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1 Einleitung

1.1 Struktur & Funktion dendritischer Dornfortsitze

1.1.1 Der Dornfortsatz als postsynaptisches Kompartiment

Die Formierung neuronaler Netzwerke und die Bildung und Plastizitdt von Synapsen gilt
als Grundlage von Denk-, Lern- und Gedéchtnisbildungsprozessen (BLiss und Lgmo, 1973;
HEBB, 2002; KANDEL und SCHWARTZ, 1982). Eine Synapse besteht aus der priasynaptischen
Endigung, die iiber den synaptischen Spalt von der postsynaptischen Spezialisierung getrennt
wird (DE ROBERTIS und BENNETT, 1955; PALAY, 1956). Uber die Ausschiittung von Neu-
rotransmittern aus prasynaptischen Vesikeln in den synaptischen Spalt und die Bindung
der Neurotransmitter an postsynaptische Neurotransmitterrezeptoren findet die synaptische
Transmission statt. In hoher entwickelten Organismen befinden sich die Postsynapsen von
90% aller exzitatorischen glutamatergen und einiger inhibitorischer v-aminobutyric acid (-
Aminobuttersiure, GABA)-erger Synapsen auf dendritischen Dornfortsitzen, welche sich
als spezialisierte Mikrokompartimente vom dendritischen Schaft ausstiilpen (GRAY, 1959a;
1959b; HARRIS und KATER, 1994; HERING und SHENG, 2001). Durch die Abgrenzung des
Dornfortsatzkopfes vom dendritischen Schaft {iber einen schmalen Hals wird die Dynamik
von Calcium-Ionen und sekundéren Botenstoffen reguliert, wodurch chemische Antworten
einzelner Synapsen isoliert werden (KOCH und ZADOR, 1993; KORKOTIAN und SEGAL,
2000; MAJEWSKA et al., 2000a; 2000b; SABATINI und SVOBODA, 2000; SVOBODA et al.,
1996; VOLFOVSKY et al., 1999). Die Grofle und Gestalt der Dornfortsitze ebenso wie die
Dichte der Dornfortsétze entlang der Dendriten variiert stark und ihre Morphologie ist vom
Entwicklungsstadium, Gehirnarealen, synaptischer Aktivitdt sowie pathologischen Faktoren
abhingig (BOYER et al., 1998; CHICUREL und HARRIS, 1992; FIALA et al., 1998; HARRIS
und STEVENS, 1989; HARRIS und KATER, 1994). Ausgehend von den unterschiedlichen
Formen und Groflen wurden Dornfortsitze in verschiedene Morphologiegruppen klassifiziert:
Filopodienéhnliche, diinne, stummelférmige, pilzférmige sowie verzweigte Dornen (CHANG
und GREENOUGH, 1984; HARRIS et al., 1992; PETERS und KAISERMAN-ABRAMOF, 1970)
(Abb. 1). Dornfortsétze sind hoch dynamisch (CRICK, 1982; DUNAEVSKY et al., 1999; F1-
SCHER et al., 1998; PARNASS et al., 2000), wobei die Anderung der Dornfortsatzmorphologie
von bestimmten Stimuli abhéngig ist und in Abhéngigkeit vom Entwicklungsstadium und
der synaptischen Aktivitéit reguliert wird (DUNAEVSKY et al., 1999; LENDVAI et al., 2000;
MATUS et al., 2000). Grundlegend fiir die Bildung und Eliminierung von filopodiendhnlichen
und reifen Dornfortsdtzen sowie morphologischen Verédnderungen des Dornfortsatzkopfes
sind Umstrukturierungen des Aktinzytoskeletts (DUNAEVSKY et al., 1999; FISCHER et al.,
1998; HALPAIN et al., 1998; WONG et al., 2000; Z1TO et al., 2004), welches ein verzweigtes
Netzwerk im gesamten Dornfortsatz ausbildet (FIFKOVA und DELAY, 1982; MATUS et al.,
1982; KOROBOVA und SVITKINA, 2010). Das Aktinzytoskelett des Dornfortsatzes wird durch
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Abbildung 1: Die Morphologieklassen dendriti-
scher Dornfortsitze. Morphologische Klassifizierung
von dendritischen Dornfortséitzen in filopodiendhnli-
che, diinne, stummelférmige, pilzférmige und verzweigte
Dornfortsétze (modifiziert nach HERING und SHENG,
2001).

Filododien- Dunn  Stummel- Pilzférmig Verzweigt
ahnlich férmig

verschiedene Signalwege reguliert (LUO et al., 1996; TASHIRO et al., 2000; WONG et al., 2000;
IRIE und YAMAGUCHI, 2002; PENZES et al., 2003), die u.a. auf die Aktivierung von Nukleati-
onspromotionsfaktoren wie beispielsweise dem neuronalen Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein
(N-WASP) zusammenlaufen (HicGgs und POLLARD, 2000; MIKI et al., 1996; 1998; PREHODA
et al., 2000; ROHATGI et al., 1999). Die Nukleationspromotionsfaktoren sind in der Lage,
Aktinmonomere zu binden und mit dem actin related protein 2 and 3 (Arp2/3)-Komplex zu
assozileren und so die Aktinnukleation von verzweigten Aktinfilamenten zu fordern (Hicas
und POLLARD, 2000; MACHESKY et al., 1994; MULLINS et al., 1998; ROHATGI et al., 1999;
SVITKINA und BORISY, 1999).

Die Veriinderungen der Gestalt und GrioBe der Dornfortsétze kénnen Anderungen in der Funk-
tion als elektrisches und biochemisches Kompartiment (KOCH und ZADOR, 1993; SVOBODA
et al., 1996), Anderungen in der Stirke der synaptischen Transmission (SCHIKORSKI und
STEVENS, 1999) und/oder die Bildung neuer Synapsen bedeuten (DUNAEVSKY et al., 1999;
LENDVATI et al., 2000; WONG et al., 2000).

Ein reifer Dornfortsatz tragt typischerweise genau eine exzitatorische Postsynapse, die sich im
Dornfortsatzkopf befindet. Die Postsynapse ist durch die Postsynaptische Dichte (PSD), eine
elektronendichte Spezialisierung an der postsynaptischen Plasmamembran, erkennbar (Abb.
2) (DE ROBERTIS und BENNETT, 1955; GRAY, 1959a; 1959b; PALAY, 1956). Die Grofle des
Dornfortsatzkopfes ist proportional zu der PSD-Flache, zur Anzahl der a-amino-3-hydroxy-
5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsiure,
AMPA)-Rezeptoren sowie zu der Anzahl gedockter Neurotransmittervesikel der aktiven Zone
(HARRIS und STEVENS, 1989; MATSUZAKI et al., 2001; NUSSER et al., 1998; SCHIKORSKI
und STEVENS, 1999). Die PSD nimmt ca. 10% der Dornfortsatzoberfliche ein (HARRIS
und STEVENS, 1989) und besteht aus einer komplexen Matrix aus Proteinen, durch die die
ionotropen Glutamatrezeptoren des AMPA und des N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Typen
sowie die metabotropen Glutamat (mGlu)-Rezeptoren (BAUDE et al., 1993; BEKKERS und
STEVENS, 1989; COLLINGRIDGE et al., 1983; MARTIN et al., 1993) gegeniiber der aktiven
Zone zusammengelagert sind (ZIFF, 1997).

PSD-95, Discs large, Zona occludens 1 (PDZ)-Doménen-beinhaltende Geriistproteine (KEN-
NEDY, 1995) bilden einen Hauptbestandteil der PSD und verkniipfen die Signalwege der
AMDA-, NDMA- und mGlu-Rezeptoren untereinander sowie mit dem Aktinzytoskelett des
Dornfortsatzkopfes (Abb. 2) (COLLINS et al., 2006; FARR et al., 2004; HusI et al., 2000; Kim
und SHENG, 2004), wodurch die synaptische Aktivitét tiber die Aktindynamik vermittelt an
die Dornfortsatzmorphologie gekniipft wird (PAK et al., 2001; SALA et al., 2001). Beispiele fiir

PDZ-Doménen beinhaltende Geriistproteine sind die membranassoziierten Guanylatkinasen
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Abbildung 2: Aussehen und Aufbau dendritischer Dornfortséitze. Darstellung eines reifen Dornfort-
satzes einer exzitatorischen Synapse (links) mit einem ausgedehnten Kopf und einem schmalen Hals. Im
Dornfortsatzkopf befindet sich der aktiven Zone gegeniiber die PSD sowie ein verzweigtes Aktinzytoskelett
und ein Netzwerk aus glattem ER (gER). Im Halsbereich befinden sich Aktinfilamnte (F-Aktin) und Polyri-
bosomen sowie der Dornenapparat, ein stark ausgeprigtes Netzwerk aus glattem ER. Ein Ausschnitt aus
dem Dornfortsatzkopf (rechts) zeigt die Proteine der PSD sowie die Verkniipfung mit dem Aktinzytoskelett
des Dornfortsatzkopfes und mit dem glatten ER. In der PSD befinden sich Glutamatrezeptoren des AMPA-
(AMPAR), NMDA- (NMDAR) sowie des metabotropen Typen (mGluR), die iiber verschiedene Adaptor-
proteine indirekt oder direkt mit PSD-Geriistproteinen wie PSD-95 (PSD95) und ProSAP/Shank (Shank)
verkniipft sind. Die PSD-Geriistproteine verkniipfen die Neurotransmitterrezeptorkomplexe untereinander
sowie iiber verschiedene regulatorische Proteine wie Homer bzw. Cortactin und Abpl mit dem glattes ER
bzw. dem Aktinzytoskelett des Dornfortsatzkopfes (modifiziert nach HERING und SHENG, 2001).

(MAGUKs) wie PSD-95 und die prolinreichen synapsenassoziierten Proteine/Src-Homologie
3 (SH3)-Doménen und Ankyrin-Wiederholung-beinhaltenden Proteine (ProSAPs/Shanks)
(KM und SHENG, 2004). Die MAGUKSs sind u.a. durch direkte Interaktionen mit NMDA-
Rezeptoruntereinheiten (KORNAU et al., 1995; NIETHAMMER et al., 1996), lonenkanélen
(GEE et al., 1998; KiM et al., 1995) und Zelladhdsionsmolekiilen (INAGAKI et al., 2001;
SCHULTZE et al., 2001) an der Zusammenlagerung und an der Signaltransduktion der
NMDA-Rezeptorkomplexe beteiligt. AMPA-Rezeptorkomplexe werden durch Interaktion
mit PDZ-Doménenproteinen wie dem Glutamatrezeptor-interagierenden Protein (GRIP)
in die PSD integriert (DONG et al., 1997). Die mGlu-Rezeptorkomplexe werden durch die
Interaktion mit dem PDZ-Doménenprotein Homer in die PSD integriert und funktionell
mit den Inositoltrisphosphat-Rezeptoren verkniipft, was eine Freisetzung des intrazellularen
Calciums nach Rezeptorstimulation ermoglicht (BRAKEMAN et al., 1997; KAMMERMEIER
et al., 2000; TU et al., 1998; X1A0 et al., 1998; 2000). Die ProSAP/Shank-Proteine sind
iiber direkte oder indirekte Interaktionen mit den verschiedenen Glutamatrezeptorkomplexen
verbunden und nehmen in der PSD-Organisation und -Signalintegration eine zentrale Rolle
ein (HusI et al., 2000; SHENG und Kim, 2000; TU et al., 1999). Die PSD bildet somit den
molekularen Apparat, der fiir den Empfang und die Verarbeitung synaptischer Signale in

der postsynaptischen Zelle notwendig ist und gewéhrleistet die rdumliche Organisation sowie
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entwicklungs- und aktivitéitsabhiingige Anderungen der postsynaptischen Strukturen (ZIFF,
1997).

1.1.2 Die PSD-Proteine der ProSAP /Shank-Familie

Die Familie der ProSAP /Shank-Proteine besteht aus drei Mitgliedern: Shankl, ProSAP1
(auch Shank2 genannt) und ProSAP2 (auch Shank genannt3) (BOCKERS et al., 1999a; 1999b;
Du et al., 1998; LM et al., 1999; NAISBITT et al., 1999; TOBABEN et al., 2000, TU et al.,
1999; YAO et al., 1999; ZITZER et al., 1999a; 1999b). ProSAP /Shank-Proteine sind mit
einer molekularen Masse von iiber 200 kD grofle Multidom&nenproteine und besitzen ei-
ne in Mammalia konservierte Doménenstruktur mit einer N-terminalen Domé&ne von 5-6
Ankyrin-Wiederholungen, einer SH3-Doméne, einer PDZ-Doméine, einer langen Region mit
prolinreichen Motiven sowie einem C-terminalem sterilen Alphamotiv (SAM-Doméne). Die
drei ProSAP /Shank-Proteine treten jeweils in verschieden langen, entwicklungsabhingig
regulierten Spleiffvarianten auf, wobei fiir ProSAP1 bislang nur kiirzere Spleifivarianten
charakterisiert wurden, denen die N-terminalen Ankyrin-Wiederholungen bzw. die Ankyrin-
Wiederholungen und die sich daran anschlieBende SH3-Doméne fehlten (BOCKERS et al.,
1999a; 2002; DU et al., 1998; Lim et al., 1999; SHENG und Kim, 2000).

Die SH3-Doméne vermittelt die Interaktion zu GRIP (SHENG und Kim, 2000), wodurch
ProSAP /Shank-Proteine mit den Signalwegen der AMPA-Rezeptoren verbunden sind (DONG
et al., 1997; SRIVASTAVA et al., 1998; WYSzZYNSKI et al., 1999). Die PDZ-Domaéne ist
unter den ProSAP /Shank-Proteinen hochkonserviert (BOCKERS et al., 1999a; LiM et al.,
1999) und vermittelt die Interaktion mit den Guanylatkinase-assoziierten Proteinen (GKAP)
(BOCKERS et al., 1999b; NAISBITT et al., 1999; TU et al., 1999; YAO et al., 1999), wodurch
die ProSAP /Shank-Proteine iiber die MAGUK-Proteine mit dem NMDA-Rezeptorkomplex
verkniipft sind (Hust et al., 2000) (Abb. 2). Der sich an die PDZ-Doméne anschlieiende,
ungefihr 1000 umfassende Aminoséduresequenzbereich ist reich an Prolin- und Serinresten und
vermittelt eine Vielzahl von Proteininteraktionen, u.a. mit dem PDZ-Doménen-Geriistprotein
Homer, welches die Interaktion mit den mGlu-Rezeptoren vermittelt (T'U et al., 1999), mit
der SH3-Doméne des Aktin-bindenden Proteins Cortactin mittels des spezifischen ppl-Motivs
(Du et al., 1998; Lim et al., 1999; NAISBITT et al., 1999), der SH3-Doméne des Aktin-
bindenden Proteins Abpl, dessen Bindung iiber mehrere prolinreiche Motive vermittelt
wird (HACKEL et al., 2008; QUALMANN et al., 2004), sowie iiber serinreiche Bereiche mit
Dynamin-2 (OKAMOTO et al., 2001). Durch Bindung an den Arp2/3-Komplex bzw. den
Arp2/3-Komplexaktivator N-WASP fordert Cortactin die Aktinnukleation (URUNO et al.,
2001; WEAVER et al., 2001) und spielt durch die direkte Assoziation mit ProSAP /Shank
eine wichtige Rolle fiir die Dornfortsatzmorphologie (HERING und SHENG, 2003). Auch der
ProSAP/Shank-Bindungspartner Abpl bindet Aktinfilamente, reguliert Aktindynamik und
nimmt eine wichtige Funktion in der Stabilisierung des Aktinzytoskeletts des Dornfortsatz-
kopfes ein (HACKEL et al., 2008; KESSELS et al., 2000; QUALMANN et al., 2004).

ProSAP /Shank-Proteine sind neuronal angereichert (DU et al., 1998; Lim et al., 1999; YAO
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et al., 1999; ZITZER et al., 1999b) und werden in vielen GroBhirnarealen wie dem Cortex
und Hippocampus deckungsgleich exprimiert (BOCKERS et al., 1999a; 1999b; ZITZER et al.,
1999b). Jedoch unterscheidet sich die Expression der einzelnen Isoformen in den verschiedenen
Zellschichten des Kleinhirns sowie in einigen Grofihirnarealen (BOCKERS et al., 1999a; 1999b;
Z1ITZER et al., 1999b) und auch die jeweiligen Spleifivarianten der ProSAP /Shank-Proteine
werden unterschiedlich exprimiert (BOCKERS et al., 1999a; DU et al., 1998; LiM et al., 1999;
NAISBITT et al., 1999; TU et al., 1999). ProSAP /Shank-Proteine sind Bestandteil der PSD
exzitatorischer Synapsen und kommen nicht in inhibitorischen Synapsen vor (BOCKERS
et al., 1999a; LiMm et al., 1999; NAISBITT et al., 1999; TuU et al., 1999; YAO et al., 1999;
ZITZER et al., 1999b). Die ProSAP /Shank-Proteine sind mit einem Abstand von 30 nm zur
postsynaptischen Membran in den tieferen Regionen der insgesamt 40-50 nm umfassenden
PSD lokalisiert, wohingegen sich im Vergleich dazu PSD-95 in einem Abstand von 5-10 nm
zur postsynaptischen Membran befindet (HARRIS und STEVENS, 1989; NAISBITT et al.,
1999; VALTSCHANOFF und WEINBERG, 2001). Die Lokalisation der einzelnen ProSAP /Shank-
Proteine wird unterschiedlich und entwicklungsabhéngig reguliert, wobei ProSAP1 bereits
wéahrend der Synapsenbildung ungefdhr im postnatalen Stadium P6-P10 und noch vor der
Bildung von PSD-95-NMDA-Rezeptorkomplexen in der PSD lokalisiert ist (BOCKERS et al.,
1999a; 2002; Du et al., 1998; Lim et al., 1999; NAISBITT et al., 1999). Wahrend ProSAP1
und ProSAP2 SAM-Doménen vermittelt und Zink-Ionen-abhéngig in die PSD rekrutiert
werden, wird Shankl zeitlich deutlich spéter, in priméren hippocampalen Neuronen nach
ungefihr 14 Tagen in Kultur, SAM-Domé&nen- und Zink-ITonen-unabhéngig in die PSD re-
krutiert (BOCKERS et al., 2005; GRABRUCKER et al., 2011; SHENG und Kim, 2000; SALA
et al., 2001). SAM-Doménen sind in der Lage, iiber End-zu-End-Bindung sowohl homomer
als auch heteromer zu multimerisieren, was die ProSAP /Shank-Proteine zur Ausbildungen
grofler zweidimensionaler, plattforméahnlicher Schichten befdhigt, bei deren Zusammenlage-
rung Zink-Tonen eine stabilisierende Rolle spielen (BARON et al., 2006; GUNDELFINGER et al.,
2006; NAISBITT et al., 1999).

Durch die ProSAP /Shank-vermittelte Verkniipfung der PSD-Geriistproteine GRIP, GKAP
und Homer werden die AMPA-, NMDA- und mGlu-Rezeptorkomplexe raumlich und funktio-
nell in der PSD verkniipft und deren Signalwege mit der Regulation des Aktinzytoskelett im
Dornfortsatzkopfes verbunden (Abb. 2). ProSAP/Shank-Proteine nehmen dadurch eine ent-
scheidende Rolle in der Zusammenlagerung der PSD wéhrend der Postsynapsenbildung und in
der Regulation morphologischer und funktioneller Verdnderungen wéhrend der synaptischen
Plastizitit ein (BOCKERS et al., 2002; 2006; SHENG und Kim, 2000). Uberexpressionsstudien
bestétigten die Rolle der ProSAP /Shank-Proteine in der Dornfortsatzreifung, Synapsenbildung
und -funktion, wobei eine ProSAP/ Shank-Uberexpression zu vergroferten Dornfortsatzkop-
fen, erhchten synaptischen Dichten und einer gesteigerten synaptischen Transmission fithrte
(GRABRUCKER et al., 2011; HACKEL et al., 2008; ROUSSIGNOL et al., 2005; SALA et al., 2001).
Ribonukleinséure (ribonucleic acid, RNA)-Interferenz (RNAi)-Studien zeigten desweiteren,

dass ein Verlust der einzelnen ProSAP /Shank-Proteine zu einer verringerten synaptischen
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Dichte (BERKEL et al., 2012; GRABRUCKER et al., 2011) sowie ProSAP2 RNAi-vermittelt
zu einer verringerten Dornfortsatzdichte (ROUSSIGNOL et al., 2005) und ProSAP1 RNAi-
vermittelt zu einem Volumenverlust der Dornfortsétze fithrte (BERKEL et al., 2012). Studien
an ProSAP/Shank™/~-Miusen zeigten Defekte in der Dornfortsatzbildung, Storungen in der
synaptischen Transmission sowie autismusdhnliche Verhaltenstorungen (HUNG et al., 2008;
PECA et al., 2011; SCHMEISSER et al., 2012; WANG et al., 2011). Genetische Studien an
humanen ProSAP/Shank-Genen identifizierten Mutationen in diesen Genen als eine Ursa-
che fiir Autismus-Spektrum-Storungen (autism spectrum disorders, ASD) (BERKEL et al.,
2010; DURAND et al., 2007; GAUTHIER et al., 2010; MARSHALL et al., 2008; SATO et al.,
2012) und Studien an Mausmodellen von einigen dieser Mutationen zeigten Defekte in der
Dornfortsatzbildung, Stérungen in der synaptischen Transmission und autismusdhnliche Ver-
haltensstérungen vergleichbar mit den Phénotypen der ProSAP/Shank/-Miuse (BERKEL
et al., 2012).

1.2 Synapsenbildung & synaptische Plastizitit

Die Ausbildung dendritischer Dornfortsétze korreliert in den meisten Grohirnregionen zeit-
lich mit der Hauptperiode der Synapsenbildung, die in Mammalia in den ersten postnatalen
Wochen stattfindet (YUSTE und BONHOFFER, 2004). Der zeitliche Zusammenhang zwischen
der Bildung von Synapsen und Dornfortsidtzen wihrend der Ausbildung neuronaler Netz-
werke ist bislang noch nicht hinreichend aufgeklart und wird in verschiedenen Modellen
diskutiert (Abb. 3). Junge pyramidale Neurone sind reich an filopodienéhnlichen Auslédufern
des dendritischen Schafts, die sich schnell ausbilden und wieder zuriickziehen (DAILEY und
SMITH, 1996; DUNAEVSKY et al., 1999; LENDVAI et al., 2000; Z1v und SMITH, 1996). Diese
werden im Laufe der Entwicklung von reifen Dornfortsdtzen mit einem ausgebildeten Kopf
ersetzt (DAILEY und SMITH, 1996; FIALA et al., 1998; HARRIS, 1999; Z1v und SMITH, 1996).
Dabei kommt es entwicklungsabhéngig zu einer Zunahme reifer Dornfortsitze entlang des
Dendriten (ETHELL und PASQUALE, 2005). Diese Beobachtungen fiihrten zu der Vorstellung,
dass dendritische Filopodien instabile Vorlaufer der Dornfortsitze darstellen, die durch Ab-
nahme ihrer Motilitat, Verkiirzung und Vergréferung des distalen Endes in Dornfortsétze
umgewandelt werden (MARRS et al., 2001; VAUGHN, 1989; Z1v und SMITH, 1996) (Abb. 3A).
Die dendritischen Filopodien suchen aktiv den prasynaptischen Kontakt (Z1v und SMITH,
1996), dessen Ausbildung die Umwandlung in einen stabilen Dornfortsatz auslost (DAILEY
und SMITH, 1996; MARRS et al., 2001; OKABE et al., 2001; TRACHTENBERG et al., 2002).

Studien, in denen die Mehrheit der Synapsen in jungen Neuronen auf dem dendritischen Schaft
lokalisiert war, fithrten alternativ zu der Vorstellung, dass sich Synapsen auf Dornfortsétzen
aus Schaftsynapsen bilden (DAILEY und SMITH, 1996; HARRIS et al., 1992; 1999; M ARRS
et al., 2001; MILLER und PETERS, 1981) (Abb. 3B). Wéhrend der Ausreifung des neuronalen
Netzwerkes steigt die Anzahl der Synapsen auf den Dornfortsétzen, wohingegen die Anzahl der
Schaftsynapsen abnimmt (BOYER et al., 1998; F1ALA et al., 1998). Eine mogliche Kombination

beider Modelle schlidgt zundchst die Ausbildung eines priméren synaptischen Kontakts auf
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dendritischen Filopodien vor, welche sich daraufhin zuriickbilden und Schaftsynapsen entste-

hen lassen, die sich dann in Dornfortsidtze umwandeln (FIALA et al., 1998; MARRS et al., 2001).

In einer dritten Vorstellung, die sich auf Studien von
Purkinjezellen des Kleinhirns stiitzt, findet die Dorn-
fortsatzbildung unabhéngig von und zeitlich vor der //
Synapsenbildung statt (LARRAMENDI, 1969; SOTELO, l:>
1978; 1990; TAKACS et al., 1997) (Abb. 3C). Die Unter-

schiede zwischen den Synapsen der pyramidalen Neurone
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des GroBhirns und der Purkinjezellen des Kleinhirns in /
ihrer synaptischen Aktivitdt und in ihrer molekularen // ?f s

Zusammensetzung werden als mogliche Ursachen fiir die

verschiedenen Beobachtungen der Dornfortsatzentwick-
lung betrachtet (ETHELL und PASQUALE, 2005).

Im adulten Gehirn kénnen Dornfortsitze abhéingig von
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ihrer Morphologie sehr stabil sein, wobei Dornfortsétze
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mit ausgebildetem Kopf stabiler sind als filopodienéhnli-
Abbildung 3: Modelle der Synapsen-

und Dornfortsatzbildung. A, Filopo-
TENBERG et al., 2002). Abhéingig von der synaptischen dien als Dornfortsatzvorlaufer. B, Dorn-
fortsatzbildung aus Schaftsynapsen. C,
Dornfortsatzbildung ohne synaptischen

bildung bzw. Eliminierung von Dornfortsitzen, obwohl Kontakt (modifiziert nach ETHELL und
PASQUALE, 2005).

che Dornfortsitze (GRUTZENDLER et al., 2002; TRACH-
Aktivitadt kommt es auch im adulten Gehirn zur Neu-

ein Grofiteil der Dornfortsétze adulter Neurone eher
morphologischen Verdnderungen unter Erhalt des Dornfortsatzes unterliegt (GRUTZENDLER
et al., 2002). Aufgrund der Korrelation der Dornfortsatzkopfgrofe mit der Stérke der sy-
naptischen Transmission (HARRIS und STEVENS, 1989; MATSUZAKI et al., 2001; NUSSER
et al., 1998; SCHIKORSKI und STEVENS, 1999) werden morphologische Verdnderungen der
Dornfortsitze eng mit langanhaltenden Anderungen in der synaptischen Ubertragungsstirke,
der synaptischen Langzeitplastizitit, assoziiert (ENGERT und BONHOFFER, 1999; YUSTE
und BONHOFFER, 2001). Eine langanhaltende starke synaptische Aktivitét fithrt zu einem
erhohten postsynaptischen Calciumgehalt, der zu einem NMDA-Rezeptor-abhéngigen Ein-
bau von AMPA-Rezeptoren in die postsynaptische Membran fiithrt (COLLINGRIDGE et al.,
1983; LYNCH et al., 1983; LLEDO et al., 1998; MALETIC-SAVATIC et al., 1999; MALINOW
und MILLER, 1986; NICOLL et al., 1988). Diese Langzeitpotenzierung (LTP) fiithrt auch
zur Vergroferung der Kopfe bestehender Dornfortsétze sowie zur Neubildung von Dornfort-
sitzen (MATSUZAKI et al., 2004; NAGERL et al., 2004; OKAMOTO et al., 2004) (Abb. 4).
Eine langanhaltende schwache synaptische Aktivitit bewirkt gegenteilig einen verminderten
Calciumgehalt, der NMDA-Rezeptor-abhingig zur Endozytose von AMPA-Rezeptoren von
der postsynaptischen Membran fithren kann (DUDEK und BEAR, 1992; ITO et al., 1982;
L1ao et al., 1999; LissIN et al., 1998; O’BRIEN et al., 1998; TURRIGIANO et al., 1998).
Diese Langzeitdepression (LTD) bewirkt das Schrumpfen von Dornfortsatzkopfen sowie das

Verkiirzen bis hin zur Eliminierung von Dornfortsétzen (ZHOU et al., 2004) (Abb. 4). Die
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morphologischen Verdnderungen werden durch verschiedene Rezeptor-vermittelte Signalwege
ausgelost, die auf die Regulation des Aktinzytoskeletts zusammenlaufen (DUNAEVSKY et al.,
1999; FISCHER et al., 1998; LENDVATI et al., 2000; WONG et al., 2000).

Abbildung 4: Morphologische Veridnderungen den-

dritischer Dornfortsitze wihrend der synapti-

schen Plastizitédt. LTP-Induktion fithrt zur Reorgani-
Legende sation des Aktinzytoskeletts, zum Wachstum der Dorn-
® AMPA Rezeptor  fortsiitze mit vergroBertem Kopfbereich und zum Ein-
® NMDA Rezeptor . . .
o Aktin bau von AMPA-Rezeptoren in die postsynaptische Mem-
bran (links). LTD fiihrt Aktindynamik-vermittelt zu einem
Schrumpfen des Kopfbereichs der Dornfortsédtze und zur
Endozytose von AMPA-Rezeptoren von der postsynap-
tischen Membran (rechts) (modifiziert nach TADA und
SHENG, 2006).

1.3 Das F-BAR-Doménenprotein Syndapin 1

Die Familie der synaptischen Dynamin-assoziierten Proteine (Syndapin, auch genannt protein
kinase Cac and casein kinase 2 substrate in neurons, PACSIN) umfasst in Mammalia drei ca.
50-65 kD grofle Proteine, das neuronal angereicherte Syndapin I, das ubiquitdr exprimierte
und in mehreren Spleifivarianten vorkommende Syndapin II sowie das vorrangig in Herz-
und Skelettmuskelgewebe exprimierte Syndapin 11T (MODREGGER et al., 2000; PLOMANN
et al., 1998; QUALMANN et al.; 1999; QUALMANN und KELLY, 2000; RITTER et al., 1999;
SUMOY et al., 2001). Die Syndapin I-Expression wird entwicklungsabhéngig reguliert und ist
im adulten Gewebe maximal, wobei Syndapin I ubiquitdar im Gehirn mit einer besonderen
Stérke im Hippocampus und Kleinhirn exprimiert wird (PLOMANN et al., 1998). Studien
zeigten fiir Syndapin I eine dendritische, prasynaptische und postsynaptische Lokalisation in
Neuronen (BRAUN et al., 2005; QUALMANN et al., 1999; PEREZ-OTANO et al., 2006).

Die Doménenstruktur von Syndapin I, dhnlich zu der der anderen Syndapine, zeichnet
sich durch eine N-terminale Fes/Cdc42-interagierendes Protein 4-Homologie-Bin/Amphi-
physin/Rvs (F-BAR)-Domiéne, einen sich anschlieBenden flexiblen Linker-Bereich und eine
C-terminale SH3-Doméne aus (MODREGGER et al., 2000; PLOMANN et al., 1998; QUALMANN
et al., 1999; RITTER et al., 1999; RAO et al., 2010) (Abb. 5A). F-BAR-Doménen zeigen
Strukturdhnlichkeiten zu Bin/Amphiphysin/Rvs (BAR)-Doménen und binden dimerisiert an
Membranen und induzieren positive Membrankriimmung (FROST et al., 2008; HENNE et al.,
2007; ITOH et al., 2005; SHIMADA et al., 2007). Die Dimere der Syndapin I-F-BAR-Doméne
sind zu einem seitlich betrachtet konkav gekriimmten Sechs-Helix-Biindel mit im 61°-Winkel
stark abgeknickten Enden geformt, wodurch von der Oberseite betrachtet eine stark geknickte
S-Form entsteht (WANG et al., 2009). An beiden Enden des Sechs-Helix-Biindels befindet sich
im Syndapin-F-BAR-Dimer eine Keilschleife (wedge loop) mit hydrophoben Aminoséureresten,
wodurch Syndapin-F-BAR-Dimere in der Lage sind, in Membranen zu inserieren und somit
die Bindung und Induktion positiv gekriimmter Membran zu férdern (RAO et al., 2010; WANG
et al., 2009) (Abb. 5B). F-BAR-Doménen koénnen sich lateral und End-zu-End zu groBeren

Aggregaten zusammenlagern, wodurch sie sich ringférmig um Einstiilpungen anordnen und so
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die Bildung von tubuldren oder vesikuldren Strukturen férdern kénnen (FROST et al., 2008;
SHIMADA et al., 2007). Durch die stark abgeknickte S-Form der Syndapin I-F-BAR-Doméne
spielt Syndapin I eine Rolle in der Induktion von stérker gekriimmten Membranen (RAO et al.,
2010; WANG et al., 2009), wie sie in der Vesikelbildung benétigt werden. Syndapin I zeigt
dariiber hinaus eine besondere Bindungsaffinitat fiir phosphatidylserinreiche Membranen,
was eine funktionelle Rolle in Membranmodulationsvorgéngen der Plasmamembran impliziert
(ITOH et al., 2005; DHARMALINGAM et al., 2009). Ausgehend von den unterschiedlichen Kriim-
mungseigenschaften der verschiedenen BAR- und F-BAR-Doménen wird ein Zusammenspiel
mehrerer (F-)BAR-Doménenproteine wiahrend Membranmodulationsprozessen vorgeschlagen
(FROST et al., 2008; SHIMADA et al., 2007; QUALMANN et al., 2011).

Abbildung 5: Doménenorga-

A l F-BAR Sh3 nisation und F-BAR-Dimer-
1 395 385 441 struktur von Syndapin I

A, Syndapin I besitzt eine N-

B d ﬂ‘ﬂ,%‘ff% terminale F-BAR-Doméine, einen
o &A;"-m;* flexiblen Linker-Bereich mit zwei

NPF-Motiven sowie eine C-
terminale SH3-Doméne (modifi-
ziert nach KocH et al., 2011). B,
Die dimerisierte F-BAR-Domiine
von Syndapin ist seitlich betrach-
tet (oberer Abschnitt) zu einem
gekriimmten Sechs-Helix-Biindel
geformt, dessen distale Enden von
der Oberseite betrachtet (unterer
Abschnitt) stark abgeknickt sind.
Die Keilschleifen (markiert durch Pfeilspitzen) tragen hydrophobe Aminoséurereste, die durch Membraninser-
tion zur Bindung und Kriimmung von Membranen beitragen (modifiziert nach QQUALMANN et al., 2011).

Syndapin I besitzt zwei Asparagin-Prolin-Phenylalanin (NPF)-Motive, iiber die Syndapin I
mit Eps15-Homologie-Doménen (EHD)-beinhaltenden Proteinen interagiert und iiber die eine
Syndapin I-Rolle in endosomalen Recyclingprozessen vermittelt wird (BRAUN et al., 2005).
Die SH3-Doméne vermittelt Interaktionen mit PxxP-Motiven verschiedener Proteine, u.a. mit
dem endozytotisch relevanten Protein Dynamin, dem Nukleationspromotionsfaktor N-WASP,
dem Aktinnukleator Cordon-bleu (Cobl) und den prasynaptischen Proteinen Synapsin und
Synaptojanin (AHUJA et al., 2007; MODREGGER et al., 2000; QUALMANN et al., 1999, 2000).
Durch die Selbstassoziationseigenschaft von Syndapin I kénnen mehrere Interaktionspart-
ner, die in verschiedene zellbiologische Prozesse involviert sind, miteinander und dariiber
hinaus mit Membranmodulationsvorgangen verkniipft werden (DHARMALINGAM et al., 2009;
KESSELS und QUALMANN, 2006; SCHWINTZER et al., 2011). Syndapin I nimmt durch die
rdumliche Verkniipfung des Aktinzytoskeletts mit Membranmodulationsvorgéngen wahrend
der Neuromorphogenese eine essentielle Rolle ein (QUALMANN et al., 1999). Syndapin I
verkniipft N-WASP mit Membranen und setzt es aus der Autoinhibition frei, wodurch Arp2/3-
Komplex-abhéngig Aktinnukleation vermittelt wird und ist so entscheidend fiir die korrekte
Ausbildung von Axonen (DHARMALINGAM et al., 2009). Durch die rdumliche Regulation des
Aktinnukleators Cobl nimmt Syndapin I eine Rolle wihrend der Entwicklung des Dendriten-
baumes ein (SCHWINTZER et al., 2011). Die Relevanz der raumlichen Regulation von Cobl
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wéhrend Membranmodulationsvorgéngen wurde desweiteren mit dem Syndapin I-Ortholog
im Zebrafisch-Modellorganismus bewiesen. Die Syndapin I/Cobl-Interaktion erwies sich fiir
die Ausbildung von aktinreichen Stereozilien sowie Mikrotubuli-basierenden Kinozilien als
essentiell (SCHULER et al., 2013).

Uber die Interaktion mit Dynamin und den EHD-Proteinen ist Syndapin I an verschiedenen
Prozessen der Vesikelbildung beteiligt (ANDERSSON et al., 2008; ANGGONO et al., 2006;
BRAUN et al., 2005; KOCH et al., 2011; SIMPSON et al., 1999; QUALMANN et al., 2000).
Syndapin I ist zudem in der Lage, Dynamin und N-WASP wéhrend der Clathrin-vermittelten
Endozytose zu verkniipfen (KESSELS und QUALMANN, 2002; 2006).

In der Studie von PEREZ-OTANO et al. (2006) wurde zudem eine Interaktion mit der Rezep-
toruntereinheit NR3A der unreifen NMDA-Rezeptoren beschrieben und eine mogliche Rolle
in der Entwicklung reifer NMDA-Rezeptoren durch NR3A-Internalisierung vorgeschlagen.
In Syndapin I/~-Mézusen konnte eine verstirkte Loslichkeit von Dynaminen sowie Defekte
im Recycling und eine VergroBerung prasynaptischer Vesikel in hippocampalen Synapsen
festgestellt werden (KocH et al., 2011). Desweiteren zeigten Syndapin I/~-Synapsen der
Stéabchen-Fotorezeptoren in der Retina schwere Defekte in Membrantransportvorgingen
mit einer verringerten Adaptionsfihigkeit, einer Akkumulation von endosomenéhnlichen
Membranstrukturen an der synaptischen Plasmamembran sowie vergroflerten synaptischen
Vesikeln (KOCH et al., 2011). Dies fithrte zu dem Modell, dass Syndapin I wéhrend des
Vesikelabschniirungsprozesses an der Rekrutierung von Dynamin an die Membran beteiligt
ist und dass es unter Syndapin [-Defizienz vermutlich zu einer ineffizienten bzw. verspéteten
Dynamin-vermittelten Vesikelabschniirung kommt (KOCH et al., 2011).

Syndapin I wurde sowohl in exzitatorischen als auch inhibitorischen Synapsen nachgewiesen
und elektrophysiologische Messungen zeigten reduzierte spontane bzw. evozierte exzitato-
rische und inhibitorische postsynaptische Stréme an Syndapin I/~-Hippocampusschnitten
(KocCH et al., 2011). Mit dem wiederholten Auftreten von Krampfanfillen, einer verdnder-
ten hippocampalen Netzwerkaktivitit, einem verringerten Schwellenwert fiir den GABA-
Rezeptorantagonisten Bicucullin sowie einem vergréferten Hippocampus entsprechen Synda-
pin I/~-Miuse dem Phénotyp epileptischer Miuse (KOCH et al., 2011).

10
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1.4 Fragestellung

Wiéhrend der Bildung und Reifung von Dornfortsédtzen erforderliche Verdnderungen der
Plasmamembran benotigen eine genaue Regulation der PSD-Komponenten und werden durch
Krifte des Aktinzytoskeletts vermittelt. Das F-BAR-Doménenprotein Syndapin I ist in der
Lage direkt und mittels N-WASP /Arp2/3-Komplex-vermittelter Aktinfilamentneubildung die
Topologie der Plasmamembran zu modulieren. Eine Funktion von Syndapin I als rdumlicher
Regulator in der Bildung und morphologischen Veranderung dendritischer Dornfortsétze schien
somit denkbar. Mithilfe von Analysen der Dornfortsatzmorphologie und Synapsendichte sollte
diese Hypothese kritisch hinterfragt werden. Die Untersuchung von Syndapin I~/~-Neuronen
im Vergleich zu Syndapin I small interfering RNA (siRNA)-exprimierenden Neuronen sollte
dabei der Abgrenzung speziell postsynaptischer Syndapin I-Funktionen dienen, die bei der allei-
nigen Untersuchung von Syndapin I~/~-Méusen aufgrund des kompletten Syndapin I-Verlusts
nicht moglich wire. Syndapin I-Uberexpressionsstudien sollten méogliche postsynaptische
Syndapin I-Funktion durch einen positiven Effekt auf die Dornfortsatzmorphologie bzw.
Synapsendichte verdeutlichen. Mittels Verwendung von verschiedenen Syndapin I-Mutanten
sollte zudem in RNAi-Rettungsexperimenten adressiert werden, welche Doménen fiir Funk-
tionen von Syndapin I in dendritischen Dornfortsétzen kritisch sind. Im Mittelpunkt sollten
hierbei putative Abhéngigkeiten von der Membranassoziationseigenschaft sowie von SH3-
Doménen-vermittelten Interaktionen von Syndapin I stehen. Die vermutete postsynaptische
Relevanz von Syndapin I sollte mittels immunfluoreszenzmikroskopischer Lokalisationsanaly-
sen in Neuronenkulturen auf subzelluldrer Ebene bestétigt werden.

Die neu identifizierte Interaktion mit dem postsynaptischen Geriistprotein ProSAP1 stell-
te einen attraktiven Ansatzpunkt fiir eine postsynaptische Rolle von Syndapin I dar, da
ProSAP1 entscheidend an der PSD-Organisation wiahrend der Bildung und morphologischen
Verdnderung von Dornfortsidtzen beteiligt ist. Die Charakterisierung der Bindungsmotive
der Syndapin I/ProSAP1-Interaktion sollte dabei einen wesentlich Beitrag zur Abgrenzung
von anderen ProSAP1-Interaktionen leisten. In Lokalisationsanalysen sollte die Relevanz
der Syndapin I/ProSAP1-Interaktion auf zelluldrer und subzelluliren Ebene iiberpriift wer-
den. Studien der Dornfortsatzmorphologie und der Synapsendichte unter Beeintréachtigung
der Syndapin I/ProSAP1-Interaktion sollten den funktionellen Mechanismus der Synda-
pin I/ProSAP1-Interaktion aufkliren.

Die Membranassoziationsfiahigkeit von Syndapin I macht eine rdumliche Regulation von
ProSAP1 wiahrend der Membranmodulationsvorgéinge in der Ausbildung und Plastizitdt den-
dritischer Dornfortsétze vorstellbar. Mittels proteinbiochemischer und zellbiolgischer Studien
sowie mittels elektrophysiologischer Messungen sollte die Relevanz der Membranassoziati-
onsfahigkeit von Syndapin I und die Relevanz einer Interaktion mit ProSAP1 in lebenden
Zellen untersucht werden. Insbesondere eine Untersuchung der raumlichen Lokalisation von
ProSAP1 in Syndapin I/~-Neuronen konnte niheren Einblick in die Relevanz der Synda-
pin I/ProSAP1-Interaktion geben und zur kausalen Analyse des epileptischen Phénotypen

von Syndapin I7/--M#usen beitragen.
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2 Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien & Biochemikalien

Sofern nicht weiter angegeben wurden alle Losungen in doppelt-destilliertem Wasser (ddH,O)
angesetzt. Alle nicht aufgefithrten Chemikalien wurden in héchstem Reinheitsgrad von den
Firmen Carl Roth GmbH & Co. KG, Merck KGaA, Sigma-Aldrich® Co. LLC und SERVA

FElectrophoresis GmbH bezogen.

