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Einleitung

1. Einleitung

In neuroanatomischen- und neurophysiologischen remtbungen zu Mechanismen der
kortikalen Entwicklung, der Synapsenbildung undedePlastizitat auch im adulten Stadium
haben zwei Molekiile eine besondere Aufmerksamkeitomnen: Das Ostrogen-bildende
Enzym Aromatase und das Glykoprotein Reelin (D"Agedo et al. 1995, Naftolin et al.

1971).

Beide haben sich zu Schwergewichten der Neurowssbaft entwickelt und jahrzehntelange
Forschungsarbeiten haben einen erheblichen Zuwaahs Erkenntnissen erbracht.
Interessanterweise konnen Ostrogene und Reelin emtralen Nervensystem &hnliche
strukturelle Veranderungen hervorrufen (siehe UntBies weist auf eine Interaktion von
Reelin und Aromatase hin.

Um einen Uberblick tber beide Molekile zu bekomnsat, zunachst der aktuelle Stand der

Forschung von Aromatase und Reelin dargestellt everd

1.1 Das Enzym Aromatase und die Wirkung von Ostrogeen

Die CYP450 (Cytochrom P450) Aromatase katalysietSynthese von Ostrogenen. Hierzu
werden die androgenen Steroidhormone Androstenali@n Testosteron als Substrat genutzt
(Abbildung 1). Kennzeichnend fir die Aromatase-Rieak ist die Umwandlung des
ungesattigten A-Ringes der mannlichen C19-Sexualgt®ormone in einen gesattigten
aromatischen Ring. Unter zusatzlicher Abspaltung®iC-Atoms als Ameisensaure entstehen
dann in drei Reaktionsschritten die weiblichen GE3wualsteroidhormone (Abbildung 2,

detaillierte biochemische Beschreibung der Reak#dbildung 3).
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Abbildung 1: Weg der Biosynthese der Ostrogene

Pregnenolon entsteht aus Cholesterin und ist Vimsdller weiteren Steroidhormone. Fir die Bildungnv
Androstendion ist unter anderem dieadHydroxylase erforderlich. Die Synthese der Ostraegerfordert die
Umwandlung androgener Vorstufen durch das Enzymmatase.

Das in den Gonaden synthetisierte Ostrogen wircraezt und ist maRgebend fiir den
Serumostrogenspiegel. Der Ostrogenspiegel ist fotlikElwachstum und Ovulation

elementar. Das Ovar steht in endokrinologischeneRegjsen mit der Hypophyse und dem
Hypothalamus und der pra-ovulatorische Anstieg @strogenen im Serum ist entscheidend
fur die LH-vermittelte Ovulation (Lehrbuch Physigle, Klinke Pape Silbernagl, Thieme).
Die Aromatase wird im Ovar vor allem in den Gramsalpellen der Follikel exprimiert. Die

androgenen Vorstufen fur die Enzymreaktion werdarchl die benachbarten Thekazellen
bereitgestellt (Hillier et al. 1994). Auch beim Muainat die Aromatase Einfluss auf die
Keimzellbildung und —reifung und wird in Leydig- disertoli-Zellen gebildet (Carreau et al.
2010). Aromataseaktivitat findet man physiologiselase aufl3erdem in Nebennierenrinde,

Fettgewebe und in der Plazenta (Lephart u. Sima964).
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Abbildung 2: Aromatase Reaktion (Abb. aus Lephart P96, ver.)

Je nach Substrat wird Androstendion in Ostron + dasstosteron in Ostradiol umgewandelt. Als Co-$albs
werden fiir diese Reaktion auRerdem drei mol NADRHE @, pro mol Ostrogen benétigt.

Nach Bindung des Androgens an die Aromatase witgt&toff in drei aufeinanderfolgenden Hydroxyliegen

in das Molekul eingefiigt. Die erste Hydroxylierueidolgt an der C-19-Methylgruppe, und es entstahtCe19
Alkohol. Bei der zweiten Hydroxylierung, die ebelildaam C-19-Atom stattfindet, entsteht unter Abgjad
von Wasser ein C-19-Aldehyd. Der Mechanismus digtedrund letzten Hydroxylierung ist nicht geklauhter
Bildung eines Phenolringes im A-Ring kommt es zu déspaltung des C-19-Kohlenstoffatoms als
Ameisensaure (Lephart 1996).

