICHERUNG ........coiiiii e 51



EINLEITUNG -1-

1. EINLEITUNG

1.1 Zelladhasionsmolekule

Zelladhasionsmolekiile (auch CAMs fur ,cell adhesion molecules”) sind integrale
Membranproteine mit vielen bedeutenden Funktionen im sich entwickelnden und adulten
Nervensystem. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Migration und dem Uberleben von
Neuronen, dem Auswachsen und der Bindelung von Neuriten, sowie der Konsolidierung von
Synapsen und ihrer Plastizitdt. Nur durch diese Prozesse kann sich das Gehirn zu einem
komplex arbeitenden System entwickeln und auch noch im adulten Zustand seine Aufgaben
flexibel und anpassungsféahig erfullen. Stérungen in diesen Prozessen fiihren zu verschiedensten

Erkrankungen bei Menschen und Tieren.

Zelladhasionsmolekile werden in drei groRe Gruppen eingeteilt: die Integrine, die Cadherine

und die Immunglobulin-Superfamilie (IgSF).

Uber ihre extrazellulare Doméane kénnen die Zelladhasionsmolekiile sowohl homo- als auch
heterophile Verbindungen mit anderen Zellen eingehen. Durch diese Kontakte l6sen sie
bestimmte Signalkaskaden aus, die bestimmte Prozesse zur Folge haben, wie axonales
Wachstum und Migration. Nur die Integrine gehen auch Kontakte zu Proteinen der

extrazellularen Matrix ein.

Die Zelladhasionsmolekiile, welche fiir die Entwicklung und Funktionen des Gehirns die grofite
Bedeutung haben, gehoren zu der I1gSF. Als gemeinsames charakteristisches Merkmal weisen
sie mindestens eine Immunglobulin (lg)-verwandte Doméne auf, die calciumunabhangig homo-
und heterophile Interaktionen eingehen kann. Durch externe Proteasen ist die Freisetzung dieser
Doméne als l6sliche Form mdglich. Die Zelladhasionsmolekiile der IgSF zeigen alle ein
charakteristisches zeitliches, gebietsspezifisches und zellspezifisches Expressionsmuster (Holm
et al. 1996, siehe Reviews: Rathjen und Jessell, 1991; Schachner et al., 1991; Rutishauser et al.,
1993).

Die IgSF lasst sich in drei Untergruppen einteilen, abhangig von der Anzahl an lg-verwandten
Domanen, dem Vorhandensein und der Anzahl von Fibronektin-Typ-Il1-verwandten (FN-III)
Domaénen und der Art der Verankerung in der Zellmembran (Cunningham et al., 1995;
Brimmendorf und Rathjen, 1993). Das NCAM (,,neural cell adhesion molecule*), L1 und
CHL1 (,,close homologue of L1“) sind Mitglieder der Untergruppe 2 und zeichnen sich durch

charakteristische 1g-verwandte Domdnen und eine bestimmte Anzahl an FN-I111-Doménen aus.
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1.2 Die L1-Familie: Struktur, Funktion und
Expressionsmuster

Die ,klassische” L1-Familie bei Wirbeltieren besteht aus vier Mitgliedern: L1, CHLI,
Neurofascin und NrCAM (auch ,,NgCAM-related cell adhesion molecule* genannt). Sie sind
durch folgende gemeinsame Strukturmerkmale gekennzeichnet: sechs N-terminale Ig-Domanen,
vier bis funf FN-III-Doménen, eine Transmembrandomane sowie eine stark konservierte C-
terminale intrazellulire Region, die durch den Zytoskelettadaptor Ankyrin an das Aktin bindet
(Briimmendorf und Rathjen, 1994; Holm et al., 1996; Buhusi et al., 2003).

Die Mitglieder der L1-Familie werden erst relativ spat wahrend der Entwicklung exprimiert. Zu
diesem Zeitpunkt ist die neuronale Differenzierung schon fortgeschritten und die ersten Axone
beginnen auszuwachsen (Hillenbrand et al., 1999). Jedes Mitglied kann das Auswachsen von
Neuriten stark fordern. Da sie jedoch unterschiedliche Expressionsmuster aufweisen, vermutet
man verschiedene Einflisse auf die Art des Auswachsens und die Wegfindung der Axone. Auch
auf andere Mechanismen, wie synaptische Plastizitat, Faszikulierung von Axonen und
neuronale Migration, scheinen die Mitglieder der L1-Familie ganz spezifische Auswirkungen zu
haben. Des Weitern ist bekannt, dass eine Neuronengruppe verschiedene Mitglieder gleichzeitig

oder nur einen speziellen Typus der L1-Familie exprimieren kann.

121 L1

L1 wurde als erstes von den Mitgliedern der L1-Familie entdeckt (Rathjen und Schachner,
1984). Der grundlegende Aufbau von den Familienmitgliedern ist bereits oben beschrieben. Als
Charakteristikum weist L1 funf FN-I1I-Doménen auf. Die extrazellulire Domane kann
homophile als auch heterophile Interaktionen mit anderen 1g-Zelladhédsionsmolekiilen (Grumet
und Sakurai, 1996), Integrinen (Montgomery et al., 1996) und Tyrosinphosphatasen-Rezeptoren
eingehen (Friedlander et al., 1994), wahrend die intrazelluldre Doméne signalvermittelnd und

regulatorisch wirkt.

L1 ist nicht nur im zentralen und peripheren Nervensystem vorhanden, sondern wird auch in
einigen nicht-neuralen Geweben exprimiert, wie dem Kryptenepithel des Darms (Thor et al.,
1987), dem Nierenepithel (Nolte et al., 1999), sowie in T- und B-Lymphozyten (Ebeling et al.,
1996). Die Expression von L1 beginnt wahrend der frilhen neuronalen Entwicklung und nimmt
im Gegensatz zu CHL1 im Laufe der postnatalen Entwicklung der Maus nicht ab (Hillenbrand
et al., 1999). Stress- und Lernmodelle zeigten, dass L1 im adulten Gehirn in komplexe
Steuerungsmechanismen von Glukokortikoiden eingebunden ist (Venero et al., 2004; Merino et
al., 2000; Sandie et al., 2001).
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L1 hat fiir folgende Prozesse eine wichtige funktionelle Bedeutung: Wachstum und Bindelung
von Axonen (Fischer et al., 1986; Cervello et al., 1991), synaptische Plastizitat (Luthl et al.,
1994), Myelinisierung (Wood et al., 1990), Migration und Uberleben von Neuronen (Lindner et
al., 1983; Chen et al., 1999) sowie axonale Wegfindung (Brummendorf et al., 1998).

122 CHL1

CHL1 wurde zuféllig entdeckt. Als mit einem polyklonalen Antikdrpern gegen L1 nach L1-
cDNA-KIlonen gesucht wurde, konnte ein Klon isoliert werden, der nur eine partielle L1-cDNA-
Sequenz enthielt (Tacke et al., 1987). Diese cDNA-Sequenz hatte eine Homologie zu L1 von
34%. In weiteren Analysen liel sich feststellen, dass es sich hierbei um ein neues Protein
handelt, das aus 1209 Aminosduren zusammengesetzt ist und eine molekulare Masse von
134.9 kDa aufweist (Holm et al., 1996). Aufgrund der Homologie zu L1 nannte man das Protein
,»close homologue of L1* (CHL1).

Der grundlegende Aufbau von CHL1 entspricht dem der anderen Mitglieder der L1-Familie
(siehe oben), wobei 60% der extrazellularen und 40% der intrazelluldren Aminosaurensequenz
identisch mit der des L1-Molekadils sind. Als Besonderheit enthalt es 4,5 FN-111-Domanen.

In Aggregationsversuchen mit CHL1 transfizierten Zellen lieBen sich keine homophilen
Interaktionen oder heterophilen Interaktionen mit L1-Molekilen beobachten (Hillenbrand et al.,
1999). Allerdings wurden in einer aktuellen Studie homophile Interaktionen von CHL1-

Molekilen in vitro festgestellt (Jakovcevski et al., 2007)

CHL1 =zeigt ein interessantes Expressionsmuster. In Mausen kann es frihestens am
13. embryonalen Tag nachgewiesen werden, etwa zur gleichen Zeit, wenn die ersten Axone
auszuwachsen beginnen. Die CHL1-Expression erreicht ihren Hoéchststand zwischen dem
18. embryonalen Tag und dem siebten postnatalen Tag und nimmt dann langsam im adulten
Gehirn ab (Hillenbrand et al., 1999). Wahrend der embryonalen Entwicklung wird CHL1 in
einem anwachsenden rostro-caudalen Gradienten im cerebralen Kortex der Maus exprimiert. Es
ist in allen neokortikalen Schichten vorhanden, wobei die ausgepragteste Expression in der
flinften Schicht mit einem Maximum Uber dem visuellen Kortex zu finden ist (Liu et al., 2000;
Demyanenko et al., 2004). Die CHL1-Expression konnte bisher nur auf neuralem Gewebe
nachgewiesen werden und scheint dabei nicht so weit verbreitet zu sein wie die Expression des
L1-Molekiils (Hillenbrand et al., 1999; Holm et al., 1996). CHL1 ist zwar in fast allen Regionen
des adulten Gehirns vorhanden, jedoch wird es meistens nur von bestimmten
Neuronenuntergruppen auf einem hohen Niveau exprimiert (Montag-Sallaz et al., 2002). Es

befindet sich zum Beispiel auf einigen pyramidalen Neuronen und Interneuronen im
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Hippocampus, sowie auf Motoneuronen und nicht-myelinisierten Schwannzellen (Hillenbrand
et al., 1999; Nikonenko et al., 2006). Im Unterschied zu L1 wird CHL1 auch von einigen
Untergruppen reifer Astrozyten und von den Vorlauferzellen der Oligodendrozyten exprimiert
(Holm et al., 1996; Hillenbrand et al., 1999).

Im Kleinhirn wird CHL1 nicht nur wéhrend der embryonalen Entwicklung exprimiert, sondern
auch auf relativ hohem Niveau in der postnatalen Entwicklung und im Erwachsenenalter. Durch
In-situ-Hybridisierung lieR sich die Expression von CHL1-mRNA in Stern- und Korbzellen,
sowie Golgi-Interneuronen und Kdérnerzellen der inneren Kdrnerzellschicht nachweisen (Holm
et al., 1996; Nikonenko et al., 2006; Jakovcevski et al., 2008). Mit immunhistochemischen
Farbemethoden fand man CHL1 am weitesten verbreitet in der Molekularschicht und konnte es
in dieser Region insbesondere den Parallelfasern zuordnen (Nikonenko et al., 2006;
Jakovcevski et al., 2008). Hingegen scheinen die Purkinjezellen in keiner Phase der
Kleinhirnentwicklung CHL1 zu exprimieren. Die Bergmann-Gliazellen exprimieren nur auf
ihren radialen Fortsédtzen, die in Richtung der externen Kornerzellschicht weisen, CHL1 und
nicht auf ihren Somata (Jakovcevski et al., 2008). AuBerhalb des cerebelldaren Kortex wird
CHL1 von den Neuronen der tiefen Kleinhirnkerne exprimiert (Holm et al., 1996). Aufgrund
dieses Expressionsmusters wird spekuliert, dass CHL1 wichtig ist fur die normale Entwicklung
des Kleinhirns. Allerdings lieBen sich bisher keine sichtbaren histologischen Abnormalitaten
oder motorische Behinderungen bei den CHL1-/- Méusen feststellen (Holm et al., 1996;
Morellini et al., 2006).

Die funktionellen Eigenschaften von CHLL1 sind noch nicht so ausfiihrlich erforscht wie die des
L1-Molekils. Durch heterophile Bindungen férdert CHL1 das Auswachsen von Neuriten in
vitro bei hippocampalen und cerebellaren Neuronen (Hillenbrand et al., 1999; Chen et al.,
1999). AuRerdem kann es das Uberleben von Neuronen in vitro unterstiitzen (Chen et al., 1999;
Hillenbrand et al., 1999; Jakovcevski et al., 2008) und férdert als Co-Rezeptor von Integrinen
die haptotaktische Zellmigration zu extrazelluldaren Matrixproteinen (Holm et al., 1996;
Hillenbrand et al., 1999; Buhusi et al., 2003) Des Weiteren wurde festgestellt, dass CHL1 unter
anderem die Bildung von inhibitorischen Synapsen im Hippocampus beeinflusst (Nikonenko
etal., 2006), gebietsspezifisch die Positionierung von Pyramidenzellen im Neokortex
mitreguliert (Demyanenko et al., 2004) und im Zusammenspiel mit dem Semaphorin 3A
Rezeptor, Neuropilin 1, fur die Wegleitung von entstehenden thalamocorticalen
Projectionsbahnen mitverantwortlich ist (Wright et al., 2007) (siehe Kapitel 1.3.2).