Chemikalien fiir die Molekularbiologie

Agarose LE

Alkalische Phosphatase FastAP Thermosensitive
Aqua ad iniectabilia (Aqua a.i.)

Bovines Serumalbumin (BSA) (10x)
Deoxynukleosidtriphosphate (ANTPs) 100 mM
FastRuler™Low Range DNA (deozyribonucleic acid)
Ladder

GeneRuler™1kb (Kilobase) DNA Ladder
HotStarTaq (Thermus aquaticus)-DNA-Polymerase
Phusion® High Fidelity Reaktionspuffer
Phusion®-DNA-Polymerase

Proteinase K

Qiagen-PCR (polymerase chain reaction)-Puffer
Restriktionsendonuklease-Reaktionspuffer
Restriktionsendonukleasen

Ribonuklease (RNAse) A

T4-DNA-Ligase

T4-Polynukleotidkinase

Chemikalien fiir die Proteinbiochemie

Albumin Fraktion V

Brain Extract from bovine brain, Type I: Folch Frac-
tion I Lipide
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
(EDC)

Complete™ Protease Inhibitor Cocktail Tabletten (oh-
ne Ethylendiamintetraacetat, EDTA)
Coomassie-Brillantblau G-250

Deoxyribonuklease (DNase) I

High-Affinity Glutathion-S-Transferase (GST)-Resin
Lysozym aus Hiithnereiweiss

Magermilchpulver

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Spectra™ Multicolor High Range Protein Ladder
Talon™Superflow™ Metal Affinity Resin

Xylolcyanol

Chemikalien fiir die Zyto- & Histochemie

Chrom(IIT)-kaliumsulfat-Dodecahydrat

4’ 6-Diamidin-2’-phenylindol-Dihydrochlorid (DAPT)
Fluoromont-G™

Gelantine
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Biozym Scientific GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc.

B. Braun Melsungen AG

New England Biolabs (NEB)® Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Qiagen® N.V.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.
Sigma-Aldrich® Co. LLC

Qiagen® N.V.

Thermo Fisher Scientific Inc.; NEB® Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.; NEB® Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Carl Roth GmbH & Co. KG
Sigma-Aldrich® Co. LLC

Sigma-Aldrich® Co. LLC
Roche Diagnostics AG

Carl Roth GmbH & Co. KG
Roche Diagnostics AG
Genscript Corp.
Sigma-Aldrich® Co. LLC

J. M. Gabler Saliter GmbH
Thermo Fisher Scientific Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.
Clontech Laboratories Inc.
MP Biomedicals, LLC

Carl Roth GmbH & Co. KG
Roche Diagnostics AG
Southern Biotech

SERVA Electrophoresis GmbH



2.1 MATERIAL

Ketamin 100 mg Ampullen
MitoTracker® Deep Red FM
Mowiol® 4-88

Ziegenserum (Normal Goat Serum)
Phalloidin Alexa Fluor® 633
Rompun 2% Injektionslésung
Roti®-Histokitt Einschlussmittel

Kitsysteme

FD Rapid GolgiStain™-Kit
NucleoBond® Xtra Midi-Kit
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up-Kit
NucleoSpin® Plasmid-Kit

Qiagen® Plasmid Maxi-Kit

Qiagen® Plasmid Midi-Kit

DeltaSelect GmbH

Molecular Probes® Invitrogen GmbH
Calbiochem

Gibco® Invitrogen GmbH

Molecular Probes® Invitrogen GmbH
Bayer AG

Carl Roth GmbH & Co. KG

FD NeuroTechnologies, Inc.
MACHERY-NAGEL GmbH & Co. KG
MACHERY-NAGEL GmbH & Co. KG
MACHERY-NAGEL GmbH & Co. KG
Qiagen® N.V.

Qiagen® N.V.

2.1.2 Bakterien-, Zellkulturmedien & Zellkulturreagenzien

Alle Ndhrmedien wurden in ddH,O nach den Herstellerangaben angesetzt und autoklaviert.
Die Zugabe hitzesensitiver Antibiotika erfolgte direkt vor Verwendung.

Bakterienkultur

Hefeextrakt

Lysogeny Broth (LB)-Agar (Luria/Miller)
LB-Medium (Luria/Miller)
Trypton/Pepton aus Casein

2x Yeast extract tryptone (YT)-Medium

Zellkulturmedien

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), High
Glucose

Minimum FEssential Medium (MEM)

Neurobasal™ Medium

Neurobasal™-A Medium

Opti-MEM™ 1 Reduced Serum Medium

Zellkulturreagenzien

B-27® Serum-Free Supplement (50x)
Fotales Kélberserum (FKS)
GlutaMAX™Supplement

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS), no Calcium,
no Magnesium, no Phenolred
L-Glutamin (100x)

Pferdeserum, hitzeinaktiviert
Poly-D-Lysin Hydrobromid

Poly-L-Lysin Hydrobromid

0,5% Trypsin-EDTA (10x), no Phenolred
TurboFect™ Transfection Reagent

Antibiotika

Ampicillin Natriumsalz

Chloramphenicol

Kanamycinsulfat

100x Penicillin (100 Einheiten/ml)-Streptomycin

(100yg/m1)
Tetracyclin-Hydrochlorid

Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG

Gibco® Invitrogen GmbH
Gibco® Invitrogen GmbH
Gibco® Invitrogen GmbH

Gibco® Invitrogen GmbH
Gibco® Invitrogen GmbH

Gibco® Invitrogen GmbH

PAA Laboratories GmbH/GE Healthcare

Gibco® Invitrogen GmbH
Gibco® Invitrogen GmbH

Gibco® Invitrogen GmbH
Gibco® Invitrogen GmbH
Sigma-Aldrich® Co. LLC
Sigma-Aldrich® Co. LLC
Gibco® Invitrogen GmbH
Thermo Fisher Scientific Inc.

Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Gibco® Invitrogen GmbH

Carl Roth GmbH & Co. KG
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2 MATERIAL & METHODEN

2.1.3 Puffer & Lésungen

Ampicillin
Anésthetikum

Blocklosung
Blotto-PBS(T)
Bradford-Reagenz

CaCly-Puffer

Chloramphenicol
Coomassie-Férbelosung

DMEM™*
6x DNA-Probenpuffer

EDC-Losung

Entfarbelosung
Folch fraction I-Lipide
Gelatine-Beschichtungslosung

Golgi-Férbelosung
GST-Elutionspuffer

2x HEPES-buffered saline
(HBS)-Puffer

1x HEPES-Puffer

Histidin (His)-Elutionspuffer
His-Extraktionspuffer
Histologie- (Histo-)blocklésung

1x Hybridisierungspuffer
Impréagnierlosung

Immunprizipitationspuffer (IP-

Puffer) 100
Kanamycin
Kompetenzpuffer

Lysepuffer

Mowiol

0,1 M Phosphate buffer (PB)
Phosphate-buffered saline
(PBS)
PBS-Calcium/Magnesium
(PBS-CM)

PBS-Tween (PBST)

25x Proteinaseninhibitoren-
cocktail (PIC)

14

100 pug/ml Medium

1,2% (w/v) Ketamin; 0,17% (volume/volume, v/v) Rompun in
0,9% (weight/volume, w/v) NaCl

2% (w/v) BSA; 10% (v/v) Pferdeserum in PBS (pH 7,4)

5% (w/v) Magermilchpulver in PBS bzw. PBST

100 mg/1 Coomassie-Brillantblau G-250; 5% (v/v) Ethanol; 10% (v/v)
Phosphorsiure (filtriert)

60 mM CaCly; 15% (v/v) Glycerol; 10 mM Piperazin-N,N’-bis(2-
ethansulfonsiure) (PIPES) (pH 7,0)

30 ug/ml LB-Agar

0,15% (w/v) Coomassie-Brillantblau G-250; 40% (v/v) Methanol; 10%
(v/v) Essigséiure

2 mM L-Glutamin; 10% (v/v) FKS; Penicillin/ Streptomycin in DMEM
0,25% (w/v) Bromphenolblau; 0,25% (w/v) Xylolcyanol; 30% (v/v)
Glycerol; 50 mM EDTA (pH 8,0)

100 mM EDC in 1x [4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino|-ethansulfonséure
(HEPES)-Puffer (pH 7,4)

30% (v/v) Ethanol; 10% (v/v) Essigsidure

25 mg/ml in Chloroform-Methanol-Gemisch (1:2)

0,3% (w/v) Gelatine; 0,05% (w/v) Chromkaliumsulfat (CrK(SO4)2
><12H20)

1 Teil Losung D; 1 Teil Losung E; 2 Teile ddH2O (FD Rapid Golgi-
Stain™ Kit)

20 mM Glutathion; 50 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)-
HCIL; 120 mM NaCl (pH 8,0)

274 mM NaCl; 10 mM KCI; 1,4 mM NasHPOy; 15 mM Glucose; 42 mM
HEPES (pH 7,12)

10 mM HEPES; 1 mM Ethylenbis(oxyethylennitrilo)-tetraacetat (EGTA);
0,1 mM MgCl, (pH 7,4)

50 mM NagPOy; 300 mM NaCl; 150 mM Imidazol (pH 7,0)

50 mM NazgPOy; 300 mM NaCl (pH 7,0)

5% (v/v) Ziegenserum (in PBS); 0,25% (v/v) Triton® X-100 in 0,1 M
PB

100 mM NaCl; 50 mM HEPES (pH 7,4)

1 Teil Lésung A; 1 Teil Losung B (FD Rapid GolgiStain™ Kit)

1x HEPES-Puffer; 100 mM NaCl; 1% (v/v) Triton® X-100, 1x PIC
(pH 7,4)

25 pg/ml Medium

10 mM PIPES; 15 mM CaClsy; 55 mM MnClsy; 250 mM KCI; Zugabe des
MnCl;, nach Einstellen von pH 6,7 (KOH); sterilfiltriert

1x HEPES-Puffer; 150 mM NaCl, 1x PIC (pH 7,4)

10% (w/v) Mowiol 4-88; 25% (w/v) Glycerol; 100 mM Tris-HCI (pH 8,5)
77,4 mM NapHPO,; 22,6 mM NaH,PO, (pH 7.5)

2,68 mM KCI; 1,47 mM KH5POy; 136,9 mM NaCl; 7,98 mM NasHPO,
x2H,0 (pH 7,4)

0,5 mM MgCly; 0,5 mM CaCly in PBS

0,05% (v/v) Tween®20 in PBS (pH 7,4)
1 Complete™ Protease Inhibitor Cocktail Tablette ohne EDTA in 2 ml
PBS



2.1 MATERIAL

Poly-D-Lysin
Puffer P1
Puffer P2

Puffer P3
Quenchpuffer

Radioimmunoprecipitation
assay (RIPA)-Puffer

4x SDS-Probenpuffer

Super optimal broth (SOB)-
Medium

SOB-Glucose (SOC)-Medium
50x Tris-Acetat-EDTA (TAE)
Terrific broth (TB)-Medium

Tetracyclin

Transferpuffer

10x Tris-Glycin-Laufpuffer
1x Trypsin-EDTA
Waschpuffer (WP) 150
WP300

1x Zytosolpuffer

0,01% (w/v) Poly-D-Lysin; 150 mM Bors#ure (pH 8,5; sterilfiltriert)
50 mM Tris-HCL; 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNase A (pH 8,0)

200 mM NaOH; 1% (w/v) Natriumdodecylsulfat (Sodium dodecyl sulfate,
SDS)

3 M Kaliumacetat (pH 5,5)

25 mM Glycin in PBS (pH 7,4)

0,1% (w/v) SDS; 0,5% (w/v) Natriumdeoxycholat; 1% (v/v) Nonidet™P-
40; 150 mM NaCl; 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)

4% (v/v) SDS; 40% (v/v) Glycerin; 20% (v/v) B-Mercaptoethanol;
0,004% (w/v) Bromphenolblau; 250 mM Tris-HC1 (pH 6,8)

2% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 10 mM MgCly;
10 mM MgSQOy; 2,5 mM KC1

20 mM Glucose in SOB-Medium

2 M Tris-HCY; 5,71% (v/v) Eisessig; 0,050 M EDTA (pH 8,5)

1,2% (w/v) Trypton/Pepton; 2,4% (w/v) Hefeextrakt; 0,4% (v/v) Glyce-
rol; 1,7 M KHoPOy; 7,2 M KoHPO,

10 pg/ml

25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,02% (w/v) SDS; 18% (v/v) Methanol
25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% (w/v) SDS

0,05% Trypsin-EDTA in HBSS

1x HEPES-Puffer; 150 mM NaCl; 1% (v/v) Triton® X-100 (pH 7,4)
1x HEPES-Puffer; 300 mM NaCl; 1% (v/v) Triton® X-100 (pH 7,4)

25 mM HEPES; 25 mM KCI; 2,5 mM Magnesiumacetat; 100 mM Kali-
umglutamat (pH 7,2)

2.1.4 Zelllinien, Tier- & Bakterienstimme

2.1.4.1 Zelllinien

Die Uberexpression rekombinanter Fusionsproteine erfolgte in Human embryonic kidney
(HEK)293-Epithelzellen (GRAHAM et al., 1977) aus der Niere bzw. Cercopithecus aethiops,
origin-defective SV-40 (COS)7-Fibroblastenzellen (GLUZMAN, 1981) aus der Niere der Griinen
Meerkatze. Beide Zelllinien wurden von ATCC® /LGC Standards GmbH bezogen.

2.1.4.2 Tierstimme

Wistar-Stamm

C57/BL6J-Stamm (Charles River Laboratories, Inc.)

Rattus norvegicus

Mus musculus

2.1.4.3 Bakterienstiamme

Die verwendeten Escherichia coli (E. coli)-Stamme (Agilent Technologies, Inc.) (Tabelle
1) XL10Gold® bzw. SCS 110 fiir unmethylierte Plasmid-DNA dienten zur Expression von
Plasmid-DNA in Mammaliazellen. Die E. coli-Stamme BL21-CodonPlus® (DE3)-RIPL und
Rosetta™(DE3)pLysS dienten zur Expression von GST und Polyhistidin-Thioredoxin (His-

Trx)-Fusionsproteinen in Bakterien.
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Tabelle 1: Verwendete E. coli-Bakterienstdmme.

Stamm Genotyp

XL10Gold® Tet" A(merA)183 A(merCB-hsdSMR-mrr) 173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96
relA1 lac Hte [F” proAB lacI*ZAMI15 Tn10 (Tet") Amy Cam']

BL21-CodonPlus® E. coli BF ompT hsdS(rg~ mp~) dem™ Tet" gal N(DE3) endA Hte [argU proL
(DE3)-RIPL Cam'] [argU ileY leuW Strep/Spec']

Rosetta™(DE3)pLysS  F ompT hsdSp(rg” mp~) gal dem A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 indl sam7 nin5))
pLysSRARE (Cam")

SCS 110 rpsL (Str') thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dem supE44
A(lac-proAB) [F'traD36 proAB lacI1ZAM15]

2.1.5 Vektorplasmide & Expressionskonstrukte

Tabelle 2: Verwendete Vektorplasmide.

Vektor Verwendung Firma/Referenz

pBluescript IT SK (4) Mev (Kloniervektor) Agilent Technologies, Inc.

pcDNA™3.1/His C Mev (Xpress™-Tag) Invitrogen GmbH

pCMV-Tag?2 Mev (FLAG-Tag) Agilent Technologies, Inc.

pCMV-Tag2-mCherry Mev (FLAG-mCherry-Tag) SCHNEIDER et al. (2014)

pCMV-Tag2-Mito-mCherry Mev (Mito-FLAG-mCherry-Tag) SCHNEIDER et al. (2014)

pEGFP-C/-N Mev (GFP-Tag) Clontech Laboratories Inc.

pPEGFP-cw Mev (GFP-Tag) Wilko Altrock, LIN Magdeburg

pET32 Bev (His-Trx-Tag) Novagen® Merck KGaA

pGAT?2 Bev (GST-Tag) KESSELS et al. (2000)

pGEX Bev (GST-Tag) GE Healthcare

pMCherry-F Mev (PM-mCherry) Martin Korte, Technische Universi-
tat Braunschweig

pRNAT-H1.1/GFP siRNA Expressionsvektor GenScript USA Inc.

pRNAT-H1.1/PM-mCherry siRNA Expressionsvektor Institut fiir Biochemie I, UKJ

pRNAT-U6.1/GFP siRNA Expressionsvektor GenScript USA Inc.

pRNAT-U6.1/PM-mCherry siRNA Expressionsvektor Institut fir Biochemie I, UKJ

Bev, Bakterienexpressionsvektor; GFP, Griinfluoreszierendes Protein; LIN, Leibniz-Institut fiir Neurobiologie;
Mev, Mammaliaexpressionsvektor; Mito, Mitochondrienmembran; PM, Plasmamembran; UKJ, Universitéits-
klinikum Jena.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten DNA-Expressionskonstrukte sind in Tabelle 3
und Tabelle 4 und die verwendeten siRNA-Expressionskonstrukte sind in Tabelle 5 aufgelistet.
Angaben fiir verwendete ProSAP1- (GI:51921383), ProSAP2- (GI:11067399), Shankl-
(GL:77627981) und Syndapin I-Konstrukte (GI:4324452) beziehen sich auf Sequenzen ko-
dierend fiir Proteine der Ratte (Rattus norvegicus), verwendete Cobl- (GI:162135965) und
Abpl-Konstrukte (GI:7304993) beziehen sich auf Sequenzen kodierend fiir Proteine der
Maus (Mus musculus). Die DNA-Expressionskonstrukte GFP-ProSAP1 und GFP-ProSAP2
sind von Tobias Bockers (Universitat Ulm), GFP-Shankl von Carlo Sala (Institute of Neu-
roscience, Mailand) bezogen worden. Eine RNAi-insensitive Syndapin I-Mutante (Synda-
pin ') enthélt mehrere stille Mutationen in den Nukleotiden 297-317 (ab Startkodon) von
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GAACAGCCTACTGAACGAGGA zu GAATTCATTGTTAAATGAAGA. Die ProSAP1-
Mutante (ProSAP1") enthilt Mutationen der Aminosiuren 141-151 von RKKAPPPPKRA
71 GAGAAAAAAGA. Kurze Peptid-kodierende Plus- und Minus-DNA-FEinzelstrange wurden
mittels Oligonukleotidhybridisierung iiber entsprechend gewihlte Restriktionsschnittstellen

einkloniert. Selbsterstellte Konstrukte sind entsprechend gekennzeichnet () und dazu fiir

Polymerasekettenreaktionen (PCR) bzw. Oligonukleotidhybridisierungen verwendete Primer

in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 3: Verwendete DNA-Konstrukte zur Transfektion von Mammalia-Zellen.

Konstrukt AS Schnittstellen Vektor Laborcode
ProSAP-Konstrukte
FLAG-ProSAP1 1-1252  BamHI/BamHI pCMV2b FTM3™"
FLAG-ProSAP1" 1-1252  BamHI/BamHI pCMV2c FZX4""
GFP-ProSAP1 1-1252  BamHI/Kpnl pEGFP-C1 €340
GFP-ProSAP1” 1-1252  AfllI/EcoRV pEGFP-cw CDW5
GFP-ProSAP1 1-235 1-235 Sacl/HindIII pEGFP-cw BUQ2
GFP-ProSAP1* 1-235 1-235 Sacl/HindIIT pEGFP-cw BXL5
GFP-ProSAP2 1-1740  EcoRI/EcoRI pEGFP-C2 €206
GFP-Shank1 1-2167  Paul/EcoRI pEGFP-C1 e419
Syndapin I-Konstrukte
FLAG-mCherry-Sdp I SH3 376-441 BamHI/EcoRI pCMV2b-mCherry EYU3
FLAG-Sdp I 1-441 BamHI/EcoRI pCMV2b JM1
FLAG-Sdp I'®s 1-441 BamHI/HindIII pCMV2b CLB1
FLAG-mCherry-Sdp I 1-441 BamHI/HindIIT pCMV2b-mCherry ~ FZW1™
FLAG-Sdp Ires A5H3 1-382 BamHI/BmgBI pCMV2b FWI12"
FLAG-mCherry-Sdp Ires ASH3 1-382 BamHI/Xhol pCMV2b-mCherry HLI1™
FLAG-Sdp ['122E/M123E 1-441 BamHI/EcoRI pCMV2b EAV1
GFP-Sdp I'122E/MI123E 1-441 BamHI-BglIl/ pEGFP-C1 DZW1
EcoRI
FLAG-Sdp Tres 1122E/M1238 1-441 BamHI/EcoRI/ pCMV2b FWJ1™
Xhol
FLAG-mCherry- 1-441 BamHI/Xhol pCMV2b-mCherry ~ HLH1™
Sdp Tres 1122E/M123E
GFP-Sdp I 1-441 BamHI/Xbal pEGFP-C1 EIl
Mito-mCherry-Sdp I 1-441 BamHI/EcoRI pCMV2b-Mito- EJQ2
mCherry
Mito-mCherry-Sdp 145H3 1-382 BamHI/EcoRI pCMV2c-Mito- EJO1
mCherry
Mito-mCherry-Sdp IP434L 1-441 BamHI/EcoRI pCMV2b-Mito- EJR1
mCherry
Xpress-Sdp 1 1-441 BamHI/EcoRI pcDNA™3.1/HisC DH1
Xpress-Sdp I45H3 1-382 BamHI/EcoRI pcDNA™3.1/HisC DG3
Kurze +++APPPP-Motiv-Konstrukte
FLAG-mCherry-Cobl 318-332 318-332  EcoRI/Xhol pCMV2b-mCherry ~ FWK2"™
GFP-Cobl 318-332 318-332 EcoRI/BamHI pEGFP-C2 FCH1
GFP-ProSAP1 139-152 139-153  EcoRI/Sall pEGFP-C2 GNzZ1™
GFP-ProSAP2 671-685 671-685 EcoRI/Sall pEGFP-C2 GOA1™

AS, Aminoséure; Sdp, Syndapin.
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Tabelle 4: Verwendete DNA-Konstrukte zur Uberexpression in E. coli.

Konstrukt AS Schnittstellen Vektor Laborcode
GST-Abpl SH3 371-433  BamHI/HindIII pGAT2 CPH1
GST-Cobl 318-332 318-332  EcoRI/Nhel-Xhol pGEX-5X-1 FIV1
GST-ProSAP1 1-235 1-235 BamHI/XholI-Sall pGEX-4T-2 GHI1T™
GST-ProSAP1" 1-235 1-235 BamHI/Xhol-Sall pGEX-4T-2 GHJ1™
GST-ProSAP1 133-282 133-282  EcoRI/Pstl pGEX-5X-1 GQC1™
GST-ProSAP1 139-153 139-153  EcoRI/PstI pGEX-5X-1 GQA1™
GST-ProSAP2 671-685 671-685 EcoRI/Pstl pGEX-5X-1 GQB1™"
GST-Syndapin 1 1-441 BamHI/EcoRI pGEX-2T BG2
GST-Syndapin I122E/M123E 1-441 BamHI/EcoRI pGEX-2T DYM1
GST-Syndapin I SH3 378-441 EcoRI/Sall pGEX-5X-1 ABG1
His-Trx-ProSAP1 1-235 1-235 Sacl/HindIIT pET32a(+) GHG2™
His-Trx-ProSAP1" 1-235 1-235 Sacl/HindIII pET32a(+) GHH1™
His-Trx-Syndapin I 1-441 BamHI/EcoRI pET32a(+) ASU1
His-Trx-Syndapin I SH3 376-441 EcoRI/HindIII pET32a(+) AS7Z1

Alle RNAi-Konstrukte wurden mittels Oligonukleotidhybridisierung tiber BamHI/HindIII-
Schnittstellen in den pRNAT-H1.1 bzw. pRNAT-U6.1/GFP einkloniert, mit nachfolgendem
Austausch des GFP durch plasmamembranstandiges m Cherry (PM-mCherry) iiber Nhe/Smal-
Schnittstellen.

Tabelle 5: Verwendete RNAi-Konstrukte zur Transfektion von Mammalia-Zellen. pRNAT-Vektor in
Klammern angegeben; Angaben der Nukleotide ab Startkodon.

Konstrukt Nukleotide Referenz Laborcode
Arp3 RNAI (U6.1) 271-291 STEFFEN et al. (2006) FGS2
N-WASP RNAi (U6.1) 432-453 YAMAGUCHI et al. (2005) FGR1
ProSAP1 RNAi (H1.1) 3354-3372 BERKEL et al. (2012) GHM4™
scrambled RNAi (H1.1) - NOLZE et al. (2013) FRA1; FRR6
scrambled RNAi (U6.1) - PINYOL et al. (2007) FGY3
Syndapin T RNAi (HI.1) 297-317 DHARMALINGAM et al. (2009) BLO6; FGQ3

2.1.6 Primer

Fiir PCR und Oligonukleotidhybridisierung verwendete Oligonukleotide wurden von bio-
mers.net GmbH bezogen und auf 100 pM mit Aqua a.i. verdiinnt.

Tabelle 6: Verwendete Primer. Schnittstellen sind unterstrichen dargestellt.

Primer Sequenz 5’— 3’ Schnittstellen Verwendung
Sequenzierprimer

Cas gtttcaggttcagggggaggte -(rw) pEGFP-C

Cs catggtcctgetggagttegtyg - pEGFP-C

pGEXYS  gggctggcaagccacgtttggty - pGEX

T3 gcaattaaccctcactaaagg - pCMV2

T7 taatacgactcactataggg - pCMV2, pET32(+)

Genotypisierungs-PCR-Primer

BQ497
BQ498
BQ502
BQ536

aagggagtctggatgcaagg -(rw)
atctgaggagacccattcag -
agagatgttgagatgtgtac -
cggtagaattgacgaagttec -(rw)

Syndapin IT/+
Syndapin I/~
Syndapin It/+
Syndapin I/

rw, rilckwéarts.
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Tabelle 6: (Fortsetzung) Verwendete Primer.

Primer Sequenz 5’ — 3’ Schnittstellen Verwendung
PCR-Primer

BQ740 gegaattcattgttaaatgaagacctggagaaagtc EcoRI Syndapin 1" 1-441
BQT741 cggaattcttecacctectggtgeag EcoRI(rw) Syndapin I**® 1-441
BQ783 gtectegagtctatatagectcaac Xhol(rw) Syndapin T 1-441
BQ1899  ccggaattcaatctagaccctgatgatacagee EcoRI ProSAP1 133-282
BQ1900  acgcgtcgaccaagettegggtgaacttcageat Sall(rw) ProSAP1 133-282

Oligonukleotidhybridisierungspaare

BQ1518  aattcatgaagtcagacatgaagaagcgcagagcece  EcoRI Cobl 318-332
tectectecaagtgetagetage

BQ1519 tcgagctagetageacttggaggaggaggeectetge  Nhel,Xhol Cobl 318-332
gcttettecatgtetgactteat

BQ1829  gatccccggaattgagcaaagagattttcaagagaaa  BamHI ProSAP1 RNAi
tetetttgetcaattectttttggaaa

BQ1830 agcttttccaanaaggaattgagcaaagagatttetett HindIII ProSAP1 RNAi
gaaaatctctttgetcaatteceggg

BQ1895  aattcacagccagaaagaaagctcccccacctccaaa  EcoRI ProSAP1 139-153
gegggcteecgaceg

BQ1896  tcgacggtcggagecegetttggaggtgggggagett  Sall ProSAP1 139-153
tetttetggetgtg

BQ1897  aattcagtgctcggegeagagecccaccaccteccaa  EcoRI ProSAP2 671-685
gagggceccccageg

BQ1898  tcgacgctgggggecctettgggaggtggtegggete  Sall ProSAP2 671-685
tgegeegageactg

2.1.7 Antikorper

Verwendete sekundédre Antikoérper sind in Tabelle 7 aufgelistet und wurden in einer Verdiinnung
von 1:1.000 in der Immunfluoreszenzférbung (IF) oder 1:700 (IF, neuronale Zellkulturen) bzw.
1:10.000 in der Westernblotdetektion (WB) eingesetzt. Verwendete primére Antikorper sind

in Tabelle 8 jeweils mit entsprechend in IF oder WB eingesetzter Verdiinnung aufgelistet.

Tabelle 7: Verwendete sekundére Antikorper.

Spezifitit Spezies Verwendung Firma

Kaninchen-AF488 Esel IF MP Invitrogen GmbH
Maus-AF488 Esel IF MP Invitrogen GmbH
Meerschweinchen-AF488 Ziege IF MP Invitrogen GmbH
Kaninchen-AF568 Ziege IF MP Invitrogen GmbH
Maus-AF568 Esel IF MP Invitrogen GmbH
Meerschweinchen-AF568 Ziege IF MP Invitrogen GmbH
Kaninchen-AF647 Ziege IF MP Invitrogen GmbH
Maus-AF647 Ziege IF MP Invitrogen GmbH
Meerschweinchen-AF647 Ziege IF MP Invitrogen GmbH
Kaninchen-AF680 Ziege WB MP Invitrogen GmbH
Maus-AF680 Ziege WB MP Invitrogen GmbH
Kaninchen-Dylight800 Ziege WB Thermo Fisher Scientific Inc.
Maus-Dylight800 Ziege WB Thermo Fisher Scientific Inc.
Meerschweinchen-IRDye680 Esel WB LI-COR Bioscience GmbH
Meerschweinchen-IRDye800CW Esel WB LI-COR Bioscience GmbH

AF, Alexa Fluor®; MP, Molecular Probes®.
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Tabelle 8: Verwendete primire Antikorper.

Spezifitit Spezies \Ifl?‘rdunm&% Firma/Referenz

Bassoon Kaninchen 1:200 - W. Altrock, LIN Magdeburg
FLAG Maus Klon M2 1:500 1:500 Sigma-Aldrich® Co. LLC
FLAG Kaninchen 1:100 1:500 Sigma-Aldrich® Co. LLC
GFP Maus Klon B34 - 1:4.000  Covance Inc.

GFP Maus Klon JL-8 - 1:8.000  Clontech Laboratories, Inc.
GFP Kaninchen - 1:2.000 Abcam® plc

GST Kaninchen 2704 TB - 1:1.000 QUALMANN et al. (1999)
GST Meerschweinchen BE6 - 1:1.000  BRAUN et al. (2005)
His-Trx Meerschweinchen - 1:1.000 HAAG et al. (2012)

MAP2 Maus Klon HM-2 1:500 - Sigma-Aldrich® Co. LLC
MAP2 Kaninchen 1:500 - Abcam® ple

c-myc Maus Klon 9E10 1:500 - Covance Inc.

ProSAP1 Kaninchen - 1:500 Sigma-Aldrich® Co. LLC
ProSAP1 Kaninchen 1:250 - T. Bockers, Universitdt Ulm
ProSAP1 Maus Klon N23B/6 1:250 1:1.000  Neuromab Antibodies Inc.
ProSAP1 Meerschweinchen 1:200 - T. Bockers, Universitit Ulm
ProSAP2 Kaninchen 1:250 - T. Bockers, Universitdt Ulm
ProSAP2 Maus Klon N69/46 1:250 1:1.000  Neuromab Antibodies Inc.
ProSAP2 Meerschweinchen 1:200 - T. Bockers, Universitdt Ulm
PSD-95 Maus Klon 6G6-1C9 1.250 - Abcam® ple

Synapsin 1~ Maus Klon 46.1 1:500 - Synaptic Systems mbH
Syndapin I ~ Kaninchen 2704 TB 1:250 1:1.000 QUALMANN et al. (1999)
Syndapin I  Meerschweinchen BE6 1:100 1:2.500 BRAUN et al. (2005)
Xpress™ Maus 1:500 - Novex® Invitrogen GmbH

MAP, Mikrotubuli-assoziiertes Protein.

2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Assistent Pasteurpipetten, lange Form 230 mm
Cellstar® Gewebekulturflasche (75 cm?)

Cellstar® Polypropylenréhrchen (15 ml; 50 ml)
Cellstar® Zellkultuplatten (6-well; 12-well; 24-well)
Deckgliser Stidrke No.l rechteckig (24x32 mm;
24 x50 mm)

Deckglaser Stéirke No.l rund (12 mm-; 15 mm-;
18 mm-Durchmesser)

Einweg-Pasteurpipetten, graduiert

Eppendorf Gefifle (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)

Eppendorf Safe-Lock™ GefiBe (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)
HistoBond® adhisive Objekttriger
Immobilon®-FL  Polyvinylidenfluorid
Membran

Multi® PCR-Tubes 0,2 ml
Objekttrager

Pierce® Disposable 10 ml Polypropylene Columns
Pipettenspitzen (2-200 pl; 50-1.000 ul)
Pipettenspitzen (0,1-10 ul)

ZelluTrans/Roth Dialysiermembranen T2 (Flachbrei-
te 25 mm)

(PVDF)-

2.1.9 Geriate & Software

BioPhotometer
Geldryer 583
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Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG

Greiner Bio-One GmbH
Greiner Bio-One GmbH
Greiner Bio-One GmbH
Gerhard Menzel GmbH

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG; Gerhard Menzel

GmbH

Carl Roth GmbH & Co. KG
SARSTEDT AG & Co.
Eppendorf AG

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG
Merck KGaA Millipore

Carl Roth GmbH & Co. KG
Gerhard Menzel GmbH
Thermo Fisher Scientific Inc.
Brand, GmbH & Co. KG
STARLAB GmbH

Carl Roth GmbH & Co. KG

Eppendorf AG
Bio-Rad Laboratories GmbH
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Magnetrithrer MR Hei-Mix L
Mastercycler® ep gradient S

Milli-Q® Gradient-Reinstwasser System
See-saw rocker SSL4

Thermomixer compact
Ultraschallhomogenisator Sonopuls HD 70
Ultra-Turrax® T8-SSN5G
Vortex-Genie® 2

Gelelektrophorese & Westernblot

Agarose-Gelelektrophoresekammern
Consort EV265 Power Supply
Criterion™ Blotter

Intas® Gel-Imager
Mini-PROTEAN® Tetra Cell
Odyssey® Gel-Imager

PowerPac™ HC Power Supply

Inkubatoren & Brutschrinke

C150

GFL Orbital Shaking Inkubator 3032
HeraCell 240(i)COz Inkubator
Incu-line Inkubator®

Mikroskope

Leica TCS SP5

Objektive 63x /1,4 Ol; 40x /0,75 Luft

Zeiss AxioObserver.Z1 (mit ApoTome)
Objektive 63x /1,4 Ol; 40x /1,3 Ol

Kamera AxioCam MRm Charge-coupled device
Quecksilberdampflampe HXP 120

Mikrotome

Kryostat Leica CM3050S
Schlittenmikrotom Leica SM2010R

Sicherheitswerkbinke

Biowizard Golden Line
Cleanwizard KH-170
HeraSafe HS
LaminAir® HB2472
LaminAir® HVR 2448

Software

Adobe Photoshop CS3
AxioVision Rel. 4.8.2
GraphPad Prism 5.03
ImageJ 1.46r

Imaris 7.6

LAS AF 3

Zentrifugen

Heraeus® Multifuge® 3SR+
Rotor F13-14x50C
Tischzentrifuge 5417R

Rotor F45-30-11

Optima® L-70 Ultrazentrifuge
Rotor SW 28

Optima® Max-XP Ultrazentrifuge
Rotor TLA110; TLS55

Heidolph Instruments GmbH
Eppendorf AG

Merck KGaA Millipore
Stuart®Bibby Scientific

Eppendorf AG

Bandelin electronic GmbH & Co. KG
Ika® CGmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG

Werkstatt, UKJ

Consort bvba,

Bio-Rad Laboratories GmbH

INTAS Science Imaging Instruments GmbH
Bio-Rad Laboratories GmbH

LI-COR Biosciences GmbH

Bio-Rad Laboratories GmbH

Binder GmbH

GFL mbH

Thermo Fisher Scientific Inc.
VWR International GmbH

Leica Microsystems

Leica Microsystems

Carl Zeiss Microscopy GmbH
Carl Zeiss Microscopy GmbH
Carl Zeiss Microscopy GmbH
Leistungselektronik JENA GmbH

Leica Biosystems
Leica Biosystems

KOJAIR Tech OY
KOJAIR Tech OY
Thermo Fisher Scientific Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.

Adobe Systems, Inc.

Carl Zeiss Microscopy GmbH
GraphPad Software, Inc
National Institutes of Health
BITPLANE AG

Leica Microsystems

Thermo Fisher Scientific Inc.
Eppendorf AG
Beckman Coulter GmbH

Beckman Coulter GmbH
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

Die hier beschriebenen molekularbiologischen Standardmethoden wurden nach Molecular

cloning (SAMBROOK et al., 1989) durchgefiihrt.

2.2.1.1 Herstellung hitzeschockkompetenter E. col:

E. coli XL10Gold® Zur Herstellung wurden 100 ul hitzeschockkompetente E. coli
XL10Gold® auf Tetracyclin- und Chloramphenicol-enthaltenden LB-Agar-Platten ausgestri-
chen, iiber Nacht (UN) im Brutschrank inkubiert und anschlieBend 25 ml Tetracyclin- und
Chloramphenicol-enthaltendes 2xYT-Medium mit Einzelkolonien angeimpft. Diese Vorkultur
inkubierte bei 37°C und 200 min™* im Brutschrank UN und anschlieBend wurden 5 ml Vor-
kultur zum Animpfen einer 500 ml 2xYT-Medium Kultur genutzt, welche Chloramphenicol,
10 mM MgSO,4 und 0,2% (w/v) Glucose enthielt. Die Kultur wurde fiir 20-24 h bei 18°C und
200 min! inkubiert, bis sie eine Optische Dichte (OD) gemessen bei einer Wellenléinge von
600 nm (ODggo) von 0,5-0,6 erreichte. Nachfolgend wurde die Kultur fiir 10 min auf Eis
unter leichtem Schwenken abgekiihlt, fiir 15 min bei 1.000 xg und 4°C zentrifugiert und
nach Verwerfen des Uberstands wurde das Sediment in 60 ml eiskaltem Kompetenzpuffer
resuspendiert. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurden die Bakterien fiir 10 min bei 1.000 x g
und 4°C sedimentiert und anschlieBend nach Verwerfen des Uberstands in 40 ml eiskaltem
Kompetenzpuffer resuspendiert. Die entstandene Bakteriensuspension wurde mit Dimethyl-
sulfoxid (DMSO) in einer finalen Konzentration von 7% (v/v) unter leichtem Schwenken
versetzt und weitere 10 min auf Eis inkubiert. Abschlieend erfolgte die Portionierung der
Bakteriensuspension in 100 pul-Aliquots, welche in fliissigem Stickstoff schockgefrostet und bis

zur Verwendung bei -80°C gelagert wurden.

E. coli SCS 110, Rosetta™(DE3)pLysS & BL21-CodonPlus® (DE3)-RIPL Zur
Herstellung wurde ein Bakterien-Aliquot auf LB-Agar-Platten ausgestrichen, UN im Brut-
schrank inkubiert und eine Einzelkolonie zum Animpfen von einer 50 ml LB-Medium Vorkultur
benutzt. Nach UN-Inkubation der Vorkultur bei 37°C und 250 min™ wurden 10 ml Vorkultur
in 500 ml LB-Medium Kultur inokuliert und diese weitere 2-3 h bei 37°C und 250 min™ bis
zum Erreichen einer ODggg von 0,4-0,6 inkubiert. AnschlieSend kiihlte die Kultur fiir 10 min
auf Eis ab und es folgte eine Zentrifugation fiir 7 min bei 2.000 x ¢ und 4°C. Nach Verwerfen
des Uberstands wurde das Bakteriensediment in 80 ml CaCly-Puffer resuspendiert und erneut
fiir 5 min bei 1.000 x g und 4°C zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde zweimal durchgefiihrt.
Abschlieend erfolgte die Resuspension des Bakteriensediments in 16 ml CaCly-Puffer und
die Portionierung auf Trockeneis in 100 pul- bzw. 250 pl-Aliquots, welche bis zur Verwendung

bei -80°C gelagert wurden.
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2.2.1.2 Transformation von E. coli mittels Hitzeschock

Die Transformation verschiedener E. coli-Stamme erfolgte mittels 45 s 42°C-Hitzeschock von
100 ul kompetenten Bakterien, welche mit 2 pl Plasmid-DNA bzw. 10 ul Ligationsansatz fiir
1 min bei 4°C vorinkubiert wurden. Anschliefend kiihlte der Ansatz fiir 1 min auf Eis ab und
inkubierte nach Zugabe von 500 pl SOC-Medium fiir 1 h bei 37°C und 850 min™. Die Bakterien
wurden durch Zentrifugation fiir 3 min bei 4.000 x g und Raumtemperatur (RT) sedimentiert
und nachfolgend in 100 ul des Uberstands resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde
dann auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und UN bei 37°C im

Brutschrank inkubiert.

2.2.1.3 Minipréparation von Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse

Die Praparation von Plasmid-DNA fiir molekularbiologische Methoden erfolgte mittels al-
kalischer Lyse im kleinen Mafstab (Minipraparation) unter Verwendung von 2 ml einer
E. coli XL10Gold™ oder E. coli SCS 110 UN-Kultur in LB-Medium mit entsprechendem
Antibiotikum. Nach Zentrifugation der Kultur fiir 5 min bei 3.800 x¢ und RT wurde der
Uberstand verworfen und das Zellsediment in 200 pl Puffer P1 resuspendiert. Nachfolgend
erfolgte die alkalische Lyse durch Zugabe von 250 ul Puffer P2 und mehrmaliges Invertieren
des Reaktionsgefiafies. Danach schloss sich die Neutralisation durch Zugabe von 250 ul Puffer
P3, erneut mehrmaliges Invertieren des Reaktionsgeféfles und eine zehnminiitige Inkubation
bei 4°C an. Anschlieend folgte die Abzentrifugation des gefillten Proteins und genomischer
DNA fiir 10 min bei 20.800 x g und 4°C, worauthin 550 ul des die Plasmid-DNA enthaltenden
Uberstands in ein neues Reaktionsgefif iibertragen wurde. Durch Zugabe von 375 ul 100%
(v/v) Isopropanol erfolgte die Fillung der Plasmid-DNA, welche durch Zentrifugation fiir
10 min bei 20.800 x g und 4°C sedimentiert wurde. Nach Verwerfen des Uberstands wurde das
Sediment mit 1 ml 70% (v/v) Ethanol gewaschen und erneut fiir 5 min bei 20.800 x g und
4°C zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstands wurde das DNA-Sediment luftgetrocknet
und anschlieBend in 50 pl 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) gelost.