1.2 ,Brain Aromatase”: Im Gehirn gebildete Ostrogere beeinflussen Neurone und

Lernprozesse

Interessanterweise spielt die Aromatase auch inraen Nervensystem eine entscheidende
Rolle. Naftolin beschrieb die CYP450 Aromatasereadig 1971 im Diencephalon. Er konnte
nachweisen, dass zirkulierendes Androgen in Ostrogegewandelt wird und begriindete die
,Brain-Aromatase-Hypothese“, wonach die lokal im hizée gebildeten Ostrogene
neuroendokrine Ablaufe beeinflussen (Naftolin et &bP71). Man weil3 heute, dass
geschlechtsspezifische Differenzierungsprozessezekier Hirnregionen wéahrend der
Hirnentwicklung Uber die lokale Regulation der ©ggnkonzentrationen durch die
Aromatase gesteuert werden (Lephart Review 1996)er Dunterschiedliche,
geschlechtsspezifische Aufbau einiger limbisched tnypothalamischer Hirnregionen ist
vermutlich entscheidend fir die Steuerung des Sesrtraltens (Roselli et al. 2007).

Daruiber hinaus ist bekannt, dass Ostrogen neurdatodsche Effekte tiber die Regulierung
synaptischer Spines austibt. Im Hippocampus zeicjteetne Veranderung der Spinedichte in
verschiedenen Phasen des Menstruationszyklus wledli Ratten und es wurde ein

Zusammenhang mit den variierenden Ostrogenkonzimtea im Serum wahrend des Zyklus
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vermutet (Woolley et al. 1990). Gleichzeitig fUhdie Ovarektomie bei weiblichen Mausen
zu einem Verlust an dendritischen Spines und diEst®ution von Ostrogen im Serum konnte
diesen Effekt aufheben (Gould et al. 1990). Dieitpx@s Wirkung von Ostrogenen auf die
Spinedichte konnte in weiteren Arbeiten bestatigtden (Kretz et al. 2004, Prange-Kiel et al.
2006). Dartuiber hinaus wirkt Ostrogen auch auf dasitum von Axonen (von Schassen et
al. 2006) und stimuliert die Neurogenese im aduki#ppocampus (Fester et al. 2006).
Offenbar ist fur die neuromodulierenden Prozesss aicht nur der Serumdstrogenspiegel
bedeutend, sondern vor allem lokal im Hirn gebiédetind parakrin wirkendes Ostrogen
(Kretz et al. 2004). Es konnte gezeigt werden, dassmatase auch im Hippocampus
exprimiert wird (Wehrenberg et al. 2001) und dass$réyen dort de novo aus Cholesterin
gebildet wird (Prange-Kiel et al. 2003, Hojo et 2004, Fester et al 2009). Eine Hemmung
der Aromatase oder der Steroidaufnahme in hippoaenpKulturen (Ratte) flhrt zu einer
Abnahme an proliferierenden- und einer Zunahme poptatischen Neuronen (Fester et al.
2006). Dieser negative Effekt konnte durch gleidihige Applikation von Ostrogen
ausgeglichen werden. Zusétzlich ist eine Beeinflngsdes LTP durch Ostrogene bekannt
(Warren et al. 1995), die auf einer Interaktion detm NMDA-Rezeptor beruht (Smith u. Mc
Mahon 2005). In diesem Zusammenhang ist auch sgent, dass Ostrogene eine
neuroprotektive Wirkung bei Alzheimer, Schizopheenund der Regeneration nach
traumatischen neurologischen Ereignissen (z.B. Ap9maben (Garcia-Segura 2001).