Das Expressionsmuster und die funktionellen Eigenschaften von CHL1, sowie die
Beobachtungen an CHL1-Knockout-Mausen (CHL1-/- Méuse) (siehe Kapitel 1.3.2) und der
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wahrscheinliche Zusammenhang von Mutationen des CHL1-Gens mit bestimmten
neuropsychiatrischen Erkrankungen (siehe Kapitel 1.4), deuten auf eine wichtige Rolle des
CHL1-Molekuls bei der Gehirnentwicklung hin.

Ebenfalls spielt CHL1 eine bedeutende Rolle im verletzten Nervengewebe. In einer Studie
wurde nach Quetschungsverletzungen an bestimmten Nerven eine auffallige Hochregulation der
CHL1-Expression in Schwannzellen und sensorischen Neuronen beobachtet (Zhang et al.,
2000). Auch einige adulte Neurone des ZNS (aus Hirnstamm, Cerebellum und Thalamus)
steigern ihre CHL1-Expression, wenn ein peripherer Nerv in die Umgebung transplantiert wird
und somit ihre Axone zum Auswachsen anregt (Chaisuksunt et al., 2000 ab.).
Uberraschenderweise zeigt eine erst kirzlich durchgefilhrte Studie, dass sich die
CHLZ1-/- Méuse nach Kompression des Rickenmarks besser funktionell erholen als die
Wildtypmause. In Wildtypmausen wird die Genesung durch die verstarkte CHL1-Expression in
GFAP-positiven Astrozyten, die zur Narbenbildung anregt, unterdriickt. (Jakovcevski et al.,
2007).

1.3 L1 und CHL1 Knockout-Mause

Um einen weiteren Einblick in die Funktionen der Molekile L1 und CHL1 zu bekommen,
wurden L1- und CHL1-Knockout-M4ause geziichtet. Mit diesen M&usen kdnnen nicht nur die
einzelnen biologischen Mechanismen der Molekiile besser verstanden werden, sondern es wird

mit ihnen auch ein geeignetes Modell fiir entsprechende menschliche Gendefekte geschaffen.

131 L1

Der Phanotyp zweier unabhéngigen Zichtungen von L1-Knockout-Mausen (L1-/- Mdausen)
wurde von drei verschiedenen Forschergruppen analysiert (Cohen et al., 1998; Dahme et al.,
1997; Fransen et al., 1998) Die Veranderungen in den Mutanten stimmen zum groRen Teil mit

den pathologischen Charakteristika der L1-Erkrankung beim Menschen Uberein.

In den L1-/- Mé&usen ist die grundlegende Morphologie der meisten Hirnregionen unverandert.
Die Maduse sind jedoch Kkleiner, meistens unfruchtbar und in ihrer Lebensfahigkeit
beeintrachtigt. Auffallig sind die vergroRerten Ventrikel (Fransen et al., 1998) und die
drastischen Malformationen des kortikospinalen Traktes (Cohen et al., 1998). Des Weiteren
haben die L1-/- Mduse weniger Kraft in den Hinterbeinen (Dahme et al., 1997), zeigen Defizite
im rdumlichen Gedéchtnis (Fransen et al., 1998) und reagieren weniger empfindlich auf

Hitzereize (Thelin et al., 2003). Elektrophysiologische Studien an inhibitorischen
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hippocampalen Neuronen zeigten eine normale LTP (Bliss et al., 2000), aber eine veranderte
GABAerge Transmission bei L1-/- Mausen (Saghatelyan et al., 2004).

Im motorischen, somatosensorischen und visuellen Kortex der L1-/- Maus stellen sich die
apikalen Dendriten der flnften kortikalen Schicht in einem wellenférmigen, kiirzeren Verlauf
dar und erreichen nicht die erste kortikale Schicht. Der Hippocampus ist kleiner und enthélt
weniger Pyramiden- und Kornerzellen. Auch der Corpus callosum ist in seiner Grof3e reduziert,
da viele callosale Axone nicht tber die Mittellinie kreuzen (Demyanenko et al., 1999). Diese
Beobachtungen bestétigen die wichtige Bedeutung des L1-Molekils bei Prozessen wie der

axonalen Wegfindung, sowie dem Uberleben und der Migration von Nervenzellen.

Wéhrend eines Versuches mit cerebelldren Neuronen aus L1-/- Mé&usen lie} sich auf einem
L1-Trégermaterial ein geringeres Auswachsen von Neuriten in vitro beobachten. Dieses
Ergebnis zeigt, dass normalerweise L1 durch homophile Interaktionen das Auswachsen von
Neuriten fordert (Dahme et al., 1997).

In L1-/- Mé&usen stellt sich der cerebelldre Vermis hypoplastisch dar. Vermutlich spielt L1 eine
wichtige Rolle bei der Migration und Lenkung von Nervenzellen wéhrend der Entwicklung des
Vermis (Fransen et al., 1998). Die Zytoarchitektur des cerebelldren Kortex ist jedoch

unverdndert (Dahme et al., 1997; Fransen et al., 1998).

Weitere Untersuchungen stellten eine reduzierte Prepuls-Inhibition (PPI; siehe auch Kapitel
1.3.2) bei L1-/- Mdusen fest und bestatigten sie damit als ein geeignetes Modell flr bestimmte
neuropsychiatrische Erkrankungen, bei denen die Eingangskontrolle lber sensorische Signale

eingeschrénkt ist (Irintchev et al., 2004).

1.3.2 CHL1

Bei CHL1-/- Mdausen ist die grundlegende Morphologie der meisten Gehirnregionen, wie
Thalamus, Kleinhirn, Hauptfasertrakte und Retina, unveréndert. Zudem sind die
CHL1-/- Mé&use fruchtbar, haben eine normale Lebenserwartung und zeigen keine
offensichtlichen  Einschrankungen in ihren sensorischen Funktionen, Reflexen und

grobmotorischen Fahigkeiten (Montag-Sallaz et al., 2002).

Bis jetzt sind folgende Abnormalitaten durch die Entfernung des CHL1-Gens festgestellt
worden: Im Hippocampus weisen die Bahnen der Moosfasern innerhalb der CA3-Region
(Cornu  Ammonis) einen abnormen Verlauf auf. Verdnderungen dieser neuronalen
Verschaltungen konnten die Verarbeitung von raumlichen Informationen beeintrachtigen und

damit das abweichende Erkundungsverhalten der CHL1-/- Mause erklaren (Montag-Sallaz
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etal., 2002). Auch die Axone im Riechkolben zeigen abnorme Verlaufe und Verbindungen
(Montag-Sallaz et al., 2002).

Grobmorphologisch ist bei CHL1-/- Méusen nur eine VergrofRerung der Ventrikel auffallig
(Montag-Sallaz et al., 2002).

Eine aktuelle Studie zeigt, dass auch die thalamokortikalen Projektionsbahnen in
CHLZ1-/- Mausen abnorm verlaufen. Die somatosensorischen Axone, die normalerweise vom
Thalamus zum ventralen Telencephalon verlaufen, sind in den CHL1-/- Mdusen zum visuellen
Kortex gerichtet. Dieses Phédnomen ist auch bei Knockout-Mé&usen vorzufinden, denen der
Semaphorin 3A-Rezeptor (Sema3A) Neuropilin 1 (Npn 1) fehlt, und l&sst daher auf eine
Zusammenspiel von Npn 1 und CHL1 schlieRen. Die Axone werden vermutlich fehlgeleitet,
weil sie in den Knockout-Mdausen auf bestimmte Signalstoffe, wie Sema3A, im ventralen
Telencephalon nicht mehr ausreichend reagieren. Diese Signalstoffe 16sen normalerweise Reize
aus, durch die die Axone zu ihrem Bestimmungsort hingelenkt werden. CHL1 scheint also die
Ansprechbarkeit der Axone auf bestimmte lenkende Signalstoffe zu beeinflussen und ist im
Zusammenspiel mit Neuropilin 1 bedeutend fiir eine korrekte Wegleitung der sich

entwickelnden thalamokortikalen Projektionsbahnen (Wright et al., 2007)

Im Riechkolben, Kortex, Hippocampus und Corpus amygdaloideum von CHL1-/- Méausen lasst
sich eine signifikante Hochregulation des Molekils NCAM180 beobachten, wobei die
Expression anderer Zelladhdsionsmolekiile unveréndert bleibt. Dieses Phanomen kénnte als
Kompensationsmechanismus auf den CHL1-Mangel gedeutet werden und lasst ahnliche
Funktionen der Molekiile CHL1 und NCAM vermuten (Montag-Sallaz et al., 2002).

In einer weiteren Studie wurde bei CHL1-/- Mausen eine abnorme Verteilung von
Pyramidenzellen in den neokortikalen Schichten festgestellt (Demyanenko et al., 2004). Am
auffalligsten sind die Veranderungen im sekundéren visuellen Kortex, einer Region, in der
CHL1 auf héchstem Level wahrend der embryonalen Entwicklung exprimiert wird. Viele
Pyramidenzellen sind von der flinften in die vierte kortikale Schicht verschoben und zeigen
abnorm orientierte apikale Dendriten, die seitenverkehrt gebaut sind oder in die umgekehrte
Richtung zur ventrikuldren Zone weisen. Im somatosensorischen Kortex weisen die apikalen
Dendriten eine wellige Form auf, die Pyramidenzellen sind jedoch nicht verschoben. In
Regionen sehr geringer CHL1-Expression, wie dem motorischen Kortex, sind keine veranderten
oder verschobenen Pyramidenzellen zu finden. Moglicherweise stehen diese Abnormalitaten im
Zusammenhang mit einer verlangsamten Migration der neuronalen Vorlduferzellen, die fur die
funfte und sechste kortikale Schicht bestimmt sind. Die Migrationsgeschwindigkeit von

CHL1-defizienten Neuronen ist um % reduziert im Vergleich zu Neuronen der Wildtypmaus.
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Aufgrund der verzdgerten Migration sammeln sich die Neurone in der intermedidren und
ventrikuldren Zone an. Wahrscheinlich sind diese fehlerhaften Vorgénge auf eine verminderte

Adhasionsfahigkeit der Neurone an die Radialglia zuriickzufiihren (Demyanenko et al., 2004).

In einer Studie an drei Wochen alten CHL1+/+ und CHL1-/- Mausen wurde festgestellt, dass
CHL1 die Regulation von inhibitorischen Synapsen und Anzahl von Interneuronen beeinflusst.
Bei CHL1-/- Mé&usen ist die LTP in den exitatorischen CA3-CA1-Synapsen reduziert, da eine
verstarkte Hemmung durch perisomatisch projizierende Interneuronen stattfindet. Die reduzierte
LTP kann durch einen GABA-Antagonisten wieder normalisiert werden (Nikonenko et al.,
2006). Diese Beobachtungen stehen im Gegensatz zu der geringeren Hemmung in L1-/- M&usen
und lassen auf unterschiedliche Funktionen dieser beiden Molekile schlieBen. Bei
CHLZ1-/- Mé&usen in einem Alter von zwei bis drei Monaten hat sich jedoch die LTP in den
CA3-CAL1-Synapsen wieder normalisiert. Scheinbar wird im Laufe der postnatalen Entwicklung
die beschleunigte Reifung des GABAergen Systems gebremst oder andere
Kompensationsmechanismen  reduzieren die perisomatische Hemmung auf CAl-

Pyramidenzellen (Morellini et al., 2006).