2.2.1.4 Mini-, Midi- & Maxipridparation von Plasmid-DNA mittels Kit-

Systemen

Zur transienten Zelltransfektion benotigte Plasmid-DNA hoheren Reinheitsgrades wurde im
kleinen MaBstab (Minipréparation) mittels NucleoSpin® Plasmid-Kit, im groferen MaBstab
(Midipréparation) mittels NucleoBond® Xtra Midi- bzw. Qiagen® Plasmid Midi-Kit und
im grofien Mafstab (Maxipriparation) mittels Qiagen® Plasmid Maxi-Kit nach Anleitung
des jeweiligen Herstellers hergestellt. Es erfolgte die Aufreinigung der Plasmid-DNA aus F.
coli XL10Gold®-UN-Kulturen. Diese wurden je nach GréSenmaBstab in 2 ml, 100 ml oder
500 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum angesetzt. Gebundene Plasmid-DNA
wurde von den Sdulen mit 50 pl 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) fiir Minipréparationen bzw. mit
100 ul Aqua a.i. fiir Midi- und 250 pl Aqua a.i. fiir Maxiprdparationen eluiert.
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2.2.1.5 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Bestimmung von Konzentration und Reinheit doppelstriangiger DNA erfolgte photospek-
trometrisch durch Messen der Extinktionen bei einer Wellenldnge von 260 nm und 280 nm.
Plasmid-DNA-Losungen wurden dazu im Verhéltnis 1:50 mit Aqua a.i. verdiinnt und gegen
eine Aqua a.i.-Referenz gemessen. Die Reinheit der DNA-Losung errechnete sich aus dem
Quotienten der Absorptionggg nm/Absorptionsgg nm. Dabei zeichnet eine sehr reine Probe ein
Quotient zwischen 1,75 bis 1,95 aus, wohingegen ein Quotient unter 1,75 auf Protein- und

Phenolrestverunreinigungen hindeutet.

2.2.1.6 PCR

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte mittels PCR unter Verwendung spezifi-
scher Vorwiarts- und Riickwértsprimer (Tabelle 6) und entsprechend gewéahlter Matrizen-
DNA. Ein 25 ul PCR-Ansatz enthielt 250-500 ng Matrizen-DNA, jeweils 0,5 uM Vorwérts-
und Rickwértsprimer, jeweils 200 uM Desoxynucleosidtriphosphate, 3% (v/v) DMSO, 1x
Phusion® High Fidelity Reaktionspuffer und 0,5 Einheiten Phusion®-DNA-Polymerase.
PCR-Reaktionen liefen im Thermozykler nach dem Schema in Tabelle 9 ab. Die Hybridisie-
rungstemperatur (*) wurde nach Abhingigkeit der gewiihlten Primerkombination varriert.
Die Variation der Elongationszeit (") erfolgte nach Abhéngigkeit der entsprechenden PCR-
Produktlinge. Zur Uberpriifung der korrekten Linge und Qualitét des PCR-Produkts schloss
sich die Auftrennung des PCR-Ansatzes mittels Agarose-Gelelektrophorese an.

Tabelle 9: PCR-Programm.

Schritt Temperatur Dauer
1) Initiale Denaturierung 98°C 2 min
2) Denaturierung 98°C 15's

3) Hybridisierung 65°C” 30 s

4) Elongation 72°C 1 min"™*
5) Finale Elongation 72°C 2 min

29x Wiederholung der Schritte 2-4

2.2.1.7 Genotypisierung von Syndapin I-Miusen

Syndapin I-Mé&use wurden vor Verwendung von Michaela Vogel, Institut fiir Biochemie I,

UKJ, auf den Genotyp hin iiberpriift. Diese Methode wird genauer im Anhang A beschrieben.

2.2.1.8 Restriktionsverdau & Dephosphorylierung von DNA

Fiir préaparative oder analytische Zwecke erfolgte die gezielte Spaltung von Plasmid-DNA oder
PCR-Produkten mithilfe von sequenzspezifischen Restriktionsendonukleasen. Ein 20 ul Reakti-
onsansatz enthielt 5-10 ug DNA, 5 Einheiten Restriktionsendonuklease, 1-2x Reaktionspuffer
(je nach Restriktionsenzym) und optional 1 pg/ul BSA. Zum Restriktionsverdau von PCR-

Produkten wurden diese vorher iiber Agarose-Gelelektrophorese aufgereinigt und der gesamte
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Gelextrakt von 50 ul eingesetzt. Der eingesetzte Reaktionspuffer und die Inkubationstem-
peratur als auch -dauer (meist 2-4 h) variierte nach eingesetzten Restriktionsendonukleasen
und den entsprechenden Herstellerempfehlungen. Zur Uberpriifung der korrekten Linge und
Qualitdat der erhaltenen DNA-Fragmente erfolgte die Auftrennung des Reaktionsansatzes
mittels Agarose-Gelelektrophorese mit gegebenenfalls anschlieender Gelextraktion geeigneter
DNA-Fragmente.

Zur Dephohsphorylierung linearisierter Vektorplasmide inkubierten entsprechende Reakti-
onsansitze im Anschluss an den Restriktionsverdau mit 1 Einheit alkalischer Phosphatase
FastAP™ fiir 30 min bis 1 h bei 37°C.

Zum sequentiellen Restriktionverdau von DNA in verschiedenen Reaktionspuffer wurde die
DNA nach dem ersten Restriktionsverdau gefillt. Dazu erfolgte die Zugabe von 200 pl 100%
(v/v) Isopropanol zu einem 20 pl Reaktionsansatzes und eine Zentrifugation fiir 10 min bei
20.8000 x g und RT. Nach Verwerfen des Uberstands wurde das DNA-Sediment durch Zugabe
von 200 pl 70% (v/v) Ethanol und Zentrifugation fiir 10 min bei 20.800 xg und RT gewa-
schen. AnschlieBend wurde der Uberstand vollstiandig abgenommen und das DNA-Sediment
luftgetrocknet. Die Resuspension des DNA-Sediments erfolgte in 20 pul 10 mM Tris-HCI (pH
8,0).

2.2.1.9 Agarosegelelektrophorese von DNA

Die Agarosegelelektrophorese erfolgte zur Groflenauftrennung von DNA-Fragmenten einer
GroBe von 250-2000 Basenpaaren (bp) auf horizontalen 1% (w/v) Agarosegelen in 1x TAE.
Fiir kleinere DNA-Fragmente unter 250 bp wurden 2% (w/v) und fiir gréflere DNA-Fragmente
iiber 2000 bp horizontale 0,8% (w/v) Agarosegele in 1x TAE verwendet. Gelelektrophorese
von DNA-Proben in final 1x DNA-Probenpuffer erfolgte bei einer Spannung von 100 V in
1x TAE als Laufpuffer. Der Nachweis der DNA-Fragmente unter Ultraviolett-Licht erfolgte
iiber den DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid, welcher den Agaro-
segelen vor Erhérten in einer finalen Konzentration von 0,4 pug/ml zugegeben wurde. Zum
Groflenvergleich der DNA-Fragmente wurde bei jeder Gelelektrophorese entsprechend den
erwarteten Fragmentgrofien ein 1 kb bzw. 100 bp DNA-Grolenstandard mitgefiihrt.

2.2.1.10 DNA-Isolation aus Agarosegelen

Die Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen nach Ausschneiden entsprechender
Banden aus dem Gel erfolgte mittels NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up-Kit nach Angaben
des Herstellers. Zum Losen der Gelstiicke erfolgte die Zugabe von 600 pl NTI-Puffer (vom Kit
bereitgestellt) und Inkubation fiir 30 min bei 50°C und 850 min™'. Gebundene und gewaschene
DNA wurde mit 50 pul 70°C warmem 5 mM Tris-HC1 (pH 8,5) fir 10 min inkubiert und
anschliefend durch Zentrifugation fiir 1 min bei 11.000 x g elutiert.
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2.2.1.11 Oligonukleotidhybridisierung

Die Generierung sehr kurzer doppelstriangiger DNA-Fragmente (40-50 bp) erfolgte mit-
tels Hybridisierung zweier komplementirer Oligonukleotid-Stringe, welche mit bestimmten
Restriktionsschnittstellen an ihren 5’- bzw. 3’-Enden synthetisiert worden waren. Zur Hybri-
disierung wurden final je 1 uM Oligonukleotid in 1x Hybridisierungspuffer in einem Volumen
von 50 ul eingesetzt. Die Reaktion wurde in einem Thermozykler durchgefiihrt, wobei zu-
néchst eine Denaturierung bei 90°C fiir 4 min erfolgte, dann die Hybridisierung fiir 10 min bei
70°C und anschlieBend ein schrittweises Abkiihlen um 0,3°C/s auf 4°C. Die hybridisierte DNA
wurde durch Zugabe von 200 ul Isopropanol, kurzes Vortexen und Inkubation fiir 10-15 min
bei RT gefallt und anschliefend fiir 3 min bei 20.800 X ¢g sedimentiert. Nach Verwerfen des
Uberstands wurde das Sediment mit 400 ul 70% (v/v) Ethanol gewaschen und erneut fiir
3 min bei 20.800 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen, das Sediment
luftgetrocknet und im Anschluff in 20 ul Tris-HCI (pH 8,0) resuspendiert. Vor Ligation der
hybridisierten Oligonukleotide mit linearisiertem Vektorplasmid war eine Phosphorylierung
der 5’- und 3’- Oligonukleotidenden notwendig. Diese erfolgte durch Zugabe von 5 Einheiten
T4-Polynukleotid-Kinase in 1x T4-DNA-Ligasepuffer in einem Gesamtvolumen von 50 ul
und anschliefende Inkubation fiir 30 min bei 37°C. Nach Inaktivierung des Enzyms fiir 20 min
bei 65°C wurde der Reaktionsansatz erneut schrittweise um 0,3°C/s auf 4°C abgekiihlt.

2.2.1.12 Ligation von DNA-Fragmenten

Ligationen von linearisiertem Vektor mit einem oder mehreren DNA-Fragmenten erfolgte im
Verhéltnis 1:6-1:7 unter Verwendung von 500 Einheiten T4-DNA-Ligase und optional 2 ul 50%
(w/v) Polyethylenglykol 4000 in 1x T4-DNA-Ligationspuffer in einem 20 pl Ansatz, welcher
fiir 2 h bei RT oder 16 h bei 16°C inkubiert wurde. Anschliefend folgte die Transformation

von FE. coli mit 10 pl des Ligationsansatzes mittels Hitzeschock.

2.2.1.13 Sequenzierung von DNA

Die Uberpriifung der korrekten Basensequenz mittels PCR- oder Oligonukleotidhybridi-
sierung-generierter DNA-Konstrukte erfolgte durch DNA-Sequenzierung. Dazu wurden zu
5 ul Plasmid-DNA 2 ul 10 uM Primerverdiinnung zugegeben und der Ansatz an die Firma
SEQLAB Sequence Laboratories Gottingen GmbH versendet, welche die Sequenzierreaktionen
durchgefiihrt hatten.

2.2.2 Zellkultur-Methoden

2.2.2.1 Kultivierung nicht-neuronaler Zelllinien

Die Kultivierung nicht-neuronaler Zellen erfolgte in 75 cm? Zellkulturflaschen in 10 ml
DMEM™™ bei 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, im Zellinkubator. Die Zellpassage
wurde alle drei bis vier Tage durchgefiihrt, wobei die Zellen nach dem Waschen mit 5 ml
HBSS durch Zugabe von 1 ml 1x Trypsin-EDTA vereinzelt und im Verhéltnis 1:10 mit
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10 ml frischem DMEM™™ verdiinnt ausgesit wurden. Fiir die transiente Transfektion von
HEK293-Zellen wurden die Zellen am Vortag der Transfektion in 6-well-Platten in einem
Verdiinnungsverhéltnis von 1:3 mit 1,5 ml Zellsuspension je Vertiefung ausgeséit. Im Falle der
transienten Transfektion von COST7-Zellen erfolgte die Passage in einem Verdiinnungsverhéltnis
von 1:6 - 1:10 je nach Zellkulturdichte auf Poly-D-Lysin-beschichtete Deckgldschen mit
0,5 ml bzw. 1 ml Zellsuspension je Vertiefung einer 12- oder 24-well-Platte. Poly-D-Lysin-
Beschichtung von 15 mm bzw. 12 mm-Durchmesser Deckgléschen erfolgte im Vorfeld durch
Zugabe von 1 ml bzw. 0,5 ml Poly-D-Lysin je Vertiefung einer 12- bzw. 24-well-Platte, 30 min
Inkubation bei RT und nachfolgend dreimaligem Waschen mit 0,5 ml bzw. 1 ml HBSS.

2.2.2.2 Herstellung & Kultivierung primirer Neuronenkulturen

Rattenneuronenkulturen Primére hippocampale Rattenneurone wurden von Annett
Kreusch und Christin Scharf (Institut fiir Biochemie I, UKJ) nach BANKER und COWAN
(1977) und BREWER et al. (1993) prépariert und kultiviert. Eine ausfiihrliche Beschreibung
der Methode befindet sich im Anhang A.

Mausneuronenkulturen Primére hippocampale Mausneurone wurden von Dr. Nicole
Koch und Michaela Ohler (Institut fiir Biochemie I, UKJ) pripariert und kultiviert. Die
ausfiihrliche Beschreibung dieser Methode befindet sich im Anhang A.

2.2.2.3 Transiente Transfektion nicht-neuronaler Zelllinien

Nicht-neuronale Zellen wurden einen Tag nach der Passage mittels TurboFect Transfektionsrea-
genz transient transfiziert. Dazu wurde entsprechend verwendeter 6-, 12-, oder 24-well-Platte
3 ug, 2 pug bzw. 1 pg Plasmid-DNA je Vertiefung eingesetzt, diese mit 2 ul/pug DNA Trans-
fektionsreagenz und 100 ul Opti-MEM™ versetzt und der Ansatz fiir 20 min bei RT inkubiert.
Nach Zugabe zum Zellmedium erfolgte eine Inkubation der Zellen fiir 4 h bei 37°C im Brut-
schrank. Im Anschluff wurde das Medium durch frisches DMEM™ ersetzt und die Zellen
entsprechend des Expressionsniveaus weitere 24 h bzw. 48 h im Brutschrank inkubiert, bevor

sie in proteinbiochemischen oder immunzytochemischen Methoden verwendet wurden.

2.2.2.4 Transiente Transfektion neuronaler Kulturen

Die transiente Transfektion neuronaler Kulturen erfolgte am 12. Tag der Zellkultivierung
mittels Calciumphosphat. Dazu wurde vor Transfektionsbeginn das Zellkulturmedium abge-
nommen, fiir die spétere Inkubation aufbewahrt und durch 670 ul Neurobasal ohne Zusétze
ersetzt. Fiir einen Transfektionsansatz wurden 1,3 ug DNA mit 2,5 ul 2 M CaCl,y-Loésung und
20 ul Aqua a.i. je Vertiefung vermischt und durch Vortexen auf geringster Stufe mit 20 ul
2x HBS-Puffer versetzt. Nach zwanzigminiitiger, lichtgeschiitzter Inkubation bei RT wurden
je Vertiefung 40 ul des Transfektionsansatzes tropfenweise dem Zellmedium hinzugegeben.
Nach einstiindiger Inkubation im Brutschrank wurde das Zellmedium durch 1,4 ml frisches

Neurobasal ohne Zusétze ersetzt, zweimal 1 ml davon abgenommen und wieder durch frisches
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Neurobasal ersetzt. Anschliefend wurde das Zellmedium abgenommen und 500 ul des aufbe-
wahrten Ausgangsmediums versetzt mit 1x Penicillin/Streptomycin zugegeben. Die Zellen

wurden nach zweitdgiger Kultivierung fixiert und fiir die Immunzytochemie vorbereitet.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Uberexpression & Aufreinigung von GST- & His-Trx-Fusionsproteinen

Uberexpression Zur Priparation von GST- und His-Trx-Fusionsproteinen erfolgte die
Hitzeschocktransformation entsprechender Plasmid-DNA in E. coli-Bakterien der Stamme
Rosetta™(DE3)pLysS bzw. BL21-CodonPlus® (DE3)-RIPL, um eine 100 ml Vorkultur aus
LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum anzuimpfen. Diese inkubierte anschliefend
UN bei 37°C und 200 min™ und wurde zum Animpfen einer Kultur aus 11 2xYT-Medium
(fiir GST-Fusionsproteine) bzw. TB-Medium (fir His-Trx-Fusionsproteine) jeweils mit ent-
sprechendem Antibiotikum genutzt. Die Kultur inkubierte bis zum Erreichen einer ODgg
von 0,8 bei 37°C und 200 min?, worauthin die Uberexpression des Fusionsproteins durch
Zugabe des unphysiologischen Induktors Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid in einer finalen
Konzentration von 0,5 mM induziert wurde. Nach weiteren 4 h Inkubation bei 37°C und
200 min erfolgte die Sedimentation der Bakterien fiir 10 min bei 2.000 x g und 4°C.

Aufreinigung Alle beschriebenen Arbeitsschritte wurden auf Eis bzw. bei 4°C durchge-
fiihrt, soweit nicht anders vermerkt. Das Bakteriensediment wurde in 25 ml PBS (immer
fiir GST-Fusionsproteine) bzw. His-Extraktionspuffer (immer fiir His-Trx-Fusionsproteine)
versetzt mit 1x PIC resuspendiert und UN bei -80°C durchgefroren. Vor dem Bakterienauf-
schluss wurde die aufgetaute Bakteriensuspension mit etwa 100 mg Lysozym und im Falle
von GST-Fusionsprotein mit final 1 mM Dithiothreitol versetzt. Der Bakterienaufschluss
erfolgte mittels zweimaliger fiinfminiitiger Ultraschallhomogenisierung und anschlieender
Inkubation fiir 30 min rotierend in 50 ml PBS bzw. His-Extraktionspuffer mit final 1x PIC,
1% (v/v) Triton® X-100, 0,04 mg/ml DNase I und 10 mM MgCl,. Nach Zentrifugation fiir
10 min bei 12.000 x g wurde das Zelllysat von sedimentierten, unléslichen Zellbestandtei-
len abgetrennt und zu 1,5 ml Matrix (High-Affinity GST-Resin fiir GST-Fusionsproteine
bzw. Talon™ Superflow™ Metal Affinity Resin fiir His-Trx-Fusionsproteine) zugegeben, welche
vorher zweimal durch Zugabe von 40 ml PBS bzw. His-Extraktionspuffer, 2 min rotie-
render Inkubation und 2 min Zentrifugation bei 200 x g gewaschen wurde. Nach 45 min
Inkubation des Zelllysats mit der Affinitdtsmatrix auf dem Drehrad wurde gebundenes
Fusionsprotein durch 5 min Zentrifugation bei 200 x¢g vom ungebundenen Material ab-
getrennt. Anschliefend wurde die Affinitdtsmatrix dreimal durch Zugabe von 40 ml PBS
bzw. His-Extraktionspuffer, 10 min rotierender Inkubation und 5 min Zentrifugation bei
200 x g gewaschen. Die Matrix wurde in eine Durchflusssidule, welche vorher mit PBS bzw.
His-Extraktionspuffer equilibriert wurde, eingebracht. Die Elution des gebundenen Fusions-
proteins von der Matrix erfolgte iiber 4-6-malige Zugabe von 500 ul GST-Elutionspuffer fiir

GST-Fusionsproteine bzw. His-Elutionspuffer fiir His-Trx-Fusionsproteine, jeweils 10 min
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Inkubation und Auffangen der Elutionsfraktionen. Nach einer Bradford-Proteinbestimmung
der Elutionsfraktionen wurden ausreichend Protein-beinhaltende Fraktionen vereinigt und
UN gegen 2 1 PBS (fiir GST- und His-Trx-Fusionsproteine) dialysiert. Im Anschluss erfolgte
eine Bradford-Proteinbestimmung des Dialysats und eine SDS-Polyacrylamidgelelektrophrose
(PAGE) mit anschlieBender Coomassie-Firbung des Gels zur Uberpriifung der Qualitét des

aufgereinigten Fusionsproteins.

2.2.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung des Proteingehalts einer Probe erfolgte nach 1:100 Verdiinnung in 150 mM
NaCl in einem Volumen von 100 pl und Zugabe von 1 ml Bradford-Reagenz photospek-
trometrisch durch Extinktionsmessung bei einer Wellenldnge von 595 nm. Dabei wird die
Eigenschaft des Farbstoffes Coomassie-Brillantblau G-250 der Verschiebung der Extinktion
von 495 nm nach 595 nm bei Proteinbindung genutzt (BRADFORD, 1976). Zur Eichung
wurden Doppelbestimmungen einer 150 mM NaCl-Leerprobe und einer BSA-Standardreihe
aus 1 pug, 2 nug, 4 ug und 6 ug (jeweils pro 100 pl 150 mM NaCl) mitgefiihrt.

2.2.3.3 Praparation von HEK293-Zellextrakten

Ein bzw. zwei Tage nach transienter Zelltransfektion entsprechend des Expressionsniveaus
erfolgte die Zellernte. Dazu wurden die Zellen je Vertiefung einer 6-well-Platte mit 1 ml
PBS-CM gewaschen und nach Abnehmen des PBS-CM in einem Volumen von 0,5 ml PBS je
6-well-Platten-Vertiefung mit einem Zellschaber abgeldst. Pro Vertiefungen einer 6-well-Platte
wurde mit 0,25-0,5 ml PBS nachgespiilt und diese Losung mit der Zellsuspension vereinigt.
Danach wurde fiir 5 min bei 1.000 x g und 4°C zentrifugiert und das Zellsediment in 265 pl
Lyseputfter je 6-well-Platten-Vertiefung resuspendiert. Mit 10 s Ultraschallhomogenisation und
anschlieBender Inkubation fiir 60 min bei 4°C in Anwesenheit von 1% (v/v) Triton® X-100
auf dem Drehrad erfolgte der Zellaufschluss. Abschliefend wurden unlésliche Zellbestandteile
durch 20 min Zentrifugation bei 20.800 x g und 4°C vom Zelllysat abgetrennt, welches danach

fiir Koprézipitations- oder Proteinquervernetzungsanalysen eingesetzt wurde.

2.2.3.4 Praparation von Rattengehirnextrakten

Frisch préaparierte oder in fliissigem Stickstoff schockgefrostete und bei -80°C gelagerte
Rattengehirne wurden gewogen, auf Eis mit dem Skalpell zerkleinert und mit dem dreifachen
Volumen an eiskaltem Lysepuffer versetzt. Die mit einem Ultraturrax zweimal fiir 15 s bei
Stufe 3 homogenisierte Suspension wurde mit final 1% (v/v) Triton® X-100 versetzt und fiir
15 min bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert. Nach 10 min Zentrifugation bei 1.000 x ¢ und
4°C wurde die obere fliissige Phase ,,S1 abgenommen und nach Zentrifugation der unteren
beiden dichteren Phasen fiir 10 min bei 3341 x ¢ mit dem gewonnenen Uberstand ,S2° vereint
und einer 45 min Ultrazentrifugation bei 150.000 x ¢ und 4°C unterzogen. Der Proteingehalt
des gewonnenen Uberstands ,,S3“ wurde nach der Bradford-Methode ermittelt, S3-Aliquots
in fliissigem Stickstoff schockgefrostet und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Das nach
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der Ultrazentrifugation verbliebende Sediment ,,P3* beinhaltete unlosliche Bestandteile der
Zelle dar, welche mittels RIPA-Puffer, wie im folgenden beschrieben, extrahiert wurden.
Rattengehirnextrakte wurden in Koprézipitationsanalysen entweder als reiner S3 oder im
1:1,35 (w/w) Gemisch von S3 und P3-Extrakt eingesetzt.

P3-Extraktion mittels RIPA-Puffer Das P3-Sediment wurde in 1,5 ml RIPA-Puffer
resuspendiert und fiir 30 min bei 4°C rotierend inkubiert, wobei nach 10 min Inkubation
erneut resuspendiert wurde. Nach 45 min Ultrazentrifugation bei 150.000 x g und 4°C wurde
der Uberstand , P3-Extrakt* abgenommen und nach Proteinkonzentrationsbestimmung nach
Bradford aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefrostet und bis zur Verwendung bei
-80°C gelagert.

2.2.3.5 Koprizipitationsanalyse mit GST- & His-Trx-Fusionsproteinen

Koprizipitationsanalysen wurden entweder mit HEK293-Zellextrakten (heterolog), mit auf-
gereinigten His-Trx-Fusionsproteinen (direkt) oder mit Rattengehirnextrakten (endogen)
und GST-Fusionsprotein, immobilisiert an GST-Matrix, durchgefiithrt. Soweit nicht anders
vermerkt, wurden alle Versuchsschritte auf 4°C durchgefiihrt. Dazu wurden pro Ansatz 50 pl
einer 1:1 Suspension der Matrix in PBS zunéchst dreimal durch Zugabe von 500 pul PBS, 5 min
rotierender Inkubation und 1 min Zentrifugation bei 11.000 x g gewaschen. Pro Ansatz erfolgte
die Immobilisation von 30 pg GST-Fusionsprotein an die Matrix in Gegenwart von 500 ul 5%
(w/v) BSA in PBS durch Inkubation fiir 3 h auf einem Drehrad. Nach Abzentrifugation des
ungebundenen Materials fiir 1 min bei 11.000 x g wurde zweimal mit 500 ul PBS und einmal
mit 500 ul WP150 (fiir heterologe und endogene Koprézipitationen) bzw. WP300 (fir direkte
Kopriézipitationen) durch jeweils 5 min rotierende Inkubation und 1 min Zentrifugation
bei 11.000 xg gewaschen. Anschliefend wurde zur gewaschenen Matrix entweder 220 ul
Zellextrakt im Falle einer heterologen Koprézipitation, 1-4 mg Rattengehirnextrakt in 250 pl
WP150 mit 1x PIC im Falle einer endogenen Koprézipitation oder eine dquimolare Menge an
His-Trx-Fusionsprotein in 250 pl WP300 mit 1x PIC im Falle einer direkten Koprézipitation
zugegeben und fiir 3 h auf einem Drehrad inkubiert. Dabei wurde jeweils ein 90 pl Aliquot
des eingesetzten Materials als analytische Probe , Startmaterial/ , Lysat® genommen. Nach
Zentrifugation der Matrix fiir 1 min bei 11.000 x g wurde vom nicht sedimentierten Material
ein 90 pl Aliquot , Uberstand® genommen. Nach dreimaligem Waschen durch die Zugabe von
jeweils 500 ul WP150 bzw. WP300 (jeweils mit 1x PIC), 5 min rotierender Inkubation und
1 min Zentrifugation bei 11.000 x g erfolgte die Elution der gebundenen Proteinkomplexe von
der Matrix durch Zugabe von 30 ul GST-Elutionspuffer, 30 min Inkubation bei 850 min™* und
5 min Zentrifugation bei 16.000 x ¢ und RT. Eluierte Proteinkomplexe ,,Prézipitat® wurden
von der sedimentierten Matrix getrennt. Die Startmaterial-, Uberstand- und Priizipitat-
Proben wurden fiir 5 min bei 95°C in 1x SDS-Probenpuffer inkubiert und bei -20°C gelagert.
Anschlieflend erfolgte der Nachweis der eingesetzen Proteine und gebildeten Proteinkomple-
xe durch Analyse der Proben mittels SDS-PAGE mit 9,5% (v/v) Polyacyrlamidgelen und

Westernblotanalyse mit den entsprechenden Antikorpern.
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Koprizipitationen fiir Liposomenbindungsanalysen Die Gewinnung von Proteinkom-
plexen fiir Liposomenbindungsanalysen erfolgte iiber Koprézipitation von GFP-Fusionsprote-
inen mit immobilisiertem GST-Fusionsprotein. Fiir die Herstellung der HEK293-Zellextrakte
wurden dazu die Zellen einer 6-well-Platten-Vertiefung in 125 pl Lysepuffer resuspendiert.
Ein Koprézipitationsansatz wurde mit 1,5 ml Zellextrakt und 100 pug GST-Fusionsprotein,
immobilisiert an 150 pg Matrix in Gegenwart von 3 ml 5% (w/v) BSA in PBS, unter den oben
beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt und die Koprézipitate in 100 ul GST-Elutionspuffer

eluiert.

2.2.3.6 Protein-Quervernetzungsanalyse

Dazu wurden HEK293-Zellextrakte aus FLAG-Fusionsprotein-iiberexprimierenden bzw. FLAG-
GFP-iiberexprimierenden Zellen hergestellt. Sedimentierte Zellen wurden in einem Volumen
von 150 ul Lysepuffer je 6-well-Platten-Vertiefung resuspendiert. Die Analyse der chemischen
Vernetzung von Proteinen erfolgte durch Zugabe von 30 ul EDC-Losung in einer aufsteigenden
Verdiinnungsreihe (0 mM, 2 mM, 5 mM, 15 mM, 20 mM, 50 mM in IP-Puffer100) zu je 20 pl
HEK?293-Zellextrakt und anschlieender Inkubation fiir 20 min bei RT. Nach Inkubation in
1x SDS-Probenpuffer fiir 5 min bei 95°C erfolgte die Analyse der Quervernetzung iiberexpri-
mierter Fusionsproteine mittels SDS-PAGE auf 5-10% (v/v) Polyacrylamidgradientengelen
und anschlieBender Westernblotanalyse mit anti-FLAG-Antikérpern.

2.2.3.7 Liposomenbindungsanalyse

Priaparation von Liposomen Zur Herstellung von Liposomen nach REEVES und Dow-
BEN (1969) wurden Folch fraction I-Lipide verwendet. Dazu wurden 160 pl Lipide mit 530 pl
Chloroform und 10 pul Methanol vermischt und auf dem Boden eines 2 1 Erlenmeyerkolben
verteilt. Durch Bedampfung mit Stickstoff (4°C) fiir 30 min wurde das Losungsmittel verduns-
tet. Die anschlieBende Bedampfung mit Wasser-gesattigtem Stickstoff fiir 30 min fordert die
Liposomenbildung. Die UN bei 37°C in 30 ml 1x Zytosolpuffer abgelésten Phospholipide wur-
den fiir 1 h bei 33.734 x ¢ und 28°C sedimentiert und in 500 pl des Uberstands resuspendiert.
Bis zur Verwendung wurden die Lipide bei 4°C lichtgeschiitzt gelagert.

Liposomenflotation Liposomenflotationsexperimente erfolgten durch Saccharosedichtegra-
dientenzentrifugation von Gemischen aus Liposomen und aufgereinigten GST-Fusionsproteinen
bzw. eluierten GST-/GFP-Fusionsproteinkomplexen aus Koprézipitationsanalysen. Zunéchst
wurde ein Ansatz aus 30 ul Liposomen, 5 pg Fusionsprotein bzw. 30 ul Proteinkomplexe,
40 pul 15,4% (w/v) Saccharoselosung (Losung in 2x Zytosolpuffer) hergestellt und auf 100 pl
mit 1x Zytosolpuffer aufgefiillt (finale Saccharosekonzentration 6,16% (w/v)). Dieser wurde
fiir 15 min bei 37°C und 800 min™ inkubiert. Anschlieflend wurde dieser Ansatz mit 150 ul
75% (w/v) Saccharoselosung (Losung in 1x Zytosolpuffer) gemischt, sodass eine 47,5% (w/v)
Saccharoselésung entsteht, nachfolgend mit 200 pl 35% (w/v) Saccharoselosung (Losung in
1x Zytosolpuffer) iiberschichtet und nochmals mit 200 pl 1x Zytosolpuffer tiberschichtet.
Nach 30 min Ultrazentrifugation bei 200.000 x ¢ und 28°C erfolgte die Entnahme von 100 pl
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Fraktionen, welche fiir 5 min bei 95°C in 1x SDS-Probenpuffer bzw. in 2x SDS-Probenpuffer
und 4 M Harnstoff fiir Ethanol-préazipitierte Proben inkubierten. Eine Ethanolpréazipitation
der Fraktionen fand im Falle der Analyse von GST-/GFP-Fusionsproteinkomplexen statt
und wird im folgenden beschrieben. Im Anschlu wurden die Proben auf die Anwesenheit der
GST- bzw- GFP-Fusionsproteine mittels SDS-PAGE mit 9,5% (v/v) Polyacrylamidgelen und
Westernblotanalyse mit anti-GFP- und anti-GST-Antikérpern hin analysiert.

Ethanolprézipitation von Proteinproben Die Fraktionen wurden jeweils im Verhéltnis
1:1 mit ddH,O verdiinnt und mit 800 ul 99% (v/v) Ethanol (-20°C) versetzt und kurz durch
Vortexen vermischt. Nach UN-Inkubation bei -20°C wurden die Proben bei 20.000 x g und
4°C fiir 30 min zentrifugiert und anschlieend mit 1 ml 80% (v/v) Ethanol (-20°C) versetzt,
erneut 5 min bei 20.000 x g zentrifugiert und das Sediment nach Verwerfen des Uberstands

luftgetrocknet.

2.2.3.8 SDS-PAGE

Die analytische Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels vertikaler Gelelektrophorese in
diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen nach LAMMLI et al. (1970). Es wurden 9,5%
(v/v) Polyacrylamid-Trenngele oder 5-10% (v/v) Polyacrylamid-Gradiententrenngele mit
einem 5% (v/v) Polyacrylamid-Sammelgel in einer Dicke von 0,75 mm verwendet, deren
Zusammensetzungen in Tabelle 14 (Anhang A) dargestellt sind. Aufzutrennende Proben
wurden vor der SDS-PAGE in 1x SDS-Probenpuffer fiir 5 min bei 95°C inkubiert und auf
Eis abgekiihlt. Als Groflenreferenz wurden je nach zu detektierenden Proteingréfien die
PageRuler™ Proteinleiter (10-170 kD) bzw. die Spectra Multicolor High Range Proteinleiter
(40-300 kD) mitgefiihrt. Die Gelelektrophorese erfolgte in 1x Tris-Glycin-Laufpuffer bei einer
konstanten Stromstéirke von 8 mA pro Gel und einer Grenzspannung von 300 V, bis die
Bromphenolblau-Lauffront die untere Abgrenzung des Gels erreicht hatte. Nach Abschluf3
der Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine mittels Coomassie-Féarbung oder

immunspezifisch iiber Westernblotdetektion analysiert.

2.2.3.9 Westernblotanalyse mittels Fluoreszenzdetektion

Westernblottransfer Um Proteine aus SDS-Polyacrylamidgelen immunspezifisch zu de-
tektieren, erfolgte ihr Transfer (RENART et al., 1979; TOWBIN et al., 1979) auf eine PVDF-
Membran im Tankblot-Vertahren. Die PVDF-Membran wurde vor Gebrauch in Methanol
kurz aktiviert und anschliefend in Transferpuffer dquilibriert. Der Transfer erfolgte fiir 1 h
bei 4°C und einer angelegten Spannung von 100 V in Transferpuffer. Im Anschlufl wur-
de die Membran dreimal in ddH;O gewaschen, bevor sie zur Westernblotanalyse mittels

Fluoreszenzdetektion verwendet wurde.

Westernblotdetektion Um freie, unspezifische Bindungen zu blockieren wurden die
PVDF-Membranen zunéchst fiir 1 h bei RT in Blotto-PBS auf dem Wippschiittler inkubiert
und im Anschlufl dreimal fiir 10 min bei RT mit PBST auf dem Wippschiittler gewaschen.
Verwendete Primérantikorper wurden entsprechend der Tabelle 8 in 5% (w/v) BSA und
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0,025% (v/v) Natriumazid in PBST verdiinnt und mit den Membranen UN bei 4°C rotierend
inkubiert. Nach Abnahme der Primérantikorperverdiinnung erfolgte dreimaliges Waschen fiir
10 min bei RT mit Blotto-PBST und anschliefende lichtgeschiitzte Inkubation fiir 1 h bei RT
mit Fluorophor-gekoppelten Sekundérantikorpern entsprechend der in Tabelle 7 aufgefiihrten
Verdiinnungen in Blotto-PBST mit 0,001% (w/v) SDS. Abschliefend wurde lichtgeschiitzt
jeweils fiir 10 min bei RT zweimal mit PBST und zweimal mit PBS gewaschen, bevor die
Membranen mit Hilfe des LI-COR ODYSSEY™ Systems analysiert wurden.

2.2.3.10 Coomassie-Farbung von SDS-Gelen

Der Nachweis von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen erfolgte iiber Anfarbung mit dem
Farbstoff Coomassie-Brillantblau G-250 in Coomassie-Féarbelosung fiir 30 min bei RT auf
einem Wippschiittler. Im Anschlufl wurden die Gele fiir 1-2 h in Entfarbelosung bei RT auf
einem Wippschiittler inkubiert, bis die angefarbten Proteinbanden deutlich erkennbar waren.
Nach Detektion der Gelbanden mittels eines Weifilicht-Transilluminators wurden die Gele

zwischen gequollenem Cellophan gelegt und mittels Vakuumpumpe fiir 30 min getrocknet.

2.2.4 Zyto- & Histochemie

2.2.4.1 Immunzytochemie

Fiir die Immunfarbung von Zellen wurden diese auf beschichteten Deckglaschen kultiviert
und vor der Immunfiarbung das Zellmedium verworfen. Alle weiteren Schritte erfolgten in
einem Volumen von 500 pl fiir Vertiefungen einer 24-well-Platte bzw. 1 ml je Vertiefung
einer 12-well-Platte lichtgeschiitzt bei RT soweit nicht anders vermerkt. Nicht-neuronale
Zellen wurden fiir 10 min und primére hippocampale Neurone fiir 7 min bzw. fiir 4 min
vor Immunfirbungen synaptischer Marker mit 4% (w/v) Paraformaldehyd (PFA) in PBS
fixiert. Nach Entfernen der PFA-Losung wurde die Protein-quervernetzende Wirkung des
PFAs durch eine dreiffigminiitige Inkubation mit Quenchpuffer abgestoppt. Anschliefend
erfolgte nach Entfernung des Quenchpuffers die Permeabilisierung der Zellen durch eine
cinstiindige Inkubation in Blocklosung versetzt mit final 0,2% (v/v) Triton® X-100. Die
Deckgliaschen wurden mit der mit Zellen bewachsenen Seite nach oben in eine feuchte Kammer
tiberfithrt und mit je 40 pl bzw. 60 pl (fiir 12 mm- bzw. 15 mm-Durchmesser Deckgléschen)
der Primérantikorperverdiinnung in Blocklosung (Tabelle 8) fiir 1 h inkubiert. Danach erfolgte
dreimal eine Inkubation mit 100 ul frischer Blocklosung fiir je 10 min. Die Inkubation mit
je 40 ul bzw. 60 ul Fluorophor-gekoppeltem Sekundérantikorper in Blocklosung (Tabelle 7)
erfolgte fiir 1 h. Nach Sekundéarantikérper-Inkubation wurden die Deckglidschen einmal mit je
100 wpl Blocklosung und zweimal mit je 100 ul PBS fiir je 10 min gewaschen. Anschlielend
wurden die Deckgldschen kurz in ddH,O getaucht, mit je 5 ul Mowiol auf Objektrager
aufgebracht und zum Aushérten iiber Nacht bei RT lichtgeschiitzt gelagert.

Fluoreszenzfirbung von Mitochondrien & Aktin Zur Fluoreszenzfirbung von Mi-

tochondrien wurden die Zellen vor der Fixierung mit Mito Tracker® Deep Red FM in einer
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finalen Konzentration von 0,2 uM in Zellmedium fiir 1 h im Brutschrank inkubiert. Das Aktin-
zytoskeletts wurde mit Fluorophor-gekoppeltem Phalloidin wihrend der Sekundéirantikdrper-

Inkubation fluoreszenzmarkiert.

2.2.4.2 Praparation von Mausgehirnen fiir die Immunhistochemie

Mausgehirnschnitte fiir die Immunhistochemie wurden von Gehirnen PFA-perfundierter, 7 Wo-
chen alter, ménnlicher Mause angefertigt. Dazu wurden die Méuse mittels intraperitonealer
Injektion von 200-300 pl Anésthetikum (100 pl/10 g Mausgewicht) betdubt und nach 10 min
auf Schmerzinsensitivitét iiberpriift. Nach Entfernung des Rippenbogens und Abtrennung des
Zwerchfells wurden die rechte Herzkammer und der linke Herzvorhof punktiert. Es erfolgte
eine transkardiale Perfusion mit PBS mit anschlieBender Perfusion mit 4% (w/v) PFA in
PBS mit einem Volumen von jeweils 50 ml Losung. Priparierte Mausgehirne wurden UN in
4% (w/v) PFA in PBS bei 4°C nachfixiert, anschlieBend in PBS und Leitungswasser gespiilt
und zur Kryoprotektion zunéchst in 10% (w/v) Saccharose in PBS und dann in 30% (w/v)
Saccharose in PBS jeweils UN bei 4°C inkubiert.

Die Anfertigung der sagittalen Gehirnschnitte in einer Dicke von 55 pum erfolgte auf einem
Schlittenmikrotom unter Verwendung von Trockeneis. Es wurden jeweils vier bis sechs Ge-
hirnschnitte in 1,5 ml 0,1 M PB in einer Vertiefung einer 6-well Platte gesammelt und bei

4°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.2.4.3 Immunhistochemie

Die Immunfarbung erfolgte mit jeweils zwei Gehirnschnitten je Vertiefung lichtgeschiitzt
in einer 6-well-Platte. Die Schnitte wurden einmal mit 1 ml 0,1 M PB gespiilt und zur
Permeabilisierung fiir 1 h bei RT mit 300 pl Histoblocklésung inkubiert. Nach Entfernung
der Histoblocklosung erfolgte die Primérantikorper-Inkubation ebenfalls in 250 pl Histoblock-
16sung fiir 48 h bei 4°C. Waschschritte wurden dreimal fiir 10 min mit 500 ul 0,1 M PB
bei RT durchgefiihrt. Anschliefend inkubierten die Schnitte mit Fluorophor-gekoppelten
Sekundarantikérpern in einer Verdiinnung von 1:1.000 in 300 ul 0,1 M PB fiir 24 h bei 4°C.
Erneut wurde zweimal fiir 10 min mit 500 ul 0,1 M PB bei RT gewaschen. Zellkerne wurden
mit DAPI in einer Verdiinnung von 1:1.000 in 0,1 M PB fiir 30 min bei RT fluoreszenzgefirbt.
Die Gehirnschnitte wurden auf Adhésionsobjekttriger in PBS aufgebracht und anschliefend
mit Fluoromont-G™und Deckglischen eingedeckt. Nach Aushérten des Eindeckmediums UN
bei RT wurden die Deckgldschen mit Nagellack versiegelt und der Lack fiir 1 h bei RT

getrocknet.

2.2.4.4 Anfertigung & Golgi-Farbung von Mausgehirnschnitten

Golgi-Farbungen nach GLASER und VAN DER L0Os (1981) bendtigten unfixierte Mausge-
hirnschnitte, welche aus Gehirnen von 25-27 Wochen alten, méannlichen M#usen angefertigt
wurden. Die Entnahme der Gehirne erfolgte nach einer tiefen Anésthesierung mit Halothan

und Dekapitation. Die Gehirne wurden kurz mit ddH,O gespiilt und mit dem FD Rapid
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GolgiStain™ Kit fiir die Golgi-Fiarbung aufbereitet. Zuniichst inkubierten die Gehirne in
5 ml Imprégnierlosung fiir 21 Tage lichtgeschiitzt bei RT, wobei nach 24 h die Losung
einmal erneuert wurde. AnschlieBend wurden die Gehirne in 5 ml Losung C iiberfiithrt und
fiir 6-7 Tage lichtgeschiitzt bei 4°C inkubiert, wobei die Losung nach 24 h einmal erneuert
wurde. Zum Anfertigen von Gehirnschnitten wurden die Gehirne in Plastikkammern ausge-
kleidet mit Klarsichtfolie eingebettet, alle Schritte erfolgten auf Trockeneis. Dafiir wurden
die Gehirne fiir 2 min in Isopentan eingetaucht, in einer Petrischale fiir 5 min durchgefroren,
anschliefend in 5 ml 2% (w/v) Agarose-Losung eingebettet und bis zur vollsténdigen Agarose-
Erhéartung erneut durchgefroren. Die Anfertigung der koronalen Gehirnschnitte in einer Dicke
von 25 pum erfolgte mit einem Kryostat bei einer Kammertemperatur von -23°C und einer
Objekttischtemperatur von -22°C. Die Gehirnschnitte wurden mittels Losung C auf Gelatine-
beschichtete Objekttrager aufgezogen, anschlielend bei RT lichtgeschiitzt luftgetrocknet und
bis zur Verwendung binnen 3 Tagen bei RT gelagert. Zur Gelatine-Beschichtung wurden
Objekttriger zunéchst mit Seifenwasser gewaschen, griindlich mit Leitungswasser gespiilt,
anschlieBend mit ddH,O gespiilt, in 70% (v/v) Ethanol getaucht und in staubfreier Umge-
bung UN luftgetrocknet. AnschlieBend wurden die Objekttréiger drei- bis fiinfmal langsam
in 40-50°C warme Gelatine-Beschichtungslosung getaucht, fiir 48 h bei RT luftgetrocknet
und bis zur Verwendung in staubfreier Umgebung bei RT gelagert. Die Golgi-Farbung der
aufgezogenen Gehirnschnitte erfolgte, soweit nicht anders vermerkt, bei RT in Glaskiivetten
mit einer Fiillhche von 300-400 ml. Zundchst wurden die Schnitte zweimal fiir 2 min in
ddH,O gespiilt, anschlieend fiir 30 s mit Golgi-Farbelosung gefiarbt, erneut zweimal fiir
4 min in ddH,O gespiilt, dann in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert (50%, 75%, 95%,
viermal 99%, alle (v/v)) und abschliefend dreimal fiir 4 min in Xylen zur Entfernung von
Ethanol-Riickstdnden geklart. Das Eindecken mit Deckglédschen erfolgte unter Verwendung

von Roti™ Histokit IT als Eindeckmedium.