Erst kiarzlich stellte sich heraus, dass die ,,prepulse inhibition”“ (PPI) bei CHL1-/- Mdusen
beeintrachtigt ist (Irintchev et al., 2004). Die PPI von akustischen Schreckreaktionen gilt als ein
MaR fiir die Fahigkeit, sensorische Einganssignale kontrollieren zu konnen (van den Buuse et
al., 2003). Da diese Fahigkeit auch bei einigen neuropsychiatrischen Erkrankungen, wie zum
Beispiel Schizophrenie, gestort ist, kdnnen CHL1-/- Mduse als geeignete Modelle in der
neuropsychiatrischen Forschung dienen. Daher wurden in weiteren Versuchen CHL1-/- Mause
nach Verhaltensauffélligkeiten untersucht, die auch bei Patienten mit bestimmten
psychiatrischen Erkrankungen zu beobachten sind. Mehrere Studien konnten Ubereinstimmend
keine Verdnderungen im Angstverhalten feststellen (Montag-Sallaz et al., 2002; Pratte et al.,
2003; Frints et al., 2003; Morellini et al., 2006). Auch die kognitiven, motorischen und
olfaktorischen F&higkeiten sind in CHL1-/- Mdusen weitestgehend normal (Morellini et al.,
2006). Am auffalligsten ist bei CHL1-/- Mausen die reduzierte Reaktionsfreudigkeit auf
neuartige Umweltreize und die verzdgerte Erwiderung von sozialen Reizen, wie Markierungen
eines Wohnareals durch Urin oder Eindringen eines Gebietsfremden. Ebenfalls verandert sind
die sozialen Praferenzen, da die CHL1-/- Mause geringeres Interesse an fremdartigen
Artgenossen zeigen als die CHL1 +/+ Mause (Morellini et al., 2006). Vermutlich wird dieses
Verhalten durch eine geringere Aufmerksamkeit oder eingeschrénkte Fahigkeit verursacht,
auBere Reize angemessen zu selektieren und verarbeiten zu konnen. Als mdgliche Erklarung

betrachtet man die erhdhte basale synaptische Aktivitat in den Projektionen des entorhinalen
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Cortex zum Gyrus Dentatus, im sogenannten ,,Perforant Pathway*“, in zwei bis drei Monate
alten CHL1-/- Mausen. Diese Bahnen sind wichtig fir die Verarbeitung von Kkortikalen
Informationen und eine erhdéhte basale Aktivitat verhindert mdglicherweise die isolierte
Wahrnehmung wichtiger Informationen vom Kortex. Wenn diese Informationen nicht selektiert
werden konnen, sind die Mé&use nicht in der Lage adaquat auf externe Reize zu reagieren
(Morellini et al., 2006).

In einer vorausgehenden Studie, in der CHL1-/- Mause mit Gebietsfremden konfrontiert
wurden, beschrieben die Forscher das Verhalten der Mutanten als weniger aggressiv und
kontaktfreudiger (Frints et al., 2003). Dieses kontaktfreudigere Verhalten steht jedoch im
Gegensatz zu den oben beschriebenen spéteren Versuchen, in denen sich ein geringeres

Interesse an fremdartigen Artgenossen feststellen lieR (Morellini et al., 2006).

Bereits in einer friheren Studie konnte im ,,Open-Field-Test” beobachtet werden, dass sich die
CHL1-/- Mduse langer im Zentrum des Testfeldes aufhielten. Dieses Phdnomen wurde von den
Forschern als ein verdndertes Erkundungsverhalten beschrieben (Montag-Sallaz et al., 2002),
welches in Ubereinstimmung stent mit den Beobachtungen aus der aktuellen Studie von

Morellini (s.0.) und mdglicherweise durch sie erklart werden kann.

1.4 CHL1 und L1 assoziierte Erkrankungen im Menschen

Im Menschen werden die Zelladhdsionsmolekile CHL1 und L1 in Zusammenhang gebracht mit

Intelligenz und Kognition.

Mentale Retardierung ist ein Hauptsymptom der L1-Erkrankung, die durch Mutationen im
L1-Gen auf dem X-Chromosom hervorgerufen wird (Weller et al., 2001). Die L1-Erkrankung
ist sehr komplex und verursacht unter anderem Spastizitat, Corpus Callosum Agenesie und
optische Atrophie (Kenwrick et al., 2000).

Auch flr das 3p-Syndrom ist mentale Retardierung charakteristisch. Bei dieser Erkrankung fehlt
ein Teil des kurzen Armes von Chromosom 3. Da sich das CHL1-Gen auf dem Chromosom
3p26.1 befindet, ist es bei Patienten mit dem 3p-Syndrom nicht mehr vorhanden. Von dem
Verlust sind allerdings mehrere Gene betroffen, wodurch ein komplexes Krankheitsbild
entsteht. Vermutlich wird die mentale Retardierung neben der Deletion der Gene CNTN4 und
CRBN auch durch die Deletion des CHL1-Gens mitverursacht (Angeloni et al., 1999; Higgins
et al., 2000; Frints et al., 2003; Dijkhuizen et al., 2006) Weitere Symptome der Erkrankten sind

unter anderem eine verzdgerte sprachliche und motorische Entwicklung.
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Mdglicherweise spielt CHL1 auch eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Schizophrenie.
Japanischer Forscher entdeckten im CHL1-Gen von schizophrenen Patienten einen
»missense“-Polymorphismus (Leul7Phe) (Sakurai et al., 2002), der durch weitere Studien
bestatigt wurde (Chen et al., 2004). Verhaltensstudien an CHL1-/- Maéusen deckten
Auffélligkeiten auf, die mit den Symptomen von schizophrenen Patienten Ubereinstimmen, wie
zum Beispiel Defizite in der Aufmerksamkeit oder eine reduzierte Erwiderung von sozialen
Reizen, die bei schizophrenen Patienten vor allem wéahrend der Negativsymptomatik ausgeprégt
sind (Morellini et al., 2006).
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2. GRUNDE UND ZIELE DER STUDIE

CHL1 ist wichtig fur die korrekte embryonale und postnatale Entwicklung vieler
Gehirnregionen und spielt vermutlich eine bedeutende Rolle bei der Entstehung von
neuropsychiatrischen Erkrankungen. Bei CHL1-/- Mausen konnten bereits vielfaltige
morphologische Veranderungen einiger Gehirnregionen ausfindig gemacht werden. Zudem hat

sich ein auffalliges Verhalten fir die Mutanten als charakteristisch erwiesen.

Um den Einblick in die Bedeutung des CHL1-Molekils zu vertiefen, sollen in dieser Arbeit
weitere Gehirnregionen von CHL1-/- Méusen analysiert werden: das Kleinhirn und der visuelle

Kortex.

Das Kleinhirn stellt hierbei eine besonders interessante Region dar. Die Funktionsweise dieser
Gehirnregion ist zum Teil noch unbekannt. In letzter Zeit sammeln sich immer mehr Beweise
flr einen Einfluss des Kleinhirns nicht nur auf die Motorik, sondern auch auf die Verarbeitung
von sensorischen, kognitiven und emotionalen Informationen. Daher kdnnte es bei fehlerhafter
Entwicklung mit der Entstehung von neuropsychiatrischen Erkrankungen im Zusammenhang
stehen. Das Molekil CHL1 wird im Kleinhirn auch wahrend der postnatalen Entwicklung auf
einem relativ hohen Level und in einem charakteristischen Muster exprimiert. Fraglich ist bisher

die genaue Rolle des Molekils fur diese Gehirnregion.

Auch fur den visuellen Kortex scheint CHL1 von besonderer Bedeutung zu sein. Eine
vorausgehende Studie zeigt, dass das CHLI1-Expressionsmuster wahrend der embryonalen
Entwicklung von Mausen einen ansteigenden rostro-caudalen Gradienten aufweist, wobei die
hochste Expressionsrate (ber dem visuellen Kortex liegt. In CHL1-/- Mé&usen sind die

Pyramidenzellen dieser Region verschoben und weisen abnorm orientierte Dendriten auf.

In Anbetracht dieser Ergebnisse stellt sich die Frage nach weiteren Auswirkungen des

CHL1-Molekiils auf diese Gehirnregionen.
Das Ziel dieser Studie ist es herauszufinden, ob in zwei Monate alten Mausen:

1. die CHL1 Ablation eine Veranderung der kortikalen Dicke im Kleinhirn und visuellen

Kortex verursacht;

2. die GroRe der Hauptzellpopulationen im Kleinhirn und visuellen Kortex durch die

Abwesenheit von CHL1 verdndert ist
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Tiere

In dieser Studie wurden sechs Wildtypméuse (CHL1+/+ Ma&use) und sechs CHL1-defiziente
Mause (CHL1-/- Mduse) in einem Alter von 2 Monaten untersucht. Die CHL1-defizienten
Tiere stammten von einem heterozygoten Zuchtpédrchen ab (gemischt C57BL/6J x 129la
genetischer Hintergrund, funf Rilckkreuzungen zu C57BL/6J) und wurden in der SPF
(spezifisch pathogenfreien Einrichtung) des Universitatsklinikums Hamburg geziichtet. Die
Tiere wurden in Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz behandelt. Die
Analysen wurden bezuglich des Genotyps blind durchgefiihrt. Die Ausfiihrung der unten

beschriebenen technischen Verfahren fand in Ubereinstimmung mit Irintchev et al. (2005) statt.

3.2 Vorbereitung des Gewebes fir die Schnitte

Die Mdause wurden gewogen und mit einer Pentobarbital-Natrium-Losung (16%) andsthesiert
(Narcoren, Merial, Hallbergmoos, 5ml g* Koérpergewicht, i.p.). Nach Wirkungseintritt des
Betdubungsmittels wurden die Tiere transkardiell mit einer physiologischen Kochsalzldsung fir
60 Sekunden perfundiert. AnschlieBend wurden sie auf die gleiche Weise mit einer
Fixationslosung (4% Formaldehyd und 0,1% CaCl, in 0.1M Cacodylatepuffer, pH 7,3) fir
15 Minuten bei Raumtemperatur (RT) perfundiert. Vor der Entnahme wurden die Gehirne bei
RT fur 2 Stunden in situ belassen, um mdgliche Fixationsartefakte zu vermeiden. AnschlieRend
fand (ber Nacht eine Nachfixierung mit einer Dauer von 18-20 Stunden bei 4°C in der
Formaldehydldsung statt, gefolgt von einer Trankung der Gehirne fir zwei Tage in einer 15%
Saccharose in 0,1M Kakodylat-Puffer (pH 7,3) bei 4°C.

Die fixierten Gehirne wurden vorsichtig unter einem Stereomikroskop untersucht, wobei Haare,
Reste der Dura mater und andere Gewebertickstdnde mit einer feinen Pinzette entfernt wurden.
Nach der Séauberung wurden die Gehirne in eine Mausegehirnmatrix (World Precision
Instruments, Berlin) gelegt und das caudale Ende auf einer klar definierten Hohe (1 mm von der
caudalsten Kerbe der Matrix entfernt) abgetrennt. Schlielich wurden die Gehirne eingefroren,
indem sie im Kryostat fir zwei Minuten in vorgekihltes (-30°C) 2-Methyl-Butan (Isopentan)
getaucht wurden. Bis zur Herstellung der Schnitte wurden die Gehirne in flussigem Stickstoff

gelagert.
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3.3 Anfertigung der Kryostat-Schnitte

Fur die Schnittanfertigung wurde das caudale Ende der Gehirne durch einen Tropfen
destilliertes Wasser auf einem Kryostat-Halter befestigt. Die ventrale Oberflache der Gehirne
zeigte dabei in Richtung des Kryostat-Messers, mit dem eine Reihe von 25 um dicken coronalen
Schnitten in einer Richtung von caudal nach rostral angefertigt wurden (Kryostat Leica
CM3050, Leica Instruments, Nuf3loch, Deutschland). Die Schnitte wurden auf Glasobjektréger
(Superfrost Plus) gebracht (Roth, Karlsuhe, Deutschland). Dabei wurde die Anordnung der
Schnitte in einer standardisierten Abfolge durchgefiihrt, so dass sich vier Schnitte, die je 250

pum voneinander entfernt waren, auf einem Objekttrédger befanden.

3.4 Stereologische Analysen von immunhistochemisch
identifizierten Zelltypen

3.4.1 Antikorper
Die Antikorper, die in dieser Studie verwendet wurden, kénnen spezifische, zellmarkierende
Antigene erkennen, die von den zu bestimmenden Zellpopulationen exprimiert werden

(Irintchev et al., 2005). Es handelt sich um Antikdérper gegen die folgenden Antigene:

e NeuN (Neuron-specific nuclear antigen) ist ein Protein unbekannter Funktion, das in
allen Nervenzellen im adulten Gehirn vorhanden ist, mit Ausnahme von ein paar
wenigen Zelltypen, die jedoch nicht in der Molekular- und Kornerzellschicht des
Kleinhirns oder im Neokortex zu finden sind (Purkinje-, Mitral- und

Photoorezeptorzellen, Wolf et al., 1996).

e PV (Parvalbumin) ist ein calciumbindendes Protein mit niedrigem molekularen
Gewicht, das von den meisten Hauptsubpopulationen GABAerger Nervenzellen

exprimiert wird.

e S100B ist ein calciumbindendes Protein mit niedrigem molekularen Gewicht, das in

Astrozyten exprimiert wird.

e CNPase (2’,3’-zyklische-Nukleotid 3’-Phosphodiesterase) ist ein Enzym, das nur auf
Zellen vorhanden ist, die Myelin synthetisieren (Oligodendrozyten oder Schwann-
Zellen).

e Ibal ist ein Makrophagen/Mikroglia-spezifisches calciumbindendes Protein, das
beteiligt ist bei der Aktivierung von ruhenden Mikrogliazellen (Imai und Kohsaka,
2002).
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e Neurogranin ist ein calciumbindendes Protein, das erst wéhrend der postnatalen
Entwicklung von einigen Nervenzellen des Gehirns exprimiert wird (u.a. von den

Golgi-Interneuronen).

Detaillierte Informationen Uber die verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 1 (siehe

Anhang) aufgefihrt.

3.4.2 Immunhistochemische Farbungen

Die immunhistochemischen Farbungen wurden nach der Beschreibung von lIrintchev et al.
(2005) ausgefuhrt. Zu Beginn wurden die 25 um dicken Schnitte bei —20 °C gelagert und flr
30 Minuten bei 37 °C luftgetrocknet. Es folgte eine Antigendemaskierung in einer Glaskivette
mit 10 mM Natriumcitrat-Lésung (pH 9,0) fiir 30 Minuten bei 80°C (Jiao et al., 1999).
AnschlieBend wurden die unspezifischen Bindungsstellen geblockt. Dafiir wurden die Schnitte
eine Stunde lang bei RT in einer Phosphatpuffer-Losung (PBS, pH 7,3) inkubiert. Diese PBS-
Loésung enthielt 0,2% Triton X-100 (Fluka, Buchs, Deutschland), 0.02% Natriumazid (Merck,
Darmstadt, Deutschland) und 5% normales Ziegenserum (Jackson Immuno Research

Laboratories, Dianova, Hamburg, Deutschland).

Nach der Blockierung wurden die Schnitte drei Tage lang bei 4°C in einer Kunststoffkiivette
mit Schraubverschluss mit dem primdren Antikorper inkubiert. Der primdre Antikorper war
hierbei in einer PBS-Ldsung mit 0,5% Lambda-Carrageenan (Sigma) und 0.02% wi/v
Natriumazid aufgeldst. Vor der Behandlung mit dem sekundaren Antikorper wurden die
Schnitte dreimal in PBS fir je 15 Minuten gewaschen. Die Inkubation mit dem sekundéren
Antikdrper (Verdlnnung 1:200 in PBS-Carrageenan) dauerte bei RT 2 Stunden. Als Antikorper
wurden Ziege-anti-Kaninchen oder Ziege-anti-Maus-1gG verwendet, die mit Cy3 gekoppelt sind
(Jackson Immuno Research Laboratories, Dianova, Hamburg, Deutschland). Anschlieflend
wurden die Schnitte wieder in PBS gewaschen und dann fur 10 Minuten bei RT in eine
Bisbenzimidlosung gegeben, um die Zellkerne zu farben (Bisbenzimid oder Farbstoff Hoechst
33258, Sigma, 5 pug/ml in PBS). Zum Schluss wurden die Schnitte nochmals gewaschen, dann
mit Flouromount G (Southern Biotechnology Associates, Biozol, Eching, Deutschland) unter

Deckglasern eingebettet und bei 4°C in Dunkelheit gelagert.

Fur jedes Antigen wurde die Spezifitat der Farbung getestet, indem in einer Kontroll-Farbung
der primére Antikorper ausgelassen oder durch verschiedene Konzentration von normalen

Serum oder 19G ersetzt wurde. In dieser Studie sind alle Kontrollen negativ gewesen.

Die Morphologie der gefarbten Zellen zeigte sich charakteristisch fir den Zelltyp, der

erwartungsgemal geféarbt werden sollte (siehe Abb. 3 und 4).
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3.4.3 Stereologische Analysen

Fur die Ermittlung der Zelldichten wurde das Prinzip des optische Disectors angewendet
(Irintchev et al., 2005). Dabei wurden in relativ dicken Schnitten (25-50 um) unter dem
Mikroskop die Zellen direkt dreidimensional gezahlt. Um den Gewebeschnitt systematisch
untersuchen zu koénnen, wurde ein Lichtgitter auf den zu z&hlenden Bereich unter dem
Mikroskop projiziert, das den Schnitt optisch ,,zergliederte”. Durch das Lichtgitter und die
verschiedenen Fokussierungseben des Mikroskops in der Tiefe konnten dreidimensionale
Raume (,,Disectoren”) in gleichmaRigen Abstdnden in dem zu zahlenden Bereich definiert
werden. Dabei wurde die Basis des Disectors (Dimension in der x/y Ebene) durch die GroRe
eines Gitterquadrates definiert. Die Hohe des Disectors entsprach einem Anteil der Schnittdicke
und wurde durch zwei Brennpunktebenen in der z-Achse mit einem Abstand von X pm
festgelegt. Diese Parameter lieBen sich ber die Bewegungen des Mikroskoptisches in der

z-Achse messen.

Die Zahlung der Zellen innerhalb jedes Disectors fand nach folgenden stereologischen Regeln
statt: Alle Zellen, die sich vollstandig innerhalb des Disectors befanden, und Zellen, die von den
»Akzeptanz-Ebenen* angeschnitten wurden oder sie beriihrten, mussten gezéhlt werden. Wenn
die Objekte von den ,,Verboten-Ebenen* angeschnitten oder beriihrt wurden, durften sie nicht

mitgez&hlt werden (Howard und Reed, 1998).

Die Zahlungen der Zellen wurden an einem Axioskop Mikroskop (Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) durchgefiihrt, das mit einem motorisierten Tisch und dem Neurolucida
Computersystem (MicroBrightField, Colchester, VT) ausgeristet war. Die Schnitte des
Kleinhirns und visuellen Kortex wurden bei einer geringen VergroRerung (10 x Objektiv) mit
einem 365/420 nm Exzitations- /Emmissionsfilter betrachtet (01, Zeiss, blaue Fluoreszenz).
Dabei lieRen sich mit der Kernfarbung die Strukturen und Gebiete der Gehirnabschnitte gut

erkennen und konnten mit der Neurolucida-Software abgegrenzt werden (Irintchev et al., 2005).

In den Kleinhirnschnitten wurden in der Regel zwei kortikale Felder in der vermalen Zone pro
Gewebeschnitt bei direkter Betrachtung unter dem Mikroskop abgegrenzt, eines im caudalsten
Folium des Schnittes und eines im dritten Folium rostral vom ersten Folium entfernt. Diese
kortikalen Felder grenzten entweder die innere Kdornerzellschicht oder die Molekular- und
Purkinjezellschicht ein, wobei die Gebiete ein Ausmal’ von etwa 600 um auf beiden Seiten der

Sagittalebene aufwiesen.

Im sekundéren visuellen Kortex wurden die gesamten kortikalen Schichten, bis auf die
Molekularschicht (Schicht 1), gemeinsam eingegrenzt. In jedem Gewebeschnitt wurde ein
Referenzpunkt auf einen arbitraren Ort eingestellt. Folglich wurde im Gesichtsfeld des

Mikroskops ein aufliegendes Lichtgitter projiziert, dessen Linien in regelméiigen Abstanden
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Gebiete von 30 x 30 um (in der Kdérnerzellschicht des Kleinhirns) oder 60 x 60 pm (in allen
anderen Gebieten) abgrenzten. Die Umrisse der relevanten Gebiete wurden mit dem Cursor
festgelegt. AnschlieRend wurde jedes vierte Quadrat (bei 30 x 30 um) oder jedes dritte Quadrat
(bei 60 x 60 um) innerhalb der eingegrenzten Gebiete mit einem Symbol markiert, beginnend
mit dem Quadrat, das am weitesten links oben lag. Es konnte ein Disector mit einer Héhe von 5
pum  (Kornerzellschicht des Kleinhirns) oder 10 pum (alle anderen untersuchten Gebiete)
ausgewahlt werden, wenn die Eindringtiefe des Antikdrpers eine eindeutige Erkennung der
gefarbten Objekte innerhalb einer Tiefe von mindestens 15 um ermdglichte. Im Anschluss
wurden die Schnitte in der Zellfarbung mit einem 40x Objektiv und durch einen 546/590 nm
Exzitations- /Emissionsfilter (15, Zeiss, rote Fluoreszenz) betrachtet, wobei nacheinander jeder
markierte Disector untersucht wurde. Jede immunhistochemisch gefarbte Zelle, die sich
vollstdndig in dem Disector befand oder die Akzeptanzebene beriihrte bzw. schnitt, wurde mit
einem Symbol markiert. Die ldentifizierung der zugehérigen Zellkerne fand durch wiederholt
wechselnde Betrachtungen zwischen dem roten und blauen Filter und durch die verstellbare
Fokussierungsebene statt. Dabei wurden Zell- und Kernfarbung verglichen und die Kerne
konnten den entsprechenden Zellen zugeordnet werden. Jeder zugehdrige Zellkern, der sich im
Blickfeld hinter dem Sicherheitsabstand (Tiefe 0-2 um ausgehend von der Schnittoberfléche)
befand, dass heildt innerhalb 2 und 7 um (Kérnerzellschicht des Kleinhirns) oder 2 und 12 um

(alle anderen untersuchten Gebiete) unterhalb der Schnittoberflache, wurde gezéhlt.

Es wurden in der Regel vier Schnitte pro Tier und Férbung ausgewertet. Abhangig vom Zelltyp

wurden vier bis zwolf kortikale Felder in beiden Hemisphéren analysiert.

Im Gegensatz zum visuellen Kortex konnten im cerebelldren Kortex die Oligodendrozyten nicht
quantifiziert werden. Aufgrund der hohen Dichte an Kdérnerzellen in der inneren
Kdrnerzellschicht konnten die Zellkerne der Oligodendrozyten nicht von denen der
Kdrnerzellen unterschieden werden. Dadurch war es schwierig einzuschatzen, ob Strukturen,
die wie Zellkdrper aussahen, auch tatsdchlich CNPase-positive Somata waren und nicht
ringférmige Strukturen, die durch Zellfortsatze gebildet wurden (Abb. 1F). Die ermittelten

Daten wurden daher als unzuverlassig betrachtet und sind in dieser Arbeit nicht aufgefiihrt.

3.4.4 Messung der Schichtdicke

Zur Berechnung der durchschnittlichen kortikalen Dicke vom Kleinhirn und visuellen Kortex
wurde eine Flache, die einem bestimmten Abschnitt des Kortex entsprach, in ein Verhaltnis
gesetzt mit der Lange dieser Flache, die an die kortikale Oberflache grenzte (Irintchev et al.,
2005).
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3.4.5 Fotografische Dokumentation

Die fotografische Dokumentation wurde mit einem Axiophot 2 Mikroskop durchgefiihrt, das
mit einer Digitalkamera (AxioCam HTC und Axio Vision Software, Zeiss) ausgestattet war. Die
Bilder wurden bei hdchster Auflésung (2300 x 2030 pixel, RGB) angefertigt und mit
AdobePhotoshop 6.0 Software (Adobe System Inc., San Jose, California, USA) ausgewertet.

3.4.6 Statistische Analysen

Zum Vergleich der Mittelwerte wurde ein t-Test fir unabh&ngige Stichproben angewendet. Bei
zwei oder mehr Messungen pro Parameter und Tier wurde der Mittelwert als représentativer
Wert betrachtet. Der Freiheitsgrad ist fur alle Vergleiche anhand der Anzahl der Tiere ermittelt
worden. Der Schwellenwert fur die Akzeptanz der Unterschiede zwischen den Gruppen betrug
5%. Alle Daten werden als Mittelwerte mit SEM (,,Standard Errors of Mean*) dargestellt.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Kortikale Dicke

4.1.1 Kortikale Dicke des cerebellaren Kortex
Die gemeinsame Dicke von Molekular- (ML) und Purkinjezellschicht (PL), sowie die Dicke der

inneren Kornerzellschicht (IGL) ist in beiden Genotypen &hnlich (Abb. 1).

Diese Feststellung ist im Hinblick auf die Interpretationsféhigkeit der Ergebnisse bedeutend.
Bei einer gleichen Dicke des Kortex in beiden Genotypen ist die Gesamtzellzahl in einer
kortikalen Sdule (Gewebevolumen unter 1 mm? kortikale Flache) gleichermaRen proportional

zur Zelldichte. In jeder Maus lasst sich somit von der gemessenen Zelldichte auf die

Cerebellarer Kortex: Normierte kortikale Dicke
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Abbildung 1: Normierte Dicke des cerebellaren Kortex (gemeinsame Dicke von Molekular- und Purkinjezellschicht,
ML, sowie die Dicke der inneren Kornerzellschicht, IGL) in zwei Monate alten CHL1+/+ (schwarze Balken) und
CHL1-/- (graue Balken) Mdusen. Gezeigt werden Mittelwerte + SEM. Die Anzahl an Tieren, die pro Gruppe
untersucht wurden, ist in Klammern angegeben. ML — Molekularschicht, IGL — Innere Kérnerzellschicht
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4.1.2 Kortikale Dicke des visuellen Kortex
Auch fur die kortikale Dicke des visuellen Kortex zeigen sich zwischen den beiden Genotypen
keine bedeutenden Differenzen. Somit ist auch in dieser Region die Zellzahl pro S&ule der

Zelldichte in beiden Genotypen gleichermal3en proportional.