2.2.5 Elektrophysiologische Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Patch-Clamp-Messungen von miniature excitatory
postsynaptic currents (mEPSCs) wurden von Dr. Lutz, Liebmann, Institut fiir Humangenetik,
UKJ, durchgefiihrt. Dazu wurden primére hippocampale Rattenneuronenkulturen an DIV 12
einzel- bzw. an DIV13 kotransfiziert und zwei Tage spiéter fiir die Messungen verwendet. Die
Messungen wurden nach SINNING et al. (2011) durchgefiihrt. Fiir die quantitative Auswertung
wurden 2-6 unabhéngige Transfektionen von jeweils unabhéingigen Neuronenpréaparationen

verwendet, von denen jeweils 3-4 Zellen gemessen wurden.
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2.2.6 Mikroskopie & bildanalytische Verfahren

2.2.6.1 Mikroskope

Die Aufnahme von konfokalen Bildern erfolgte an einem konfokalen Laser Scanning Mikro-
skop ausgestattet mit der LAS AF Software oder einem inversen Epifluoreszenzmikroskop
ausgestattet mit einem ApoTome-Modul und der AxioVision Software. Hellfeldmikroskopie
erfolgte an einem inversen Epifluoreszenz-Mikroskop ebenfalls mit der AxioVision Software.
Fiir quantitative Bildanalysen wurden Bilder als z-Serien mit einer Intervalltiefe von 0,2-
0,3 wm aufgenommen und als maximale Intensitéitsprojektionen verwendet. Bilder wurden
mit der Adobe Photoshop Software bearbeitet. Quantitative Bildverarbeitung erfolgte unter

Verwendung der ImageJ Software bzw. Imaris Software.

2.2.6.2 Morphologische Untersuchung von dendritischen Dornfortsitzen &

synaptischen Punkten in Zellkulturen

Die Morphologieanalysen erfolgten unter Verwendung von priméren hippocampalen Rat-
tenneuronen auf je zwei bis sechs Deckglidschen aus mindestens drei unabhéngigen Neuro-
nenpréaparationen mit Hilfe der ImageJ Software. Wahrend der Experimente wurden zur
Uberpriifung und Normierung alle notwendigen Kontrollen mitgefiihrt. Die Auswahl der zu
untersuchenden Neurone erfolgte zufillig. Zur Visualisierung der kompletten Neuronenmor-
phologie wurden die Zellen mit PM-mCherry kotransfiziert. Alle morphologischen Analysen
dendritischer Dornfortsitze wurden mit Hilfe des PM-mCherry-Signals durchgefiihrt. Die
Untersuchung synaptischer Punkte erfolgte auf dem Uberlagerungsbild der Kanile des PM-
mCherry-Signals und des immunfluoreszenzgefiarbten Synapsin 1 (prasynaptischer Marker)
bzw PSD-95 (postsynaptischer Marker)-Signals. Zur Erhebung der Dichten dendritischer
Dornfortsétze sowie pra- und postsynaptischer Punkte wurden Dendritenabschnitte mit einer
Mindestlange von 50 um verwendet. In die Auswertung der Dornfortsatzmorphologie wurden
hierbei alle sichtbaren dornfortsatzartigen Auswiichse einer Maximalléinge von 5 um entlang
des Dendritenabschnitts miteinbezogen. Fiir die Auswertung der Pré- und Postsynapsen-
dichten wurden alle pra- bzw. postsynaptische Markierungen einer Mindestgrofie von zwei
(PSD-95-Markierung) bzw. drei (Synapsin 1-Markierung) farbgeséttigten Bildpixeln miteinbe-
zogen, die sich entlang des Dendritenabschnitts und in dessen dendritischen Dornfortsédtzen
befanden. Fiir Prasynapsendichten wurden zusétzlich Synapsin 1-Markierungen, die direkt
an den Dendriten oder an Dornfortséitze angrenzen, in die Auswertung miteinbezogen. Fiir
die morphologische Untersuchung individueller Dornfortsidtze wurde die Dornfortsatzlinge
jedes dornfortsatzartigen Auswuchses gemessen und entsprechend in Morphologiegruppen
eingeteilt. Die Einteilung in Morphologiegruppen dendritischer Dornfortsétze erfolgte nach
HERING und SHENG (2001) nach den in Tabelle 10 dargestellten Groenrichtwerten. Als
Dornfortsatzlinge wurde die Entfernung von der Basis des Dornfortsatzhalses bis zum weitest
entfernten Punkt des Dornfortsatzkopfes erhoben. Die Kopfbreite entsprach der maximalen

Breite des Dornfortsatzkopfes im rechten Winkel zur Léngsachse des Dornfortsatzhalses.
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Als Definition eines Kopfes wurde eine minimale Kopfbreite von 0,3 um festgelegt. Zur
Quantifizierung erfolgte dementsprechend die Analyse von jeweils 10-20 Dornfortsatzdichten
sowie jeweils 500-1.000 individuellen Dornfortsétzen von 10-20 ausgewerteten Dendritenab-
schnitten von 10-16 Neuronen. Weiterhin wurden 50-200 Dichten synaptischer Punkte von
25-75 Neuronen analysiert, welche auf den Mittelwert der pRNAT-Kontrolle der jeweiligen
Transfektion normiert wurden. Aus diesen Werten sowie aus den absoluten Werten wurden

Mittelwerte erhoben.

Tabelle 10: Morphologische Klassifizierung dendritischer Dornfortsétze.

Morphologiegruppe Dornfortsatzlinge Dornfortsatzkoépfe

Stummelférmig <0,75 pm Enden mit oder ohne Kopf

Diinn  und filopodien- 0,75 - 5 pum kein abgrenzbarer Kopf erkennbar bzw. Endbreite
ghnlich <0,3 pm

Pilzformig 0,75 - 5 pm >0,3 pm

Verzweigt 0,75 - 5 wm mehrere Kopfe bzw. kopflose Enden

2.2.6.3 Morphologische Untersuchung von dendritschen Dornfortsitzen in

Mausgehirnschnitten

Die morphologische Analysen dendritischer Dornfortsidtze wurden an Dendritenabschnitten im
Stratum radiatum hippocampaler Neurone der Region CA1 (Cornu ammonis, Ammonshorn)
von Golgi-gefdarbten Mausgehirnschnitten mit Hilfe der Imaris Software durchgefiihrt. In in-
vertierten hellfeldmikroskopischen z-Stapelaufnahmen wurden Dendritenabschnitte und deren
dendritische Dornfortsétze mittels des Imaris Filament Tracer-Moduls unter jeweiliger Verwen-
dung des shortest distance-Algorithmus dreidimensional rekonstruiert. Fiir die dendritischen
Dornfortsitze wurde eine Mindestbreite des Dornfortsatzkopfes bzw. -endes (seed point in der
Imaris Software) von 0,2 um und eine Maximalldnge von 5 um gewéhlt. Die Klassifizierung
in Morphologiegruppen erfolgte mittels des integrierten MATLAB-Klassifizierungsmoduls
mit der in Tabelle 11 dargestellten Konfiguration. Zur Quantifizierung erfolgte die Analyse
der Dichten dendritischer Dornfortsétze sowie der Dichten und prozentualen Verteilungen der
einzelnen Morphologiegruppen von insgesamt ungefdhr 100 Dendritenabschnitten von drei

wildtypischen und drei Syndapin I-/~-Miusen, aus denen Mittelwerte erhoben wurden.

Tabelle 11: Konfiguration des MATLAB-Klassifizierungsmoduls dendritischer Dornfortsétze.
Feld Befehl

Stummelférmig length (spine) < 0.75

Pilzf6rmig length(spine) < 5 and max_width (head) > mean_width (neck) =
1.5

Diinn max_width (head)>= mean_width (neck)

Filopodien true

Kopfliange 45 %

Basislénge 25 %
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2.2.6.4 Oberflichenrekonstruktion & quantitative = Untersuchung  von

fluoreszenzmarkierten Flachen

Zur quantitativen Untersuchung der Flachen PSD-95- und ProSAP1-positiver Punkte sowie
PSD-95- und ProSAP1-kolokalisierter Punkte erfolgte eine Oberflichenrekonstruktion mit
Hilfe der Imaris Software unter Verwendung primérer hippocampaler Mausneurone, welche
nach 7 bzw. 14 Tagen in Kultur anti-PSD-95- und anti-ProSAP1-immunfluoreszenzmarkiert
wurden. Auf maximalen Intensitatsprojektionen wurden dazu zunéchst unter Verwendung des
Imaris Coloc-Moduls aus den Kanélen der PSD-95- und ProSAP1-Signale ein Kolokalisations-
kanal erstellt. Anschlieflend erfolgte fiir die Einzelkanéle und den Kolokalisationskanal unter
Verwendung des Imaris Surface-Moduls die Oberflichenrekonstruktion aller positiven Punkte
in einem definierten Bereich von Interesse (region of interest, ROI). Die Oberflachen wurden
unter Verwendung einer Oberflaichendetailgrofie von 0,1 pm, der Schwellenwertberechnung
iiber die absolute Intensitéit sowie einer Mindestvoxelgrofle von 1,0 Voxel rekonstruiert. Es
wurden die Obenflichengrofien, die mittleren und maximalen (summierten) Signalintensitéten
der einzelnen PSD-95- und ProSAP1-positiven Punkte sowie die Obenflichengréfien der kolo-
kalisierten Punkte analysiert und daraus Mittelwerte jeder ROI (200-2.000 positive Punkte
pro ROI) erhoben. Zur Quantifizierung wurden je Genotyp 40 Zellen auf 2 Deckgldschen aus

unabhéngigen Neuronenpriparationen analysiert und Mittelwerte erhoben.

2.2.6.5 Statistik

Die Analysen auf statistische Signifikanzen erfolgten mit Hilfe der GraphPad Prism Software.
Die elektrophysiologischen Analysen wurden mittels ungepaartem, zweiseitigem Student’s t-
Test bzw. mittels one-way ANOVA mit dem Newman-Keuls post-hoc Test statistisch getestet.
Alle weiteren Statistiken wurden unter Verwendung des ungepaarten, zweiseitigen Student’s
t-Test bzw. des one-way ANOVA mit dem Tukey’s post-hoc Test durchgefiihrt. Statistische
Signifikanzniveaus wurden mit *, p<0,05; ** p<0,01 und *** p<0,001 gekennzeichnet. Gra-
phisch dargestellt wurden Mittelwerte und Standardfehler. Eine Auflistung aller abgebildeten
Mittelwerte mit jeweiligen Standardabweichungen, Standardfehlern und n-Werten befindet
sich in Tabelle 15 in Anhang A.
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3 Ergebnisse

3.1 Syndapin I beeinflusst die Postsynapsenbildung

3.1.1 Syndapin I /-Mi#use zeigen eine gestorte Bildung

dendritischer Dornfortsatze

Funktionelle Studien iiber Syndapin I schrieben der Syndapin I-vermittelten Verkniipfung von
Aktinnukleations- und Endozytosemaschinerien mit Membranmodulationsvorgéngen wéhrend
der Axon- und Dendritenausbildung sowie wiahrend Abschniirungsprozessen prasynaptischer
Vesikel in der kompensatorischen Endozytose von Neurotransmittern eine entscheidende Rolle
zu (DHARMALINGAM et al., 2009; KOCH et al., 2011; SCHWINTZER et al., 2011). Die zur
in vivo-Untersuchung der Syndapin I-Funktionen generierten Syndapin I~/~-Miuse litten
an generalisierten, klonischen Krampfanfillen (KOCH et al., 2011). Dieser Phénotyp stand
im Einklang mit elektrophysiologischen und morphologischen Analysen, die eine verénder-
te neuronale Netzwerkaktivitdt und eine gestorte Bildung prasynaptischer Vesikel ergaben
(KocH et al., 2011). Jedoch blieb bislang ungeklért, ob der makroskopische Phénotyp rein
prasynaptischen Ursprungs ist, oder ob eine Storung der Postsynapsenorganisation eine
weitere Ursache sein konnte.

Um dies zu untersuchen, wurden koronale Mausgehirnschnitte von adulten mannlichen wild-
typischen und Syndapin I /--Miusen angefertigt und nach der Golgi-Methode gefirbt. Durch
die dreidimensionale Rekonstruktion von Dendriten und dendritischen Dornfortsédtzen pyrami-
daler CA1-Neurone wurde die Morphologie der Dornfortsétze auf Verdinderungen unter Verlust
von Syndapin I hin untersucht. Die quantitative Analyse zeigte um 15% signifikant verringerte
Dornfortsatzdichten in Syndapin I~/~-Mé#usen im Vergleich zu wildtypischen Miusen (Abb.
6A, B). Die morphologische Klassifizierung der Dornfortsétze in filopodiendhnliche, diinne,
stummelférmige und pilzférmige Dornen und die Erhebung der Dornfortsatzdichten indivi-
dueller Morphologiegruppen ergab fiir Syndapin I /"-Miuse keine signifikante Verinderung
in der Dichte filopodiendhnlicher Dornen. Dahingegen waren die Dichten der anderen drei
Morphologiegruppen mit ausgebildetem Kopfbereich signifikant verringert: Die Dichte der
Dornfortséitze mit schmalem Kopfbereich (diinne Dornen) war um 18% reduziert, die Dichte
der Dornfortsitze mit stirker ausgebildetem Kopfbereich (pilzférmige Dornen) um 27% und
die der kurzen Dornfortsétze mit oder ohne Kopfbereich (stummelférmige Dornen) um 25%
(Abb. 6C-F). Die Erhebung der prozentualen Verteilung individueller Dornfortsatzgrupppen
in Syndapin I/~-Miusen wies eine signifikante Unterreprésentation reifer Dornfortsitze (pilz-
formige Dornen) um 13% und eine signifikante Uberrepriisentation unreifer Dornfortsitze
bzw. Dornfortsatzvorstufen (filopodienéhnliche Dornen) um 16% auf. Dahingegen waren
andere Dornfortsatzentwicklungsstadien (stummelférmige und diinne Dornen) in der relativen
Héufigkeit nicht signifikant verdndert (Abb. 6G).
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Diese Befunde lieflen auf eine gestorte Bildung dendritischer Dornfortséitze mit einem ausge-
bildeten Kopfbereich durch den Verlust von Syndapin I schlieen. Aus diesen Beobachtungen
ging jedoch nicht hervor, ob die gestérte Dornfortsatzbildung auf das Fehlen von Syndapin I

in der Pré- oder Postsynapse oder in beiden zuriickzufiihren war.
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Abbildung 6: Dendritische Dornfortsiitze von hippocampalen CA1-Neuronen in Syndapin I /-
M#4usen erwiesen sich als signifikant reduziert. A, Dargestellt sind Beispiele von Dendritenabschnitten
aus maximalen Intensitétsprojektionen (MIP) von Golgi-gefirbten CA1-Neuronen aus adulten wildtypischen
(+/+) und Syndapin I/~ (~/-)-Mausgehirnschnitten (oberer Abschnitt), sowie die korrespondierenden
Dendriten- und Dornfortsatzrekonstruktionen (unterer Abschnitt) mit der Klassifizierung in filopodienihnliche
(magenta), diinne (blau), stummelférmige (rot) und pilzformige (griin) Dornen. Gréfienbalken: 4 pm. B-G,
Quantitative Auswertungen der Dornfortsatzrekonstruktionen zeigten sowohl eine signifikant verringerte
Gesamtdornendichte (B) als auch signifikant verringerte Dichten von Dornfortsétzen mit ausgbildetem Kopf
(D, diinne; E, stummelformige; F, pilzformige Dornen) im Gegensatz zur filopodienihnlichen Dornendichte (C).
G, Die prozentuale Verteilung der Morphologiegruppen zeigte einen signifikant kleineren Anteil pilzformiger
Dornen sowie einen signifikant groBeren Anteil filopodiendhnlicher Dornen in Syndapin I /~-Miusen. n.s.,
nicht signifikant. Die Mittelwerte, Standardabweichungen, -fehler und n-Werte sind in Tabelle 15 in Anhang
A angegeben.

3.1.2 Die Postsynapsenbildung ist von der postsynaptischen
Syndapin I-Expression abhingig

3.1.2.1 Die Depletion von Syndapin 1 fithrt zu einer gestorten
Postsynapsenbildung

Syndapin I RNAi-Analysen in priméren hippocampalen Rattenneuronen zum Zeitpunkt der
Dornfortsatzentwicklung (14. day in vitro (Tag in Kultur), DIV14) dienten der Aufkldrung

der Frage, ob die in den Syndapin I/~-Miusen beobachteten Dornfortsatzversinderungen
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3.1 SYNDAPIN I BEEINFLUSST DIE POSTSYNAPSENBILDUNG

(Abb. 6) sekundére Effekte prasynaptischer Stérungen waren oder direkt auf das Fehlen von
Syndapin I in der Postsynapse zuriickzufithren waren. Die Vektor-basierte Expression von
siRNA erméglichte bei entsprechend niedrigen Transfektionsraten die gezielte Betrachtung
postsynaptischer Effekte einer Syndapin I-Depletion in Syndapin I siRNA-exprimierenden
Dendriten, die in Kontakt zu untransfizierten Préasynapsen standen, wodurch préasynaptische
Syndapin I-Depletionseffekte ausgeschlossen werden konnten (Abb. 7). Die Koexpression von
konstitutiv an die Plasmamembran-gebundenem mCherry (PM-mCherry) erlaubte die Detek-
tion der siRNA-exprimierenden Zellen. Die morphologische Analyse und die Klassifizierung
der Dornfortsétze anhand der durch PM-mCherry vollstdndig sichtbaren Dornfortsatzmor-
phologie zeigte eine um 11% verringerte Gesamtdornendichte, die jedoch statistisch nicht
signifikant war (Abb. TA, B). Es ergab sich, vergleichbar mit dem Phénotyp der Synda-
pin I/-Mausneurone, unter Syndapin I RNAi eine um 35% bzw. 42% signifikant verringerte
Dichte pilzférmiger Dornen (Abb. 7A, C) im Vergleich zu den pRNAT- bzw. den scrambled
RNAI (Sequenz-unspezifische siRNA)-Kontrollzellen. Im Gegensatz dazu waren die Dichten
der sich entwickelnden Dornen (diinne und filopodiendhnliche Dornen, Abb. 7A, D) und
der stummelférmigen Dornen (Daten nicht gezeigt, Werte siche Tabelle 15 in Anhang A)
nicht signifikant verdndert. Durch Koexpression einer RNAi-insensitiven FLAG-Syndapin I-
Mutante (Sdp I"*®) wurde in Syndapin I RNAi-Neuronen der Phéanotyp unterdriickt. Dies
bewies, dass die beobachteten Verdanderungen der Dornfortsatzmorphologie spezifisch auf die

Syndapin I-Depletion in diesen Zellen zuriickzufithren waren.
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Abbildung 7: Syndapin I-Depletion beeintrichtigte die Dornfortsatzbildung durch den Verlust
von Syndapin I-Funktionen in der Postsynapse. A, Dendriten von priméren hippocampalen Ratten-
neuronen (DIV 14) zeigten einen Verlust an pilzférmigen Dornen nach RNAi-basierender Syndapin I-Depletion
(Sdp I RNAi) im Vergleich zu den Kontrollen (pRNAT; scrambled RNAi). Dieser Phénotyp wurde durch
die Uberexpression eines RN Ai-insensitiven FLAG-Syndapin I (Sdp I'®®) aufgehoben. Dargestellt sind die
PM-mCherry-Signale, die fiir morphologische Analysen genutzt wurden. B-D, Gezeigt sind die quantitativen
Analysen der Gesamtdornendichte (B) sowie der Dichte einzelner Morphologiegruppen (C, pilzformige; D,
diinne und filopodienéhnliche (filopodiendhnl.) Dornen). Grofilenbalken: 5 pm.

Da die Syndapin I-Depletion besonders die Bildung pilzférmiger, also reifer Dornfortsét-
ze beeintrachtigte, wurde daraufhin die Postsynapsenbildung unter Syndapin I-Depletion
untersucht. Dies erfolgte durch die Analyse der Dichte von anti-PSD-95-immunmarkierten

postsynaptischen Punkten entlang von Dendriten siRNA- und PM-mCherry-koexprimierender
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3 ERGEBNISSE

Neurone (Abb. 8A, B). Die anti-PSD-95-Immunmarkierungen waren unter Syndapin I-
Depletion bezogen auf pRNAT-Kontrollzellen um 10% signifikant verringert (Abb. 8A, B).
Ebenfalls zeigten die anti-Synapsin 1-Immunmarkierungen eine signifikante Reduktion (15%
bezogen auf pRNAT) in den Présynapsen, die Kontakte entlang von Dendriten transfizierter
Neurone bildeten (Abb. 8C, D). Dies war konsistent mit den reduzierten Dornenfortsatz-
und Postsynapsendichten Syndapin I-depletierter Neurone. Die Darstellungen der jeweiligen
absoluten Werte befinden sich in Abb. 37A, B (Anhang A).

Aus den Annahmen, dass reife Dornfortséitze sowohl eine Postsynapse aufweisen, als auch

von einer Prasynapse kontaktiert werden und diese durch transsynaptische Kommunikation
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Abbildung 8: Syndapin I-Depletion storte die Synapsenbildung durch den Verlust von SH3-
Domainen-vermittelten Syndapin I-Funktionen in der Postsynapse. Dargestellt sind die Analysen
von post- (A, anti-PSD-95) bzw. priasynaptisch- (C, anti-Synapsin 1) immungefirbten Synapsen zur Quan-
tifizierung von Synapsendichten entlang von Dendritenabschnitten von Syndapin I-depletierten priméren
hippocampalen Rattenneuronen (DIV14). Es zeigten sich reduzierte Synapsendichten im Vergleich zu pRNAT-
Kontrollzellen. Dieser Phénotyp wurde durch die Uberexpression des RNAi-insensitiven FLAG-Syndapin I im
Gegensatz zu einer RNAi-insensitiven FLAG-Syndapin I-Mutante ohne SH3-Doméne (Sdp I45H3) aufgehoben.
B, D, Gezeigt ist die quantitative Auswertung der Anzahl PSD-95- (B) bzw. Synapsin 1- (D) positiver
(pos.) Punkte entlang von Dendritenabschnitten transfizierter Neurone. PM-mCherry ist in rot, PSD-95 bzw.
Synapsin 1 sind in griin in Uberlagerungen dargestellt. GroBenbalken: 5 pm.
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3.1 SYNDAPIN I BEEINFLUSST DIE POSTSYNAPSENBILDUNG

wahrend der Ausbildung neuronaler Netzwerke gemeinsam reguliert werden, léasst sich schluss-
folgern, dass sich die Dichte reifer Dornfortséitze in den Post- und Prasynapsendichten
widerspiegeln sollte. Um diesen Sachverhalt in den hier angewandten Auswertungssystemen
- Analyse der Dornfortsatzmorphologie und der Synapsendichten - zu iiberpriifen, wurden
reprasentative Analysen der Post- bzw. Prasynapsendichte von Kontrolldendritenabschnitten
mit den entsprechenden Dornfortsatzanalysen der jeweiligen Dendritenabschnitte verglichen
(Abb. 9). Dabei zeigte sich, dass in der Tat 75% aller pilzformiger, also reifer Dornen eine
postsynaptische Markierung (PSD-95-positiv) aufwiesen. Im Gegensatz dazu wiesen die
iibrigen Dornfortsatzgruppen nur zu 25% (diinne und filopodienéhnliche Dornen) bzw. zu
29% (stummelformige Dornen) eine PSD-95-Markierung auf (Abb. 9A, B). Der Vergleich der
prasynaptischen Dichten mit der Dornfortsatzanalyse ergab, dass alle Dornfortsatzgruppen
zur Mehrheit von einer Synapsin 1-positiven Priasynapse kontaktiert wurden (67%, pilzférmige;
58%, diinne und filopodienidhnliche; 56%, stummelférmige Dornen) (Abb. 9C, D).

Um dariiber hinaus mogliche Unterschiede zwischen der Dornfortsatzdichte- und Synapsen-
dichteanalyse aufzukldren, wurde der Anteil der Postsynapsen auf Dornfortsidtzen im

Vergleich zum Anteil der Postsynapsen auf dem Dendriten ohne erkennbaren

_‘
)
g

Relative Haufigkeit der
PSD-95-Markierung [%]

Relative Haufigkeit der
Synapsin 1-Markierung [%]

Abbildung 9: Die Synapsendichte korrelierte mit der Dichte reifer Dornfortsitze. A, C, Gezeigt
ist der Vergleich einer repriisentativen Analyse der Postsynapsendichte (A, anti-PSD-95) bzw. Priisynap-
sendichte (C, anti-Synapsin 1) (jeweiliger oberer Abschnitt) mit der entsprechenden Dornfortsatzanalyse
(jeweiliger unterer Abschnitt) des Dendritenabschnittes von einem PM-mCherry-exprimierenden priméren
hippocampalen Neuron (DIV14). Pfeile markieren alle Post- bzw. Prisynapsen, die in die Auswertung mitein-
bezogen wurden. In der Dornfortsatzauswertung sind pilzférmige Dornen in rot, diinne und filopodiendhnliche
Dornen in gelb und stummelférmige Dornen in griin markiert. GroBenbalken: 5 pm. B, D, Dargestellt ist die
relative Haufigkeit von PSD-95-markierten (B) bzw. Synapsin 1-markierten (D) dendritischen Dornfortsitzen
entsprechend ihren Morphologiegruppen aufgegliedert. Die Mehrheit der pilzférmigen Dornen wies eine
PSD-95-Markierung auf, wohingegen diinne und filopodienéhnliche Dornen sowie stummelférmige Dornen
nur zu einem geringen Teil PSD-95-markiert waren (B). Alle Dornfortsatzgruppen wurden in der Mehrheit
von einer Synapsin 1-positiven Prisynapse kontaktiert (D).
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Dornfortsatz ermittelt. Die Auswertung von 101 mit Antikorper gegen den postsynaptischen
Marker PSD-95 angefirbten Dendritenabschnitten aus 25 Zellen ergab einen Postsynapsenan-
teil von 34% sich auf dendritischen Dornfortsétzen befindenden Postsynapsen (Daten nicht
gezeigt, Werte siehe Tabelle 15 in Anhang A)). Mit den hier verwendeten Auswertungsme-
thoden fiir Dornfortsatz- und Synapsendichten konnten also wesentlich mehr Postsynapsen
als reife dendritische Dornfortsétze detektiert werden, was mogliche Unterschiede in den
Effektstéarken erklaren wiirde. Es kann hier jedoch keine Aussage getroffen werden, wie grofl
der Anteil der Postsynapsen ist, die direkt den dendritischen Schaft kontaktieren, sowie wie
grof} der Anteil derer ist, die sich auf Dornfortsidtzen in der z-Ebene befanden.

Auch in der Synapsenbildung unterdriickte die Koexpression einer RNAi-insensitiven FLAG-
Syndapin I-Mutante die Syndapin I-vermittelten Storungen vollstdndig und erhéhte dabei
sogar die Post- bzw. Prisynapsendichte signifikant um jeweils 16% jeweils bezogen auf pRNAT
(Abb. 8A-D). Als weitere Kontrolle wurde scrambled RNAi eingesetzt (Daten nicht gezeigt,
Werte siehe Tabelle 15 in Anhang A).

Der Einsatz einer RNAi-insensitiven FLAG-Syndapin I-Deletionsmutante ohne SH3-Doméne
diente der ndheren Charakterisierung des Depletionsphéanotypen. Es wurde untersucht, inwie-
weit die Koexpression dieser Syndapin I-Mutante zur Rettung des Syndapin I RNAi-Effekts
im Vergleich zum RNAi-insensitiven, intakten FLAG-Syndapin I fithrt. Dies gibt Aufschlufl
dariiber, ob postsynaptische Syndapin I-Funktionen iiber SH3-Doménen-Interaktionen vermit-
telt werden. Auffalligerweise war die RNAi-insensitive FLAG-Syndapin [-Deletionsmutante
ohne SH3-Doméne nicht zur Authebung des Syndapin I-Depletionsphénotypen sowohl fiir die
Synapsenbildung (Abb. 8A-D) als auch Dornfortsatzbildung (Abb. 10A-D) befdhigt. Die Post-
bzw. Priasynapsendichten waren bezogen auf pRNAT um 27% bzw. 14% verringert (Abb.
8A-D; absolute Werte sieche Abb. 37C, D im Anhang A). Auch waren die Gesamtdornendichte
mit -23% (Abb. 10A, B) und die Dichte pilzférmiger Dornen mit -34% im Vergleich zur
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Abbildung 10: Syndapin I-Depletion storte die Dornfortsatzbildung durch den Verlust von
SH3-Doméinen-vermittelten Syndapin I-Funktionen in der Postsynapse. A, Dargestellt sind die
PM-mCherry-Signale von priméren hippocampalen Rattenneuronen (DIV14), die fiir morphologische Analysen
genutzt wurden. B-D, Quantitative Dornfortsatzanalysen von Dendritenabschnitten zeigten unter Syndapin I-
Depletion und Sdp I*5H3_Koexpression im Vergleich zu pRNAT-Kontrollzellen einen signifikanten Verlust an
Dornfortsiitzen (B), insbesondere an pilzférmigen Dornen (C), der durch die Koexpression der Sdp 145H3-
Mutante nicht gerettet wurde. Die Koexpression von Syndapin I siRNA und Sdp 1253 fithrte zu keiner
verénderten Dichte diinner und filopodienéhnlicher Dornen (D). Grifienbalken: 5 pm.
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pRNAT-Kontrolle hochsignifikant verringert (Abb. 10A, C).
Diese Befunde zeigten eindrucksvoll, dass die beobachteten Effekte in der Dornfortsatz- und
Postsynapsenbildung spezifisch auf die Syndapin I-Depletion zuriickzufiihren sind und dariiber

hinaus von Syndapin I SH3-Doméne-vermittelten Funktionen abhéngig sind.

3.1.2.2 Die Uberexpression von Syndapin I fiihrt zu einer gesteigerten

Postsynapsenbildung

Neben der Syndapin I-Depletion bietet die Uberexpression von rekombinantem Syndapin I in
Neuronen eine Moglichkeit, postsynaptische Funktionen von Syndapin I anhand der Analyse
von Dornfortsatzmorphologie und Syndapsendichte zu untersuchen. Dabei kann die gestei-
gerte Syndapin I-Expression eine mogliche postsynaptische Funktion von Syndapin I in den
Prozessen der Postsynapsenbildung besonders hervorheben. Die Analyse von Postsynapsen
Syndapin I-iiberexprimierender Neurone bei geringer Transfektionsrate ermdoglichte die Unter-
suchung postsynaptischer Effekte in Neuronen, die nur von untransfizierten Neuronen mit
unverindertem Syndapin [-Expressionsniveau kontaktiert wurden.

Die morphologische Analyse und Klassifizierung der Dornfortsiitze zeigte unter der Uberexpres-
sion von Xpress-Epitop-markiertem Syndapin I eine signifikante Erhohung der Dornendichte
um 45% verglichen mit PM-mCherry-exprimierenden Kontrollzellen. Es zeigte sich insbeson-
dere eine Erhohung der Dichte von pilzférmigen Dornen um 59% und von stummelférmigen
Dornen um 78%. Dahingegen wies die Dichte diinner und filopodienéhnlicher Dornen keine
signifikante Anderung auf (Abb. 11A-E).

Ebenso wurden die Effekte der Syndapin I-Uberexpression auf die Synapsendichte durch
quantitative Analyse der Dichte anti-PSD-95- und anti-Synapsin 1-immunmarkierter synap-
tischer Punkte entlang von Dendriten FLAG-Syndapin I-transfizierter Neurone untersucht.
Zur Untersuchung der Zellmorphologie wurde auch hier jeweils koexprimiertes PM-mCherry
verwendet. Die anti-PSD-95-Immunmarkierungen wiesen einen Anstieg um 10% und die
anti-Synapsin 1-Immunmarkierungen wiesen einen Anstieg um 15% in der Post- bzw. Pri-
synapsendichte bezogen auf PM-mCherry-exprimierende Kontrollzellen auf (Abb. 11F-I;
absolute Werte siehe Abb. 37E, F im Anhang A).

Damit bestétigten die Synapsendichten die erhchte Dichte reifer Dornfortsétze unter Synda-
pin I-Uberexpression. Der Phénotyp der Syndapin I-Uberexpression auf die Dornfortsatz- und
Synapsendichte zeigte damit konsitenterweise gerade die umgekehrten Effekte im Vergleich
zu den Syndapin I RNAi-Phénotypen.

Aus den in Abb. 7, 8, 10 und 11 dargestellten Ergebnissen wurde deutlich, dass postsynapti-
sches Syndapin I eine SH3-Doménen-Interaktionen-vermittelte Rolle in der Bildung reifer

Dornfortsétze und korrelierend in der Bildung von Synapsen spielt.
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Abbildung 11: Syndapin I-Uberexpression in der Postsynapse forderte die Dornfortsatz- und
Synapsenbildung. A, Dendriten von priméren hippocampalen Rattenneuronen (DIV14) zeigten eine
Erhohung der Gesamtdornendichte und insbesondere der Dichte pilz- und stummelférmiger Dornen unter
der Koexpression von FLAG-Syndapin I (Sdp I) und PM-mCherry im Vergleich zur PM-mCherry-Kon-
trollzellen (Kontrolle). Dargestellt sind die PM-mCherry-Signale, die zur morphologischen Untersuchung
genutzt wurden. B-E, Gezeigt ist die Quantifizierung der Gesamtdornendichte (B) sowie der Dichte einzelner
Morphologiegruppen (C, pilzformige; D, diinne und filopodienéhnliche; E, stummelférmige Dornen). F-I,
Analysen von post- (E, anti-PSD-95) und présynaptisch (G, anti-Synapsin 1) immungefirbten Synapsen zur
Quantifizierung der Synapsendichten entlang von Dendriten Syndapin I- und PM-mCherry-koexprimierender
Neurone zeigten eine erhohte Synapsendichte im Vergleich zu PM-mCherry-Kontrollzellen. G, I, Dargestellt
ist die quantitative Auswertung der Anzahl PSD-95- (G) bzw. Synapsin 1- (I) positiver Punkte entlang
von Dendriten transfizierter Neurone. PM-mCherry ist in rot, PSD-95 bzw. Synapsin 1 sind in griin in
Uberlagerungen dargestellt. GroSenbalken: 5 pm.

3.1.3 Syndapin I ist auch im postsynaptischen Kompartiment

lokalisiert

3.1.3.1 Endogenes Syndapin I ist auch im postsynaptischen Kompartiment
lokalisiert

Die Untersuchung der postsynaptischen Lokalisation von Syndapin I diente der Bestéatigung
der kritischen Rolle von Syndapin I in der Entwicklung der Postsynapsen. Dafiir wurden die
Analysen in stark ausgereiften priméren hippocampalen Rattenneuronen (DIV21) mittels
Immunfluoreszenzmarkierungen fiir Syndapin I in Kombination mit Markern fiir das pra-
(Bassoon) und postsynaptische (PSD-95) sowie fiir das dendritische Kompartiment (MAP2)
durchgefithrt (Abb. 12).

In Ubereinstimmung mit den bereits bekannten priasynaptischen Funktionen (KOCH et al.,
2011) und den hier beobachteten postsynaptischen Effekten zeigte sich in den Immunfiuo-

reszenzfarbungen eine Kolokalisation sowohl mit Bassoon-markierten Présynapsen (Abb.
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12A) als auch mit PSD-95-markierten Postsynapsen (Abb. 12C). Dariiber hinaus wies eine
Teilmenge des endogenen Syndapin I eine dendritische Lokalisation durch Uberlagerung
mit dem Marker MAP2 auf (Abb. 12B). Eine Visualisierung der gesamten Zellmorphologie
durch die Expression von GFP und eine Immunmarkierung von endogenem Syndapin I
bestétigte die Lokalisation von Syndapin I sowohl im dendritischen bzw. postsynaptischen
Kompartiment (Abb. 12D; Pfeile in Vergroerung) als auch in GFP-negativen Présynapsen,
die die transfizierte Zelle kontaktierten (Abb. 12D; Pfeilspitzen in Vergrofierung).

Diese Ergebnisse standen dabei im Einklang mit der bereits beschriebenen Lokalisation von
Syndapin I in prasynaptischen Punkten durch lichtmikroskopische Immunfluoreszenzstudien
primérer Rattenneurone (QUALMANN et al., 1999) sowie mit der durch elektronenmikrosko-
pische Immungoldmarkierungen beschriebenen préi- und postsynaptischen Lokalisation von
Syndapin I (PEREZ-OTANO et al., 2006).
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Abbildung 12: Endogenes Syndapin I war im pri- und postsynaptischen Kompartiment lokali-
siert. A-C, Koimmunfirbungen von Syndapin I und Markern fiir das prisynaptische (A, anti-Bassoon),
dendritische (B, anti-MAP2) und postsynaptische (C, anti-PSD-95) Kompartiment zeigten eine Lokalisation
von Syndapin I sowohl in Dendriten als auch in Pré- und Postsynapsen primérer hippocampaler Rattenneurone
an DIV21. D, Die Expression von GFP als Zellfiiller zur Darstellung der kompletten Neuronenmorphologie
zeigte, dass ein deutlicher Anteil der anti-Syndapin I-Immunmarkierung primérer hippocampaler Rattenneu-
rone (DIV14) in Dendriten und dendritischen Dornfortsitzen lokalisiert war. Ausschnitte zeigen synaptisch
lokalisiertes Syndapin I und sind zweifache (A) bzw. 1,5-fache (D) VergroBerungen der umrahmten Areale.
Pfeile markieren postsynaptisches, Pfeilspitzen prasynaptisches Syndapin I. Syndapin I ist in rot, Bassoon,
MAP2, PSD-95 bzw. GFP sind in griin in Uberlagerungen dargestellt. Gréfenbalken: 5 pm.
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3.1.3.2 Rekombinantes Syndapin I ist auch im postsynaptischen Kompartiment
lokalisiert

Die Lokalisationsanalysen mit rekombinantem Syndapin I in Neuronen dienten der gezielten
Untersuchung der Lokalisation von Syndapin I im postsynaptischen Kompartiment. Mittels
der Analyse von Postsynapsen Syndapin I-iiberexprimierender Neuronen konnte bei geringer
Transfektionsrate speziell die Lokalisation des rekombinanten Syndapin I im postsynaptischen
Kompartiment, welches nur von Neuronen mit unveriandertem Syndapin I-Expressionsniveau
kontaktiert wurde, untersucht werden. Diese wurde mit Xpress-Syndapin [-exprimierenden
Neuronen durchgefiihrt, welche gegen Syndapin I und jeweils gegen entsprechende Marker fiir
das pré- und postsynaptische sowie das dendritische Kompartiment immungeférbt wurden
(Abb. 13). Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung des Syndapin I-Signals zeigte sowohl
rekombinantes Syndapin I als auch davon klar abgrenzbares endogenes Syndapin I (13A-C,
Pfeilspitzen). Rekombinantes Syndapin I wurde in Dornfortsitzen exprimiert, welche von
Bassoon-positiven Prisynapsen einer nicht-transfizierten Zelle kontaktiert wurden (Abb. 13A).
Die Koimmunféirbung mit dem dendritischen Markerprotein MAP2 bestétigte deutlich, dass
Syndapin I in Dornfortsétzen, die sich von MAP2-positiven Dendriten abzweigen, lokalisiert
ist (Abb. 13B). Durch die PSD-95-Markierung der Dornfortsatzkopfe von Syndapin I-positiven
Dornfortsétzen wurde weitergehend bewiesen, dass diese Dornfortsitze eine morphologische

Postsynapse aufweisen (Abb. 13C, Pfeilspitzen in VergroBerung).

Abbildung 13: Die Expression von Epitop-markiertem Syndapin I zeigte eine Lokalisation von
Syndapin I im postsynaptischen Kompartiment. A-C, Dargestellt ist die Koimmunféirbung von Xpress-
Syndapin I (anti-Syndapin I) mit Markern fiir das priasynaptische (A, anti-Bassoon), dendritische (B, anti-
MAP2) und postsynaptische (C, anti-PSD-95) Kompartiment von priméren hippocampalen Rattenneuronen
an DIV14. Die Koimmunfirbung mit Bassoon (A) resultierte nur in einer geringen Kolokalisation mit
postsynaptischem Syndapin I und markierte priasynaptische Kontakte auf transfizierten Dornfortsétzen.
Die MAP2-Immunfirbung (B) zeigte klar, dass Syndapin I-positive Dornfortsétze aus den MAP2-positiven
Dendriten austreten. Die Syndapin I-immungefirbten Dornfortsatzkopfe waren PSD-95-positiv (C, Pfeile
in Ausschnitten). Pfeilspitzen zeigen endogenes Syndapin I, das deutlich von rekombinantem Syndapin I
unterschieden werden konnte. Ausschnitte sind zweifache Vergroflerungen der umrahmten Areale. Syndapin I
ist in rot, Bassoon, MAP2 bzw. PSD-95 sind in griin in Uberlagerungen dargestellt. Grofienbalken: 10 pm.
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3.2 Syndapin 1 interagiert mit ProSAP/Shank-

Proteinen
3.2.1 Syndapin I interagiert mit Proteinen der ProSAP/Shank-

Familie 2n vitro

Postsynaptische Funktionen von Syndapin I waren bislang nur wenig untersucht. Der hier be-
obachte Befund, dass der postsynaptische Syndapin I-Depletionsphénotyp von SH3-Doménen-
vermittelten Funktionen abhéngig ist (Kap. 3.1), deutete auf Syndapin I-Interaktionspartner
hin, die in der Postsynapse angereichert sind. Die beschriebene NPF-Motiv-vermittelte
Interaktion von Syndapin I mit der NR3A-Untereinheit von NMDA-Rezeptoren unreifer
Postsynapsen lieferte erste Hinweise auf eine postsynaptische Funktion von Syndapin I als
wichtiger Faktor wihrend der Entwicklung von Postsynapsen (PEREZ-OTANO et al., 2006). Da
die in den Rettungsexperimenten (Abb. 8 und 10) verwendete Syndapin I-Deletionsmutante
ohne SH3-Doméne jedoch die NPF-Motive enthielt, sind die hier beobachteten Effekte in der
Tat spezifisch auf gestorte SH3-Doménen-vermittelte Interaktionen zuriickzufiihren.