Visueller Kortex: Normierte kortikale Dicke
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Abbildung 2: Normierte Dicke des visuellen Kortex (ausgenommen der Molekularschicht) in zwei Monate alten
CHL1+/+ (schwarze Balken) und CHL1-/- (graue Balken) Mausen. Gezeigt werden Mittelwerte + SEM. Die Anzahl
an Tieren, die pro Gruppe untersucht wurden, ist in Klammern angegeben.
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4.2 Immunhistochemische Farbungen

Um die Zelltypen zuverléssig quantifizieren zu kénnen, wurden fiir jedes spezifische Antigen
die Schnitte aus den zwei Versuchsgruppen (sechs CHL1-/- und sechs CHL1+/+ Mause) in der
gleichen Antikorperlésung inkubiert. Die Antikérper wurden in dieser Losung durch
Lambda-Carrageenan und Natriumazid stabilisiert, um eine konstante Behandlung tber langere
Zeit sicherzustellen. (Sofroniew und Schrell, 1982; Irintchev et al., 2004a). Auch in dieser
Studie liel3 sich diese Farbetechnik gut reproduzieren: Die Qualitat der Farbung blieb iber einen
Zeitraum von mehreren Monaten fiir alle Objekttragergruppen konstant. Fir die entsprechenden
Antigene lieRen sich keine qualitativen Unterschiede der Farbungen zwischen den
CHL1+/+ und CHL1-/- Mausen feststellen. Beispiele fir die Qualitdt der einzelnen Féarbungen
sind in Abb. 3 (Kleinhirn) und in Abb. 4 (visueller Kortex) gezeigt.

Abbildung 3 (Kleinhirn): Beispiele fir die immunhistochemisch identifizierten Zelltypen (Pfeile) in Kryostat-

Schnitten von zwei Monate alten CHL1+/+ Mausen. (A) Purkinjezellen, dargestellt durch die Parvalbuminfarbung.
(B) Interneurone der Molekularschicht (Korb- und Sternzellen), dargestellt durch die NeuN-Farbung. (C) Golgi-
Interneurone in der Kdrnerzellschicht, dargestellt durch die Neurogranin-Férbung. (D) Mikroglia, dargestellt durch
die Ibal-Féarbung. (E) Astrozyten der Kdérnerzellschicht, dargestellt durch die S-100B-Féarbung. Mafstab: 10 pum
(A.C,D,E), 5 um (B).
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E

Abbildung 4 (visueller Kortex): Beispiele fur die immunhistochemisch identifizierten Zelltypen (Pfeile) in

—
9
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)

Kryostat-Schnitten von zwei Monate alten CHL1+/+ Mausen. (A) Interneurone und Pyramidenzellen dargestellt
durch die NeuN-Farbung. (B) GABAerge Interneurone dargestellt durch die Parvalbuminfarbung.
(C) Oligodendrozyten dargestellt durch die CNP-Farbung. (D) Astrozyten dargestellt durch die S-100B-Férbung.
(E) Mikroglia, dargestellt durch die 1bal-Farbung. MaRstab: 20 um
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4.3 Stereologische Analysen des cerebellaren Kortex

4.3.1 Nervenzellen des cerbellaren Kortex

Die gemessene Zelldichte (numerische Dichte, Anzahl pro Volumeneinheit) der Purkinjezellen
(Parvalbuminfarbung) ist in den CHL1-/- Mausen um 20% niedriger im Vergleich zu den
CHL1+/+ Méusen. Die Dichte der Kdrnerzellen (NeuN-Férbung) ist in den CHL1-/- Mé&usen
um einen &hnlichen Anteil geringer (-23%) (Abb. 5). Hingegen zeigen sich fiir die Dichten von
den Korb- und Sternzellen (NeuN+-Interneurone) keine Unterschiede zwischen den Genotypen.
Ebenso ist die Dichte von Golgi-Interneuronen (Neurogranin-Farbung) in beiden Genotypen
gleich (Abb.5). Somit ist in den CHL1-/- Mdusen das Verhdltnis von Kodrnerzellen zu
Purkinjezellen unverandert und das Verhéltnis von NeuN+-Interneuronen zu Purkinjezellen
steigt um 38% an (Abb. 5).

Nervenzellen des cerebellaren Kortex
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Abbildung 5: Zelldichten fur verschiedene neuronale Populationen im Kleinhirn bei zwei Monate alten CHL1+/+
(schwarze Balken) und CHL1-/- (graue Balken) Méausen. Gezeigt werden Mittelwerte +SEM der Zelldichten (Anzahl
pro Volumen). Diese Zelltypen wurden identifiziert mit Antikdrpern gegen Parvalbumin (Purkinjezellen),
NeuN (Interneurone der Molekularschicht und Kdrnerzellen) und Neurogranin (Golgi-Interneurone). Ebenfalls wird
das Verhaltnis von Interneuronen der Molekularschicht (Korb- und Sternzellen) zu Purkinjezellen dargestellt. Der
Asterisk zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den Mittelwerten (p< 0,05, t test) der Gruppen an. Die
Anzahl der Tiere, die pro Gruppe untersucht wurden, ist in der Abbildung in Klammern angegeben. Der
Multiplikationsfaktor fiir die Angleichung einiger Werte an die Y-Achse ist an der X-Achse in Klammern angegeben.
Inern. - Interneurone, Purk. - Purkinje
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4.3.2 Gliazellen des cerebellaren Kortex
Fir die Dichten von Astrozyten (S-100B-Farbung) und Mikroglia (Ibal-Férbung) in der

Molekular- (ML) und inneren Kornerzellschicht (IGL) zeigen sich keine Unterschiede zwischen
den Genotypen (Abb. 6).

Gliazellen des cerebelldren Kortex
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Abbildung 6: Dichte von Gliazellen im Kleinhirn bei zwei Monate alten CHL1+/+ (schwarze Balken) und CHL1-/-
(graue Balken) Mé&usen. Gezeigt werden Mittelwerte +SEM der Zelldichten (Anzahl pro Volumen). Diese Zelltypen
wurden mit Antikdrpern gegen S-100B (Astrozyten und Bergmannglia) und Ibal (Mikroglia) identifiziert. Die
Anzahl der Tiere, die pro Gruppe untersucht wurden, ist in der Abbildung in Klammern angegeben. ML -
Molekularschicht, IGL - innere Kornerzellschicht
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4.4 Stereologische Analysen des visuellen Kortex

4.4.1 Nervenzellen des visuellen Kortex
Im visuellen Kortex gibt es zwischen den beiden Genotypen keine signifikanten Differenzen
beziiglich der neuronalen Zelldichten. Gemessen wurde die Dichte der PV*-Interneurone und

die gemeinsame Dichte aller Neurone des visuellen Kortex mit der NeuN-Farbung (Abb. 7).

Nervenzellen des visuellen Kortex
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Abbildung 7: Neuronale Dichten im visuellen Kortex bei zwei Monate alten CHL1+/+ (schwarze Balken) und
CHL1-/- (graue Balken) Mé&usen. Gezeigt werden Mittelwerte +SEM der Zelldichten (Anzahl pro Volumen) von
Zellen, die identifiziert wurden mit Antikérpern gegen Parvalbumin (GABAerge Interneurone) und NeuN
(Pyramidenzellen und Interneurone). Die Anzahl der Tiere, die pro Gruppe untersucht wurden, ist in der Abbildung in
Klammern angegeben. Der Multiplikationsfaktor fiir die Angleichung einiger Werte an die Y-Achse ist an der X-
Achse in Klammern angegeben.
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4.4.2 Gliazellen des visuellen Kortex
Die Gliazelldichten sind in beiden Genotypen gleich. Es wurden die Dichten von Mikroglia

(Ibal-Férbung), Oligodendrozyten (CNP-Féarbung) und Astrozyten (S-100B-Féarbung) gemessen
(Abb.8).

Gliazellen des visuellen Kortex
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Abbildung 8: Dichten von Gliazellen im visuellen Kortex bei zwei Monate alten CHL1+/+ (schwarze Balken) und
CHL1-/- (graue Balken) Mé&usen. Gezeigt werden Mittelwerte +SEM der Zelldichten (Anzahl pro Volumen). Diese
Zellen wurden mit Antikdrpern gegen lbal (Mikroglia), S-100B (Astrozyten), CNPase (Oligodendrozyten)
identifiziert. Die Anzahl der Tiere, die pro Gruppe untersucht wurden, ist in der Abbildung in Klammern angegeben.

Der Multiplikationsfaktor flir die Angleichung einiger Werte an die Y-Achse ist an der X-Achse in Klammern
angegeben.
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5. DISKUSSION

Diese Studie offenbart bisher unbekannte Bedeutungen des CHLZ1-Molekdls bezlglich der
GroRenbildung von Hauptzellpopulationen des Kleinhirns. Aus dem CHL1-Mangel ergibt sich
eine verminderte Anzahl an Purkinje- und Kornerzellen im Kleinhirn der adulten Maus. Dabei
folgt auf den anfanglichen Verlust von Purkinjezellen eine proportionale Reduktion der
Kdrnerzellen. Im visuellen Kortex hingegen hat der CHL1-Mangel keine Auswirkungen auf die
GroRe der Hauptzellpopulationen. Ebenfalls ist die Dicke des cerebelldren und des visuellen

Kortex nicht durch den CHL1-Mangel verandert.

5.1 Cerebellarer Kortex

5.1.1 Kortikale Dicke des cerebellaren Kortex

Eine vorausgegangene Studie zeigt, dass CHL1-/- Mause bis auf die vergroferten lateralen
Ventrikel keine erheblichen morphologischen Veranderungen der meisten Gehirnregionen
aufweisen (Montag-Sallaz et al., 2002). Auch ist kortikalen Dicke des visuellen Kortex in
CHL1-/- Méusen unverdndert (diese Studie; siehe Kapitel 5.3.1). In Ubereinstimmung mit
diesen Ergebnissen wurde in dieser Studie eine gleiche kortikale Dicke des Kleinhirns in beiden
Genotypen festgestellt. Die CHL1-Ablation scheint also die Dicke des cerebelldren Kortex nicht
zu beeinflussen. Dennoch stellt sich die Frage, weshalb sich trotz eines relativ hohen Verlustes
an Purkinje- (-20%) und Kornerzellen (-23%) die kortikale Dicke nicht verringert.
Mdglicherweise kommt es kompensatorisch zu einer VergrofRerung des Dendritenbaumes der

einzelnen Purkinjezellen (Jakovcevski et al., 2008).

Eine gleichbleibende kortikale Dicke ist jedoch im Hinblick auf die Interpretationsfahigkeit der
Ergebnisse bedeutend. In jeder Maus l&sst sich bei einer unveranderten kortikalen Dicke von der

gemessenen Zelldichte auf die Gesamtzellzahl schlieRen.

5.1.2 Verlust von Purkinjezellen

Der Verlust von Purkinjezellen liell sich bereits bei sieben Tage alten CHL1-/- Mausen
feststellen (Jakovcevski et al., 2008) und scheint sich bis zu einem Alter von zwei Monaten
nicht mehr bedeutend zu verandern (diese Studie). Diese Beobachtung lasst darauf schliefen,
dass die Abwesenheit des CHL1-Molekils bereits in der ersten postnatalen Woche das
Uberleben der Purkinjezellen beeinflusst und bei dlteren Mausen im Alter von zwei Monaten
keine weiteren Auswirkungen auf die GroRRe der Purkinjezellpopulation hat. Damit findet das

Absterben der Purkinjezellen deutlich vor dem Absterben der Kornerzellen statt.
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Auch bei einigen anderen Mutanten (,,Nervous®, ,Purkinje cell degeneration®, ,Lurcher”,
~Weaver*,  Staggerer”, ,, Toppler”, ,,Woozy*) konnte ein Purkinjezellverlust beobachtet werden
(Review: Dusart et al., 2006; Lalonde und Strazielle, 2006). Betrachtet man jedoch den
Zeitverlauf und die Menge an abgestorbenen Purkinjezellen in diesen ataktischen Mutanten,
zeigen sich groRe Unterschiede zu den CHL1-/- M&usen. Zum einen findet der Zelltod in den
Mutanten frihestens erst zwei bis drei Wochen nach der Geburt statt und zum anderen ist der
Verlust bedeutend grofRer (40% bis 100% der Purkinjezellpopulation). Aufgrund dieser
Ergebnisse ist es wahrscheinlich, dass die Ablation des CHL1-Molekils Mechanismen zur
Folge hat, die sich unterscheiden von denen der anderen Molekile, wie dem ATP/GTP-
bindende Protein 1 (,Purkinje cell degeneration”), der Untereinheit Delta 2 des
Glutamatrezeptors (,,Lurcher”), dem inwarts gerichteten Kaliumkanal Girk 2 (,,Weaver*), dem
retinoid-verwandten Orphan-Rezeptor Alpha (,,Staggerer”) oder dem Chaperone Sill
(,Woozy*).

Auch scheint die Reduktion der Purkinjezellen nicht mit einer verdnderten Migration wahrend
der Embryogenese im Zusammenhang zu stehen. Diese Situation liegt z.B. im Fall der Reeler-
Mutation (Lalonde und Strazielle, 2006) vor. Eine verénderte Migration fuhrt meistens zu
abnorm positionierten Purkinjezellen, die jedoch nicht in den CHL1-/- M&ausen gefunden

werden konnten.

Da das Verhaltnis von Interneuronen zu Purkinjezellen in CHL1-/- Méausen auffallig hoch ist,
kommt der Verdacht auf, dass die Purkinjezellen vermehrt inhibitorische synaptische Signale
erhalten und dadurch eventuell beeinflusst werden konnten. Eine Zahlung der inhibitorischen
synaptischen Kontakte ergab jedoch fir die einzelnen Purkinjezellen keine Unterschiede
zwischen CHL1-/- und CHL1+/+ Mausen (Jakovcevski et al., 2008). Der hemmende
synaptische Input in CHL1-/- Mdusen scheint also trotz eines abnorm hohen Verhaltnisses von

Interneuronen zu Purkinjezellen gleichgeblieben zu sein.

Die Expression von CHL1 ist besonders auf den Parallel- und Kletterfasern ausgepragt
(Jakovcevski et al., 2008), die wahrend der ersten postnatalen Woche transiente Synapsen auf
den sich entwickelnden Purkinjezelldendriten ausbilden (Sotelo et al., 2004; Madalosso et al.,
2005). Ein Mangel von CHL1 auf diesen Fasern kdnnte dazu fiihren, dass sie nicht angemessen
ihre Zielzellen (Purkinjezellen) erreichen oder die Synapsenbildung fehlerhaft verlauft.
Storungen in diesen Prozessen flihren mdglicherweise zu einem verstarkten Absterben der
Purkinjezellen. Diese Vermutung geht mit der Beobachtung an Nagern einher, in denen in der
ersten postnatalen Woche auf natirlichem Wege (ber den Caspase-abhéngigen Zelltod
(Maximum zwischen den postnatalen Tagen P4 und P6) die endgulltige GroRe der

Purkinjezellpopulation reguliert wird (Madalosso et al., 2005). Die Kletter- und Parallelfasern
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bilden somit ihre transienten Synapsen auf den Purkinjezelldendriten in einer entscheidenden

Phase der Entwicklung, in der die Regulation der GréRe der Purkinjezellpopulation stattfindet.

Eine weitere Erklarung fur den Purkinjezellverlust in den CHL1-/- Mausen ergibt sich
maoglicherweise aus verénderten Zellen in den tiefen Kleinhirnkernen. Diese Zellen exprimieren
in den CHL1+/+ Méusen reichlich CHL1 (Holm et al. 1996; Jakovcevski et al., 2008). Durch
den CHL1-Mangel verursachte Verénderungen an den Zellen der tiefen Kleinhirnkerne
verhindern moglicherweise, dass sie angemessen von den Purkinjezellaxonen erreicht werden
konnen. Fehlende oder fehlerhafte synaptische Kontakte konnten wiederum ein verstérktes
Absterben der Purkinjezellen zur Folge haben. Eine korrekte Zielfindung oder Funktion dieser
frihen synaptischen Kontakte ist fur eine regelrechte Reifung der Purkinjezellen bedeutend
(Sotelo, 2004). AuRerdem zeigen die Ergebnisse weiterer Studien an CHL1-/- Méusen, dass
aufgrund synaptischer Dysfunktionen in kritischen Entwicklungsphasen vermehrt Zellen
absterben kénnen (Leshchyns’ka et al., 2006; Nikonenko et al., 2006).

5.1.3 Verlust von Kérnerzellen

In dieser Studie liel sich bei adulten CHL1-/- Mausen eine Reduktion der Kérnerzellen um 23%
feststellen. Der Kdérnerzellverlust kénnte entweder durch ein verstarktes Absterben der Zellen
oder durch eine reduzierte Proliferation in einem friiheren Stadium der Entwicklung erklart
werden. Daher ist es sinnvoll, die Ergebnisse aus der Studie von Jakovcevski et al. (2008) zu
betrachten, in der Apoptose, Proliferation und GroRe der Kornerzellen in jungeren

CHL1-/- Mausen untersucht wurden.

Die Proliferation der vorldufigen Kornerzellen findet grofiten Teils in der externen
Kornerzellschicht (EGL) statt. Sie beginnt etwa am 15. embryonalen Tag und endet am
15. postnatalen Tag, wenn die letzten Kornerzellen die EGL verlassen und durch die Molekular-
und Purkinjezellschicht (ML/PL) zur inneren Kdrnerzellschicht (IGL) migrieren (Sotelo, 2004).
Sobald die Kornerzellen die IGL erreicht haben, beginnen sie mit der CHL1-Produktion (Holm
et al.,, 1996). An dieser Stelle ist bemerkenswert, dass CHL1 {ber noch unbekannte
Mechanismen das Uberleben von Neuronen in vitro unterstiitzt (Chen et al., 1999; Hillenbrand
et al., 1999; Jakovcevski et al., 2008). Durch eine ausbleibende CHL1-Produktion kénnte daher
den Kérnerzellen ein wichtiger Uberlebensfaktor fehlen und ein vermehrtes Absterben dieser
Zellen zur Folge haben. Eine Studie an CHL1-/- Mdusen im Alter von einer und zwei Wochen
zeigte jedoch eine deutlich reduzierte Anzahl an apoptotischen Zellen in der IGL (Jakovcevski
et al., 2008). Aufgrund dieses Ergebnisses lasst sich der Kdrnerzellverlust in den zwei Monate

alten CHL1-/- Mdusen dieser Studie nicht auf eine verstarkte Apoptoserate zurlickfihren.
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Wahrscheinlicher ist, dass eine abgeschwachte Proliferation die reduzierte Kornerzellanzahl in
zwei Monate alten CHL1-/- Mausen verursacht. Bei CHL1-/- Mdusen im Alter von einer Woche
lielk sich zwar noch keine abgeschwachte Kdrnerzellproliferation feststellen, jedoch ergab eine
Untersuchung an CHL1-/- Mdusen im Alter von zwei Wochen eine um 30% reduzierte
Kornerzellproliferation (Jakovcevski et al., 2008). Die Kdornerzellproliferation wird unter
anderem von den Purkinjezellen reguliert. Diese Zellen kdnnen (ber die Sekretion von ,,Sonic
Hedghoc* (Shh) die Kdérnerzellproliferation deutlich anregen (Sotelo, 2004; Lewis et al., 2004).
In CHL1-/- Méausen sterben die Purkinjezellen schon vor der ersten postnatalen Woche ab und
passen moglicherweise zu einem spéteren Zeitpunkt durch eine geringere Sekretion von Shh die
Anzahl der Kornerzellen an ihren eigenen Verlust an. Der proportionale Verlust von
Purkinje- (-20%) und Kornerzellen (-23%) bestétigt einen numerischen Anpassungsprozess.
Auch andere Autoren beschreiben numerische Anpassungsprozesse von Zellpopulationen im
Kleinhirn bei verschiedenen genverdnderten Mausen (Vogel et al., 1989; Wetts und Herrup,
1983). Dabei scheint das GroRenverhéltnis von pra- und postsynaptischer Zellpopulation
speziellen Regelungsmechanismen zu unterliegen. Diese Studie zeigt somit ein klassisches
Beispiel, wie die GroRe einer postsynaptischen Zielzellpopulation (Purkinjezellen) die Anzahl

der auf sie projizierenden présynaptischen Neurone (Kornerzellen) reguliert.

Dennoch stellt sich die Frage, weshalb in jingeren Mausen (erste postnatale Woche) die Anzahl
an Kornerzellen in der ML/PL (+45%) und der IGL (+14%) stark erhoht ist (Jakovcevski et al,
2008). Nach Jakovcevski et al. (2008) ist hierfur eine verlangsamte Migration der Zellen in der
ML/PL und eine reduzierte Apoptoserate in der IGL verantwortlich. Moglicherweise fihrt aber
auch eine verstarkte Kornerzellproliferation vor der ersten postnatalen Woche zu diesen
Ergebnissen. Zu diesem frithen Zeitpunkt wurde die Kdrnerzellproliferation bisher noch nicht
untersucht. Die abgeschwdéchte Proliferation nach der ersten postnatalen Woche konnte in
diesem Fall ein Kompensationsmechanismus auf die erhohte Anzahl an Kornerzellen in
jingeren CHL1-/- Mdusen sein. Diese Kompensation geht jedoch tber die Norm hinaus und

fuhrt letztendlich zu einer reduzierten Kornerzellanzahl in adulten CHL1-/- M&usen.

In Anbetracht der Ergebnisse aus der Studie von Jakovcevski et al. (2008) kann man, wie oben
bereits erwéhnt, darauf schlieen, dass die reduzierte Kdrnerzellanzahl in zwei Monate alten
CHL1-/- Mausen nicht durch eine verstarkte Apoptose zu erkldaren, sondern am
wahrscheinlichsten auf eine abgeschwéchte Proliferation zuriickzufiihren ist. Eine weitere
mogliche Erklarung flr die reduzierte Kornerzellanzahl wére ein verstarktes Zellsterben tber
nicht-apoptotische Wege. In diesem Fall wére aber als Reaktion auf die Degeneration von

Nervengewebes eine verdnderte Gliazellanzahl wahrscheinlich. Da diese Studie eine
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unverénderte Gliazellanzahl in CHL1-/- Mdusen aufzeigt, ist ein verstdrktes Absterben der

Kdrnerzellen Gber nicht-apoptotische Wege unwahrscheinlich.

5.1.4 Interneurone des cerebellaren Kortex in der CHL-/- Maus

Wie sich das Verhdltnis von unterschiedlich groRen Interneuronenpopulationen auf die
Funktionen des Kleinhirns auswirkt, ist bisher nur selten untersucht worden. Eine Ausnahme ist
die Studie von Watanebe im Jahr 1998. Sie zeigt, dass die Immuntoxin-gesteuerte selektive
Ablation von Golgi-Interneuronen in Mausen zu diversen motorischen Defiziten fiihrt. Dagegen
wurde in der vorliegenden Studie eine normale Anzahl an Interneuronen (Golgi-Interneurone,
Korb- und Sternzellen) in CHL1-/- Mausen festgestellt. Dieses Ergebnis deckt sich mit der
Beobachtung, dass diese Méuse keine sichtbaren motorischen Defizite aufweisen (siehe Kapitel
5.1.6). Folglich kann man zu der Annahme kommen, CHLL1 ist entbehrlich flr die Formation
der Interneuronenpopulationen, obwohl CHL1 in diesen Zellen auf einem hohen Level
exprimiert wird. Es ware jedoch voreilig den Rickschluss zu ziehen, der CHL1-Mangel hétte
keine Auswirkungen auf die Interneuronenpopulationen. Abgesehen davon, dass mit der
Methode dieser Arbeit bezuglich der Interneurone nur eine Variable, die Populationsgroie,
untersucht wurde, konnen sich die Interneurone flexibel an die Anforderungen der
Kleinhirnverschaltungen anpassen und somit mdgliche Veranderungen kompensieren. Die
Flexibilitdt der Interneurone ergibt sich, da sie erst zu einem relativ spaten Zeitpunkt der
Entwicklung in den cerebelldren Kortex migrieren und sich erst nach ihrer Ankunft in die
verschiedenen Interneuronentypen differenzieren. Diese Anpassungsfahigkeit fehlt den
Purkinje- und Kdrnerzellen, die zu einem friheren Zeitpunkt der Entwicklung ausdifferenziert

sind und die grundlegenden Kleinhirnverschaltungen ausbilden (Leto et al., 2006).

5.1.5 Gliazellen des cerebellaren Kortex in der CHL1-/- Maus

Die quantitative Analyse von Mikroglia und Astrozyten ist von besonderer Bedeutung, da eine
erhohte Anzahl dieser Zellen auf pathologische Prozesse hinweisen kann, die in der tblichen
Histologie nicht offensichtlich zu erkennen sind (Irintchev et al., 2005). Diese Studie zeigt, dass
die Anzahl der Mikrogliazellen in den CHL1-/- M&usen normal ist und daher eine Degeneration
des Nervengewebes im Kleinhirn weitestgehend ausgeschlossen werden kann. Ein Zellsterben

tiber nicht-apoptotische Prozesse ist somit unwahrscheinlich.