Die im Vorfeld dieser Arbeit in dieser Arbeitsgruppe durchgefithrten Suchen nach neuen
Syndapin I-Interaktionspartnern mittels des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems in complementary
DNA (cDNA)-Bibliotheken adulter Mausgehirne hatten jedoch keine Hinweise auf vorwie-
gend postsynaptische Proteine geliefert. Erste Koprézipitationsanalysen von Prof. Dr. Britta
Qualmann mit der Syndapin I SH3-Doméne identifizierten ProSAP1 und ProSAP2 als
mogliche Bindungspartner von Syndapin I. Proteine der ProSAP /Shank-Familie stellen die
Hauptgeriistproteine der PSD dar, indem sie Neurotransmitterrezeptorkomplexe und Aktin-
zytoskelettkomponenten miteinander verbinden (BOCKERS et al., 1999b; 2001; NAISBITT
et al., 1999; TuU et al., 1999). Weitere in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Tobias Bockers,
Universitat Ulm, durchgefithrte Suchen nach neuen ProSAP/Shank-Interaktionspartnern
mittels des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems mit eingesetzten ProSAP2-Proteinstiicken als Koder
identifizierten Syndapin I als moglichen Kandidaten. Diese Ergebnisse gaben somit erste Hin-
weise auf eine Interaktion der Proteine der Syndapin- und der ProSAP /Shank-Familien. Um
die Interaktion zwischen den Syndapin- und ProSAP-Proteinen zu bestétigen und detailliert
zu charakterisieren, wurden im Folgenden Koprézipitationsanalysen durchgefiihrt.

Die zu diesem Zweck von Dr. Rashmi Ahuja Toivanen, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Britta
Qualmann, durchgefiihrten ersten Koprézipitationsanalysen zeigten, dass alle drei Syndapin-
Isoformen der Syndapin-Proteinfamilie in der Lage sind, GFP-ProSAP1 zu prézipitieren (Abb.
14A). Weiterhin wurde in diesen Koprézipitationsstudien durch den Einsatz verschiedener
Syndapin I-Deletionsmutanten nachgewiesen, dass die Syndapin I-Bindung an ProSAP1 iiber
die Syndapin I SH3-Doméne vermittelt wird und diese ausreichend fiir die Préazipitation von
GFP-ProSAP1 ist. Dabei ergab der Koprézipitationsversuch mit der P434L-Mutante der
SH3-Doméine (SH3"), dass es sich bei der Interaktion um eine klassische SH3-Domiinen /PxxP-
Interaktion handelt (Abb. 14B).
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Abbildung 14: Proteine der Syndapin-Familie interagierten SH3-Doméinen vermittelt mit
ProSAP1. A, B, Westernblotanalysen von Koprézipitationen zeigten, dass GST-Syndapin (Sdp) I, IT und III
in HEK293-Zellen exprimiertes GFP-ProSAP1 aus Zelllysaten prézipitierten (A). Die Syndapin I SH3-Doméne
erwies sich als notwendig und ausreichend fiir die Prézipitation von GFP-ProSAP1 mit GST-Syndapin I
(B). Die Syndapin I SH3-Doménenmutante (Sdp I SH3*, P434L) sowie Syndapin I-Deletionsmutanten, die
die C-terminale SH3-Domiine nicht enthalten (Sdp I25H3; Sdp I NPF), prizipitierten in HEK293-Zellen
exprimiertes GFP-ProSAP1 nicht aus Zelllysaten (B). Weifle Linien kennzeichnen ausgesparte Proben auf
den Blots (B). Die hier gezeigten Analysen wurden von Dr. Rashmi Ahuja Toivanen, Arbeitsgruppe Prof. Dr.
Britta Qualmann, durchgefiihrt.

Die wihrend dieser Arbeit durchgefiihrten Kopréazipitationsanalysen mit allen drei Isoformen
der ProSAP-Proteinfamilie, Shankl, ProSAP1 und ProSAP2, zeigten, dass bemerkenswer-
terweise nur ProSAP1 und ProSAP2 durch die Syndapin I SH3-Doméne gebunden wurden
(Abb. 15A).

Auch eine genomweite in silico-Suche nach SH3-Doménen-Bindungspartnern unter der Verwen-
dung einer von Dr. Lukas Schwintzer kiirzlich etablierten Konsensus-Sequenz (Doktorarbeit
SCHWINTZER, 2012) identifizierte die postsynaptisch angereicherten Proteine ProSAP1 und
ProSAP2 als mogliche Interaktionspartner von Syndapin SH3-Doménen und gab erste Hin-
weise auf die putativen Bindungsmotive in ProSAP /Shank.

Bei einem Sequenzvergleich der drei ProSAP-Isoformen mit einem der KrRAPpPP-Motive
von Cobl (SCHWINTZER et al., 2011) wurde in ProSAP1 und ProSAP2 eine konservierte
+++APPPP-Sequenz im N-terminalen Bereich der Proteine identifiziert, wohingegen der
entsprechende Sequenzbereich in Shankl kein vergleichbares Motiv aufwies (Abb. 15B).
Weitere im Vorfeld dieser Arbeit von Dr. Rashmi Ahuja Toivanen durchgefiihrte Koprézipitati-
onsanalysen bestétigten iiberzeugend, dass von allen getesteten ProSAP1-Deletionsmutanten
nur der ProSAP1 N-Terminus (Aminosduren 1-235) durch Syndapin I prézipitiert wurde.
Dieser enthielt die Aminosaurereste RKKAPPPP (Aminoséuren 141-148), die mit der identi-
fizierten +++APPPP-Konsensussequenz iibereinstimmten (Abb. 15C, D).

Dieser Befund fiihrte zu der Fragestellung, ob das vorgeschlagene +++APPPP-Motiv in der
Tat der Syndapin I SH3-Doménen-Bindestelle entsprach. Um dies zu untersuchen, erfolgten
Koprézipitationsanalysen mit kurzen GFP-Fusionspeptiden, welche die +++APPPP-Motive
von ProSAP1 bzw. ProSAP2 enthielten. Als Positivkontrolle diente ein bekanntes Syndapin I
SH3-Doménen-bindendes Peptid, welches ein KrRAPpPP-Motiv von Cobl enthielt (SCHWINT-
ZER et al., 2011). Es wurden alle drei GFP-Fusionspeptide durch die Syndapin I SH3-Doméne
eindeutig préazipitiert (Abb. 15E).
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Abbildung 15: Syndapin I interagierte mit den postsynaptischen Proteinen ProSAP1 und
ProSAP2 iiber ein konserviertes N-terminales +++APPPP-Motiv in ProSAP /Shank. A, D, E,
Dargestellt sind mittels Westernblot analysierte Koprézipitationen von aufgereinigten GST-Fusionsproteinen
mit in HEK293-Zellen exprimierten GFP-Fusionsproteinen. A, GFP-ProSAP1 und GFP-ProSAP2, jedoch
nicht GFP-Shankl1, wurden durch die GST-Syndapin I SH3-Doméne aus Zelllysaten préazipitiert. B, Gezeigt
ist ein Sequenzvergleich der N-terminalen +++APPPP-Konsensusmotive in ProSAP1 und ProSAP2 und der
korrespondierenden Aminoséuren in Shankl mit einer Syndapin I-Bindungsstelle des Aktinnukleators Cobl.
Die GI-Nummern der verwendeten Referenzsequenzen sind in Kapitel 2.1.5 aufgefiihrt. C, Gezeigt ist eine
schematische Darstellung des Ratten-ProSAP1b-Proteins und dessen verwendeter Deletionsmutanten. PDZ,
PDZ-Domaéne; Poly-P, prolinreiche Bereiche; ppl, prolinreiches Motiv der Sequenz KPPVPPKP, welches
die Interaktion mit Cortactin vermittelt (DU et al., 1998); SAM, steriles Alpha-Motiv. D, GST-Syndapin I
priizipitierte den ProSAP1 N-Terminus (GFP-ProSAP1 1-235) aus Zelllysaten, jedoch keine der anderen
getesteten GFP-ProSAP1-Deletionsmutanten. E, GFP-Fusionspeptide der +++APPPP-Motive von ProSAP1,
ProSAP2 und Cobl banden an die immobilisierte GST-Syndapin I SH3-Domiine, jedoch nicht an GST. Weifle
Linien kennzeichnen ausgesparte Proben auf den Blots (D). Die in D gezeigten Analysen wurden von Dr.
Rashmi Ahuja Toivanen durchgefiihrt.

Ausgehend von den im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Effekten von Syndapin I auf
die Bildung und Entwicklung unreifer Postsynapsen sowie der kiirzlich erschienenen Studie,
die ProSAP1 als die am héufigsten exprimierte Isoform in sich entwickelnden Postsynapsen
identifizierte (GRABRUCKER et al., 2011), wurde sich im weiteren Verlauf dieser Arbeit auf
die Interaktion von Syndapin I mit ProSAP1 konzentriert. Um zu iiberpriifen, ob es sich bei

der Syndapin I/ProSAP1-Interaktion um eine direkte Interaktion handelt, erfolgten direkte
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Koprézipitationsanalysen mit aufgereinigten GST- und His-Trx-Fusionsproteinen. His-Trx-
Syndapin I wurde dabei durch den immobilisierten GST-ProSAP1 N-Terminus prézipitiert,
was die direkte Bindung beider Proteine bewies. Durch Mutation der Aminoséduren 141-150
in ProSAP1 (RKKAPPPPKR zu GAGAAAAAAG) wurde die Syndapin I-Bindung mit dem
ProSAP1 N-Terminus sichtbar unterdriickt (Abb. 16A).

Weitere Koprézipitationsanalysen mit der Mutante des ProSAP1 N-Terminus als GFP-
Fusionsprotein zeigten klar, dass die Préazipitation sowohl mit immobilisiertem GST-Syndapin I
als auch mit der immobilisierten GST-Syndapin I SH3-Doméne durch diese ProSAP1-Mutation
unterdriickt wurde (Abb. 16B).

Zusammenfassend zeigten diese Untersuchungen eindrucksvoll, dass das mittels in silico-
Suche identifizierte RKKAPPPP-Motiv in ProSAP1 die direkte Bindestelle der Syndapin I
SH3-Doméne in wvitro darstellt.
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Abbildung 16: Die Syndapin I/ProSAP1-Interaktion ist direkt und konnte durch Mutation
des +++APPPP-Motivs im ProSAP1 N-Terminus gestért werden. A, B, Westernblotanalysen
von Kopriizipitationen zeigten, dass die Mutation der Aminosiuren RKKAPPPPKR (141-150) in ProSAP1
1-235 zu GAGAAAAAAG die direkte Bindung an die Syndapin I SH3-Doméne verhindert. Die Rekonstitution
der Syndapin I/ProSAP1-Interaktion mit aufgereinigten Proteinen zeigte, dass die Interaktion direkt ist
(A). His-Trx-Syndapin I kopréazipitierte mit immobilisiertem GST-ProSAP1 N-Terminus (GST-ProSAP1
1-235), wohingegen die Mutation des +++APPPP-Motivs im ProSAP1 N-Terminus (ProSAP1 1-235%) die
Bindung an Syndapin I verhinderte (A). Die Préizipitation von GFP-ProSAP1 1-235 aus HEK293-Zelllysaten
sowohl mit GST-Syndapin I als auch mit der GST-Syndapin I SH3-Doméne wurde durch die Mutation des
+++APPPP-Motivs (ProSAP1 1-235*) aufgehoben (B).

3.2.2 Syndapin I interagiert mit ProSAP1 in Zellen

3.2.2.1 Syndapin I bildet mit ProSAP1 Komplexe in Zellen

Aus der in wvitro-charakterisierten Interaktion von Syndapin I und ProSAP1 ergab sich die
Vermutung, dass diese Interaktion auch in intakten Zellen stattfindet. Um diese Hypothese zu
iberpriifen, wurde die Komplexbildung biochemisch mittels heterologer Koimmunprézipitatio-
nen sowie mit Koprézipitationen endogener Proteine aus Gehirnextrakten mit aufgereinigten
Fusionsproteinen und die intrazellulire Komplexbildung mikroskopisch in intakten Zellen

analysiert.
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Die heterologen Koimmunprézipitationsstudien mit in HEK293-Zellen koexprimiertem FLAG-
Syndapin I und GFP-ProSAP1 zeigten, dass durch die Immunprézipitation von FLAG-
Syndapin I mit anti-FLAG-Antikérpern Syndapin 1/ProSAP1-Komplexe prézipitiert und im
Westernblotverfahren durch anti-Syndapin I und anti-GFP-Antikérper nachgewiesen werden
konnten (Abb. 17A). Analog wurden in diesen Studien auch nach Immunprézipitation von
GFP-ProSAP1 mit anti-GFP-Antikérpern Syndapin I/ProSAP1-Komplexe im Westernblot-
verfahren durch anti-GFP- und anti-Syndapin I-Antikorper nachgewiesen (Dr. Rashmi Ahuja
Toivanen) (Abb. 17B).

Durch Koprézipitationsstudien mit Maus- und Rattengehirnextrakten wurde ermittelt, ob sich
Syndapin I/ProSAP1-Komplexe auch mit endogenem Startmaterial bildeten. Es wurde sowohl
endogenes ProSAP1 spezifisch durch die immobilisierte GST-Syndapin I SH3-Doméne aus
Mausgehirnextrakten prézipitiert (durchgefiithrt von Dr. Dennis Koch, Institut fiir Biochemie I,
UKJ) als auch endogenes Syndapin I durch das immobilisierte GST-ProSAP1-RKKAPPPP-
Peptid aus Rattengehirnextrakten préazipitiert (Abb. 17C, D).
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Abbildung 17: Syndapin I und ProSAP1 interagierten SH3-Dominen-abhingig in Zellen. A, Ge-
zeigt ist die spezifische Koimmunprézipitation (KoIP) von GFP-ProSAP1 mit anti-FLAG-immunprézipitiertem
FLAG-Syndapin I. B, Desweiteren wurde FLAG-Syndapin I (Pfeilspitze) spezifisch mit anti-GFP-
immunprizipitiertem GFP-ProSAP1 koimmunprizipitiert. C, Die immobilisierte GST-Syndapin I SH3-
Doméne prizipitierte spezifisch endogenes ProSAP1 aus Mausgehirnextrakten (Startmaterial). D, Endogenes
Syndapin I wurde aus Rattengehirnextrakten durch immobilisiertes GST-ProSAP1-Fusionspeptid (ProSAP1
139-153), welches das RKKAPPPP-Motiv enthilt, prézipitiert. Die in A und B gezeigten Analysen wurden von
Dr. Rashmi Ahuja Toivanen und die in C gezeigten Analysen von Dr. Dennis Koch, Institut fiir Biochemie I,
UKJ Jena, durchgefiihrt.

Um zu untersuchen, ob es sich bei der Syndapin I/ProSAP1-Komplexbildung um ein wih-
rend der Proteinextraktion entstandenes Artefakt handelte, wurden Rekrutierungsstudien in
intakten COS7-Zellen durchgefithrt (Abb. 18). Hierzu wurden verschiedene konstitutiv an
die duflere Mitochondrienmembran gebundene (KESSELS und QUALMANN, 2002; MILLAR
und SHORE, 1993) Mito-FLAG-mCherry-Syndapin I-Fusionsproteine mit GFP-ProSAP1

bzw. dem GFP-ProSAP1 N-Terminus koexprimiert und die Zellen fluoreszenzmikroskopisch
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analysiert. Dabei zeigte sich, dass ProSAP1 durch die Komplexbildung mit Syndapin I an die
Mitochondrienmembran rekrutiert wurde und dort mit Syndapin I kolokalisierte (Abb. 18A).
Konsistent mit der Identifikation der Syndapin I-Bindungsstelle im ProSAP1 N-Terminus
in vitro (Abb. 15) wurde eine ProSAP1-Deletionsmutante, die den N-Terminus umfasste
(ProSAP1 1-235), ebenfalls durch Syndapin I an die Mitochondrienmembran rekrutiert (Abb.
18B). Zur Bestitigung der in vitro erwiesenen SH3-Doménen-Abhéngigkeit der Interaktion

[45H3) ein-

wurde eine Syndapin I-Deletionsmutante mit fehlender SH3-Doméne (Mito-Sdp
gesetzt, welche in der Tat nicht zur Akkumulation von ProSAP1 bzw. ProSAP1 1-235 an

Mitochondrien befihigt war (Abb. 18C, D).

Uberlagerung
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Abbildung 18: Syndapin I und ProSAP1 interagierten SH3-Doménen-abhingig in Zellen. A-D,
Mitochondrienmembranverankertes Syndapin I (Mito-Sdp I) rekrutierte GFP-ProSAP1 (A) und GFP-
ProSAP1 1-235 (B) in intakten COS7-Zellen, wohingegen eine mitochondrienmembranverankerte Syndapin I-
Deletionsmutante ohne SH3-Domiine (Mito-Sdp 145H3) dazu nicht befihigt war (C, D). ProSAP1 ist in griin,
Mito-Syndapin I ist in rot in den Uberlagerungen dargestellt. GroBenbalken: 10 pm.

In Kontrollexperimenten zeigte sich keine unspezifische Rekrutierung von GFP an die Mito-
chondrienmembran durch Mito-Syndapin I (Abb. 19A). Ebenso zeigten die Experimente mit
GFP-ProSAP1 bzw. GFP-ProSAP1 1-235 in Koexpression mit Mito-FLAG-mCherry keine
unspezifische Rekrutierung von ProSAP1 (Abb. 19B, C). Weitere Kontrollexperimente zeigten
die Uberlagerungen der Signale der mit MitoTracker® fluoreszenzmarkierten Mitochondrien
der Zellen mit den Mito-FLAG-mCherry-Signalen (Abb. 19D, E).
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Uberlagerung L Uberlagerung

MitoTracker

Abbildung 19: Kontrollen der Rekrutierungsstudien in intakten COS7-Zellen. A, Koexprimiertes
GFP wurde durch mitochondrienmembranverankertes Syndapin I (Mito-Sdp I) nicht korekrutiert. B, GFP-
ProSAP1 wurde nicht durch koexprimiertes Mito-FLAG-mCherry rekrutiert. C, GFP-ProSAP1 1-235 wies
keine Rekrutierung durch koexprimiertes Mito-FLAG-mCherry auf. D, E, Die Kolokalisationen von Mito-
Sdp I (D) bzw. Mito-Sdp 5% (E) mit den durch MitoTracker® Deep Red FM (MitoTracker) angefirbten
Mitochondrien zeigten die spezifische Lokalisation der Mito-Fusionsproteine an die Mitochondrien. Mito-
Sdp I bzw. Mito-FLAG-mCherry sind in rot, GFP bzw. GFP-ProSAP1 sowie MitoTracker sind in griin in
Uberlagerungen dargestellt. GroSenbalken: 10 pm.

Zusammenfassend bestétigten die hier gezeigten Untersuchungen deutlich die in den in vitro-
Studien gezeigte Interaktion zwischen dem N-terminalen ProSAP1 RKKAPPPP-Motiv und
der Syndapin I SH3-Domaéne. Sie zeigten auflerdem, dass die Interaktion von Syndapin I mit
ProSAP1 auch in lebenden Zellen stattfindet und ausreichend ist, um ProSAP1 an bestimmte

Bereiche in der Zelle zu rekrutieren.

3.2.2.2 Syndapin I kolokalisiert mit ProSAP1 in Neuronen

Syndapin I ist in adulten Mausgehirngeschnitten im Grofhirn besonders im Hippocampus
und im Kleinhirn angereichert (PLOMANN et al., 1998). Diese sind Bereiche starker Synap-
senbildung und synaptischer Plastizitdt wiahrend Gedéchtnisbildungs- und Lernprozessen
(BLiss und LgMo, 1973; HEBB, 2002; KANDEL und SCHWARTZ, 1982; MARR, 1969). Auch
die Proteine der ProSAP/Shank-Familie sind in dendritischen Arealen des Hippocampus
(Stratum radiatum und Stratum oriens) und in der Molekular- (Shankl und ProSAP1) bzw.
Kornerschicht (ProSAP2) des Kleinhirns besonders stark exprimiert (BOCKERS et al., 1999a;
1999b; 2004; LM et al., 1999).

Um der interessanten Fragestellung nachzugehen, ob Syndapin I und ProSAP1 im Zellverband
in raumlicher Ndhe zueinander stehen, wurden konfokale Aufnahmen von anti-Syndapin I-
und anti-ProSAP1-immunfluoreszenzgefirbten Gehirnschnitten adulter wildtypischer Méuse
angefertigt (Abb. 20). In Konsistenz mit den beschriebenen histologischen Beobachtungen
fiir die individuellen Proteine zeigten sich deutliche Uberlagerungen des Syndapin I-Signals

mit dem ProSAP1-Signal vor allem im Stratum lucidum des Hippocampus. Dies stellt einen
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gesonderten Hippocampusbereich des Stratum radiatum in der CA3-Region dar, welcher eine
Grofizahl von Moosfasersynapsen aufweist, deren boutonartige Prasynapse multiple synapti-
sche Kontakte mit Dendriten der Pyramidenzellen ausbildet (CHICUREL und HARRIS, 1992)
(Abb. 20A). Weiterhin zeigte sich eine Syndapin I/ProSAP1-Kolokalisation in Purkinjezellen
der Kleinhirnrinde sowohl in Zellkérpern als auch in Dendritenbdumen (Abb. 20B).
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Abbildung 20: Syndapin I und ProSAP1 kolokalisierten in Hippocampus- und Kleinhirnare-
alen. Anti-Syndapin I- und anti-ProSAP1-Immunfirbungen in Gehirnschnitten adulter M#use zeigten eine
ausgedehnte Kolokalisation von Syndapin I und ProSAP1 sowohl in Multisynapsen der Moosfasern im
Stratum lucidum der hippocampalen CA3-Region (A) als auch in der Purkinjezellschicht des Kleinhirns (B).
Ausschnitte sind 2,5-fache Vergroflerungen der umrahmten Areale. Sl, Stratum lucidum; So, Stratum oriens; Sr,
Stratum radiatum; Py, Pyramidalzellschicht; K, Kornerschicht; M, Molekularschicht; Pu, Purkinjezellschicht.
Syndapin T ist in griin, ProSAP1 ist in rot und die Kernfirbung (DAPI) in blau in Uberlagerungen dargestellt.
Groflenbalken: 25 pm.

In Immunfluoreszenztirbungen hippocampaler Neuronenkulturen zeigte sich, dass sowohl
rekombinantes, Xpress-markiertes, als auch endogenes Syndapin I mit endogenem ProSAP1 in
Kopfen dendritischer Dornfortsétze kolokalisierte (Abb. 21). Eine Gegenfarbung des Dendriten
zeigte dabei, dass sich rekombinantes Syndapin I im Gegensatz zu endogenem ProSAP1 neben
der postsynaptischen Lokalisation auch stark im dendritischen Kompartiment anreicherte
(Abb. 21A). Besonders in den Koimmunfluoreszenzfirbungen von endogenem Syndapin I
und ProSAP1 zusammen mit dem préasynaptischen Marker Synapsin 1 in stark ausgereiften
Neuronen ist eine klare Anreicherung von Syndapin I und ProSAP1 in Dornfortsatzkopfen,

die von Priasynapsen kontaktiert werden, sichtbar (Abb. 21B).
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A Xpress Syndab o 4 % ) M ! Uberlagerung ~ 4
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Abbildung 21: Syndapin I und ProSAP1 kolokalisierten in Neuronen. A, Immunfirbungen primérer
hippocampaler Rattenneurone transfiziert mit Syndapin I an DIV12 und geféirbt gegen Syndapin I, ProSAP1
und den dendritischen Marker MAP2 an DIV14 zeigten, dass Syndapin I mit ProSAP1 in Dornfortsatzkopfen
kolokalisierte. Ausschnitte sind 1,5-fache Vergroflerungen der umrahmten Areale. Grofienbalken: 10 um. B,
Endogenes Syndapin I kolokalisierte mit ProSAP1 in synaptischen Bereichen kogefirbt mit dem prasynapti-
schen Markerprotein Synapsin 1 in priméren hippocampalen Rattenneuronen an DIV21. Ausschnitte sind
zweifache Vergroferungen der umrahmten Areale. Syndapin I ist in griin, ProSAP1 ist in rot und MAP2 bzw.
Synapsin 1 sind in blau in Uberlagerungen dargestellt. GréSenbalken: 5 pm.

Die Uberlagerung in der Lokalisation von Syndapin I und ProSAP1 im Gewebeverband und
auf intrazelluldarer Ebene war damit konsistent mit den gezeigten Befunden der Analyse von

Syndapin I/ProSAP1-Komplexen in intakten Zellen.

3.3 Syndapin 1 kooperiert mit ProSAP1 in der
Postsynapsenbildung

Die bisher dargestellten Daten bewiesen deutlich, dass Syndapin I eine wichtige Rolle
in der Postsynapsenbildung spielt (Kap. 3.1) und dass dariiber hinaus Syndapin I SH3-
Doménen-vermittelt und direkt mit einem dem SH3-Doménen-Bindungskonsensus-folgenden
+++APPPP-Motiv im ProSAP1 N-Terminus in vitro und in Zellen interagiert (Kap. 3.2).
Proteine der ProSAP /Shank-Familie nehmen als Geriistproteine der PSD eine wichtige Rolle
in der Organisation von Neurotransmitterrezeptorkomplexen und in der Verkniipfung der PSD
mit dem Aktinzytoskelett des Dornfortsatzkopfes ein (BOCKERS et al., 2002; 2006; SHENG
und Kim, 2000). Bisherige Studien der ProSAP /Shank-assoziierten Proteine Cortactin und
Abpl trugen zum Verstdndnis der Regulation des Zytoskeletts dendritischer Dornfortsétze
wahrend deren Reifung und aktivitdtsabhéngigen morphologischen Verdnderung bei (HA-
CKEL et al., 2008; HERING und SHENG, 2003), dennoch bleibt die rdumliche und zeitliche
Organisation postsynaptischer Komponenten wiahrend der Postsynapsenbildung weitgehend
unverstanden. Aufgrund der hier beschriebenen Interaktion mit ProSAP1 und der bereits be-
kannten Syndapin I-Funktionen in der Verkniipfung von SH3-Doménen-Interaktionspartnern
mit Membranmodulationsvorgéngen (DHARMALINGAM et al., 2009; ITOH et al., 2005; KOCH
et al., 2011; SCHULER et al., 2013; SCHWINTZER et al., 2011) stellt Syndapin I einen mogli-
chen Kandidaten fiir die rdumliche und zeitliche Organisation von ProSAP /Shank-Proteinen

wihrend der Dornfortsatzbildung dar. Inwieweit die hier beobachteten Syndapin I-Funktionen
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in der Postsynapsenbildung im direkten Zusammenhang mit der ProSAP1-Interaktion und
weiterer Syndapin I Doméanenfunktionen stehen und inwiefern Syndapin I eine organisatorische
Rolle fiir die ProSAP1-Lokalisation spielt, wurde im Folgenden mittels proteinbiochemischer

und funktioneller Studien an Neuronen untersucht.

3.3.1 Die Bildung & Morphologie von Postsynapsen ist von der
Syndapin I/ProSAP1-Interaktion abhingig

3.3.1.1 Die Funktionen von ProSAP1 sind von der Anwesenheit &
Komplexbildung mit Syndapin I abhingig

Bereits in vorhergehenden Studien an ProSAP /Shank-Proteinen wurde ein ProSAP /Shank-
Uberexpressionsphénotyp einer Kopfaufweitung bei pilzformigen Dornfortsitzen beschrieben
(HACKEL et al., 2008; SALA et al., 2001). Dieser ProSAP /Shank-Phénotyp wurde in dieser Ar-
beit fiir ProSAP1 reproduziert und fiir funktionelle Untersuchungen der Syndapin I/ProSAP1-
Interaktion genutzt (Abb. 22 und 23). Vorrausgesetzt, dass ProSAP1-Funktionen in der Tat
durch Syndapin I/ProSAP1-Komplexe vermittelt oder beeinflusst werden, sollte bei einer
Storung der Syndapin I/ProSAP1-Komplexbildung der ProSAP1-Uberexpressionsphénotyp
deutlich beeintréichtigt sein. Diese interessante Hypothese wurde im Folgenden mittels verschie-
dener Uberexpressions- und RNAi-Studien in priméren hippocampalen Neuronen untersucht.
In quantitativen Studien im Zeitraum der Dornfortsatzbildung (DIV12-14) zeigte die mor-
phologische Analyse und Klassifizierung der Dornfortsétze eine Kopfaufweitung pilzférmiger
Dornfortsitze unter der Uberexpression von GFP-ProSAP1 um 14% im Vergleich zu GFP-
exprimierenden Kontrollzellen (Abb. 22A, B).

Durch Koiiberexpression der Syndapin I SH3-Doméne als FLAG-mCherry-Fusionsprotein
wurde untersucht, ob die Syndapin I SH3-Doméne die Syndapin I-Bindestelle in ProSAP1 als
dominant-negative Mutante blockiert und somit eine Syndapin I/ProSAP1-Komplexbildung
verhindert. Tatséchlich unterdriickte die Koexpression der Syndapin I SH3-Doméne den
ProSAP1-induzierten Kopfaufweitungseffekt vollstandig: Die Kopfbreiten zeigten sich zu
GFP-ProSAP1-exprimierenden Zellen signifikant verringert und unterschieden sich nicht
vom Niveau in GFP-Kontrollzellen (Abb. 22A, B). Als weitere Kontrollen dienten Zellen, in
denen GFP mit FLAG-mCherry (FLAGc) bzw. GFP mit der FLAG-mCherry-Syndapin I
SH3-Domaéne koexprimiert wurde. In diesen Neuronen unterschieden sich die Kopfbreiten
pilzféormiger Dornfortsétze jeweils nicht von denen der GFP-Kontrolle.

Da mit der Uberexpression der Syndapin I-SH3-Doméne auch die Funktion weiterer SH3-
Doménen-Syndapin I-Interaktionspartner in transfizierten Neuronen blockiert wird, kénnen
mogliche Effekte auf die Dornfortsatzmorphologie durch einen moglichen Funktionsverlust
dieser Proteine nicht ausgeschlossen werden. Um zu untersuchen, ob in der Tat Synda-
pin I/ProSAP1-Komplexe wichtig fiir die Bildung reifer Dornfortsitze sind, wurde anschliefend
eine GFP-ProSAP1-Mutante (ProSAP1*) mit mutierter Syndapin I-Bindestelle (Aminoséuren
141-150, RKKAPPPPKR zu GAGAAAAAGA, vgl. Abb. 16) in quantitativen Studien der

Dornfortsatzmorphologie eingesetzt. Zur Adressierung der Spezifitiat der generierten Mutante
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3.3 SYNDAPIN I KOOPERIERT MIT PROSAP1 IN DER POSTSYNAPSENBILDUNG

in Hinblick auf SH3-Doménen-enthaltende Interaktionspartner wurden zunéchst Koprazi-
pitationsanalysen durchgefiihrt. Sie zeigten, dass diese ProSAP1-Mutation die Bindung zu
Syndapin I vollstdndig unterdriickte, jedoch die Bindung zu Abpl, die ebenfalls iiber eine
SH3-Doménen-Interaktion vermittelt wird (QUALMANN et al., 2004), nicht beeinflusste (Abb.
220).

Durch den Einsatz von ProSAP1* war es daher moglich, den Einfluss der Komplexbil-
dung mit Syndapin I abgegrenzt von ProSAP1/Abpl-Funktionen zu untersuchen. Unter
GFP-ProSAP1*-Uberexpression wurden keine signifikant erhéhten Kopfbreiten pilzférmiger
Dornfortsétze festgestellt und die Kopfbreiten pilzformiger Dornfortsétze dhnelten denen
der GFP-Kontrolle (Abb. 22D, E). Damit zeigte sich klar die Abhéngigkeit der ProSAP1-
vermittelten Kopfaufweitung von der Syndapin I-Bindestelle in ProSAP1.
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Abbildung 22: ProSAP1-vermittelte Funktionen in Dornfortsatzképfen waren von der Kom-
plexbildung mit Syndapin I abhingig. Die ProSAP1-vermittelte Kopfaufweitung pilzférmiger Dornen
wurde durch die Koexpression der Syndapin I SH3-Doméne zur Blockierung der Syndapin I-Bindungsstelle
von ProSAP1 (A, B) sowie durch die Mutation der Syndapin I-Bindungsstelle in ProSAP1 (AS 141-150,
RKKAPPPPKR zu GAGAAAAAAG) (C-E) unterdriickt. A, D, Beispielbilder zeigen Dendritenabschnitte
primérer hippocampaler Rattenneurone (DIV14), die fiir die morphologischen Untersuchungen dendriti-
scher Dornfortséitze genutzt wurden. Gezeigt sind die Signale von PM-mCherry, das zur Darstellung der
Zellmorphologie koexprimiert wurde. Groflenbalken: 5 um. B, E, Quantifizierungen zeigten die Zunahme
der Kopfbreiten pilzférmiger Dornen von GFP-ProSAP1-exprimierenden Zellen (ProSAP1) im Vergleich
zu denen von GFP-Kontrollzellen (GFP) sowie von GFP- und FLAG-mCherry- (GFP+FLAGc) bzw. von
GFP- und FLAG-mCherry-Syndapin I SH3-Doméne-koexprimierenden (GFP+Sdp I SH3) Kontrollzellen.
Sichtbar sind die ausbleibenden Kopfeffekte bei der Koexpression von GFP-ProSAP1 und FLAG-mCherry-
Syndapin I SH3-Doméne (B, ProSAP1+Sdp I SH3) sowie bei der Expression der GFP-ProSAP1-Mutante (E,
ProSAP1*). C, Die Prizipitationsanalysen mit immobilisierten SH3-Doméiinen von Syndapin I bzw. Abpl
mit wildtypischem GFP-ProSAP1 im Vergleich zu GFP-ProSAP1* zeigten, dass speziell die Syndapin 1
SH3-Doménenbindung durch die Mutation des +++APPPP-Motivs in ProSAP1 beeinflusst war, wohingegen
die Abpl SH3-Doménenbindung davon nicht beeinflusst wurde.
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Die in Abb. 22 dargestellten Befunde wiesen deutlich auf eine Rolle der SH3-Doménen/
RKKAPPPP-Motiv-vermittelten Syndapin I/ProSAP1-Komplexbildung fiir ProSAP1-Funk-
tionen in Dornfortsatzkopfen hin. Dennoch blieb nicht zweifelsfrei, ob diese Effekte direkt von
der Anwesenheit von postsynaptischem Syndapin I abhéngig waren oder ob sie sekundére
Effekte einer Blockierung eines unbekannten Proteins waren. Um diese Frage zu kléaren,
wurden im Folgenden quantitative Analysen ProSAP1-iiberexprimierender Neurone unter
Syndapin I-Depletion durchgefiihrt. Vergleichend wurde in einem parallelen Ansatz die Dorn-
fortsatzbildung unter Arp3-Depletion, einem Hauptbestandteil des Arp2/3-Komplexes, bzw.
N-WASP-Depletion in ProSAP1-iiberexprimierenden Neuronen untersucht (Abb. 23).
Syndapin [-Depletion fithrte in GFP-ProSAP1-iiberepxrimierenden Neuronen zur vollstandi-
gen Unterdriickung der ProSAP1-vermittelten Kopfaufweitung: Die Kopfbreiten pilzférmiger
Dornen von Syndapin I siRNA- und GFP-ProSAP1-koexprimierenden Neuronen zeigten
im Gegensatz zu GFP-ProSAP1 (ProSAP1)- und pRNAT-kotransfizierten Neuronen keinen
signifikanten Unterschied zu GFP- und pRNAT-kotransfizierten Kontrollneuronen. Sie waren
jedoch signifikant unterschiedlich zum ProSAP1-Effekt (Abb. 23A, B).

Analog zur Syndapin I-Depletion fithrte auch die Depletion von Arp3 bzw. N-WASP in
ProSAP1-iiberexprimierenden Neuronen zu einer vollstindigen Aufhebung der ProSAP1-
vermittelten Kopfaufweitung und im Falle der N-WASP-Depletion zu dhnlichen Kopfbreiten
wie von GFP- und pRNAT-kotransfizierten bzw. von scrambled RNAi-Kontrollneuronen. Die
Arp3-Depletion fiihrte in ProSAP1-iiberexprimierenden Zellen sogar zu einer signifikanten
Verringerung der Kopfbreiten im Vergleich zu denen von GFP- und pRNAT-kotransfizierten
sowie zu scrambled RNAi-Kontrollneuronen (Abb. 23C, D). Die hier durchgefiithrten Expe-
rimente zur Arp3- und N-WASP-Abhingigkeit des ProSAP1-Uberexpressionsphénotypen
sind mit denen in HACKEL et al. (2008) durchgefiihrten Analysen vergleichbar und die hier
beschriebenen Ergebnisse entsprechen den in HACKEL et al. (2008) beobachteten Effekten.
Diese Ergebnisse verdeutlichten die Abhéngigkeit der ProSAP1-vermittelten Funktion in der
Stabilitdt und Modulation dendritischer Dornfortsatzkopfe von Komponenten des Aktinzy-
toskeletts. Sie zeigten eine zusétzliche Abhéngigkeit von der postsynaptischen Anwesenheit

von Syndapin I, die mittels Vektor-basierter RNAi gezielt depletiert werden konnte.
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Abbildung 23: Postsynaptisches Syndapin I erwies sich als wichtig fiir ProSAP1-vermittelte
Funktionen in Dornfortsatzképfen. Der ProSAP1-vermittelte Kopfaufweitungseffekt bei pilzformigen
Dornfortsétzen primérer hippocampaler Rattenneurone (DIV14) wurde durch Syndapin I-Depletion (A,
B) sowie durch Arp3- bzw. N-WASP-Depletion (C, D) unterdriickt. A, C, Beispielbilder zeigen die
PM-mCherry-Signale, die fiir die morphologischen Auswertungen genutzt wurden. Groflenbalken: 5 pm.
B, D, Die Quantifizierungen zeigten, dass sich die Kopfbreiten pilzférmiger Dornen in GFP-ProSAP1-
exprimierenden Neuronen unter Koexpression von Syndapin I siRNA (B, ProSAP1+4Sdp I RNAi) bzw.
Arp3 siRNA (D, ProSAP1+Arp3 RNAi) oder N-WASP siRNA (D, ProSAP1+N-WASP RNAI) signifikant
von denen der ProSAP1-iiberexprimierenden Neuronen (ProSAP1+pRNAT) unterschieden. Diese alleinige
ProSAP1-Uberexpression fithrte zu einem signifikanten Kopfaufweitungseffekts im Vergleich zu pRNAT-
und GFP-kotransfizierten Kontrollneuronen (pRNAT+GFP) (B, D). Im Gegensatz dazu kam es durch die
jeweilige Koepxression mit Syndapin I siRNA, Arp3 siRNA bzw. N-WASP siRNA zu keinem signifikanten
Kopfaufweitungseffekt verglichen mit der pRNAT+GFP-Kontrolle (B, D) und mit der scrambled RNAi
(U6.1)-Kontrolle (D).

Interessanterweise fithrte weder die Depletion von Syndapin I mittels RNAi noch die Uberex-
pression von Xpress-markiertem Syndapin I zu einer Verdnderung der Kopfbreiten jeweils
im Vergleich zu pRNAT-, zu scrambled RNAi- bzw. zu PM-mCherry-Kontrollzellen (Abb.
24A, B). Diese Befunde wiesen darauf hin, dass Syndapin I keine Rolle in der Modulation der
Kopfbreite pilzformiger Dornen einnimmt.

In den Studien von BERKEL et al. (2012) wurde kiirzlich gezeigt, dass unter ProSAP1-
Depletion die Dornfortsétze einen deutlichen Volumenverlust einhergehend mit vermehrt
filopodiendhnlicher Morphologie aufwiesen. Konsistent mit diesen Daten fiihrte hier die
Verwendung der in BERKEL et al. (2012) publizierten ProSAP1 RNAi Sequenz #2 zu einer
Verringerung der Kopfbreite pilzformiger Dornen im Vergleich zu pRNAT-Kontrollzellen.
Interessanterweise fithrte eine Uberexpression von FLAG-Syndapin I in ProSAP1 siRNA-
exprimierenden Neuronen zu keiner Beeinflussung der verminderten Kopfbreite unter ProSAP1-
Depletion (Abb. 24C, D). Dies ist konsistent mit den bisher gezeigten Daten und wies erneut
darauf hin, dass Syndapin I allein keinen direkten Einfluss auf die Modulation der Kopfgriéfie
pilzférmiger Dornen hat.

Zusammenfassend verdeutlichten die in Abb. 22, 23 und 24 dargestellten Daten eindrucksvoll
die Abhéngigkeit der ProSAP1-vermittelten Effekte in der Aufweitung von Dornfortsatzkopfen
von der Anwesenheit und Komplexbildung mit Syndapin I, welches allein keinen Einfluss auf

die Modulation der Kopfgrofle von Dornfortsétzen hat.
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Abbildung 24: Postsynaptisches Syndapin I selbst zeigte keinen Einfluss auf die Kopfbrei-
te pilzférmiger Dornfortséitze. A, B, Morphologische Kopfbreitenanalysen von pilzférmigen Dornen
primirer hippocampaler Rattenneurone (DIV14) zeigten, dass weder die Depletion (A) noch die Uberex-
pression (B) von Xpress-markiertem Syndapin I (Sdp I) allein einen Einfluss auf die Kopfbreite pilzformiger
Dornen verglichen mit der pRNAT- oder scrambled RNAi (H1.1)-Kontrolle (A) bzw. mit der PM-mCherry-
Kontrolle (B, Kontrolle) hatte. C, D, Gezeigt sind die Kopfbreitenanalysen pilzférmiger Dornen von ProSAP1
siRNA-exprimierenden priméren hippocampalen Rattenneuronen (DIV14). C, Beispielbilder zeigen die PM-
mCherry-Signale, die fiir die morphologische Quantifizierung genutzt wurden. Gréf8enbalken: 5 um. D, Die
Quantifizierung der Kopfbreite pilzformiger Dornen von ProSAP1 siRNA- bzw. ProSAP1 siRNA- und FLAG-
Syndapin I-exprimierenden Neuronen zeigte eine Verringerung der Kopfbreiten unter ProSAP1-Depletion im
Vergleich zu Kontrollneuronen (pRNAT), welche durch die Syndapin I-Uberexpression (ProSAP1 RNAi+Sdp I)
nicht aufgehoben wurde.

3.3.1.2 Die Postsynapsenbildung ist von der Syndapin I/ProSAP1-
Komplexbildung abhingig

Die bisher dargestellten Daten bewiesen klar die Abhéngigkeit der ProSAP1-Funktionen
in Dornfortsatzkopfen von der Anwesenheit und Komplexbildung mit Syndapin I (Abb.
22 und 23). Daraus resultierte die interessante Hypothese, dass auch umgekehrt die hier
beobachteten Syndapin I-Funktionen in der Postsynapsenbildung (Abb. 6, 7, 8 und 11)
von der Komplexbildung mit ProSAP1 abhéngig sind. Daher wurde im Folgenden mittels
ProSAP1-Depletion untersucht, ob der Verlust an ProSAP1 in Neuronen zu einem dhnlichen
Phénotyp wie zu dem unter Syndapin I-Depletion fiithrte. Da Syndapin I-Depletion besonders
starke Effekte auf die Bildung von reifen Dornfortsidtzen und Synapsen hervorrief, wurde
zunéchst die Synapsenbildung unter ProSAP1 RNAi durch die Analyse der Dichten von
anti-PSD-95- und anti-Synapsin 1-immunmarkierten post- bzw. prasynaptischen Punkten
entlang von Dendriten ProSAP1 siRNA- und PM-mCherry-exprimierender Neurone zum
Zeitpunkt der Synapsenbildung untersucht (Abb. 25).