Ebenfalls ist in CHL1-/- M&usen die Anzahl von S-100B-positiven Zellen in der inneren
Kornerzellschicht und in der Molekularschicht unveréndert. In der inneren Kornerzellschicht
erfasst die S-100B-Farbung nur die Astrozyten (Yang et al., 1995). Eine normale Anzahl an
Astrozyten beweist, dass in diesen Regionen keine reaktive Astrogliosis vorliegt. Diese kdnnte

auf eine Gewebedegeneration oder auf andere mutationsbedingte Verdnderungen, wie sie im
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Neokortex der adulten Tenascin-C-defizienten Maus entdeckt wurden (Irintchev et al., 2005),

hindeuten.

In der Molekularschicht werden mit der S-100B-Férbung nicht nur die Astrozyten, sondern auch
die Bergmann-Gliazellen markiert. Daher ist eine differenzierte Betrachtung dieser beiden
Zelltypen nicht moglich. Dennoch ist aufgrund der unveranderten Anzahl an S-100B-positiven
Zellen in der Molekularschicht von CHL1-/- Mé&usen eine normale Anzahl an Astrozyten und
Bergmannglia wahrscheinlich. Somit existiert auch in der Molekularschicht kein Anzeichen auf

eine reaktive Astrogliosis.

5.1.6 Funktionelle Betrachtungen

Traditionell wird die Funktion des Kleinhirns in Zusammenhang gebracht mit der
Feinregulierung und Anpassung von motorischen Aktivitaten. Uber die genaueren funktionellen
Verschaltungen und ihre exakten Auswirkungen auf die Motorik sind sich die Forscher bis
heute nicht einig. Die verschiedenen Theorien gehen jedoch alle von dem Vorhandensein eines
Komparators aus, der die beabsichtige Bewegung mit ihrer tatsdchlichen Ausfiihrung vergleicht
und Fehler korrigiert. Diese Aufgabe Ubernimmt aller Voraussicht nach die untere Olive
(Horn et al., 2004; Garwiez et al., 2002), die Uber heterosynaptische Kletterfaserkontakte die
Wirkung der Parallelfasern auf die Purkinjezellen moduliert (Kandel, 1995). Dieser
Mechanismus der Bewegungsanpassung setzt jedoch vergleichsweise langsame Bewegungen
voraus, da die propriozeptiven Informationen erst mit einiger Latenz zur Verfligung stehen. Zur
Steuerung von schnellen Bewegungen misste das Kleinhirn in der Lage sein, die theoretischen
Konzepte schon vor der Ausfiihrung einer Bewegung zu beeinflussen. An dieser Vorstellung
setzt das Observer-Modell an, in dem die internen Modelle (Vorwérts-Modell und inverses
Modell) funktionell zusammenarbeiten (Bhushan und Shadmehr, 1999; Jordan und Rumelhart,
1992; Wolpert et al., 1995; Wolpert und Kawato, 1998; Miall and Wolpert, 1996). Im VVorwérts-
Modell erhélt das Kleinhirn eine Kopie des Bewegungsplanes (Efferenzkopie) vom GroRhirn,
die es mit den aktuellen sensorischen Informationen integriert und somit den nachsten Zustand
der bewegten Gliedmale abschéatzen kann. Dieser abgeschétzte Zustand wird dann im inversen
Modell mit dem gewilinschten Zustand verglichen und die Bewegung bzw. das theoretische

Konzept flr die Bewegung angepasst.

Der homogene innere Aufbau hat zu der Annahme gefihrt, dass das Kleinhirn die Operationen
immer auf die gleiche Weise ausfihrt und durch diese Art der Informationsverarbeitung optimal
mit der GroRRhirnrinde zusammenarbeitet. Die Architektur der GroRhirnrinde ist auf flexible
Bewegungsplanung und Ausfiihrung ausgerichtet, wodurch es aber nur relativ langsam arbeiten
kann. Dem Kleinhirn dagegen fehlt diese Flexibilitat, doch dafiir kann es schnell und

gleichformig  Informationen  verarbeiten und die Ausfihrung von unbewussten
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Routinebewegungen besser kontrollieren. Die Grof3hirnrinde wird auf diese Weise in
Zusammenarbeit mit dem Kleinhirn von Aufgaben entlastet und kann effektiver arbeiten, wenn

gleichzeitig flexible und routinierte Bewegungen stattfinden.

Das korrekte Zusammenspiel von den Zellen des Kleinhirns ist also essentiell fiir eine
einwandfreie Bewegungsausfuhrung. Verdnderungen in den Hauptzellpopulationen missten
daher in einer abnormen Bewegung erkennbar sein. Obwohl in den CHL1-/- M&usen signifikant
weniger Purkinje- und Kdrnerzellen vorhanden sind, lieen sich im ,,Beam-Walking-Test* keine
motorischen Defizite bei den CHL1-/- MA&usen feststellen (Jakovcevski et al., 2007). Die
gleichen Beobachtungen machte man auch in Versuchen unter etwas anspruchsvolleren
Bedingungen, wie dem ,Rotarod-Test”, dem ,Wire-Hanging-Test“ oder dem ,Pole-Test"
(Montag-Sallaz et al., 2002; Morellini et al., 2007). Das Ausbleiben von offensichtlichen
motorischen Auffalligkeiten bei CHL1-/- Mausen erklart sich moglicherweise durch den
moderaten und proportionalen Verlust von Purkinje- und Kérnerzellen um je etwa 23%. Auch
ist die Architektur der histologischen Schichten sowie die kortikale Dicke des Kleinhirns in den
CHLZ1-/- Méausen normal, und der GABAerge Input auf die Purkinjezellen ist trotz eines

erhohten Verhéltnisses von Korb- und Sternzellen zu Purkinjezellen gleich geblieben.

Die Ergebnisse der oben genannten motorischen Versuche stehen also nicht im Widerspruch zu
den Ergebnissen dieser Studie, indem sie zeigen, dass sich die CHL1-/- M&use nicht sichtbar
ataktisch bewegen. Dennoch stellen sie keinen Beweis fiir eine normale Funktion des Kleinhirns
dar. Um mdogliche funktionelle Verdnderungen in den Kleinhirnverschaltungen der
CHL1-/- Méuse aufzudecken, wdéren Versuche, wie die Blinkreflex-Konditionierung oder

elektrophysiologische Untersuchungen, sinnvoll.

Schon seit Beginn der Forschung uber die Funktionen des Kleinhirns vermutet man, dass dieser
Gehirnabschnitt nicht nur fur die Motorik eine bedeutende Rolle spielt. Seit einiger Zeit haufen
sich die Beweise Uber einen funktionellen Zusammenhang des Kleinhirns mit hoheren
kognitiven Funktionen und Verhaltensweisen. Dabei nimmt man aufgrund der einheitlichen
Architektur und des Verschaltungsprinzips im Kleinhirn an, dass uber den gleichen
Mechanismus, mit dem die Motorik kontrolliert wird (siehe oben), auch Kognitionen und

Formen des Verhaltens beeinflusst werden.

Beim Menschen entspringt der grofite Anteil an kortikopontinen Bahnen im préafrontalen
Assoziationskortex, und geringere Anteile entspringen im pramotorischen oder motorischen
Kortex (Ramnani et al., 2004). Daher reguliert nach Ansicht von Ramnani das Kleinhirn neben
der Motorik auch die Informationen, die im préafrontalen Kortex entspringen und in

Zielgebieten, wie zum Beispiel anderen Assoziationscortices, weiterverarbeitet werden.
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In Anbetracht dieser Theorie kommt die Vermutung auf, dass sich die Abwesenheit des
CHL1-Molekuls im Kleinhirn auf kognitive Funktionen auswirken konnte. Es lieBen sich bisher
keine offensichtlichen kognitiven Einschrénkungen in CHL1-/- Mé&usen feststellen, aber sie
zeigen Defizite bei der Verarbeitung rdumlicher Informationen (Motag-Sallaz et al., 2002), der

Aufmerksamkeit sowie der F&higkeit, Eingangssignale zu kontrollieren (Irintchev et al., 2004).

Gegen diese Uberlegung spricht, dass die Verbindungen des Kleinhirns zu prafrontalen
Gebieten nur im Menschen besonders ausgepragt sind und in nicht-menschlichen Primaten der
Grof3teil der kortikopontinen Bahnen im motorischen Kortex entspringt (Schmahmann and
Pandya, 1997; Schmahmann et al., 2004). Uber den Ursprung der corticopontinen Fasern in

Méusen liegen bisher keine Studien vor.

Das Kleinhirn wird Uber die kognitiven Funktionen hinaus auch mit weiteren Fahigkeiten, wie
dem Verhalten und der Wahrnehmung von Emotionen, in Zusammenhang gebracht.
Neuropsychologische Untersuchungen an Patienten mit Kleinhirninfarkten ergaben vielfaltige
kognitive und verhaltensbezogene Auffalligkeiten, die die Forscher Jeremy und Schmahmann
im Jahr 2004 unter dem Begriff cerebelldres kognitives Affektivitdtssyndrom (CCAS)
zusammenfassten. Typische Symptome fur das CCAS sind unter anderem Defizite in der
Planungsfahigkeit, der Sprache, im abstrakten logischen Denken und im rdumlichen
Wahrnehmungsvermégen. Auch fallen Veranderungen der Persénlichkeit auf, wie emotionales
Abstumpfen und unangemessenes Verhalten. Der cerebelldare Vermis ist bei ausgepragter
affektiver Symptomatik konstant von den Infarkten betroffen. Eine weitere Forschergruppe
bestéatigte durch ihre Studien diese Symptome bei Kleinhirninfarkten und stellte auRerdem noch
Defizite in der Aufmerksamkeit, dem visuell-rdumlichen Denken sowie der kognitiven
Flexibilitat fest (Malm et al., 1996). Auffallig bei CCAS-Patienten ist, dass die motorischen

Fahigkeiten nur leicht durch die Kleinhirninfarkte betroffen sind.

Diese Beobachtungen an Patienten mit geschédigtem Kleinhirn stimmen zum Teil mit den
Auffélligkeiten bei CHL1-/- Mdusen uUberein. Wie oben bereits beschrieben, zeigen die
CHLZ1-/- Mé&use ebenfalls Defizite bei der Verarbeitung rdumlicher Informationen und in der
Aufmerksamkeit. Auch scheint ihr Verhalten auffallig verandert zu sein, da sie nur reduziert auf
Umweltreize reagieren und auf soziale Reize nur verzdgert antworten (Morellini et al., 2006).
Bisher wurden die veranderten Verschaltungen im Hippocampus fiir diese Auffalligkeiten
verantwortlich gemacht (Morellini et al., 2006; Montag-Sallaz et al., 2002), doch
moglicherweise spielen hierflr auch Veranderungen im Kleinhirn, die durch die CHL1-Ablation

entstanden sind, eine Rolle.

In diesem Zusammenhang kdnnten das Kleinhirn und die CHL1-Ablation auch eine Bedeutung

haben bei der Entstehung von neuropsychiatrischen Erkrankungen. Mit dem 3p-Syndrom und
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Schizophrenie konnte das CHL1-Molekil bereits in einen direkten Zusammenhang gebracht
werden (Angeloni et al., 1999; Higgins et al., 2000; Frints et al., 2004; Dijkhuizen et al., 2006;
Sakurai et al., 2002; Chen et al., 2004). Bisher gibt es unterschiedliche Vermutungen, auf
welche Weise das CHL1-Molekil diese Krankheiten beeinflusst. Bemerkenswert ist, dass in
einer Studie Uber Patienten mit infantilem Autismus (juvenile Schizophrenie), dhnlich wie im
Kleinhirn von CHL1-/- Mdusen, sich ein Verlust von Purkinjezellen im lateralen und inferioren
Kleinhirn feststellen lieR (Kemper et al., 1998; Bauman et al., 1985) Die Ergebnisse dieser
Studie liefern daher neue Hinweise fiir eine mogliche Rolle des Kleinhirns bei der Entstehung

von neuropsychiatrischen Erkrankungen.

5.2 Visueller Kortex

5.2.1 Kortikale Dicke des visuellen Kortex

Die Dicke des visuellen Kortex ist in den CHL1-/- Mdusen unverandert. Da auch die Dicke des
cerebelldren Kortex (siehe oben) und einige andere grobmorphologischen Strukturen
unbeeinflusst von der CHL1-Ablation bleiben (Montag-Sallaz et al., 2002), liegt die Annahme
nahe, dass CHLL1 flr den grobmorphologischen Aufbau der meisten Gehirnregionen entbehrlich

ist.

Fir die Interpretation der Daten ist auch in dieser Gehirnregion eine gleiche kortikale Dicke in
allen Méusen bedeutend, da nur so von der gemessenen Zelldichte auf die Gesamtzellzahl in

jeder Maus geschlossen werden kann.