In den Studien von GRABRUCKER et al. (2011) und BERKEL et al. (2012) wurde kiirzlich
gezeigt, dass unter ProSAP1-Depletion in DIV9- bzw. DIV18-Neuronen die synaptische
Dichte deutlich verringert war. Im Einklang mit diesen Daten fithrte im Rahmen dieser Arbeit
die Verwendung der in BERKEL et al. (2012) publizierten ProSAP1 RNAi Sequenz #2 in
DIV14-Neuronen zu einer signifikanten Verringerung der anti-PSD-95-Immunmarkierungen
um 19% bezogen auf pRNAT-Kontrollen (Abb. 25A, B). Ebenfalls zeigten anti-Synapsin 1-
Immunmarkierungen eine signifikante Reduktion (20% bezogen auf pRNAT) in Préasynapsen,
die transfizierte Neurone kontaktieren (Abb. 25C, D).
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Die ebenfalls in dieser Studie verwendete ProSAP1 RNAi Sequenz #1 (BERKEL et al., 2012)
ergab zur hier dargestellten RNAi Sequenz #2 vergleichbare Effekte und unterschied sich
von ihr nicht signifikant (Daten nicht gezeigt, Werte siehe Tabelle 15 in Anhang A). Als
weitere Kontrolle dienten scrambled siRNA-exprimierende Zellen, bei denen sich die Post- und
Présynapsendichte signifikant von der Post- und Prasynapsendichte unter ProSAP1 RNAi #1
und #2 unterschied (p<0,001, Daten nicht gezeigt, Werte siche Tabelle 15 in Anhang A).
Verglichen mit den in Abb. 8 gezeigten Effekten in der Synapsenbildung &hnelten sich die
Phénotypen unter Syndapin I- und ProSAP1-Depletion, was auf wichtige Funktionen beider
Proteine wéhrend der Synapsenbildung hindeutete.

Auf eine moglicherweise gemeinsame Funktion im Prozess der Synapsenbildung wiesen
die Befunde hin, dass eine Koexpression von FLAG-Syndapin I zu einer Aufhebung der
unter ProSAP1 RNAi beobachteten reduzierten Post- und Priasynapsendichten fiihrte. Die
Synapsendichten dieser Neurone unterschieden sich nicht mehr signifikant vom pRNAT-
Kontrollniveau (Abb. 25A-D; absolute Werte siehe Abb. 37G, H im Anhang A).

Anhand der Phénokopie in der Synapsenbildung unter Syndapin I- bzw. ProSAP1-Depletion
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Abbildung 25: ProSAP1-Depletion zeigte, vergleichbar mit Syndapin I RNAi, Defekte in der
Synapsenbildung. A, C, Die Analysen von post- (A, anti-PSD-95) und prisynaptisch- (C, anti-Synapsin 1)
immungefirbten Synapsen entlang von Dendriten ProSAP1 siRNA-exprimierender primérer hippocampaler
Rattenneurone (DIV14) zeigten im Vergleich zu pRNAT-Kontrollzellen eine dhnlich verminderte Synap-
sendichte wie unter Syndapin I-Depletion. Eine Koexpression von ProSAP1 siRNA mit FLAG-Syndapin I
(ProSAP1 RNAi+Sdp I) hob die durch ProSAP1-Depletion-vermittelte Verminderung auf und fiihrte zu
Synapsendichten, die sich nicht signifikant von denen der Kontrollneurone unterschieden. PM-mCherry ist in
rot, PSD-95 bzw. Synapsin 1 ist in griin in Uberlagerungen dargestellt. Grofenbalken: 5 um. B, D, Gezeigt
ist die quantitative Auswertung der Anzahl PSD-95- (B) bzw. Synapsin 1- (D) positiver Punkte entlang von
Dendriten transfizierter Neurone.
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und der Modulierbarkeit des ProSAP1-Depletionsphénotypen durch Syndapin I wurde sicht-
bar, dass beide Proteine eng im Prozess der Synapsenbildung zusammenarbeiten.

Aus der moglichen Kooperation von Syndapin I und ProSAP1 in der Synapsenbildung (Abb.
25) und der Korrelation von Synapsen mit reifen Dornfortsidtzen (Abb. 9) ergab sich die
Frage, inwieweit sich Stérungen der Syndapin I/ProSAP1-Komplexbildung ebenso auf die
Dichte pilzformiger Dornen auswirken.

Die morphologischen Analysen und Klassifizierungen der Dornfortsidtze von GFP-ProSAP1
allein exprimierenden Neuronen ergaben keine signifikanten Veréinderungen in der Dichte von
Postsynapsen (Abb. 26A; absolute Werte siehe Abb. 371 im Anhang A) und von pilzformiger
Dornen (Abb. 26B).

Tatsédchlich fithrte die Stérung der Syndapin I/ProSAP1-Komplexbildung, sowohl mittels
der Blockierung der Syndapin [-Bindestelle durch die Koiiberexpression der Syndapin I SH3-
Domine als auch mittels der Mutation der Syndapin I-Bindestelle in ProSAP1 (ProSAP1*) zu
einer signifikanten Reduktion pilzférmiger Dornen jeweils verglichen mit GFP-Kontrollzellen
und mit GFP-ProSAP1-exprimierenden Zellen (Abb. 26C, D).

Konsistent mit den in Abb. 26C und D beobachteten Effekten der Storung der Synda-
pin I/ProSAP1-Komplexbildung erwies sich die Dichte pilzférmiger Dornen von GEFP-
ProSAP1-iiberexprimierenden Neuronen auch unter Syndapin I-Depletion (Abb. 26E) signi-
fikant reduziert. Ebenso zeigte sich unter Arp3-Depletion in ProSAP1-iiberexprimierenden
Zellen im Vergleich zu GFP- und pRNAT-kotransfizierten Kontrollzellen sowie zu GFP-
ProSAP1 allein tiberexprimierenden Zellen eine verringerte Dichte pilzformiger Dornen (Abb.
26F). Die N-WASP-Depletion in GFP-ProSAP1-iiberexprimierenden Neuronen fiihrte im
Gegensatz zur Arp3-Depletion zu keiner signifikanten Anderung der Dichte pilzférmiger
Dornen im Vergleich zu den Kontrollzellen oder GFP-ProSAP1-iiberexprimierenden Zellen
(Abb. 26F).

Die Depletion von ProSAP1 in Neuronen fiihrte in Einklang mit der Uberexpression von
ProSAP1 (Abb. 26B) zu keiner Beeinflussung der Dichte pilzformiger Dornen (Abb. 26G).
Zusammen mit den in Abb. 22, 23 und 25 beobachteten Befunden lieferten die hier darge-
stellten Beobachtungen der Dichte pilzférmiger Dornen Hinweise auf eine wichtige Rolle von

Syndapin I/ProSAP1-Komplexen in der Postsynapsen- und Dornfortsatzbildung.

Aus den im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Syndapin I-Funktionen in der Postsynap-
senbildung (Abb. 6, 8 und 11) stellt sich die interessante Frage, inwieweit diese Syndapin I-
Funktionen von der SH3-Doménen-vermittelten Interaktion mit +++APPPP-Motiven, wie
sie in den postsynaptischen Proteinen ProSAP1 und ProSAP2 (Abb. 15) identifiziert wurden,
abhingig sind. Zur Uberpriifung dieser Fragestellung wurde ein Peptid, welches das dem
SH3-Doménen-Bindekonsensus-entsprechenden +++APPPP-Motiv aus Cobl (Aminosauren
318-332, SCHWINTZER et al., 2011) beinhaltete, als dominant-negativ wirkendes Peptid in
quantitativen Analysen der Synapsendichte eingesetzt (Abb. 27).
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Abbildung 26: Stérungen der Syndapin I/ProSAP1-Komplexbildung fithrte zu einem Verlust
an pilzférmigen Dornfortsitzen. Dargestellt sind die quantitativen Analysen der Dichten von PSD-95-
immunmarkierten Postsynapsen (A) und von pilzférmigen Dornfortsitzen (B-G) entlang von Dendritenab-
schnitten primérer hippocampaler Rattenneurone (DIV14). A, B, Die Uberexpression von GFP-ProSAP1
(ProSAP1) zeigte keinen Einfluss auf die Postsynapsendichte (A) sowie auf die Dichte pilzférmiger Dornen
(B) im Vergleich zu PM-mCherry-exprimierenden (Kontrolle) bzw. GFP-exprimierenden Kontrollzellen. C,
D, Die Blockierung der Syndapin I-Bindestelle durch Koxepression von GFP-ProSAP1 mit der FLAG-
markierten Syndapin I SH3-Doméne (C, ProSAP1+Sdp I SH3) sowie die Mutation der Syndapin I-Bindestelle
in ProSAP1 (D, ProSAP1*) fiihrte zu einem signifikanten Verlust an pilzformigen Dornen im Vergleich
zu ProSAP1-iiberexprimierenden Zellen. E, F, In GFP-ProSAP1-iiberexprimierenden Neuronen fiithrte die
Depletion von Syndapin I (E, ProSAP1+Sdp I RNAi) bzw. von Arp3 (F, ProSAP1+Arp3 RNAI) zu einer
signifikanten Reduktion pilzférmiger Dornen jeweils verglichen mit GFP+pRNAT-Kontrollzellen und mit
GFP-ProSAP1-iiberexprimierenden Neuronen. G, In ProSAP1 siRNA-exprimierenden Zellen zeigte sich im
Vergleich zu pRNAT-Kontrollzellen keine signifikante Verdnderung der Dichte pilzférmiger Dornen. n.s., nicht
signifikant.

Dazu wurden die Dichten von anti-PSD-95- und anti-Synapsin l-immunmarkierten sy-
naptischen Punkten entlang von Dendriten von Neuronen, die ein +++APPPP-Motiv-
beinhaltendes FLAG-mCherry-Fusionspeptid exprimieren, analysiert. Die Uberexpression
des +++APPPP-Motiv-beinhaltenden Peptids fithrte zu einer signifikanten Verringerung der
Postsynapsendichte um 12% bezogen auf PM-mCherry-exprimierende Kontrollzellen (Abb.
27A, C), sowie zu einer signifikanten Verringerung der Prasynapsendichte um 14% (bezogen
auf Kontrolle) (Abb. 27B, D; absolute Werte siehe Abb. 37J, K im Anhang A).
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Abbildung 27: Blockierung der +++APPPP-Motiv-Bindestelle in Syndapin I durch Uber-
expression eines kurzen +-+-+APPPP-Motiv-beinhaltenden Peptids beeintrichtigte die Sy-
napsenbildung. A, B, Ein FLAG-mCherry-Fusionspeptid, welches ein dem Syndapin SH3-Doménen-
Bindekonsensus-entsprechendes +++APPPP-Motiv aus Cobl beinhaltete, (+++APPPP-Motiv) fiihrte
iiberexprimiert in priméren hippocampalen Rattenneuronen (DIV14) zu Stérungen in der Synapsenbil-
dung dhnlich zu denen unter Syndapin I RNAi. Quantitative Analysen von post- (A, anti-PSD-95) und
prisynaptisch- (B, anti-Synapsin 1) immungefiirbten Synapsen zur Quantifizierung der Synapsendichten
entlang von Dendriten von +++APPPP-Motiv-Peptid- und PM-mCherry-koexprimierenden Neuronen zeigten
eine verringerte Synapsendichte im Vergleich zu PM-mCherry-exprimierenden Kontrollzellen. PM-mCherry
ist in rot, PSD-95 bzw. Synapsin 1 ist in griin in Uberlagerungen dargestellt. GréSenbalken: 5 pm. C, D,
Dargestellt ist die quantitative Auswertung der Anzahl PSD-95- (C) bzw. Synapsin 1-positiver (D) Punkte
entlang von Dendriten transfizierter Neurone.

Durch die Blockierung der Bindestelle in Syndapin I wurden also dhnliche Effekte in der
Postsynapsenbildung wie unter Syndapin I-Depletion beobachtet.

In proteinbiochemischen Koprézipitationsanalysen wurde bestétigt, dass die GFP-Fusions-
proteine, die dem ++-+APPPP-Konsensus-folgenden Motive enthalten, spezifisch mit der
GST-Syndapin I SH3-Doméne, jedoch nicht mit der GST-Abpl SH3-Doméne, prézipitieren
(Abb. 28).

Zusammengenommen bewies die Phinokopie der Syndapin I-Depletion durch die Uberexpres-
sion eines kurzen Syndapin I SH3-Doménen-Bindemotiv-beinhaltenden Peptids die Bedeutung
der Funktion von Syndapin I SH3-Doménen/+++APPPP-Motiv-Interaktionen in der Post-
synapsenbildung.
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35 - W (- () ‘% Abbildung 28: +++APPPP-Motiv-beinhaltende Pepti-
S de binden spezifisch an die Syndapin I SH3-Domine.
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35- gg.---g und Cobl spezifisch durch die Syndapin I SH3-Doméne prizipi-
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3.3 SYNDAPIN I KOOPERIERT MIT PROSAP1 IN DER POSTSYNAPSENBILDUNG

3.3.2 Membranassoziierte Syndapin I/ProSAP1-Komplexe sind
wichtig fiir die Postsynapsenbildung

Vorangegangene Studien zeigten eine F-BAR-Doménen-vermittelte Féahigkeit von Syndapin I,
an gekriimmte Membranen zu binden (DHARMALINGAM et al., 2009; ITOH et al., 2005; RAO
et al., 2010; WANG et al., 2009), und legten eine zeitliche und rédumliche Regulation von
SH3-Doménen-Bindungspartnern nahe (DHARMALINGAM et al., 2009; KOCH et al., 2011;
SCHULER et al., 2013; SCHWINTZER et al., 2011). Dies deutete auf eine organisatorische
Funktion von Syndapin I in der Postsynapsenbildung hin, die den ProSAP1-vermittelten
Funktionen vorgeschaltet ist.

Ausgehend von der Fragestellung, ob Syndapin I-Funktionen in der Postsynapsenbildung
durch eine Plasmamembranrekrutierung und die rdumliche Kontrolle von SH3-Domé&nen-
Bindungspartnern vermittelt werden, wurde die Membranbindungseigenschaft von Syndapin I
manipuliert und die Auswirkungen davon auf die Postsynapsenbildung und -funktion in

funktionellen, elektrophysiologischen und proteinbiochemischen Studien analysiert.

3.3.2.1 Die I122E/M123E-Mutation der F-BAR-Domine beeintrichtigt die
Lipidbindungseigenschaft von Syndapin I

Um zu untersuchen, inwieweit die Membranbindungseigenschaften zur Ausiibung der Synda-
pin I-Funktionen in der Postsynapse benotigt wurden, wurde durch Dr. Dennis Koch, Institut
fiir Biochemie I, UKJ, eine Syndapin I Keilschleifen-Mutante generiert. Die zur Insertion
in das innere Blatt einer Lipiddoppelschicht benétigten Keilschleifen der F-BAR-Doméne
wurden dabei analog zu einer Studie von WANG et al. (2009) fiir humanes Syndapin I im
Rattenprotein mutiert (I1122E/M123E). Nachfolgend wurde die Lipidbindungs- und Dimerisie-
rungseigenschaft der Mutante im Vergleich zu wildtypischem Syndapin I proteinbiochemisch
untersucht (Abb. 29 und 30).

In vitro-Rekonstitutionen mit Liposomen nach DHARMALINGAM et al. (2009) ergaben, dass
die Syndapin I'""22E/MI23E_N[utante, im Vergleich zum wildtypischen Syndapin I, nicht mehr
mit Liposomen im Dichtegradienten in Fraktion 2 flotierte, sondern in den unteren Fraktionen

4-6 des Gradienten verblieb (Abb. 29).
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Abbildung 29: Die 1122E/M123E-Mutation in der F-BAR-Domine von Syndapin I beeintrich-
tigte die Lipidbindungsfihigkeit von Syndapin I. Westernblotanalysen der Gradientenfraktionen von in
vitro-Protein/Lipid-Interaktionsrekonstitutionen mittels Liposomen aus Folch fraction I-Lipiden und aufgerei-
nigtem GST-Syndapin I (GST-Sdp I) bzw. I122E/M123E-mutiertem GST-Syndapin I (GST-Sdp [11122E/M123E)
zeigten, dass Syndapin I nach Dichtegradientenzentrifugation spezifisch mit den Liposomen in Fraktion 2
(F2) flotierte. Dahingegen verblieb 1122E/M123E-mutiertes Syndapin I in den unteren Fraktionen 4-6 des
Gradienten (F4-6).

In Proteinquervernetzungs- und Koimmunprézipitationsanalysen wurde untersucht, ob sich
die [122E/M123E-Mutation in Syndapin I auf die Selbstassoziationseigenschaft von Syndapin I
auswirkte (Abb. 30). Extrakte von HEK293-Zellen, in denen FLAG-Syndapin [!!22E/M123E
bzw. wildtypisches FLAG-Syndapin I exprimiert worden war, wurden mit dem Proteinquer-
vernetzer EDC inkubiert und auf das Vorhandensein von Syndapin I-Dimeren untersucht.
In den Westernblotanalysen wiesen sowohl die Proben des wildtypischen Syndapin I als

[I122B/MI23E it steigender EDC-Konzentration eine stirker werdende

auch die des Syndapin
Bande bei etwa dem doppeltem Molekulargewicht von Syndapin I (ca. 100 kD) auf. Dabei
wurde die Syndapin I-Monomerbande (ca. 50 kD) mit zunechmender EDC-Konzentration
deutlich schwicher (Abb. 30A). Dieser Befund zeigte, dass die 1122E/M123E-Mutation in der
F-BAR-Doméne von Syndapin I keinen Einfluss auf die Dimerisierung von Syndapin I hat.

Weiterhin bestiitigte sich die Selbstassoziationsfihigkeit der Syndapin I"22¥/MIZE_Nytante
in Westernblotanalysen von heterologen Koimmunprézipitationen (durchgefiihrt von David
Wolf, Institut fiir Biochemie I, UKJ). Sowohl wildtypisches Syndapin I als auch Synda-
pin I"2E/MIZE wurden als GFP-Fusionsprotein mit wildtypischem FLAG-Syndapin I in
HEK293-Zellen koexprimiert und konnten aus den Zellextrakten jeweils im Komplex mit
durch anti-FLAG-immunprézipitiertem FLAG-Syndapin I koimmunprézipitiert werden (Abb.
30B).

Diese Ergebnisse bewiesen, dass durch die [122E/M123E-Mutation in der F-BAR-Doméne
von Syndapin I keine Lipidbindung mehr moglich war, ohne dabei die ebenfalls F-BAR-

Doménen-vermittelten Dimerisierungseigenschaften zu beeintrichtigen.
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Abbildung 30: Die I122E/M123E-Mutation in der F-BAR-Doméine von Syndapin I beein-
trichtigte nicht Dimerisierungseigenschaft von Syndapin I. A, Gezeigt ist die Westernblotanalyse
von HEK293-Zellextrakten mit iiberexprimiertem wildtypischem FLAG-Syndapin I (FLAG-Sdp I) und
1122E/M123E-mutiertem FLAG-Syndapin I (FLAG-Sdp T"22E/M123E) " welche mit verschiedenen Konzentra-
tionen des Proteinquervernetzers EDC inkubiert wurden. Eine EDC-Inkubation fiithrte konzentrationsabhéngig
zu einem verstirkten Erscheinen einer Bande mit dem zweifachen Molekulargewicht von Syndapin I (ca.
100 kD) und einer Signalverringerung des Syndapin I-Monomers (ca. 50 kD) sowohl fiir wildtypisches als auch
fiir 1122E/M123E-mutiertes Syndapin I. B, Dargestellt ist die heterologe Koimmunprizipitation von GFP-
Syndapin I und GFP-Syndapin I"22E/M123E jeweils mit anti-FLAG-immunprizipitiertem FLAG-Syndapin I
koexprimiert in HEK293-Zellen. Westernblotanalysen zeigten, dass die I1122E/M123E-Mutation in Syndapin I
verglichen mit wildtypischem Syndapin I die Koimmunprézipitation nicht beeintrichtigte. Die in B dargestellte
Analyse wurde von David Wolf, Institut fiir Biochemie I, UKJ, durchgefiihrt.

3.3.2.2 Die Postsynapsenbildung ist von der Syndapin I-vermittelten
Membranbindung abhingig

Eine mogliche postsynaptische Funktion von Syndapin I stellt die F-BAR-Doménen-vermittelte
Rekrutierung von postsynaptischen Bindungspartnern an die Plasmamembran dar. Die Un-
tersuchung der Auswirkungen einer gestorten Membranassoziation von Syndapin I auf die
Postsynapsenbildung diente dem Nachweis dieser Hypothese. Dazu wurde in quantitativen
Analysen der Dornfortsatzmorphologie und Synapsendichte untersucht, ob die bereits be-
schriebenen Effekte einer Syndapin I-Depletion auf die Postsynapsenbildung (Abb. 7 und 8)
von der Membranbindungseigenschaft von Syndapin I abhingen. Es wurden die Gesamtdor-
nendichte, die Dichte individueller Morphologiegruppen sowie die Dichten von anti-PSD-95-
und anti-Synapsin 1-Immunfarbungen entlang von Dendriten von Syndapin I siRNA- und
RNAi-insensitiven FLAG-Syndapin ["228/M123E_Loexprimierenden Neuronen quantitativ ana-
lysiert (Abb. 31).

Im Gegensatz zu Reexpressionsstudien mit RN Ai-insensitivem FLAG-Syndapin I (Abb. 7) fiihr-

te die Koexpression von Syndapin I siRNA und Syndapin I1122E/M123E

zu keiner Aufhebung der
verringerten Dichte pilzformiger Dornen (Abb. 31D) und auch die Gesamtdornendichte zeigte
sich signifikant verringert (Abb. 31C). Ebenfalls wurden die verringerten Post- bzw. Prisynap-

sendichten unter Syndapin I RNAi (Abb. 8) nicht aufgehoben (Abb. 31G, H). In Konsistenz
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mit den in Abb. 7 und 24 dargestellten Daten der Dichten diinner und filopodienédhnlicher
Dornen bzw. der Kopfbreiten pilzférmiger Dornen unter Syndapin I-Depletion zeigte die Ko-
expression von Syndapin I siRNA und dem RNAi-insensitivem FLAG-Syndapin I'122E/M123E
weder einen Einfluss auf die Dichte diinner und filopodienéhnlicher Dornen (Abb. 31E) noch
auf die Kopfbreiten pilzformiger Dornen (Abb. 31F).

Neben der SH3-Doménen-vermittelten Interaktion mit ProSAP1 spielt demzufolge auch die
F-BAR-Doménen-vermittelte Membranbindung von Syndapin I eine entscheidende Rolle in

der Postsynapsenbildung.
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Abbildung 31: Die F-BAR-Dominen-vermittelte Membranassoziation von Syndapin I ist ent-
scheidend fiir Syndapin I-Funktionen in der Postsynapsenbildung. A, B, Dargestellt sind Beispiel-
bilder von Dendritenabschnitten von priméren hippocampalen Rattenneuronen (DIV14), die Syndapin I
siRNA und eine RN Ai-insensitive FLAG-Syndapin I''22E/M123E_Nytante (Sdp IM122E/MI23E) exprimierten
und fiir quantitative Analysen der Dornfortsatzmorphologie und der Dichte von post- (A, anti-PSD-95) bzw.
prasynaptisch- (B, anti-Synapsin 1) immungefiarbten Synapsen entlang von exprimierenden Neuronen genutzt
wurden. C-E, Quantifizierung der Gesamtdornendichte (C), sowie der Dichten individueller Morphologie-
gruppen (D, pilzférmige; E, diinne und filopodieniihnliche Dornen) zeigten einen signifikanten Verlust an
Dornfortsétzen, insbesondere an pilzférmigen Dornen, unter Syndapin I RNAi und gleichzeitiger Koexpression
von RNAi-insensitivem 1122E/M123E-mutiertem Syndapin I. Im Gegensatz dazu waren die Dichte diinner
und filopodiendhnlicher Dornen (E) sowie die Kopfbreite pilzférmiger Dornen (F) von dieser Koexpression
nicht beeintrichtigt. G, H, Die Quantifizierung der Anzahl PSD-95- (G) bzw. Synapsin 1- (H) positiver
Punkte entlang von Dendritenabschnitten transfizierter Neurone ergab im Vergleich zu pRNAT-Kontrollzellen
signifikant reduzierte Synapsendichten unter Syndapin I-Depletion, welche durch die Koexpression der RNAi-
insensitiven Syndapin I"22E/M123E_\utante nicht gerettet wurden. PM-mCherry ist in rot, PSD-95 bzw.
Synapsin 1 ist in griin in Uberlagerungen dargestellt. GroBenbalken: 5 pm.
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3.3.2.3 Syndapin I/ProSAP1-Komplexe binden an Membranlipide

Die Abhéngigkeit der Syndapin I-Funktionen von sowohl der SH3-Doménen-vermittelten
Interaktion mit ProSAP1 als auch von der F-BAR-Doménen-vermittelten Membranbindung
lieB vermuten, dass Syndapin I ProSAP1 an der Plasmamembran verankern kénnte. Zur Un-
tersuchung dieser interessanten Fragestellung wurden Syndapin I/ProSAP1-Komplexe durch
Koprézipitationen mit immobilisierten GST-Syndapin I-Fusionsproteinen und in HEK293-
Zellen iiberexprimiertem GFP-ProSAP1 1-235 erzeugt und anschliefend auf Membranlipidas-
soziation mittels Liposomenflotationsexperimenten hin untersucht (Abb. 32).

In Westernblotanalysen der Dichtegradientenfraktionen wurde sichtbar, dass Syndapin I/
ProSAP1-Komplexe mit Liposomen in Fraktion 2 flotierten, wohingegen ProSAP1 im Kom-
plex mit [122E/M123E-mutiertem Syndapin I auf dem Grund des Gradienten in den Fraktion
4-6 verblieb (Abb. 32). Aus diesen Ergebnissen wurde sichtbar, dass die F-BAR-Doménen-
vermittelte Lipidbindung von Syndapin I die Rekrutierung von ProSAP1 zu Membranen
erlaubt.
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Abbildung 32: Die F-BAR-Doménen-vermittelte Membranlipidassoziation von Syndapin I re-
krutierte ProSAP1 zu Liposomen. Wildtypisches Syndapin I (Sdp I) und I122E/M123E-mutiertes
Syndapin I (Sdp 122K/ MI23E) wurden in Form von GST-Fusionsproteinen zur Herstellung von Komplexen
mit dem ProSAP1 N-Terminus (ProSAP1 1-235), welcher als GFP-Fusionsprotein in HEK293-Zellen iiberex-
primiert wurde, verwendet. Von der Glutathionmatrix eluierte Komplexe wurden mit Liposomen aus Folch
fraction I-Lipiden inkubiert und mittels Dichtegradientenfraktionierung analysiert. Westernblotanalysen der
Gradientenfraktionen (F1-F6) zeigten, dass ProSAP1 1-235 im Komplex mit Syndapin I zusammen mit den
Liposomen in Fraktion 2 (F2) flotierte, wohingegen ProSAP1 1-235 im Komplex mit 1122E/M123E-mutiertem
Syndapin I auf dem Grund des Gradienten in den Fraktionen 4-6 verblieb (F4-F6).

3.3.2.4 Postsynaptische Syndapin I-Defizienz fiihrt zu einer gestorten

synaptischen Transmission

Die hier dargestellten Ergebnisse charakterisieren die morphologischen Verdnderungen den-
dritischer Dornfortsétze und die Synapsenbildung in Abhéngigkeit von SH3- und F-BAR-
Doménen-vermittelten Funktionen von Syndapin I in der Postsynapse. Sie schlagen eine
kritische Rolle von Syndapin I in der Vernetzung, Membranassoziation und rdumlichen Re-
gulation von postsynaptischen Interaktionspartnern in Dornfortsatzkopfen vor. Angesichts
der bisher vorliegenden Daten ist naheliegend, dass unter diesen postsynaptischen Interak-

tionspartnern ProSAP1 eine entscheidende Rolle zukommt. Demzufolge sollte ein Verlust
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von Syndapin I in der Postsynapse zu dhnlichen Stérungen in der synaptischen Transmission
fithren wie der Verlust von ProSAP1. In der von SCHMEISSER et al. (2012) durchgefiihrten
Studie an ProSAP1~/~-M#usen zeigten Messungen von exzitatorischen, postsynaptischen
Miniaturstromen (mEPSCs) im Vergleich zu wildtypischen Zellen bei unverdnderter mEPSC-
Amplitude eine deutlich verringerte Frequenz der mEPSCs.

Um dieser Hypothese nachzugehen, wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Lutz Liebmann,
Institut fiir Humangenetik, UKJ, Patch-Clamp-Messungen von mEPSCs nach SINNING et al.
(2011) an intakten priméren hippocampalen Rattenneuronen durchgefiihrt. Diese wurden
mit Syndapin I RNAi/GFP bzw. scrambled RNAi/GFP oder pRNAT/GFP als Kontrolle
transfiziert und nach zwei Tagen fiir elektrophysiologische Messungen verwendet (Abb. 33A).
Dabei zeigten sich die Frequenzen der mEPSCs unter Syndapin I RNAi im Vergleich zu
den Kontrollen um 40% signifikant reduziert (Abb. 33B), wohingegen die Amplituden der
mEPSCs nicht verdndert waren (Abb. 33C). Tatséchlich fiihrte also die Syndapin I-Depletion
zu dhnlichen Storungen in der synaptischen Transmission wie die Depletion von ProSAP1 in
SCHMEISSER et al. (2012). Durch die Messung von postsynaptischen Strémen in Syndapin I
siRNA-exprimierenden Zellen und den experimentellen Gegebenheiten konnte davon ausge-
gangen werden, dass das Syndapin [-Expressionsniveau in den kontaktierenden Prasynapsen
nicht verédndert war und dass die hier beobachteten Defekte in der synaptischen Transmission

ihre Ursache in der Depletion von postsynaptischem Syndapin I haben.
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Abbildung 33: Syndapin I-Depletion fiihrte zu reduzierten Frequenzen von mEPSCs. A, Gezeigt
sind Beispielaufnahmen von Patch-Clamp-Messungen von mEPSCs an intakten priméren hippocampalen
Rattenneuronen, die an DIV12 mit Syndapin I RNAi/GFP und mit den Kontrollen scrambled RNAi/GFP
oder pRNAT /GFP transfiziert (A) und jeweils zwei Tage spiter fiir elektrophysiologische Messungen ver-
wendet wurden. B, In Syndapin I siRNA-exprimierenden Zellen war die Frequenz der mEPSCs im Vergleich
zu scrambled RNAi- und pRNAT-Kontrollzellen signifikant verringert. C, Im Gegensatz dazu waren die
Amplituden der mEPSCs nicht signifikant veréndert. Die hier dargestellten elektrophysiologischen Messungen
wurden von Dr. Lutz Liebmann, Institut fiir Humangenetik, UKJ, durchgefiihrt.

Um auch auf der Ebene der elektrophysiologischen Untersuchungen molekular-mechanistische
Erkenntnisse zu erhalten, wurden weiterhin Kotransfektionen von Syndapin I RNAi/GFP
mit verschiedenen RNAi-insensitiven Syndapin I-Mutanten als FLAG-mCherry-Konstrukte
durchgefiihrt (Abb. 34). Die Neurone fiir diese Studien wurden ebenfalls zwei Tage nach
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Transfektion fiir Patch-Clamp-Messungen von mEPSCs unter gleichen Bedingungen ver-
wendet. Dabei wurde sichtbar, dass durch Koexpression von RNAi-insensitivem, intaktem
Syndapin I die verringerte Frequenz unter Syndapin I-Depletion aufgehoben wurde. Der-
artig gerettete Neurone unterschieden sich in ihren mEPSCs nicht mehr signifikant von
Kontrollzellen (Abb. 34B). Dies bewies deutlich, dass die unter Syndapin I RNAi beobachtete
Frequenzverminderung spezifisch durch den Verlust an Syndapin I in diesen Zellen vermittelt
wurde. Im Gegensatz dazu fithrte interessanterweise weder die Koexpression einer RNAi-
insensitiven Syndapin [-Mutante mit fehlender SH3-Doméne noch die Koexpression einer
RNAi-insensitiven Syndapin I''222/M123E_Mytante zu einer Unterdriickung des Syndapin I
RNAi-Effekts auf die Frequenzen der mEPSCs (Abb. 34B). Auf die Amplituden der mEPSCs
hatten die Koexpressionen der verschiedenen RNAi-insensitiven Syndapin [-Mutanten mit
Syndapin I RNAi keine signifikanten Auswirkungen (Abb. 34C).
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Abbildung 34: Syndapin I-vermittelte Funktionen in der synaptischen Transmission waren ab-
hingig von der Membranassoziationsfihigkeit und der SH3-Domaine. A, Gezeigt sind Beispielauf-
nahmen von Patch-Clamp-Messungen von mEPSCs an intakten priméren hippocampalen Rattenneuronen, die
an DIV13 mit pRNAT/GFP und FLAG-mCherry (pRNAT) bzw. Syndapin I RNAi/GFP und ggf. zusitzlich
mit RNAi-insensitiven FLAG-mCherry-Syndapin I-Mutanten kotransfiziert und jeweils zwei Tage spéter fiir
elektrophysiologische Messungen verwendet wurden. B, Die elektrophysiologischen Untersuchungen von Zellen
unter Syndapin I-Depletion und Koexpression von verschiedenen RN Ai-insensitiven Syndapin I-Mutanten
zeigten, dass nur die Syndapin I-Mutante mit sowohl intakter F-BAR- als auch SH3-Domiine (Syndapin 1)
zur Aufhebung der durch Syndapin I RNAi verringerten Frequenz der mEPSCs befihigt war. Unter Syn-
dapin T RNAi und Koexpression der RNAi-insensitiven Syndapin I-Mutante mit fehlender SH3-Doméne
(Sdp T RNAi+Sdp I*513) sowie mit mutierter F-BAR-Doméne (Sdp I RNAi+Sdp I'122E/M123E) bliehen die
Frequenzen hingegen im Vergleich zu pRNAT-Kontrollzellen signifikant verringert. C, Die Koexpressionen
der verschiedenen RNAi-insensitiven Syndapin I-Mutanten fithrten zu keinen signifikanten Verédnderungen
der Amplituden der mEPSCs. Die hier dargestellten elektrophysiologischen Messungen wurden von Dr. Lutz
Liebmann, Institut fiir Humangenetik, UKJ, durchgefiihrt.

Die elektrophysiologischen Befunde wiesen darauf hin, dass die Funktionen von postsy-
naptischem Syndapin I in der synaptischen Transmission sowohl von den SH3-Domé&nen-
vermittelten Interaktionen als auch von der Membranassoziation mittels F-BAR-Doméne
abhéngig sind. Sie stehen damit im Einklang mit den in Abb. 7, 8, 10 sowie 31 dargestellten
Beobachtungen und unterstiitzen die Hypothese, dass Syndapin I und ProSAP1 in der

Postsynapsenbildung kooperieren.
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3.3.2.5 Syndapin I/~-Neurone zeigen eine gestorte riumliche Organisation von
ProSAP1 in Dornfortsatzkopfen

Aufbauend auf die bisher dargestellten Ergebnisse wurde die Hypothese einer postsynapti-
schen Funktion von Syndapin I in der Membranassoziation und réumlichen Organisation von
ProSAP1 in Dornfortsatzkopfen abschlieBend durch die Analyse der ProSAP1-Lokalisation in
Syndapin I /~-Mausneuronen direkt experimentell adressiert (Abb. 35).

Dazu wurden anti-ProSAP1- und anti-PSD-95-Immunfarbungen von priméren hippocampa-
len Mausneuronenkulturen von wildtypischen und Syndapin I /"-Miusen angefertigt. Diese
wurden fiir Oberflichenrekonstruktionen von anti-ProSAP1- und anti-PSD-95-positiven sowie
fiir die rdumliche Analyse von rekonstruierten kolokalisierten Punkten genutzt. Die quantita-
tiven Analysen der Flachen und Signalintensititen zeigten, dass sich weder die Flachen noch
die mittleren Signalintensititen der PSD-95-positiven Punkte in Syndapin I~/~-Neuronen
signifikant #nderten (Abb. 35B, C). Weiterhin ergaben sich dabei keine Anderung in den
Flachen der Kolokalisation von PSD-95 mit ProSAP1 (Abb. 35D). Im Gegensatz dazu waren
die Flidchen der ProSAP1-positiven Punkte in Syndapin I-/~-Neuronen um 23% vergréBert
(Abb. 35E). Die mittleren und summierten Signalintensitidten der ProSAP1-positiven Punkte
zeigten sich nicht signifikant verringert (Abb. 35F, G).

Durch die Analyse der summierten Intensitdten wurde sichtbar, dass es trotz einer vergro-
Berten Fliache des ProSAP1-Signals nicht zu einer Steigerung der ProSAP1-Menge kam,
sondern stattdessen eine grofiflichigere Verteilung des ProSAP1-Signals im Dornfortsatzkopf

zu beobachten war.
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Abbildung 35: Syndapin I /~-Neurone wiesen Verinderungen in der riumlichen Organisation
von ProSAP1 in Dornfortsatzképfen auf. A, Gezeigt sind die maximalen Intensitéitsprojektionen (MIP,
jeweilige obere Abschnitte) von anti-PSD-95 und anti-ProSAP1-koimmungefirbten priméren hippocampalen
Mausneuronenkulturen von wildtypischen (+/+) und Syndapin I/~-Mausen (~/-) an DIV14, die fiir die
Rekonstruktionen der Flachen PSD-95- und ProSAP1-positiver sowie PSD-95- und ProSAP1-kolokalisierter
Punkte verwendet wurden (jeweilige untere Abschnitte). PSD-95 ist in rot, ProSAP1 ist in griin in Uberlage-
rungen dargestellt. Groflenbalken: 2,5 um. B-G, Die quantitative Analysen der Flichen und Signalintensitéiten
individueller PSD-95- und ProSAP1-positiver sowie kolokalisierter Punkte zeigten, dass es in Syndapin I /-
Zellen bei gleichbleibender Fliche und Intensitdt von PSD-95-positiven Punkten (B, Fliche; C, mittlere
Intensitéit) zu einer signifikanten VergroBerung der Fliche ProSAP1-positiver Punkte (E) kam. Dabei blieb
die Flidche der Kolokalisation konstant (D). Die Auswertungen der mittleren (F) und summierten (G)
Intensitéiten der ProSAP1-positiven Punkte wiesen darauf hin, dass die gleiche Menge an Signal iiber eine
grofiere ProSAP1-positive Fliche (markiert durch Pfeile in A) verteilt vorlag. w.E., willkiihrliche Einheit.

Zusammengefasst enthiillten die im Rahmen dieser Doktorarbeit dargestellten Ergebnisse nicht
nur eine entscheidende Rolle von Syndapin I im Bildungsprozess reifer dendritischer Dornfort-
sétze, sondern lieferten dariiber hinaus deutliche Beweise, dass durch die Lipidbindungs- und
Selbstassoziationseigenschaft von Syndapin I eine Verkniipfung, Membranassoziation und
rdumliche Organisation des postsynaptischen Syndapin I SH3-Doménen-Interaktionspartners
ProSAP1 ermoglicht wird.
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4.1 Syndapin I beeinflusst die Bildung & Funktion von

Postsynapsen

Eine wesentliche Voraussetzung fiir die Bildung, Reifung, und Aufrechterhaltung von den-
dritischen Dornfortsidtzen und von synaptischen Kontakten ist die rdumliche Organisation
von Neurotransmitterrezeptoren und Geriistproteinen der PSD (EHLERS, 1999; PAK et al.,
2001; SALA et al., 2001) sowie die Modulation des Aktinzytoskeletts im Dornfortsatzkopf
(DUNAEVSKY et al., 1999; FISCHER et al., 1998). Neben Neurotransmitterrezeptorkomplexen,
Signalproteinen und Geriistproteinen spielen Aktinzytoskelett-bindende Adapterproteine, wie
z.B. Cortactin und Abpl (HACKEL et al., 2008; HERING und SHENG, 2003), fir die Integritét,
Funktionalitét und Plastizitdt der PSD eine wichtige Rolle (BOCKERS, 2006). In der hier
vorliegenden Arbeit wird eine postsynaptische Funktion des neuronal angereicherten F-BAR-
Doménenproteins Syndapin I wiahrend der Bildung und Aufrechterhaltung von dendritischen
Dornfortsétzen und funktionellen Synapsen beschrieben.

Syndapin I stellt als F-BAR-Doménenprotein ein wichtiges Adapterprotein wahrend morpholo-
gischen Verdnderungen und Membrantransportvorgingen neuronaler Zellen dar (KESSELS und
QUALMANN, 2002; 2006). Funktionelle Studien im Vorfeld dieser Arbeit erwiesen, dass Synda-
pin I eine entscheidende Rolle wihrend der Axon- und Dendritenausbildung (DHARMALINGAM
et al., 2009; SCHWINTZER et al., 2011) und wihrend der endozytotischen Vesikelabschniirung
in der Prasynapse einnimmt (ANGGONO et al., 2006; KOCH et al., 2011).

Syndapin I/~-Méiuse zeigten mit dem wiederholten Auftreten von generalisierten, kloni-
schen Krampfanféllen, einer verédnderten Netzwerkaktivitit, einem verringerten Schwellenwert
gegeniiber dem Krampfanfille-auslosenden GABA-Rezeptorantagonisten Bicucullin sowie
einem vergroferten Hippocampus typische Merkmale epileptischer Mause (KOCH et al.,
2011). Da in Epilepsie-Studien verringerte Dornfortsatzdichten beobachtet wurden (SWANN
et al., 2000), wurde im Rahmen dieser Arbeit die Hypothese einer Beeintriachtigung einer
Syndapin [-Funktion in der Dornfortsatzbildung als weitere mogliche Ursache fiir den epilep-
tischen Phéanotyp der Syndapin I/~-Miuse adressiert. Hierzu wurden Untersuchungen der
morphologischen Verdnderungen von Dornfortsétzen unter verdnderter Syndapin I-Expression
durchgefiihrt.

Die morphologischen Untersuchungen von Syndapin I/~-CAl-Mausneuronen in Hippocampus-
schnitten ergaben verringerte Dichten von Dornfortsédtzen mit ausgebildetem Dornfortsatzkopf,
also diinnen und pilzférmigen sowie stummelférmigen Dornen, und belegten demnach post-
synaptische Effekte unter Syndapin I-Defizienz.

Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefiihrten Lokalisationsstudien wurde endogenes
Syndapin I sowohl dendritisch als auch pré- und postsynaptisch nachgewiesen und konnte

in Dornfortsatzkopfen detektiert werden. Immunfluoreszenzfarbungen von rekombinantem
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Syndapin I bestétigten, dass Syndapin [-markierte Dornfortsidtze sowohl PSD-95-positive
Postsynapsen aufwiesen, als auch von Bassoon-positiven Prasynapsen kontaktiert wurden.
Die synaptische Lokalisation von Syndapin I war mit den in QUALMANN et al. (1999) und
PEREZ-OTANO et al. (2006) dargestellten Beobachtungen konsistent und standen im Einklang
mit den bereits bekannten prasynaptischen (ANDERSSON et al., 2008; ANGGONO et al., 2006;
DHARMALINGAM et al., 2009; KOCH et al., 2011) sowie kiirzlich identifizierten postsynapti-
schen Funktionen (ANGGONO et al., 2013; SCHAL et al., 2013).

Zur Bestéatigung, dass sich in der Tat der Verlust von Syndapin I in der Postsynapse auf die
Dornfortsatzmorphologie auswirkt, wurde die Dornfortsatzmorphologie Syndapin I-defizienter
Neurone, die durch den Einsatz eines Vektor-basierten RNAi-Systems erhalten wurden,
analysiert. Da diese Zellen lediglich von Prasynapsen nicht-transfizierter Zellen kontaktiert
wurden, konnten bei entsprechend geringen Transfektionsraten gezielt postsynaptische Effekte
von Syndapin I untersucht werden. Primére hippocampale Neurone unter Syndapin I RNAi
zeigten mit einer verringerten Dichte der pilzférmigen Dornen einen &hnlichen Phénotyp
wie die durch Golgi-Farbungen im Hippocampus von Syndapin I /"-M&usen visualisierten
Neurone. Rettungsexperimente des Syndapin I-Depletionsphénotypen mit der RNAi-insensi-
tiven Syndapin [-Mutante machten sichtbar, dass die in den transfizierten Zellen gestorte
Dornfortsatzbildung spezifisch auf einen Verlust von Syndapin I zuriickzufiihren ist.

Im Einklang mit den Syndapin I RNAi-Analysen und in Konsistenz mit der Studien von
SCHAL et al. (2013) resultierte eine Uberexpression von Syndapin I in priméren hippocam-
palen Neuronen in einer Steigerung der Dichte von Dornfortsétzen, insbesondere der von
pilzformigen und stummelférmigen Dornen. Da filopodiendhnliche Dornfortsétze als instabile
Vorlaufer von Dornfortsitzen betrachtet werden (DAILEY und SMITH, 1996; FIALA et al.,
1998; HARRIS, 1999; Z1v und SMITH, 1996) und deren Dichte unter Verédnderungen des
Syndapin I-Expressionsniveaus nicht betroffen war, lief§ dies spezifisch auf eine Stérung in
der Bildung oder in der Stabilitdt von reifen Dornfortsidtzen schlieen. Zusammenfassend
konnte damit eine kritische postsynaptische Rolle von Syndapin I in der Bildung pilzférmiger

Dornen geschlussfolgert werden.

Im Einklang mit einer verdnderten Dornfortsatzbildung beeinflusste Syndapin I die Bil-
dung von Synapsen, wie sie spezifisch durch den Einsatz préa- und postsynaptischer Marker
gezeigt wurde. Unter Syndapin I-Depletion kam es zu einer reduzierten Anzahl pra- und
postsynaptischer Punkte entlang Syndapin I RNAi-Dendriten, also zu einer verringerten
Dichte in synaptischen Kontakten. Diese Effekte waren spezifisch auf die verdnderte Syn-
dapin I-Expression in diesen Zellen zuriickzufiithren, wie Rettungsversuche des Syndapin I-
Depletionsphéanotypen mit RNAi-insensitivem Syndapin I bewiesen.

Aus der in dieser Arbeit durchgefiihrten Korrelation der Auswertung der Dornfortsatzdichte
mit der der Postsynapsendichte wurde deutlich, dass sich unter den hier vorliegenden Bedin-
gungen die Mehrheit aller auf Dornfortséitzen detektierten Postsynapsen auf pilzformigen

Dornfortsétzen befand. Folglich korrelierte die Dichte pilzférmiger Dornen mit der
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Postsynapsendichte. Ein Riickgang der Postsynapsendichte unter Syndapin I-Depletion be-
starkte daher die Hypothese, dass die Bildung pilzformiger, also reifer Dornfortsidtzen bei
Syndapin [-Verlust gestort ist.

Auftilligerweise zeigte sich eine deutlich groflere Verringerung der Dichte pilzférmiger Dornen
im Vergleich zur Verringerung der Postsynapsendichte unter Syndapin I-Defizienz. Eine
vergleichende Analyse ergab, dass mehr als die Hélfte der detektierbaren Postsynapsen nicht
mit einem morphologisch detektierbaren Dornfortsatz korrelierten und daher vermutlich
Schaftsynapsen entsprachen. In kultivierten Neuronen wurde bereits durch BOYER et al.
(1998) gezeigt, dass etwa die Hélfte aller Synapsen entlang des dendritischen Schafts zu
finden ist. Unter der Annahme, dass Syndapin I insbesondere fiir die Bildung des Anteils an
Postsynapsen wesentlich ist, die sich auf reifen Dornfortsétzen befinden, lassen sich demnach
die Unterschiede zwischen den Effektstédrken auf die Dichte pilzférmiger Dornen und denen
auf die Postsynapsendichte durch einen hohen Anteil von Schaftsynapsen in kultivierten
Neuronen erkléren.

Da die Ausbildung der Présynapse rdaumlich und zeitlich mit der der Postsynapse korreliert
(OKABE et al., 2001), stand der Riickgang in prasynaptischen Punkten entlang Syndapin I-
depletierter Dendriten mit dem Verlust an Postsynapsen unter Syndapin I-Depletion im
Einklang. Aus der vergleichenden Analyse von Dornfortsatzdichte und Prasynapsendichte
wurde sichtbar, dass die Mehrzahl aller pilzformiger Dornfortséatze von Présynapsen kontak-
tiert wurden und daher die Prasynapsendichte mit der Dichte pilzférmiger Dornfortsétze
korrelierte. Die verminderte Présynapsendichte entlang Syndapin I-depletierter Dendriten
stand also mit dem Riickgang pilzférmiger Dornen unter Syndapin I-Depletion im Einklang.
Zusammengenommen bestérkte ein Riickgang von synaptischen Kontakten unter Synda-
pin [-Depletion die Vermutung einer Stérung in der Bildung von reifen Dornfortsédtzen mit
ausgebildeten Postsynapsen.

In Konsistenz mit den Syndapin I RNAi-Effekten auf die Synapsendichte zeigte sich unter
Syndapin I-Uberexpression der umgekehrte Phénotyp einer erhéhten Anzahl synaptischer
Kontakte. Dieser Befund stand mit der erhéhten Dornfortsatzdichte unter Syndapin I-Uberex-
pression in Einklang und unterstiitzte eine Syndapin [-Funktion in der Postsynapsenbildung
oder -aufrechterhaltung.

Quantitative elektronenmikroskopische Analysen der Anzahl aktiver Zonen, als Maf§ fiir
die Synapsendichte, in adulten Syndapin I-/~-CA3-Synapsen in Hippocampusschnitten hat-
ten allerdings keine signifikante Verringerung der Synapsendichte ergeben (KOCH et al.,
2011). Diese Unterschiede in den Synapsedichteergebnissen konnten auf Unterschiede im
Entwicklungsstadium der Neurone, der Detektionsart der synaptischen Kontakte und mogliche
kompensatorische Effekte, die unter RNAi nur im geringem Umfang zu erwarten sind, zuriick-
zufithren sein. Die hier durchgefithrten Untersuchungen an Syndapin I/~~CAl-Neuronen,
die hauptsiachlich Schaffer-Kollateral-Synapsen aufweisen, zeigten analog zu den Daten in
primédren Syndapin I RNAi-Neuronen ebenfalls eine Verringerung der Dornfortsatzdichte.

Ursachen fiir diese auf den ersten Blick widerspriichlichen Ergebnisse der CA3-Synapsendichte
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und der CAl-Dornfortsatzdichte in den Syndapin I/ -Mé#usen konnten in den Unterschie-
den der Dornfortsatzmorphologie und der synaptischen Aktivitat zwischen CA1l-Schaffer-
Kollateral-Synapsen und den grofien, stark verzweigten CA3-Moosfasersynapsen liegen. Elek-
tronenmikroskopische Studien von CHICUREL und HARRIS (1992) zeigten diesbeziiglich, dass
Dornfortsétze der CA3-Region in der Tat eine andere Morphologie im Vergleich zu den Dorn-
fortsétzen der CAl1-Region aufweisen. Desweiteren weisen Moosfasersynapsen im Gegensatz
zu den Schaffer-Kollateral-Synapsen eine geringe initiale Freisetzungswahrscheinlichkeit und
eine priasynaptische LTP auf (HARRIS und COTMAN, 1986; N1COLL und SCHMITZ, 2005;
ZALUTSKY und NicoLL, 1990). Die verschiedenen Formen der synaptischen Plastizitét von
Moosfasersynapse und Schaffer-Kollateral-Synapse lielen vermuten, dass deren Dornfortséitze
in Morphologie und Dichte tatséchlich unterschiedlich reguliert werden und das Fehlen von
Syndapin I unterschiedliche Auswirkungen in den verschiedenen Hippocampusregionen haben
konnte. Um die verringerte CAl-Dornfortsatzdichte tatséchlich mit einer Verédnderung in
der Synapsendichte in direkten Zusammenhang zu bringen, wére allerdings eine Analyse der

CA1-Synapsendichte von Syndapin I-/~-Mzusen notwendig.

Ausgehend von den in Syndapin I/ -Mézusen festgestellten Defekten in der exzitatorischen
sowie in der inhibitorischen synaptischen Transmission und von den hier beobachteten Syn-
dapin I-vermittelten Effekten auf die reife Dornfortsatz- und Postsynapsendichte stellte
sich die Vermutung einer Rolle von Syndapin I in der Bildung und/oder Aufrechterhaltung
funktioneller Postsynapsen. Patch-Clamp-Messungen von hippocampalen CA1-Neuronen
hatten reduzierte Frequenzen von mEPSCs und mIPSCs bei unverédnderten Amplituden in
Syndapin I~/~-Neuronen ergeben (KOCH et al., 2011). Da eine Reduktion der Frequenzen
von postsynaptischen Miniaturstromen zum einen durch eine verringerte Wahrscheinlich-
keit der Neurotransmitterfreisetzung der Présynapse und demnach durch eine Stérung der
Neurotransmitterfreisetzung durch Verlust von prasynaptischem Syndapin I erklart wer-
den kann, andererseits reduzierte mEPSC-Frequenzen aber auch eine verminderte Anzahl
AMPA-Rezeptor beinhaltender, also funktioneller, Postsynapsen bedeuten kénnen, wie z.B.
Studien an PSD-95/"-Miusen zeigten (BEIQUE et al., 2006), lieferten die Syndapin I7/"-
Messungen keinen Aufschluss, ob die beobachteten Effekte auf den Syndapin I-Verlust in der
Pra- und/oder Postsynapse zuriickzufithren waren.

Die zur Aufklarung dieser Frage im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten Patch-Clamp-
Messungen an Syndapin I RNAi-Neuronen demonstrierten eine Storung in der synaptischen
Transmission, die sich in einer signifikanten Verringerung der mEPSC-Frequenzen &dufler-
te. Bei diesen Messungen konnte davon ausgegangen werden, dass Syndapin I-depletierte
Neurone aufgrund der niedrigen Transfektionsrate in der Regel priasynaptischen Input von
untransfizierten Zellen erhielten und der beobachtete Phénotyp demzufolge spezifisch einen
postsynaptischen Effekt der Syndapin I-Depletion widerspiegelte. Die Reduktion der mEPSC-
Frequenzen deutete also auf eine verminderte Anzahl funktioneller Synapsen hin. Syndapin I
RNAi beeinflusste hingegen nicht die Amplituden der mEPSCs. Die mEPSC-Amplitude
ergibt sich aus der Anzahl und Antwort der AMPA-Rezeptoren in der
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postsynaptischen Membran. Tatséchlich wurde eine Rolle fiir Syndapin I in der Internalisation
von AMPA-Rezeptoren durch die Interaktion mit dem protein interacting with C kinase
(C-Kinase-interagierendes Protein, PICK1) wihrend der NMDA-Rezeptor-induzierten LTD
vorgeschlagen (ANGGONO et al., 2013). Auch préasynaptische Effekte, wie verédnderte Frei-
setzungsmengen an Neurotransmittern, die durch eine gestorte Vesikelbildung oder gestorte
kompensatorische Endozytose entstehen kénnen, kénnen eine Verdnderung in der Antwortstér-
ke der AMPA-Rezeptoren bewirken. Die hier gezeigten Daten deuteten allerdings darauf hin,
dass Syndapin I in der Summe keinen Einfluss auf die Antwortstédrke der Postsynapse hatte.
Die elektrophysiologischen Syndapin I RNAi-Analysen wiesen demnach auf eine Storung
in der synaptischen Transmission durch eine Verminderung funktioneller Synapsen hin, die
in den in Syndapin I/~ bzw. Syndapin I RNAi-Neuronen beobachteten Stérungen in der
Bildung und/oder Aufrechterhaltung reifer Dornfortséitze begriindet zu sein scheint.

In Ubereinstimmung mit der vorgeschlagenen Hypothese einer gestérten Bildung reifer Dorn-
fortsitze durch Verlust von Syndapin I stand auch die Beobachtungen von PEREZ-OTANO
et al. (2006), dass Syndapin I mit der regulatorischen NMDA-Rezeptoruntereinheit NR3A
interagiert und deren Internalisierung vermittelt. NR3A wird besonders in unreifen Dornfort-
sdtzen exprimiert und die Internalisierung von NR3A ist fiir die Bildung reifer Dornfortsétze
wichtig (DAS et al., 1998; PEREZ-OTANO et al., 2006; WONG et al., 2002).

Mithilfe von fluoreszenzmikroskopischen Echtzeitbild- (live imaging-)Analysen der Dornfort-
satzmorphologie von Syndapin I-depletieren Neuronen wiire eine direkte Visualisierung der
Hypothese moglich, inwiefern in der Tat spezifisch die Umwandlung von filopodiendhnlichen
zu pilzformigen Dornfortséitzen unter Syndapin I-Depletion gestort ist oder ob es sich um

eine Storung in der Aufrechterhaltung reifer Dornen unter Syndapin I-Depletion handelt.

Die molekularen Mechanismen der postsynaptischen Effekte von Syndapin I wurden mit
Hilfe zweier Syndapin I Mutanten ndher eingegrenzt. Die 1122E/M123E-Mutation der
F-BAR-Doméne nach WANG et al. (2009) ermoglichte die Untersuchung des Einflusses
der F-BAR-Doménen-vermittelten Membranassoziationseigenschaft (DHARMALINGAM et al.,
2009; ITOH et al., 2005) auf die postsynaptischen Funktionen von Syndapin I. Die prote-
inbiochemischen Analysen bestitigten, dass durch die Syndapin I''22E/MIZ3E_Mytation die
Membranbindungseigenschaft unabhéngig von der Selbstassoziationseigenschaft von Synda-
pin I (KESSELS und QUALMANN, 2006) betrachtet werden konnte. Mit dem Einsatz dieser
Mutante zeigte sich, dass der Syndapin I-Depletionsphénotyp in der reifen Dornfortsatz- und
Synapsendichte sowie in der synaptischen Transmission von der Membranassoziationsfahigkeit
von Syndapin I abhéngig war. Die F-BAR-Doménen-vermittelte Fiahigkeit von Syndapin I,
an Membranen zu binden, diese zu kriimmen und so Interaktionspartner raumlich und zeit-
lich in Membranmodulationsvorgéangen zu regulieren (DHARMALINGAM et al., 2009; ITOH
et al., 2005), spielt demzufolge eine wesentlich Rolle in der Funktion von Syndapin I in der
Postsynapsenbildung. Dies ist konsistent mit einer kritischen Rolle der F-BAR-Doméne von

Syndapin I in der prédsynaptischen Vesikelbildung, der Zilienorganisation und der frithen
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Neuromorphogenese (DHARMALINGAM et al., 2009; KOCH et al., 2011; SCHULER et al., 2013;
SCHWINTZER et al., 2011).

Die SH3-Doménen-Deletionsmutante zeigte, dass der Syndapin [-Depletionsphénotyp hinsicht-
lich der Dichte reifer Dornfortsitze, der Synapsendichte sowie der synaptischer Transmission
ebenso von SH3-Doménen-vermittelten Syndapin I-Interaktionen abhéngig war und belegte
somit die funktionelle Relevanz von Syndapin I-SH3-Doménen-Interaktionen in postsynapti-
schen Syndapin [-Funktionen. Syndapin I interagiert iiber die SH3-Doméne mit einer Vielzahl
von Proteinen (KESSELS und QUALMANN, 2004), beispielweise mit dem Aktinnukleationspro-
motionsfaktor N-WASP (QUALMANN et al., 1999), mit dem Aktinnukleator Cobl (AHUJA
et al., 2007) sowie mit dem endozytotisch relevanten Protein Dynamin und den prasynapti-
schen Proteinen Synapsin und Synaptojanin (MODREGGER et al., 2000; QUALMANN et al.,
1999; QUALMANN und KELLY, 2000). Durch die F-BAR-Doménen-vermittelte Fahigkeit zur
Selbstassoziation kénnen dariiber hinaus mehrere SH3-Doménen-Bindungspartner raumlich
miteinander verkniipft werden (HALBACH et al., 2007; KESSELS und QUALMANN, 2006;
SCHWINTZER et al., 2011). Im Vorfeld dieser Arbeit waren keine postsynaptisch angerei-
cherten SH3-Doménen-vermittelten Interaktionspartner bekannt. Die Syndapin I-Bindung
an die NMDA-Rezeptoruntereinheit NR3A (PEREZ-OTANO et al., 2006) wird iiber die
NPF-Motive in Syndapin I realisiert. Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte SH3-Doménen-
Deletionsmutante, die nicht zur Aufhebung des durch Syndapin I RNAi-vermittelten Phéno-
typen fiihrte, enthielt die NPF-Motive. Dies wies darauf hin, dass es unbekannte Syndapin I
SH3-Doménen-Interaktionspartner gibt, die fiir die Postsynapsenbildung kritisch sind. Derar-

tige Interaktionen wurden daher ndher untersucht.

4.2 Syndapin 1 interagiert mit ProSAP/Shank-

Proteinen

Mit ProSAP1 und ProSAP2 wurden zwei neue postsynaptische Interaktionspartner von
Syndapin I charakterisiert, die als Gertistproteine Hauptbestandteile der PSD darstellen
(BOCKERS et al., 1999a; 1999b; LiMm et al., 1999; NAISBITT et al., 1999; TuU et al., 1999).
Neben den bislang bekannten postsynaptisch angereicherten Syndapin I-Interaktionspartnern
NR3A und PICKI1, die eine Rolle in Membrantransportvorgdngen von NMDA- bzw. AMPA-
Rezeptoren einnehmen (ANGGONO et al., 2013; PEREZ-OTANO et al., 2006), stand die
Interaktion mit den ProSAP/Shank-Proteinen im Einklang mit der hier aufgedeckten Synda-
pin I-Funktion in der Bildung und/oder Aufrechterhalung funktioneller Postsynapsen. Die
Proteine ProSAP1 und ProSAP2 waren im Vorfeld dieser Arbeit als putative Syndapin I-
SH3-Doménen-Bindungspartner identifiziert (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Britta Qualmann) und
in in vitro-Bindungsrekonstitutionen als Bindungspartner von allen drei Syndapin-Isoformen
bestitigt worden (Dr. Rashmi Ahuja Toivanen).

Da Syndapin I die dominierende Syndapin-Isoform im Gehirn darstellt (MODREGGER et al.,
2000; PLOMANN et al., 1998; RITTER et al., 1999; QUALMANN et al., 1999; QUALMANN und
KELLY, 2000) und die Syndapin-Isoformen IT und IIT nur in sehr geringen Proteinmengen im
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Gehirn exprimiert werden (personliche Kommunikation, Dr. Dennis Koch), lief} dies vermuten,
dass Syndapin I die physiologisch relevanteste Isoform in den meisten Neuronen darstellt. Der
entwicklungsabhéingige Anstieg in der Syndapin I-Expression, die im adulten Organismus ihr
Maximum erreicht (DHARMALINGAM et al., 2009; KOCH et al., 2011; PLOMANN et al., 1998),
stand im Einklang mit der vorgeschlagenen Rolle von Syndapin I in der Bildung und/oder
Aufrechterhaltung von Postsynapsen. Aus der Studie mit Syndapin I/~-Mzusen ging deswei-
teren hervor, dass Syndapin II und III eine Syndapin I-Defizienz nicht kompensieren (KoCH
et al., 2011), was auf unterschiedliche zelluldre Funktionen der einzelnen Syndapin-Isoformen
schlieBen lief3.

In weiterfithrenden Koprézipitationsanalysen zeigte sich, dass nur die Isoformen ProSAP1
und ProSAP2 an die Syndapin I SH3-Doméne banden. Die N-terminalen Bereiche dieser
beiden ProSAP/Shank-Isoformen weisen eine konservierte +++APPPP-Sequenz auf, die
nicht in Shankl vorkommt. Die Befunde, dass sich die ProSAP/Shank-Isoformen neben
ihren rdaumlichen Expressionsmustern im Gehirn (BOCKERS et al., 2004) auch in ihrer zeitli-
chen Expression in der PSD unterscheiden, da ProSAP1 und ProSAP2 zeitlich vor Shank1
und, im Gegensatz zu Shankl, SAM-Doménen vermittelt zur Postsynapse rekrutiert werden
(BOCKERS et al., 2005; GRABRUCKER et al., 2011; SALA et al., 2001), legten verschiedene
Funktionen der einzelnen ProSAP /Shank-Isoformen wéhrend der Bildung, Reifung und Auf-
rechterhaltung von Dornfortsédtzen nahe. Im Einklang dazu deutete die Studie von HUNG
et al. (2008) darauf hin, dass Shankl vermutlich eine groere Rolle in der Aufrechterhaltung
und Ausreifung bereits existierender Dornfortsétze spielt. Da ProSAP1 als die dominierende
[soform in frithen Dornfortsatzstadien gilt (BOCKERS et al., 1999a; GRABRUCKER et al.,
2011), stand daher die funktionelle Charakterisierung der Interaktion von Syndapin I mit
ProSAP1 in der Postsynapsenbildung in dieser Arbeit im Mittelpunkt.

Die +++APPPP-Sequenz als potentielles Syndapin I SH3-Doménen-Bindemotiv stand
im Einklang mit einer in silico-Suche mit einer aus den Cobl KrRAPpPP-Motiven eta-
blierten Konsensussequenz (SCHWINTZER et al., 2011; Doktorarbeit SCHWINTZER, 2012).
Weiterfithrend ergaben Kopréizipitationsanalysen, dass die +++APPPP-Bindemotive fiir
die Syndapin I SH3-Doménen-Bindung ausreichend sind und dass Syndapin I/ProSAPI1-
Komplexe iiber die beschriebene +++APPPP-Motiv/SH3-Doménen-Bindung direkt mitein-
ander interagieren. Dariiberhinaus wurde in Bindungsstudien sichtbar, dass die +++APPPP-
Motiv-vermittelte ProSAP1/Syndapin I SH3-Doménen-Bindung von der ProSAP1/Abpl-
SH3-Doménen-Bindung abgrenzbar war. Die Bindung zu Abpl, einem F-Aktin-bindenden
Protein (KESSELS et al., 2000), wird iiber mehrere Bindemotive in ProSAP1 vermittelt, von
denen keines mit der Syndapin I-Bindestelle in ProSAP1 iibereinstimmt (HACKEL et al., 2008).
Ebenso ist die Syndapin I-Bindung von der SH3-Doménen-Bindung des Aktin-bindenden
Proteins Cortactin unterscheidbar, welche iiber ein in ProSAP1 und ProSAP2 konserviertes
ppl-Motiv vermittelt wird (DU et al., 1998).

Auch in intakten Zellen exisitieren Syndapin I/ProSAP1-Komplexe, wie durch heterologe Ko-
immunprézipitationen bestitigt wurde (Dr. Rashmi Ahuja Toivanen). Die Koprézipitationen

der endogenen Proteine aus Ratten- und Mausgehirnextrakten bewiesen, dass diese
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Interaktion auch in der physiologischen Umgebung beider Proteine stattfindet. Desweiteren
bestétigten fluoreszenzmikroskopische Korekrutierungsstudien, dass sich Syndapin I/ProSAP1-
Komplexe in intakten Zellen bilden und dass Syndapin I in der Lage ist, ProSAP1 spezifisch
an bestimmte zellulire Membranen zu rekrutieren. Dieser Befund stand im Einklang mit
bisherigen Studien, in denen gezeigt worden ist, dass Syndapin I Interaktionspartner an
distinkte Membrankompartimente rekrutiert (DHARMALINGAM et al., 2009; KOCH et al.,
2011; SCHULER et al., 2013; SCHWINTZER et al., 2011).

Koimmunfarbungen von Syndapin I und ProSAP1 ergaben, dass beide Proteine in Maus-
gehirnschnitten in Hippocampus und Kleinhirn sowie in intakten kultivierten Zellen in
Dornfortsétzen kolokalisieren. Syndapin I und ProSAP1 wiesen eine besonders starke Anrei-
cherung in den Moosfasersynapsen des Stratum lucidum im Hippocampusareal CA3 auf. Im
Kleinhirn wurde eine deutliche Kolokalisation in Purkinjezellkorpern und in ihren dendri-
tischen Ausldufern in der Molekularschicht sichtbar. Diese Beobachtungen waren mit den
bereits beschriebenen Lokalisationen fiir ProSAP1 in der Molekularschicht des Hippocampus
und in der Purkinjezellschicht des Kleinhirns (BOCKERS et al., 1999a; 1999b; 2004) sowie
einer Syndapin I-Anreicherung in Hippocampus, Kleinhirn und Striatum (PLOMANN et al.,
1998) konsistent. Der Hippocampus besitzt als Teil des Papez-Neuronen-Kreises eine wichtige
Lern- und Gedéchtnisbildungsfunktion im deklarativen Gedéchtnis und das Kleinhirn sowie
das Striatum, als Bestandteil der Basalganglien, nehmen eine wichtige Lern- und Gedéchtnis-
bildungsfunktion in prozeduralen Gedéchtnis ein, wodurch diese Gehirnareale Bereiche starker
Synapsenbildung und synaptischer Plastizitdt darstellen (BrLiss und L@mo, 1973; HEBB,
2002; KANDEL und SCHWARTZ, 1982; MARR, 1969). Die Kolokalisation von Syndapin I und
ProSAP1 in den Regionen starker Synapsenbildung und synaptischer Plastizitét bestéirkte die
Vermutung einer physiologischen Relevanz der Syndapin I/ProSAP1-Interaktion in neuronalen

Zellen und lief} eine gemeinsame Funktion in diesen Prozessen vermuten.

4.3 Syndapin 1 & ProSAP1 kooperieren in der
Postsynapsenbildung

Aus den hier dargestellten Analysen der Syndapin I7/~-, der RNAi- sowie der Syndapin I-iiber-
exprimierenden Neurone wurde deutlich, dass Syndapin I eine wichtige Rolle in der Bildung
und Funktion von Postsynapsen spielt. Dariiber hinaus lie8 die Interaktion von Syndapin I
mit ProSAP1 in neuronalen Zellen eine gemeinsame Funktion in diesen Prozessen vermuten.
Dass die Plattform-&hnliche Organisation der ProSAP /Shank-Proteine eine Grundvorraus-
setzung fiir die Bildung, Stabilitdt und Aufrechterhaltung von Dornfortsitzen ist (BARON
et al., 2006; GRABRUCKER et al., 2011), bestétigten die hier und in BERKEL et al. (2012) und
GRABRUCKER et al. (2011) gezeigten RNAi-vermittelten ProSAP1-Depletionsanalysen in
hippocampalen Neuronenkulturen bzw. Studien an ProSAP1~/~-CAl-Neuronen (SCHMEISSER
et al., 2012). Konsistenterweise belegten alle vier Studien, dass Stérungen der ProSAP1-

vermittelten Funktionen mafigeblich die Anzahl synaptischer Kontakte beeinflussen. In den
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hier durchgefiihrten Analysen zeigten sich signifikant verringerte Dichten pra- und postsynapti-
scher Punkte entlang ProSAP1 RNAi-exprimierender Dendriten. Dahingegen fithrte weder die
Uberexpression noch die RN Ai-vermittelte Depletion von ProSAP1 in den hier durchgefiihrten
Dornfortsatzanalysen zu einer signifikanten Verdanderung der Dichte von pilzférmigen Dor-
nen kultivierter Neurone. Dieses Ergebnis stand mit RNAi-Depletionsstudien von ProSAP1
(BERKEL et al., 2012) bzw. ProSAP2 (HACKEL et al., 2008) sowie Uberexpressionsstudien
von Shankl (SALA et al., 2001) im Einklang, aus denen hervorging, dass Anderungen des
ProSAP /Shank-Expressionsniveaus keinen direkten Einfluss auf die Dornfortsatzdichte bzw.
auf die Dichte pilzformiger Dornfortsétze kultivierter Neurone haben. Allerdings beschrieb
RouUsSIGNOL et al. (2005), dass die Depletion von ProSAP2 zu einem signifikanten Verlust
an Dornfortsitzen fithrt. Im Gegensatz zu den in BERKEL et al. (2012) und hier dargestellten
unveranderten Dornfortsatzdichten unter ProSAP1 RNAi in kultivierten Neuronen zeigten
auch CAl-Neurone in ProSAP1~/~-Gehirnschnitten deutlich verringerte Dornfortsatzdichten
(SCHMEISSER et al., 2012). Griinde fiir diese unterschiedlichen Ergebnisse konnten in den
verschiedenen Reifestadien und morphologischen Analysekriterien der Studien liegen.

Die Phénokopie zwischen ProSAP1- und Syndapin I-Depletion in der Synapsendichte machte
deutlich, dass beide Proteine eine wichtige Rolle in der Synapsenbildung einnehmen. Inter-
essanterweise fithrte eine Uberexpression von Syndapin I zu einer Aufhebung des ProSAP1-
Depletionsphénotypen. Dieser Befund fiihrte zu der Vermutung einer Kooperativitit in der
Postsynapsenbildung. Anhand der hier durchgefiihrten Dichteanalysen pilzférmiger Dornen
unter ProSAP1-Uberexpression und Stérung der Syndapin I/ProSAP1-Komplexbildung durch
Blockierung oder Mutation der Syndapin I-Bindestelle bzw. Syndapin I-Depletion, die zu
einem Verlust von reifen Dornfortsidtzen fithrten, wurde sichtbar, dass die Komplexbildung
von Syndapin I und ProSAP1 ein essentieller Faktor fiir die Bildung reifer Dornfortsétze ist.
Dieser Befund bestédrkte die Vermutung einer Kooperativitdt in der Postsynapsenbildung.
Desweiteren wurde die Relevanz der Syndapin I/ProSAP1-Komplexbildung fiir die Synapsen-
bildung anhand der reduzierten Synapsendichte unter +++APPPP-Motiv-Uberexpression
deutlich. Ein Uberangebot von Syndapin I-bindenden +-++APPPP-Motiven bewirkte eine
Komplexierung von endogenem Syndapin I und fiihrte damit zu Storungen in der Synda-
pin I/ProSAP1-Komplexbildung und demzufolge zu #hnlichen Effekten in der Synapsendichte
wie unter Syndapin I-Depletion.

Neben morphologischen Synapsenanalysen erwiesen auch funktionelle Studien eine Phénoko-
pie zwischen Syndapin I- und ProSAP1-Depletion. ProSAP1~/~-Méuse zeigten neben einer
verminderten Gesamtdornfortsatzdichte ebenfalls reduzierte mEPSC-Frequenzen (SCHMEIS-
SER et al., 2012). Diese Beobachtungen waren denen der Syndapin I/~-Miuse sehr dhnlich
(KoCH et al., 2011). Zusammengenommen bekriftigen diese Befunde die Vermutung, dass
Syndapin I und ProSAP1 in der Bildung funktioneller Postsynapsen kooperieren. Auch die
Abhéngigkeit des Syndapin I-Depletionsphénotypen in der Postsynapsenbildung und in der
synaptischen Transmission von SH3-Doménen-vermittelten Interaktionen stand mit der Hypo-
these einer kritischen Rolle von Syndapin I/ProSAP1-Komplexen in der Postsynapsenfunktion

im Einklang.
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Der Umstand, dass sich die ProSAP1-Uberexpressions-vermittelte Kopfaufweitung von der
Anwesenheit und der Komplexbildung mit Syndapin I abhéngig zeigte, unterstrich die Bedeu-
tung der Komplexbildung von Syndapin I mit ProSAP1 in der Bildung und strukturellen
Plastizitat von Dornfortsétzen. Der ProSAP1-vermittelte Effekt in der Kopfaufweitung wurde
sowohl durch die Blockierung der Syndapin I-Bindestelle in ProSAP1 durch die Koexpression
der Syndapin I SH3-Doméne als auch durch die Mutation dieser Bindestelle unterdriickt.
Syndapin I RNAi-Experimente belegten, dass die Kopfaufweitung in der Tat explizit von
der Anwesenheit von Syndapin I abhiingig ist. Die Depletion oder die Uberexpression von
Syndapin I allein zeigte keinen Einfluss auf die Koptbreite von Dornfortsédtzen. Im Einklang
mit diesen Analysen konnte die Uberexpression von Syndapin I den Kopfbreitenverlust, der
durch die ProSAP1-Depletion ausgelost wurde, nicht autheben. Es handelte sich demnach
bei der Syndapin I/ProSAP1-Funktion nicht um einen additiven oder alternativen Funk-
tionsmechanismus, sondern vermutlich eher um eine Kooperation im Entwicklungsprozess
reifer Dornfortsétze. Zusammengenommen legten diese Analysen nahe, dass Syndapin I eine
mogliche organisatorische Funktion in der Entwicklung reifer Dornfortsétze einnimmt, die der
ProSAP1-vermittelten Geriistfunktion vermutlich vorgeschaltet ist.

Damit unterschied sich die Syndapin I/ProSAP1-Interaktion deutlich von der Interaktion der
ProSAP /Shank-Proteine mit Abpl, welche eine Rolle in der Aufweitung von Dornfortsatz-
kopfen einnimmt, wie sie u.a. fiir morphologische Verdnderungen wéhrend der synaptischen
Plastizitét benotigt wird (HACKEL et al., 2008). Desweiteren unterschied sich die Synda-
pin I/ProSAP1-Interaktion von der Interaktion der ProSAP/Shank Isoform Shankl mit
Cortactin (NAISBITT et al., 1999), welche eine Rolle in der aktivitdtsabhéngigen Regulation
der Dornfortsatzlange und -kopfgroBe spielt (HERING und SHENG, 2003).

4.4 Syndapin I beeinflusst die rdumliche Organisation
von ProSAP1

Ausgehend von der organisatorischen Funktion von Syndapin I in der rdumlichen Verkniipfung
verschiedener Interaktionspartner mit Membranmodulationsvorgéingen (DHARMALINGAM
et al., 2009; KOCH et al., 2011; MODREGGER et al., 2000; QUALMANN und KELLY, 2000;
SCHULER et al., 2013; SCHWINTZER et al., 2011), die u.a. wihrend der frithen Neuromorpho-
genese (DHARMALINGAM et al., 2009; SCHWINTZER et al., 2011) ebenso wie wihrend der
Zilienorganisation (SCHULER et al., 2013) relevant sind und der hier dargestellten funktio-
nellen Relevanz der SH3- und F-BAR-Doménen-vermittelten Syndapin I-Funktionen sowie
der Syndapin I/ProSAP1-Komplexbildung in der Bildung funktioneller Postsynapsen lief§
vermuten, dass Syndapin I eine mafigebliche Rolle in der Organisation von ProSAP1 in der
Postsynapse spielt.

In vitro-Liposomenflotationsexperimente mit rekonsitutierten Syndapin I/ProSAP1-Komple-
xen demonstrierten, dass Syndapin I in der Lage ist, ProSAP1 an Membranlipide zu binden
und unterstiitzten somit die Vermutung einer rdumlichen Organisation von ProSAP1 durch

Syndapin I. Diese Hypothese wurde durch Beobachtungen in elektronenmikroskopischen
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Studien an Syndapin [-immunmarkierten Gefrierbruchreplika hippocampaler Neurone bekréaf-
tigt, die zeigten, dass membranassoziiertes Syndapin I in Dornfortsétzen, insbesondere in
stummelférmigen, diinnen sowie in pilzformigen Dornen, angereichert ist (SCHNEIDER et al.,
2014). Dabei war besonders in den Kopfen der Dornfortsétze aller untersuchter Morphologie-
gruppen eine signifikante Anreicherung von membranassoziiertem Syndapin I im Vergleich
zum dendritischen Kompartiment sichtbar. Desweiteren zeigten die Studien in SCHNEIDER
et al. (2014), dass membranassoziiertes Syndapin I in Kopf- und Basisregionen der Dorn-
fortsdtze in hohergeordneten Aggregaten vorliegt. Dies bestétigte die in n vitro-Studien
von KESSELS und QUALMANN (2006) formulierte Hypothese der Ausbildung multimerer
Syndapin-Aggregate durch Syndapin-Oligomerisation und fiihrte zu der Vermutung, dass
sich membranassoziiertes Syndapin I in héhergeordnete Aggregate im Dornfortsatzkopf zu-
sammenlagert, um SH3-Doménen-Bindungspartner der PSD, wie beispielsweise ProSAP1,
in der Postsynapse untereinander oder mit anderen SH3-Doménen-Interaktionspartnern zu
verkniipfen. Dadurch wiirden diese Syndapin [-Membranmikrodoménen eine wichtige Rolle
in der rdumlichen Organisation postsynaptischer Geriistproteine wiahrend der Bildung und
Aufrechterhaltung der Postsynapse einnehmen.

Im Einklang mit dieser Hypothese erwies sich die Lokalisation von ProSAP1 in der PSD
von Syndapin I/~-Neuronen verindert. Die Fliche des ProSAP1-Signals war signifikant
vergroflert, die Menge an ProSAP1, gemessen an der summierten Signalintensitit, blieb
jedoch unveréndert. Dies liefl auf eine Storung in der Zusammenlagerung der ProSAP1-
Plattformen schliefen. Dahingegen traten keine Anderungen in der rdumlichen Organisation
von PSD-95 in Syndapin I/~-Neuronen auf. In Einklang damit wiesen auch elektronenmikro-
skopische Messungen der PSD-Breite in Syndapin I~/~-Gehirnschnitten keine Abweichungen
zu wildtypischen Gehirnschnitten auf (KocH et al., 2011). Diese Befunde legten nahe, dass
Syndapin I keinen direkten Einfluss auf die Ausdehnung der PSD hat, sondern eine spezi-
fische Grundlage fiir die rdumliche Organisation seiner Interaktionspartner, wie dem hier
beschriebenen ProSAP1, schafft. Die Vermutung einer postsynaptischen Syndapin I-Funktion
in der rdumlichen Organisation von ProSAP1 wire besonders wéhrend der Entwicklung reifer
Dornfortsétze denkbar. Sie steht zudem mit den im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen
Syndapin I-Defizienz-vermittelten Defekten in der Postsynapsenbildung und -funktion im
Einklang (Abb. 36A).

Desweiteren kénnte die Syndapin I-vermittelte rdumliche Organisation von ProSAP1 die
Grundlage fiir die indirekte oder direkte Rekrutierung weiterer ProSAP-Isoformen zu schon
bestehenden ProSAP1-Plattformen darstellen. Studien belegten, dass ProSAP1 eine der
ersten Komponenten in sich bildenden PSDs ist, sowie dass die rdumliche Organisation
von ProSAP /Shank-Isoformen iiber verschiedene Mechanismen reguliert wird (BOCKERS
et al., 1999a, 2005; GRABRUCKER et al., 2011; SALA et al., 2001). Ausgehend von der im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Interaktionsanalyse der ProSAP /Shank-Isoformen
ist denkbar, dass Syndapin I auch iiber eine Interaktion mit ProSAP2 eine Rolle in dessen

rdaumlicher Organisation spielt. Moglicherweise konnte dariiber hinaus auch die raumliche
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Abbildung 36: Modell der Syndapin I-vermittelten ProSAP1-Organisation in der Postsynap-
senbildung. Dargestellt ist ein Modell der Syndapin I-vermittelten ProSAP1-Organisation in der Postsynap-
senbildung in Syndapin I'/*- (+/+, A) und Syndapin I/~-Mzusen (-/—, B). A, In der Entwicklung und
Aufrechterhaltung von Postsynapsen (links, unreifer Dorn) erméglichen Syndapin I-Membranmikrodoméinen
im Dornfortsatzkopf die Induktion positiver Membrankriimmung und die Zusammenlagerung von ProSAP1
zu ProSAP-Plattformen in der PSD sowie die zielgerichtete kortikale Aktinpolymerisation zur notwendigen
Kraftgenerierung fiir die Ausbildung des Dornfortsatzkopfes eines reifen Dorns (rechts). B, Das Fehlen von
Syndapin I fiihrt zu einer gestérten ProSAP1-Organisation zu ProSAP-Plattformen in der PSD wéhrend der
Bildung der Postsynapse. Nicht korrekt ausgebildete ProSAP-Plattformen sowie eine Beeintrichtigung der
zielgerichteten kortikalen Aktinpolymerisation kénnten Ursache eines verminderten Ubergangs von unreifen
zu reifen Dornen darstellen.

Organisation von Shankl iiber intermolekulare ProSAP /Shank-Wechselwirkungen indirekt
von einer korrekten Syndapin I-Funktion abhéngig sein. Um dies néher aufzuklaren, wéren
weitere Studien zur Lokalisation von Shankl sowie ProSAP2 in Syndapin I /"-Neuronen
notwendig.

Die spezifischen Eigenschaften der Syndapin I-F-BAR-Doméne mit einer Lipidbindungsaffini-
tét zu phosphotidylserinreiche Membranen, wie beispielsweise Plasmamembranen, (DHAR-
MALINGAM et al., 2009; ITOH et al., 2005) und der Keilschleifen-vermittelten Fahigkeit zur
vergleichsweise starken Membrankriimmung und -bindung (HENNE et al., 2007; SHIMADA
et al., 2007; RAO et al., 2010; WANG et al., 2009) sowie der Selbstassoziationsfihigkeit
zu hohergeordneten Schichten, die zur Bildung von tubuldren und vesikuldren Strukturen
mit verschieden groffen Durchmessern befihigen (WANG et al., 2009), stehen mit der hier
vorgeschlagenen Syndapin [-Funktion wihrend der Entwicklung reifer Dornfortséitze und
damit einhergehend einer funktionellen Postsynapse im Einklang. Basierend auf den Modell-
vorstellungen von SHIMADA et al. (2010) zur Induktion von filopodienartigen Ausstiilpungen
von der Plasmamembran durch Syndapin II, ist eine Zusammenlagerung hohergeordneter
Aggregate an der Basis und im unteren Kopfbereich des Dornfortsatzes zur Erzeugung po-
sitiver Kritmmung fiir Syndapin I vorstellbar (Abb. 36A). Studien der Dornfortsatz- und

Synapsendichte sowie elektrophysiologische Messungen der mEPSCs von Rettungsversuchen
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mit Keilschleifen-mutierten Syndapin IM22E/M123E " welche nicht mehr zur Membranassoziation
in der Lage ist, unterstrichen die funktionelle Relevanz von postsynaptischem, membranasso-
zilertem Syndapin [ fiir die Postsynapsenbildung und -funktion.

Fiir die Bildung reifer Dornfortsétze sowie ihrer Vorldufer ist auch eine Kooperation zwischen
verschiedenen (F-)BAR-Doménenproteinen denkbar, die sich in ihren Bindungseigenschaften
unterscheiden und bei dem Membrankriimmungsprozess raumlich und zeitlich verschieden
funktionieren. Im Einklang dazu wurden kiirzlich in den Studien von CARLSON et al. (2011)
und WAKITA et al. (2011) fiir zwei weitere F-BAR-Doménenproteine, das an negativ ge-
kriimmte Membranen bindende inverse F-BAR-Doménenprotein WRP ( WASP Verprolin-
homologous protein-associated Rac GTPase-activating protein) (GUERRIER et al., 2009) und
das Formin-bindende Protein (FBP)17, Funktionen in der Bildung bzw. Aufrechterhaltung
von Dornfortsédtzen vorgeschlagen. Der Verlust von WRP fiihrte zu einer verringerten Dorn-
fortsatzdichte, Storungen der Langzeitgeddchtnisbildung und deutete auf eine Relevanz fiir
die Initiation filopodienéhnlicher Dornfortsatzvorldaufer durch die Induktion stark negativ
gekriimmter Membrantopologie hin (CARLSON et al., 2011). In der Studie von WAKITA et al.
(2011) wurde deutlich, dass das F-BAR-Doménenprotein FBP17, dhnlich zu Syndapin I,
F-BAR- und SH3-Doménen-abhingig sowie abhéngig von der kleinen Rho GTPase Rnd2-
Interaktion fiir die Dornfortsatzdichte relevant ist, eine Uberexpression im Gegensatz zu
Syndapin I jedoch nicht zu einer erhhten Dornfortsatzbildung fiihrte.

Wihrend der Induktion filopodien&hnlicher Dornfortsétze sowie wihrend der Etablierung und
Aufrechterhaltung reifer Dornfortsitze ist eine Restrukturierung des kortikalen, verzweigten
Aktinzytoskeletts an bestimmten Membranarealen notwendig, um die benétigten Krifte
fiir die Induktion filopodienédhnlicher Strukturen sowie fiir die Erzeugung der Kriimmung
des Dornfortsatzkopfes zu generieren und um plastische Prozesse des Dornfortsatzkopfes
zu ermoglichen (DUNAEVSKY et al., 1999; ETHELL und PASQUALE, 2005; FISCHER et al.,
1998; KOROBOVA und SVITKINA, 2010). Diese Ansicht wurde von Beobachtungen von WEG-
NER et al. (2008) und KiM et al. (2013) unterstrichen. Diese Studien zeigten, dass der
Verlust der N-WASP- bzw. der Arp2/3-Komplex-Funktion in Neuronen zu einem Verlust
dendritischer Dornfortsitze fithrt. Zudem resultierte ein Arp3-Verlust in einem Auftreten
von neuropsychiatrischen Verhaltensstorungen (Kim et al., 2013). Da sich der ProSAP1-
vermittelte Kopfaufweitungseffekt mittels Depletion von Arp3 sowie mittels Depletion von
N-WASP als unterdriickbar erwies, zeigten auch die hier durchgefithrten Analysen klar eine
Abhéngigkeit der ProSAP1-vermittelten Funktionen in Dornfortsatzképfen von der Anwesen-
heit des Arp2/3-Komplexes und von N-WASP. Diese Daten werden durch die im Zuge der
ProSAP1/Abpl-Untersuchungen erhobenen Befunde von HACKEL et al. (2008) unterstiitzt.
Eine Verkniipfung der Aktinnukleationsmaschinerie des Arp2/3-Komplexes iiber N-WASP-
Bindung mit sich ausbildenden ProSAP-Plattformen ist an Syndapin [-Membranmikrodoménen
in Kopf- und Basisregionen des sich ausbildenden Dornfortsatzes denkbar (Abb. 36A). Eine
Funktion von Syndapin I als Aktindynamik-regulierendes Protein wihrend der Dornfortsatz-

bildung koénnte den Funktionen von anderen Aktinzytoskelett-modulierenden und
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ProSAP-bindenden Proteinen, wie Abpl und Cortactin, zeitlich vorgeschaltet sein. Diese
spielen bei wiahrend plastischen Verdnderungen bereits ausgebildeter Dornfortsatzkopfe eine
wichtige Rolle (HACKEL et al., 2008; HERING und SHENG, 2003).

Durch das Fehlen von Syndapin I kommt es moglicherweise zu einer gestorten Bildung von
ProSAP-Plattformen zusammen mit einer Beeintréchtigung der zielgerichteten Aktinpolyme-
risation in sich ausbildenden Dornfortsatzkopfen. Dies konnte die Anzahl der reifen Dornen
stark beeintréchtigen (Abb. 36B).

Pathologisch relevant ist moglicherweise die Kolokalisation von Syndapin I und ProSAP1 in
Moosfasersynapsen der hippocampalen CA3-Region, da eine Umstrukturierung des Moosfa-
sernetzwerkes in der Molekularschicht des Gyrus Dentatus als eine Ursache der Temporallap-
penepilepsie (TLE) betrachtet wird (BABB et al., 1991; BUCKMASTER et al., 2002; OKAZAKI
et al., 1995; REPRESA et al., 1989). In der TLE wurde eine starke Quervernetzung der
Kornerzellen des Gyrus Dentatus einhergehend mit einem Verlust der hilaren Interneurone be-
obachtet (BUCKMASTER et al., 2002; OKAZAKI et al., 1995). Das exzitatorisch-inhibitorische
Ungleichgewicht durch solche ausgedehnten, riicklaufigen Schaltkreise exzitatorischer Neurone
senkt die Synchronisationsschwelle der Neurone. Diese Verdnderungen kénnen epileptische
Krampfanfille, vergleichbar mit den bei Syndapin I /~-Miusen beobachteten Krampfanfillen
(KocH et al., 2011), hervorufen (ESCLAPEZ et al., 1999; PEREZ et al., 1996). Ein Zusam-
menhang zwischen Moosfasersynapse, Epilepsie und freien, chelatierbaren Zink-Ionen wurde
ebenfalls stark diskutiert (COULTER, 2000; DUDEK, 2001; FREDERICKSON et al., 2005).
Interessanterweise sind Zink-Ionen neben ihren neuromodulatorischen Eigenschaften wichtig
fur die Stabilitat der PSD (JAN et al., 2002). Sie tragen zur SAM-Doménen-vermittelten Aus-
bildung von multimeren Plattformen der zinksensitiven ProSAP /Shank-Isoformen ProSAP1
und ProSAP2 bei (BARON et al., 2006; GRABRUCKER et al., 2011; GUNDELFINGER et al.,
2006). Storungen dieser Zink-Ionen-vermittelten ProSAP/Shank-Plattformen werden demzu-
folge als eine mogliche molekulare Ursache fiir ASD gehandelt (GRABRUCKER et al., 2014;
SCHMEISSER et al., 2012). ProSAP1~/~-Muse zeigten mit dem Auftreten von Hyperaktivitiit,
von autismusédhnlichen Verhaltensmerkmalen wie repetitivem Putzverhalten, von sprachli-
chen und sozialen Verhaltensstérungen, und von Verkrampfungen der Hinterbeine typische
Merkmale des ASD-Mausmodells (SCHMEISSER et al., 2012). Da Epilepsie als Ursache bzw.
Begleitsymptom in dem Krankheitsbild der ASD diskutiert wurde (DEONNA und ROULET,
2006), konnte eine gestorte Syndapin I/ProSAP1-Interaktion in Moosfasersynapsen einen
moglichen molekularen Zusammenhang zwischen Epilepsie und ASD darstellen. Im Einklang
dazu belegten Studien von Patienten mit Defekten in den ProSAP/Shank-Genen epileptische
Stérungen (JIANG und EHLERS, 2013). Verhaltensanalysen der Syndapin I/~-Mézuse auf
autismusihnliche Verhalten, wie sie an ProSAP17/~-Mzusen durchgefiihrt wurden (SCHMEIS-
SER et al., 2012), sowie Untersuchungen des Moosfasernetzwerkes in Syndapin I/~-Mzusen,
wie in BABB et al. (1991) durchgefiihrt, wéren geeignet die Aufklarung der pathologischen

Relevanz der Syndapin I/ProSAP1-Interaktion weiter voranzutreiben.
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5 Zusammenfassung

Molekulare Grundlage fiir die Bildung dendritischer Dornfortsétze und deren morphologische
Verdnderung bilden Proteine, die an der Organisation des postsynaptischen Kompartiments
und Prozessen der Membranmodulation und Reorganisation des Aktinzytoskeletts beteiligt
sind. Die F-BAR-Doménenproteine der Syndapin-Familie sind in der Lage, an gekriimmte
Membranen zu binden bzw. Membrankriimmung zu induzieren und diese membrantopo-
logischen Verdnderungen zeitlich und raumlich mit Membrantransportprozessen und der
Aktindynamik zu verkniipfen. In Neuronen ist diese Syndapin I-Fahigkeit essentiell fiir
die Neuritenbildung, die korrekte Bildung prasynaptischer Vesikel sowie fiir die neuronale
Netzwerkaktivitat. In dieser Arbeit wurde eine postsynaptische Funktion von Syndapin I in
der Synapsenbildung identifiziert. Der Verlust von Syndapin I fiihrte zu einer verminderten
Bildung reifer Dornfortsétze und Synapsen sowie zu reduzierten Frequenzen von mEPSCs.
Die postsynaptischen Funktionen von Syndapin I waren sowohl von der SH3-Doménen-
vermittelten Interaktion mit dem PSD-Geriistprotein ProSAP1 als auch von der F-BAR-
Doménen-vermittelten Membranassoziationsfahigkeit von Syndapin I abhéngig. ProSAP1
nimmt eine wichtige Rolle in der Organisation der PSD wihrend der Bildung von reifen
Dornfortsédtzen und synaptischen Kontakten ein. Biochemische Studien zeigten eine SH3-
Doménen-vermittelte Bindung von Syndapin I an ein spezifisches +++APPPP-Motiv in
ProSAP1, welches sich von Bindungsmotiven anderer SH3-Doménen-Interaktionspartner
abgrenzen lie. Die Bildung der Syndapin I/ProSAP1-Komplexe lie sich in wvitro und in
intakten Zellen nachweisen und beide Proteine kolokalisierten in dendritischen Dornfortsétzen
und Gehirnarealen starker Synapsenbildung und synaptischer Plastizitét. Dass die Synda-
pin I/ProSAP1-Komplexbildung fiir die Bildung von reifen Dornfortsidtzen und Synapsen
wichtig ist, machten die signifikant verminderten Dichten pilzférmiger Dornfortsétze und sy-
naptischer Kontakte deutlich, die durch Stérungen der Syndapin I/ProSAP1-Komplexbildung
mittels Syndapin I oder ProSAP1 RNAi bzw. -Mutanten induziert wurden. Die Membranasso-
ziationseigenschaft der Syndapin [-F-BAR-Doméne befdhigt Syndapin I zur Rekrutierung von
ProSAP1 an plasmamembranédhnliche Lipidschichten und macht eine rdumliche Regulation der
ProSAP1-Gertistfunktion in der Organisation der PSD denkbar. Unter Syndapin I-Defizienz
zeigte sich in der Tat eine verdnderte raumliche Lokalisation von ProSAP1 in Dornfortsatz-
kopfen, welche wahrscheinlich zu der beobachteten verringerten Dornfortsatzbildung sowie
Stérungen in der synaptischen Ubertragung in Syndapin I-defizienten Neuronen beitrigt.
Durch Ausbildung héhergeordneter, membranassoziierter Syndapin I-Aggregate ist eine Ver-
kniipfung des SH3-Doménen-Interaktionspartners ProSAP1 mit der Dornfortsatzmembran
vorstellbar. Dies wiirde eine rdumliche Organisation des molekularen Apparats der Postsynap-
se wiahrend den morphologischen Verdnderungen im Zuge der Bildung reifer Dornfortsétze
ermoglichen. Der Verlust exzitatorischer Synapsen durch eine gestérte ProSAP1-Organisation
unter Syndapin I-Defizienz stellt eine mogliche Erklarung fiir das epileptische Krankheitsbild
Syndapin I-defizienter Mause dar.
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6 Summary

The molecular basis for the formation of dendritic spines and their morphological changes is
provided by proteins involved in the organization of the postsynaptic compartment as well
as in membrane sculpting and actin cytoskeleton remodelling events. The F-BAR domain
proteins of the syndapin family are able to bind and/or induce curved membrane structures
and interconnect these membrane topology changes temporally and spatially with membrane
trafficking and actin dynamics. In neurons, syndapin I is essential for neuritogenesis, proper
formation of presynaptic vesicles and neuronal network activity. Here I show a postsynaptic
function of syndapin I in postsynapse formation. Loss of syndapin I led to reduced dendritic
spine and synapse densities as well as to impaired mEPSC frequencies. Postsynaptic functions
of syndapin I were dependent on both the SH3 domain-mediated interaction with the PSD
master scaffold protein ProSAP1 and the F-BAR domain-mediated membrane association
ability of syndapin I. ProSAP1 functions are essential for the PSD organization during the
formation of mature spines and the establishment of synaptic contacts. Biochemical studies
revealed that the binding of syndapin I to ProSAP1 is mediated by the SH3 domain of
syndapin I and a specific +++APPPP-motif in ProSAP1, which differs from SH3 domain
binding motifs of other ProSAP1 interaction partners. The formation of syndapin I/ProSAP1
complexes was proven in vitro and in intact cells, and both proteins colocalized in dendritic
spines and brain areas of high synapse formation and synaptic plasticity. Reduced densities of
mushroom spines and synaptic puncta upon impaired syndapin I/ProSAP1 complex formation
mediated by syndapin I or ProSAP1 RNAi and mutants, respectively, underlined the critical
role of syndapin I/ProSAP1 complexes for the formation of mature spines and synapses.
Membrane association of the syndapin I F-BAR domain enables syndapin I to recruit ProSAP1
to membranes and might thereby provide spatial regulation of ProSAP1 scaffold functions.
In line with this hypothesis, syndapin I deficiency led to a impaired spatial localization of
ProSAP1 in the spine head, which might explain the reduced dendritic spine formation as well
as the disturbed synaptic transmission in syndapin I-deficient neurons. Through assembly
of higher-ordered clusters of membrane-associated syndapin I the SH3 domain interaction
partner ProSAP1 could be linked to defined sites within the membrane of dendritic spines
providing spatial cues for the organization of the molecular postsynaptic machinery required
for the establishment of mature dendritic spines. A loss of excitatory synapses resulting from
an impaired ProSAP1 organization under syndapin I deficiency might provide an explanation

for the epileptic phenotype of syndapin I-deficient mice.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

Nicht aufgelistete chemische Bezeichnungen wurden entsprechend der IUPAC (International Union of Pure
and Applied Chemistry) Regeln abgekiirzt.

Abp Aktin-bindendes Protein

AMPA a-amino-3-hydrozy-5-methyl-4-isorazolepropionic acid

Aqua a.i. Aqua ad iniectabilia

Arp Actin related protein

AS Aminosiure

ASD Autism spectrum disorder

BAR Bin/Amphiphysin/Rvs

bp Basenpaar(e)

BSA Bovines Serumalbumin

CA Cornu ammonis

cDNA complementary desoxyribonucleic acid

CIP Cdc42-interagierendes Protein

Cobl Cordon-bleu

COS Cercopithecus aethiops, origin-defective SV-40
DAPI 4’,6-Diamidin-2’-phenylindol-Dihydrochlorid
dd doppelt-destilliert

DIV Days in vitro

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deozyribonucleic acid

DNase Deoxyribonuklease

dANTP Deoxynukleosidtriphosphate

E.coli Escherichia coli

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid

EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGTA Ethylenbis(oxyethylennitrilo)-tetraacetat

EHD Eps15-Homologie-Doméne

ER Endoplasmatisches Retikulum

et al. et alii

F-BAR Fes/CIP4-Homologie-Bin/Amphiphysin/Rvs
FBP Formin-bindendes Protein

FCH Fes/CIP4-Homologie

FKS Fotales Kalberserum

GABA y-Aminobutyric acid

GFP Griinfluoreszierendes Protein

GKAP Guanlyatkinase-assoziiertes Protein
GRIP Glutamatrezeptor-interagierendes Protein
GST Glutathion-S-Transferase

HBS HEPES-buffered saline

HBSS Hank’s Balanced Salt Solution

HEK Human embryonic kidney

HEPES [4-(2-Hydroxyethyl)-piperazinol-ethansulfonséure
His Histidin

His-Trx Polyhistidin-Thioredoxin

IF Immunfluoreszenz

Ig Immunglobulin

1P Immunprézipitation

kb Kilobase

KolP Koimmunpréazipitation

LB Lysogeny broth

LIN Leibniz-Institut fiir Neurobiologie

LTD Langzeitdepression

LTP Langzeitpotenzierung

MAGUK  Membranassoziierte Guanylatkinase

99



8 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

MAP Mikrotubuli-asssoziiertes Protein

MEM Minimum Essential Medium

mEPSC Miniature excitatory postsynaptic current

mGlu-Rezeptoren Metabotrope Glutamatrezeptoren

MIP Maximale Intensitédtsprojektion

Mito Mitochondrienmembran

mRNA messenger ribonucleic acid

NEB New England Biolabs

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NPF Asparagin-Prolin-Phenylalanin

N-WASP Neuronales Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein

OD Optische Dichte

PACSIN Protein kinase Co and casein kinase 2 substrate in neurons

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PB Phosphate buffer

PBS Phosphate-buffered saline

PBS-CM PBS-Calcium/Magnesium

PBS-T PBS-Tween

PCR Polymerase chain reaction

PDZ PSD-95, Discs large, Zona occludens 1

PFA Paraformaldehyd

PIC Protease inhibitor cocktail

PICK Protein interacting with C kinase

PIPES Piperazin-N,N’-bis(2-ethansulfonséure)

PM Plasmamembran

PM-mCherry Plasmamembranstéandiges m Cherry

ProSAP Prolin-reiches Synapsen-assoziiertes Protein

PSD Postsynaptische Dichte

PVDF Polyvinylidenfluorid

RIPA Radioimmunopreceipitation assay

RNA Ribonucleic acid

RNAi RNA-Interferenz

RNAse Ribonuklease

ROI Region of interest

RT Raumtemperatur

W riickwérts

SAM Steriles Alphamotiv

SAP Synapsenassoziiertes Protein

Sdp Syndapin

SDS Sodium dodecyl sulfate

Shank SH3-Doménen und Ankyrin-Wiederholung-beinhaltendes Protein

SH3 Src-Homologie 3

siRNA small interfering RNA

SOB Super optimal broth

SOC SOB-Glucose

Syndapin Synaptisches Dynamin-assoziiertes Protein

TAE Tris-Acetat-EDTA

Taq Thermus aquaticus

TB Terrific broth

TLE Temporallappenepilepsie

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

UKJ Universitédtsklinikum Jena

UN Uber Nacht

v/v volume/volume

WASP Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein

WB Westernblot

w.E. willkiihrliche Einheit

WP Waschpuffer

WRP WASP Verprolin-homologous protein-assoicated Rac GTPase-activating pro-
tein

w/v weight /volume

YT Yeast extract tryptone
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A Anhang

Isolierung von genomischer DN A aus Schwanzspitzenbiopsien

Die Biopsien wurden mit 500 pl Tail cut (TC)-Puffer und 20 ul Proteinase K-Losung versetzt
und UN bei 55°C und 900 min™ inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Inaktivierung der
Proteinase K fiir 10 min bei 95°C und danach eine Zentrifugation fiir 5 min bei 20.800 x ¢. Die
sich im Uberstand befindende genomische DNA wurde anschlieBend fiir die Genotypisierungs-
PCR verwendet oder bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

TC-Puffer 10 mM Tris-HCI; 100 mM NaCl (pH 8,0)
Proteinase K-Losung 10 mg/ml Proteinase K in 40% (v/v) Glycerol; 10 mM Tris-HCl; 1 mM
Calciumacetat (pH 7,5)

Genotypisierungs-PCR von Syndapin I-Mé&usen

Vor Verwendung von Syndapin I/ -M#usen wurde deren genomische DNA aus 1-3 mm
Schwanzspitzenbiopsien mittels Genotypisierungs-PCR mit spezifischen Primerpaaren auf das
Wildtyp-Syndapin I (Syndapin I7/+) bzw. Syndapin I/~-Allel (Syndapin I/~ iiberpriift.
Bei dieser wurde stets eine Positiv- und Negativkontrolle als Referenz mitgefiithrt. Verwen-
dete Primerpaare und resultierende PCR-Produktgrofien sind in Tabelle 12 dargestellt. Ein
25 ul Ansatz enthielt 3 pl genomische DNA aus Schwanzspitzenbiopsien als Matrize, jeweils
1 uM Vorwiértsprimer (Primer 1) und Riickwértsprimer (Primer 2), sowie 0,2 mM Desoxy-
nucleosidtriphosphate, 0,625 Einheiten Tag-DNA-Polymerase und 1x Qiagen®-PCR-Puffer.
Die PCR-Reaktionen wurden im Thermozykler nach dem in Tabelle 13 gezeigten Schema
durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der GroSen der PCR-Produkte erfolgte die Auftrennung der
PCR-Ansétze mittels Agarose-Gelelektrophorese.

Tabelle 12: Primer und Produktgréfien bei Genotypisierung-PCRs.

PCR Primer 1 Primer 2 PCR-Produkt Aussage
Syndapin IT/T  BQ502 BQ497 355 bp Syndapin IT/+
Syndapin I/~  BQ498 BQ536 227 bp Syndapin I/~

709 bp Syndapin It/* gefloxt

Tabelle 13: Genotypisierungs-PCR-Programm.

Schritt Temperatur Dauer
1) Initiale Denaturierung 98°C 5 min
2) Denaturierung 98°C 45 s

3) Hybridisierung 60°C 30 s

4) Elongation 72°C 1 min
5) Finale Elongation 72°C 10 min

35x Wiederholung der Schritte 2-4




A ANHANG

Praparation & Kultivierung primérer hippocampaler Neurone

Rattenneurone Die Priparation embryonaler Rattenhippocampi erfolgte am 18. Tag nach
Verpaarung der Elterntiere mit anschlieBender Vereinzelung der Neurone durch Trypsinisierung
mit 1x Trypsin-EDTA. Die Kultivierung erfolgte in einer Dichte von 60.000 Neuronen/24-
well-Platten-Vertiefung auf 12 mm-Durchmesser, Poly-D-Lysin-beschichteten Deckgléschen
in 0,5 ml Neurobasal®* je Vertiefung bei 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, im
Zellinkubator. Zur Poly-D-Lysin-Beschichtung wurden die Deckgldschen zun#chst einmal mit
10% (w/v) SDS, zweimal mit ddH,O, einmal mit 70% (v/v) Ethanol, einmal mit 99% (v/v)
Ethanol und einmal mit ddH,O gewaschen, getrocknet, mit 0,3 ml Poly-D-Lysin UN bei
37°C inkubiert und abschliefend fiir 1 h getrocknet. Nach 4 Tagen in Kultur und nachfolgend

zweimal die Woche wurden 0,3 ml des Zellkulturmediums durch frisches Neurobasal®- ersetzt.

Neurobasal®+ 0,5 mM L-Glutamin; 0,025 mM L-Glutamat; 1x B-27® in Neurobasal®
Neurobasal®- 0,5 mM L-Glutamin; 1x Penicillin/Streptomycin; 1x B-27® in
Neurobasal®

Mausneurone Nach Préparation postnataler Maushippocampi an Tag 0 bis Tag 4 nach
Geburt wurden diese anschlieend dreimal in 5 ml HBSS gewaschen und in 5 ml Trypsin-
Losung vereinzelt. Nachfolgend wurden die Hippocampi dreimal in 5 ml HBSS gewaschen,
die Zellen mit Glaspasteurpipetten in 2 ml Primérmedium mit 4 pg/ml DNase I vereinzelt
und auf 18 mm-Durchmesser, Poly-L-Lysin beschichtete Deckgliaschen aufgetropft. Nach 45-
60 min Inkubation bei 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, im Zellinkubator wurden die
Deckgléschen in 12-well-Platten iiberfiihrt und in 1 ml Mausneuronenmedium weiterkultiviert.

Primédrmedium 10% (v/v) Pferdeserum; 0,6% (w/v) Glucose in MEM

Mausneuronenmedium 2 mM Glutamax; 1% (v/v) Pferdeserum; 1x B-27®; 5 uM B-
Mercaptoethanol; Zugabe von 7 ml Rattenneuronenkulturiiberstand in
25 ml Neurobasal®-A (sterilfiltriert)

Poly-L-Lysin 0,1% (w/v) Poly-L-Lysin in 150 mM Borsédure (pH 8,5; sterilfiltriert)
Trypsin-Losung 10 mM HEPES; 1x Penicillin/Streptomycin; 1x Trypsin-EDTA (0,5%)
in HBSS

II



SDS-Polyacrylamidgele

Tabelle 14: SDS-Polyacrylamidgele. Volumina entsprechend fiir ein Gel.

Gradientengel
Sammelgel  Trenngel 5% Losung  10% Loésung

ddH,0 (ml) 0,98 1,82 2,52 1,68
4x Sammelgelpuffer (ml) 0,81 - - -
4x Trenngelpuffer (ml) - 1,25 1,25 1,25
Rotiphorese® Gel 30 (ml) 0,50 1,59 0,83 1,67
87% (v/v) Glycerol (ml) 0,69 0,35 0,37 0,37
10% (w/v) APS (ul) 17,2 33,4 26,7 26,7
TEMED (ul) 2,90 3,34 2,67 2,67
Phenolrot (pl) 4,25 - - -
Bromphenolblau (ul) - 2,10 3,34 3,34

TEMED, N,N,N’ N’-Tetramethylethylendiamin; APS, Ammoniumperoxosulfat.

4x Sammelgelpuffer
4x Trenngelpuffer
Rotiphorese® Gel 30
Bromphenolblau
Phenolrot

0,4% (w/v) SDS; 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
0,4% (w/v) SDS; 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)

Acrylamid-, Bisacrylamid-Stammlésung (Verhéltnis 37,5:1)

2% (w/v) in 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)

geséttigt in 40 mM Tris-HC1 (pH 8,0)

III
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Abbildung 37: Quantifizierung der Post- und Prisynapsendichten in absoluten Werten. A-D,
Dichte PSD-95 (A, C) bzw. Synapsin 1 (B, D)-positiver Punkte unter Syndapin I RNAi (A, B) sowie unter
Syndapin I RNAi koexprimiert mit RNAi-insensitivem FLAG-Syndapin I (A, B) bzw. FLAG-Syndapin I
ASH3 (C, D), vgl. Abb. 8B, D fiir normalisierte Werte. E, F, Dichte PSD-95 (E) bzw. Synapsin 1 (F)-positiver
Punkte unter Uberexpression von FLAG-Syndapin I, vgl. Abb. 11G, I fiir normalisierte Werte. G, H, Dichte
PSD-95 (G) bzw. Synapsin 1 (H)-positiver Punkte unter ProSAP1 RNAi bzw. ProSAP1 RNAi koexprimiert
mit FLAG-Syndapin I, vgl. Abb. 25B, D fiir normalisierte Werte. I, Dichte PSD-95-positiver Punkte unter
GFP-ProSAP1 Uberexpression, vgl. Abb. 26A fiir normalisierten Wert. J, K, Dichte PSD-95 (J) bzw.
Synapsin 1 (K)-positiver Punkte unter Expression eines FLAG-mCherry-+++APPPP-Motiv-beinhaltenden
Fusionspeptids, vgl. Abb. 27C, D fiir normalisierte Werte. L, M, Dichte PSD-95 (L) bzw. Synapsin 1
(M)-positiver Punkte unter Syndapin I RNAi koexprimiert mit FLAG-Syndapin I'122E/M123E " yo]  Abb. 31G,
H fiir normalisierte Werte.
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Tabelle 15: Mittelwerte, Standardabweichungen, Standardfehler, n-Werte.

Abb. 6 Kondition MW SD SEM n!
Dornendichte [pro 10 pm]
Gesamt +/+ 20,86 7,53 0,72 109
/- 17,72 6,18 064 93
Stummelfsrmi +/+ 3,04 1,83 0,18 109
& /- 229 161 027 93
S +/+ 6,17 351 034 109
& /- 451 2,62 027 93
Dt /4 376 1,67 0,16 109
/- 307 144 015 93
. T, +/+ 7,89 3,88 0,37 109
Filopodiendhnlich e 785  3.92 0.41 93
Relative Haufigkeit [%)]
Stummelforni +/+ 1395 6,18 059 109
& /- 1257 754 078 93
Pilzformi +/+ 29,16 10,92 1,05 109
& /- 9524 10,51 1,09 93
Diinn +/+ 18,20 5,91 0,57 109
—/- 17,37 5,36 0,56 93
o +/+ 38,60 1516 145 109
Filopodiendhnlich e 1482 15.92 1.65 93
Abb. 7 Kondition MW SD SEM n!
Dornendichte [pro 10 pm]
PRNAT 483 1,05 022 23
Gesamt Scrambled RNAi (H1.1) 538 1,71 0,46 14
Sdp I RNAi 4,28 1,26 0,27 22
Sdp T RNAi+Sdp Ies 498 1,67 039 18
PRNAT 1,70 058 012 23
Pilzfsrmi Scrambled RNAi (H1.1) 1,90 0,65 0,17 14
zortnig Sdp I RNAi 1,10 043 009 22
Sdp T RNAi+Sdp Tres 1,60 073 017 18
PRNAT 200 078 0,16 23
N S Scrambled RNAi (H1.1) 2,30 0,62 0,17 14
Diinn und filopodien&hnlich Sdp T RNAi 2.00 0.74 0.16 99
Sdp T RNAi+Sdp I 230 1,00 025 18
PRNAT 0,98 043 009 23
Stummelférmi Scrambled RNAi (H1.1) 0,99 0,57 0,15 14
& Sdp I RNAj 099 054 0,11 22
Sdp T RNAi+Sdp T 1,00 041 010 18
Abb. 8 Kondition MW SD SEM n!
Dichte positiver Punkte [% Abweichung von Kontrolle]
pRNAT 0,00 2659 1,90 196
Scrambled RNAI (H1.1) 16,47 33,02 3,76 77
PSD-95-positiv Sdp I RNAi -10,29 32,03 2,21 210
Sdp T RNAi+Sdp T 1643 34,95 2,73 164
Sdp T RNAi+Sdp T45H3 26,92 2776 329 71
Synapsin 1-positiv pRNAT 0,00 24,65 1,81 186
yhapsin 1-p Scrambled RNAi (H1.1) 10,68 32,69 3,77 75

!Dendritenabschnitte.
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Tabelle 15: (Fortsetzung) Mittelwerte, Standardabweichungen, Standardfehler, n-Werte.

Abb. 8 Kondition MW SD SEM n!
Sdp T RNAi 14,77 2745 1,85 219
Synapsin 1-positiv Sdp T RNAi+Sdp I's 16,12 3647 2,71 181
Sdp I RNAi+Sdp I145H3 -13,57 33,51 3,66 84
Abb. 9 Kondition MW SD SEM n!
Relative Hiufigkeit [%)]
Pilzformig 75,0 - - 1
PSD-95 Diinn & filopodiendhnlich 25,0 - - 1
Stummelférmig 28,6 - - 1
Pilzformig 66,67 - - 1
Synapsin 1 Diinn und filopodienéhnlich 58,10 - - 1
Stummelférmig 55,50 - - 1
Dichte PSD-95-positiver Punkte auf Dornen [pro 10 pum] 1,76 0,84 0,08 101

PSD-95-positive Punkte auf Dornen

[% von PSD-95 positiven Punkten] 3359 15,73 1,57 101

Abb. 10 Kondition MW SD SEM n!
Dornendichte [pro 10 um]
Cesamt PRNAT 698 157 050 10
Sdp I RNAi+Sdp I145H3 536 1,13 0,30 14
N PRNAT 350 047 015 10
& Sdp T RNAi+Sdp TASH3 230 0,71 019 14
) o pRNAT 1,60 073 023 10
Ditnn und filopodiendhnlich Sdp T RNAi+Sdp TASHS 1,70 058 015 14
Abb. 11 Kondition MWwW SD SEM n!
Dornendichte [pro 10 pm]
Gosamt PM-mCherry-Kontrolle 4,88 1,64 0,38 19
esam Sdp I 708 1,93 048 16
Pilgformi PM-mCherry-Kontrolle 1,70 0,88 0,20 19
& Sdp T 2,70 0,82 020 16
. T, PM-mCherry-Kontrolle 1,93 1,02 0,23 19
Diinn und filopodienéhnlich Sdp T 297 083 0.21 16
St lf6rmi PM-mCherry-Kontrolle 1,01 0,77 0,18 19
wHmetormig Sdp I 179 082 021 16
Dichte positiver Punkte [% Abweichung von Kontrolle]

.. pRNAT-Kontrolle 0,00 26,59 1,90 196
PSD-95-positiv Sdp I 10,31 40,80 4,56 80
Synapsin 1-positiv pRNAT-Kontrolle 0,00 24,65 1,81 186

ynapsii -p Sdp I 14,77 3181 3,89 67
Abb. 22 Kondition MW SD SEM n?
GFP 073 028 001 471

GFP-FLAGc 071 023 0,01 269

Kopfbreite [jum] ProSAP1 083 031 00l 663
P H ProSAP14Sdp I SH3 0,74 026 0,02 242
GFP+Sdp I SH3 0,70 0,23 0,02 235

ProSAP1* 069 026 002 205

IDendritenabschnitte; 2Dornfortsétze.
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Tabelle 15: (Fortsetzung) Mittelwerte, Standardabweichungen, Standardfehler, n-Werte.

Abb. 23 Kondition MW SD SEM n
GFP-+pRNAT 0,72 026 002 182
ProSAP1+pRNAT 0,84 034 002 308
ProSAP1+Sdp I RNAi 0,77 028 0,02 246
Sdp I RNAi 0,74 0,27 0,02 222
Kopfbreite [pum] ProSAP1+Arp3 RNAi 0,61 0,23 0,02 151
ProSAP14+N-WASP RNAi 0,71 025 002 202
Scrambled RNAi (U6.1) 0,69 0,28 0,02 160
Arp3 RNAi 0,74 032 002 237
N-WASP RNAi 0,72 0,24 0,02 197
Abb. 24 Kondition MW SD SEM n?
PRNAT 0,76 029 002 332
Kopfbreite [1m] Serambled RNAi (HL.1) 0,73 023 001 273
opbreite {hm Sdp I RNAi 0,74 027 0,02 222
Sdp I RNAi+Sdp I 0,72 0,29 0,02 256
. PM-mCherry-Kontrolle 0,77 0,29 0,02 277
Kopfbreite [jm] Sdp T 0,76 028 0,02 310
pRNAT 082 029 002 360
Kopfbreite [um] ProSAP1 RNAi #2 0,67 0,28 0,02 303
ProSAP1 RNAi #2 +Sdp I 0,71 024 001 376
Abb. 25 Kondition MW SD SEM n!
Dichte positiver Punkte [% Abweichung von Kontrolle]
PRNAT 0,00 2659 1,90 196
Serambled RNAi (HL.1) 16,47 3302 376 77
. ProSAP1 RNAi #2 1944 3553 383 86
PSD-95-positiv ProSAP1 RNAi #1 2749 39,60 540 54
ProSAP1 RNAi #2 +Sdp I 8,03 30,13 343 77
ProSAP1 RNAi #1 +Sdp I 9226 24,96 3,25 59
PRNAT 0,00 2465 181 186
Scrambled RNAi (H1.1) 10,68 32,69 3,77 75
g 1 it ProSAP1 RNAi #2 -20,32 23,15 2,79 69
yhapsi 1-posiitv ProSAP1 RNAi #1 17,35 26,53 3,27 66
ProSAP1 RNAi #2 +Sdp I 433 3397 3,68 85
ProSAP1 RNAi #1 +Sdp I 0,53 41,08 554 55
Abb. 26 Kondition MW SD SEM n!
Dichte PSD-95-positiver pRNAT-Kontrolle 0,00 26,59 1,90 196
Punkte [% Abweichung von ProSAPI1 5,87 29,89 4,46 45
Kontrolle]
GFP 250 0,83 019 20
ProSAP1 289 0,72 015 23
GFP-FLAGc 208 0,79 024 11
ProSAP1+Sdp I SH3 151 041 01 16
GFP+Sdp I SH3 180 050 015 11
Dichte pilzférmiger Dornen ProSAP1* 1,49 0,57 0,15 14
[pro 10 pm] GFP+pRNAT 2,01 044 0,15 8
ProSAP1+pRNAT 213 064 017 15
ProSAP1+Sdp I RNAi 137 060 014 19
Sdp I RNAi 1,07 0,43 0,09 22
ProSAP14+Arp3 RNAi 1,15 0,47 0,11 19
ProSAP14+N-WASP RNAi 152 068 018 14

!Dendritenabschnitte; 2Dornfortsiitze.
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Tabelle 15: (Fortsetzung) Mittelwerte, Standardabweichungen, Standardfehler, n-Werte.

Abb. 26 Kondition MW SD SEM nt
Scrambled RNAi (U6.1) 0,88 0,45 0,1 20
Dichte pilzférmiger Dornen Arp3 RNAi 1,41 0,61 0,15 17
[pro 10 pm)] N-WASP RNAi 1,17 0,55 0,14 16
pRNAT 2,59 0,53 0,16 11
ProSAP1 RNAi #2 224 059 0,16 13
Abb. 27 Kondition MW SD SEM nt
Dichte positiver Punkte [% Abweichung von Kontrolle]

.. pRNAT-Kontrolle 0,00 26,59 1,90 196
PSD-95-positiv 4+ +APPPP-Motiv 1222 4500 530 72
Svnapsin 1-positi pRNAT-Kontrolle 0,00 24,65 1,81 186

YRApstit SDOsTY ++-+APPPP-Motiv 1394 2805 320 77
Abb. 31 Kondition MW SD SEM n'
Dornendichte [pro 10 pm]

Gosamt pRNAT 6,98 1,57 0,50 10
Sdp I RNAi+Sdp I!122E/M123E 481 1,16 0,31 14

Pilgformi pRNAT 3,47 0,47 0,15 10
& Sdp T RNAi+Sdp 111228/M1238 200 0,54 014 14

) S pRNAT 1,61 073 023 10

Diinn und filopodienéhnlich Sdp I RNAi-+Sdp [1122B/M123E 153 071 0.19 14

. pRNAT 072 029 002 3402

Kopfbreite [jum] Sdp T RNAi+Sdp T1122E/M1238 0,76 0,29 0,02 2572
Dichte positiver Punkte [% Abweichung von Kontrolle]

pRNAT 0,00 2659 1,90 196

PSD-95-positiv Sdp I RNAIi -10,29 32,03 2,21 210

Sdp T RNAi+Sdp [11228/M1238 28,35 2835 3,69 59

pRNAT 0,00 2465 1,81 186

Synapsin 1-positiv Sdp I RNAi -14,77 27,45 1,85 219

Sdp I RNAi+Sdp [122E/M123E 29,38 26,01 3,11 70

Abb. 33 Kondition MW SD SEM n3

pRNAT 6,06 2,33 0,70 11

Frequenz [Hz] Serambled RNAi (H1.1) 585 2,51 0,72 12

Sdp T RNAi 354 1,93 056 12

pRNAT 1585 446 1,35 11

Amplitude [pA] Scrambled RNAi1 (H1.1) -1597 418 1,21 12

Sdp T RNAi 213,76 3,05 0,88 12

Abb. 34 Kondition MW SD SEM n3

PRNAT 575 415 095 19

Sdp I RNAi 3,08 3,50 0,76 21

Frequenz [Hz] Sdp I RNAi+Sdp Ires 6,10 4,60 1,19 15

Sdp I RNAi+Sdp I145H3 3,02 226 0,65 12

Sdp I RNAi+Sdp [122E/M123E 242 327 091 13

pRNAT 13,03 425 098 19

Sdp T RNAi 1739 713 1,56 21

Amplitude [pA] Sdp T RNAi+Sdp T7 12,88 373 096 15

Sdp I RNAi+Sdp 145H3 -15,43 543 1,57 12

Sdp T RNAi+Sdp T1122E/M123E 14,96 3,60 0,10 13

IDendritenabschnitte; 2Dornfortsitze; 3Zellen.
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Tabelle 15: (Fortsetzung) Mittelwerte, Standardabweichungen, Standardfehler, n-Werte.

Abb. 35 Kondition MW SD SEM n?

Fliche der Punkte [um?]

» +/+ 1,13 027 004 40
PSD-95-positiv e 114 027 004 40
. +/+ 053 012 0,02 40
ProSAP1-positiv A 0.65 0.19 003 40
. +/+ 044 0,13 0,02 40
Kolokalisiert A 0.45 0.10 0.02 40
Mittlere Intensitit der Punkte [w.E.]
. +/+ 107,64 1340 2,12 40
PSD-95-positiv /- 101,67 16,76 2,65 40

. +/+ 3724 21,04 3,33 40
ProSAP1-positiv e 32,87 7.37 117 40
Summierte Intensitit der Punkte [w.E.]

. +/+ 864,13 585,04 92,65 40
ProSAP1-positiv /- 926,46 33043 52,25 40
Abb. 37 Kondition MW SD SEM n!
Dichte positiver Punkte [pro 10 pum]

pRNAT 6,52 238 0,17 196

PSD-95-positiv Sdp I RNAi 577 2,65 0,18 210
Sdp I RNAi+Sdp Ires 6,85 2,93 023 164

pRNAT 488 1,95 0,14 186

Synapsin 1-positiv Sdp I RNAi 4,03 1,90 0,13 219
Sdp I RNAi+Sdp Ires 507 251 0,19 181

L pRNAT 736 221 026 71
PSD-95-positiv Sdp I RNAi+Sdp 1ASH3 532 1,86 022 71
Somancin Loositi pRNAT 587 1,74 023 57
YHApsit Spostiy Sdp T RNAi+Sdp 14SH3 491 1,98 022 84
. PM-mCherry-Kontrolle 7,36 2,21 0,26 71
PSD-95-positiv Sdp I 8,13 328 037 80
Synansin 1-positiv PM-mCherry-Kontrolle 5,87 1,74 0,23 57
yrapsii 2-p Sdp I 6,64 1,93 024 67
pRNAT 757 250 0,30 69

PSD-95-positiv ProSAP1 RNAj #2 6,20 286 031 86
ProSAP1 RNAi #2 +Sdp I 6,99 242 028 77

pRNAT 6,30 1,87 0,23 64

Synapsin 1-positiv ProSAP1 RNAi #2 5,00 1,71 0,21 69
ProSAP1 RNAi #2 +Sdp I 6,33 198 021 85

- pRNAT-Kontrolle 7,85 2,41 0,33 54
PSD-95-positiv ProSAP1 831 236 035 45
s pRNAT-Kontrolle 7,36 2,21 0,26 71
PSD-95-positiv 4+ +APPPP-Motiv 641 3,14 037 T2
Synansin 1-positi pRNAT-Kontrolle 5,87 1,74 0,23 57
YHapstt S-postiy +++APPPP-Motiv 484 138 0,16 77
P pRNAT 736 221 026 71
PSD-95-positiv Sdp T RNAi4Sdp T1122E/M123E 531 218 028 59
Somansin Lbositiv pRNAT 587 1,74 023 57
yrapsin 2-p Sdp T RNAi+Sdp T1122E/M123E 530 1,75 021 70

IDendritenabschnitte; 3Zellen.
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