5.2.2 Zellpopulationen des visuellen Kortex in der CHL1-/- Maus

Im visuellen Kortex der CHL1-/- Mé&use ist die Anzahl der Nerven- (Pyramidenzellen und
Interneurone) und Gliazellen im Vergleich zu den CHL1+/+ Mausen unverandert. Auch in einer
anderen Studie konnte kein Verlust an Pyramidenzellen im Neokortex der CHL1-/- Maus
festgestellt werden (Demyanenko et al., 2004). Diese Ergebnisse lassen darauf schliel’en, dass
CHL1 im visuellen Kortex auf die GroRe der Zellpopulationen bis zum zweiten postnatalen
Monat keinen Einfluss ausiibt. Die verlangsamte Migration der neuronalen Vorlauferzellen, die
flr die flnfte und sechste kortikale Schicht bestimmt sind (Demyanenko et al., 2004), scheint
somit keine Auswirkungen auf die GroRe der Nervenzellpopulation im visuellen Kortex der
adulten CHL1-/- Maus zu haben.

Dennoch ist es nicht moglich, auf Grundlage dieser Ergebnisse zu behaupten, CHL1 waére
entbehrlich fir die Zellpopulationen und ihre korrekte Funktion im visuellen Kortex. Die
Methode dieser Studie kann die Bedeutung von CHL1 im visuellen Kortex nur eingeschrankt

erfassen, da mit ihr blof3 eine Variable (die Zellanzahl) bezuglich der Zellpopulation untersucht
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wurde und andere funktionelle und morphologische Aspekte nicht betrachtet wurden. Andere
Studien konnten im visuellen Kortex von CHL1-/- Mausen durchaus Veranderungen der
Nervenzellen, wie eine abnorme Positionierung und Formation von Pyramidenzellen, feststellen
(Demyanenko et al., 2004). Um mdgliche funktionelle Verénderungen zu ermitteln, wéren
weitere elektrophysiologische Tests oder Versuche, mit denen die visuelle Wahrnehmung

differenziert erfasst werden kann, sinnvoll.

Eine norme Anzahl an Gliazellen im visuellen Kortex der CHL1-/- Maus zeigt dariiber hinaus,
dass trotz der veranderten Orientierung der Pyramidenzellen (Demyanenko et al., 2004) auch in

dieser Gehirnregion keine degenerativen Prozesse im Nervengewebe stattfinden.

5.3 Fazit

Diese Studie zeigt, dass im cerebelldren Kortex von zwei Monate alten CHL1-/- M&usen
weniger Purkinje- und Kdrnerzellen vorhanden sind. Die anderen Hauptzellpopulationen des
cerebelldren Kortex, sowie alle Hauptzellpopulationen des visuellen Kortex sind bezuglich ihrer
GrofRRe nicht verédndert. CHL1 scheint also gebietsspezifisch die GroRe von Zellpopulationen zu
beeinflussen. Darlber hinaus zeigen diese Ergebnisse, dass CHL1 wichtig ist flr die
Kleinhirnentwicklung, obwohl laut vorausgegangenen Studien CHL1-/- Mé&use scheinbar keine
motorischen Defizite aufweisen. Es werden neue Hinweise geliefert fur einen mdglichen
Zusammenhang zwischen der CHL1-Ablation im Kleinhirn und dem abnormen Verhalten der
CHL1-/- Mause. Es bleiben allerdings noch viele Fragen offen, vor allem im Hinblick auf

mdogliche funktionelle Veranderungen in den Verschaltungen der betroffenen Zellpopulationen.

Vorausgegangene Studien haben gezeigt, dass auch die anderen Mitglieder der L1-Familie
bedeutende Funktionen bei der Kleinhirnentwicklung haben. Neurofascin lenkt die wachsenden
Basketzellaxone, damit sich die GABAergen Synapsen direkt auf den Initialsegmenten der
Purkinjezellaxone bilden kénnen (Ango et al., 2004). Hingegen weisen L1- oder NrCAM-
Knockout-Mause, bis auf einen etwas verkleinerten cerbellaren Vermis, keine offensichtlichen
Storungen in der Kleinhirnentwicklung auf (Dahme et al., 1997; Sakurai et al., 2001). Die
gleichzeitige Ablation von L1 und NrCAM fuhrt jedoch zu einer starken Beeintréchtigung der
Kornerzellentwicklung und weist somit auf ein funktionelles Zusammenspiel dieser beiden
Molekiile hin (Sakurai et al., 2001). In Anbetracht dieser Ergebnisse wéren weitere Studien
interessant, die nicht nur die einzelnen Funktionen von CHL1 und den anderen
L1-Familienmitgliedern ermitteln, sondern auch ihr Zusammenspiel in der Entwicklung des

Kleinhirns und des visuellen Kortex.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die Entdeckung des CHL1-Molekiils liegt noch nicht lange zuriick. In den ersten Studien zu
diesem Molekul stellten die Forscher ein interessantes Expressionsmuster fest und ermittelten
wichtige funktionelle Eigenschaften von CHL1, wie die Forderung von Neuritenwachstum,
neuronalem Uberleben und neuronaler Migration. In weiteren Untersuchungen stellte sich ein

Einfluss des CHL1-Molekils auf die Regeneration von Nervengewebe heraus.

Ebenso wie das verwandte und schon langer bekannte L1-Molekil stand auch das
CHL1-Molekul sehr bald unter Verdacht, eine wichtige Rolle bei der Entstehung von
neuropsychiatrischen Krankheiten zu spielen. Es konnten bei Patienten mit bestimmten
Erkrankungen, wie Schizophrenie und dem 3p-Syndrom, Fehler im CHL1-Gen identifiziert
werden. Verschiedene Untersuchungen bestéatigten daraufhin die CHL1-/- Maus als ein
geeignetes Modell fur bestimmte Symptome von neuropsychiatrischen Erkrankungen

(u.a. Schizophrenie).

Analysen dieser CHL1-/- Mause deckten diverse Abnormalititen im Neokortex, Hippocampus,
Corpus amygdaloideum, Riechkolben und Substantia Nigra auf. Dabei lieRen sich insbesondere

Verdnderungen im Laufe der embryonalen und postnatalen Entwicklung der M&use beobachten.

Diese Studie beschaftigte sich mit zwei weiteren Gehirnregionen: dem cerebelldaren und dem
visuellen Kortex. Die Untersuchungen wurden an sechs CHL1+/+ und sechs CHL1-/- Méausen
im Alter von zwei Monaten durchgefiihrt. Dabei wurde die Dichte der Hauptzellpopulationen
(Neurone, neuronale Subpopulationen, Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikroglia) mittels
einer stereologischen Methode erfasst, die die ldentifizierung von immunhistochemisch

gefarbten Zelltypen ermdglichte.

Im Kleinhirn der zwei Monate alten CHL1-/- Mause konnte eine signifikant geringere Anzahl
an Purkinje- und Kornerzellen festgestellt werden. Der Purkinjezellverlust war bereits in einer
vorausgegangenen Studie an sieben Tage alten CHL1-/- Mausen offensichtlich und ist bis zu
einem Alter von zwei Monaten etwa gleich geblieben. Ursachlich hierfir ist vermutlich ein
veranderter synaptischer Input an den Dendriten der Purkinjezellen durch die Kletter- und
Parallelfasern wahrend der friihen postnatalen Entwicklung. Der Kdrnerzellverlust wurde erst in
dieser Arbeit an zwei Monate alten CHL1-/- Mdusen festgestellt. Folglich muss er in einem
Zeitraum nach dem siebten postnatalen Tag stattgefunden haben. Da sich die Anzahl der beiden
Zelltypen (Purkinje- und Kdornerzellen) proportional verringert hat, handelt es sich hierbei am
wahrscheinlichsten um eine Anpassung der Kornerzellpopulation auf die bereits reduzierte

Purkinjezellpopulation. Mdglicherweise wird diese Anpassung durch die Purkinjezellen



Zusammenfassung -37-

reguliert, indem sie die Kornerzellproliferation nach der ersten postnatalen Woche

abschwachen.

Im visuellen Kortex ergaben die quantitativen Analysen der Hauptzellpopulationen keine

signifikanten Unterschiede zwischen den CHL1+/+ und CHL1-/- Mé&usen.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass CHL1 gebietsspezifisch die GroRe der
Hauptzellpopulationen beeinflusst, und liefern somit neue Beweise fiir eine Bedeutung des
CHLZ1-Molekiils bei der Kleinhirnentwicklung.
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8.1 Tabelle 1:
Primare Antikorper, die in dieser Studie verwendet wurden
) ] Identifizierte )
Antigen Wirt Code/Klon | Verdinnung | Quelle Literatur
Zelltypen
Cerebellum:
. Interneurone der
Neuron-specific ) lekularschicht
nuclear antigen Maus A60 1:1000 Chemicon Molekularschicht, Wolf et al., 1996
Kornerzellen N
(NeuN)
Visueller Kortex:
Pyramidenzellen
Cerebellum:
. Purkinjezellen
Parvalbumin (PV) |Maus PARV-19 | 1:1000 Sigma . Celio, 1990
Visueller Kortex:
GABAnerge
Interneurone
Neurogranin Kaninchen |[AB5620  |1:1000 Chemicon | Golgi-Interneurone g:nmgaicei-‘ta?'-é%%g&
Dako Astrozyten, Bergmann-
5-100 Kaninchen |Zz0311 1:500 _ Glia Ghandour et al.,
Cytomation 1981
A . Sprinkle et al.,
phosphodiesterase Sprinkle. 1989
(CNPase) p '
lonized calcium- Wek
binding adapter ; . axo . . Imai and Kohsaka,
molecule 1 Kaninchen |019-19741 |1:1500 Chemicals Mikroglia 2002 '

(Ibal)
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8.2 Abkulrzungsverzeichnis

Abb.

Ak

bzw.
CaCl,
CALL
CAM
CCAS
cDNA
CHL1
CHL1-/-
CHL1+/+
cm
CNPase

CRASH

Cy3
DNS
et al.

EZM

GABA
g
IgSF
IGL
Intern.

kD

Abbildung

Antikorper

beziehungsweise

Calciumchlorid

“Cell adhesion L1 like”
Zelladhésionsmolekiil

cerebelléres kognitives Affektivitatssyndrom
komplementére DNA

“Close homologue of L1”

CHL1-negativ (Knockout)

CHL1-positiv (Wildtyp)

Zentimeter

2°,3"-zyklische-Nukleotid 3 -Phosphodiesterase

“Corpus callosum hypoplasia, retardation, adducted thumbs, spastic paraplegia

and hydrocephalus”

rot floureszierendes Carbocyanin 3
Desoxyribonukleinséure

und andere

extrazelluldre Matrix
Gramm
Gamma-Aminobuttersaure
Immunglobulin
Immunglobulin Superfamilie
innere Kdrnerzellschicht
Interneurone

Kilodalton



Anhang

-47 -

cm

LTP

mm
ml

ML

n

NaOH
NaN3
NCAM
NCAM-/-
NCAM+/+
NeuN
NgCAM
nm
NrCAM

Npn 1

PBS

pH

PL
PNS
PPI

PSA

Purk.

Kubikzentimeter

Liter

Langzeitpotenzierung

molar

Meter

Millimeter (Meter x 107%)

Milliliter (Liter x107%)
Molekularschicht

Anzahl

Natriumhydroxid

Natriumazid

Neurales Zelladhasionsmolekul
NCAM-negativ (Knockout)
NCAM-positiv (Wildtyp)
spezifisches neuronales Kernantigen
,heuron-glial cell adhesion molecule*
Nanometer

»NgCAM related cell adhesion molecule”
Neuropilin 1

postnatal

phosphatgepufferte Salzldsung

p(otential) von H(ydrogen), Logarithmus der reziproken

Oxoniumionenkonzentration
Purkinjezellschicht
Peripheres Nervensystem
Prepuls-Inhibition
Polysialinséure

Purkinje
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PV

p

um’

cm?

RT

SD
SEM
Sema3A
s.0.

SPF

u.a.

v.a.

wt

wiv
ZNS
ZMNH
z.B.

%

°C

Parvalbumin

p-Wert (Uberschreitungswahrscheinlichkeit)
Quadratmikrometer

Quadratzentimeter

Raumtemperatur

Standardabweichung

Standardfehler des Mittelwertes
Semaphorin 3A-Rezeptor

siehe oben

spezifisch pathogen-frei

unter anderem

Volumen

vor allem

wildtyp

Gewicht pro Volumen

Zentralnervensystem

Zentrum fur Molekulare Neurobiologie Hamburg
zum Beispiel

Prozent

Mikro (10°)

Grad Celsius
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