Der Signalweg der Ostrogene wird Uber die beidetroQsnrezeptoren ERund ER
vermittelt. Diese Steroidrezeptoren sind ligandénadete Transkriptionsfaktoren. Nach
Bindung von Ostrogen dimerisieren die Rezeptorerddm im Zellkern an spezifische DNA
Sequenzen (an sogenannte Ostrogen responsive Eéem&RESs) und kontrollieren dadurch
die Transkription von Genen (Klinge et al. 20013. \Eird vermutet, dass Ostrogensignale

zusatzlich Gber membrangebunde Rezeptoren vermittetien (Toran-Allerand et al. 2002).
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Abbildung 3: Biochemischer Blick auf die AromataseReaktion (Rassow, Lehrbuch Biochemie, ver.)

Die Umwandlung von Androgenen zu Ostrogenen wirttlludie CYP450 Aromatase im endoplasmatischen
Retikulum der Zelle katalysiert (Lephart et al. 82Die Aromatase ist ein Enzym-Komplex, bestehaunsl dem
Aromatase Cytochrom P450-Protein und dem FlavoprotedlADPH-Cytochrom P450 Reduktase.
Cytochrom-P450 Enzyme gehodren zu der Gruppe derobbtogenasen: Molekularer Sauerstoff,@vird an
das Enzym gebunden und ein Sauerstoffatom in dasti@n (R-CH) eingebaut, wahrend das andere unter
Bildung von Wasser (}D) freigesetzt wird.

Die Rolle der Cytochrom-P450-Reduktase in dem EnEymplex ist die Aufnahme der Elektronen von
NADPH und deren Ubertragung auf das Aromatase-Q@yton P450 (iber Flavoproteine. Dieser Transfer der
Elektronen bewirkt die Veranderung in einer fir$0<4Enzyme typischen Ham-Gruppe, die am zentralearki
lon reduziert wird (F& zu Fé"). Das als Cosubstrat benétigte, ®ann dann binden und das Substrat

oxygenieren.

1.3 Reelin: Von schwankender Maus zur Entschliissehg elementarer Signalwege der

neuronalen Migration und Differenzierung

Im Jahre 1951 wurde in Edinburgh, Schottland, emagirliche Mausmutante erstmals
beschrieben (Falconer, 1951). Aufféllig an der Mawsen charakteristische neurologische
Defizite wie Tremor, Ataxie und ein schwankendengal etzterer war ausschlaggebend fur
die Namensgebung dieser Mausegruppe: ,Reeler” &b, renglisch flir schwanken). Der
Beschreiber sah in dem Verhalten eine groRe Ahkditlzu Mausen im Rauschzustand nach
der Anasthesie mit Ather. AuBerdem wurde durch éeldggressiven Verhaltens auf eine
mentale Retardierung der Reeler geschlossen. DeeR@hanotyp ist rezessiv und wird nur
ausgepragt, wenn beide Allele betroffen sind. Mighel Reeler-Mause brachten mit
weiblichen Wildtyp-Méausen keinen Nachwuchs hervad tauch weibliche Reeler-Mause
sind nur vermindert fertil (Falconer 1951).

Die morphologische Untersuchung des Gehirns deteR&#use zeigte einen auffalligen

Aufbau des Kleinhirns: Makroskopisch mit Aufhebudgr typischen Kleinhirnwindungen

(Foliae) und mikroskopisch eine diffuse Vermischutey Zellarten (Hamburgh 1960). Die
Mehrheit der kortikalen Neurone der Reeler-Mausestand zwar zur korrekten Zeit, war

intrazerebral funktionell verschaltet und lebengfahwies jedoch eine erstaunliche
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Veréanderung in der Organisation auf (Caviness uakidR1978). So zeigte sich im Kortex
eine Aufhebung der spezifischen Schichtung mitreineersion der Positionen von Koérner-
und Pyramidenzellen. AuRerdem konnten fur die Reédlus auch Veranderungen in den
Strukturen des Ncl. n. facialis und der unterenvédkerne, damit also des Hirnstamms,
gezeigt werden (Goffinet et al. 1984).

Ein weiterer Meilenstein gelang 1995 durch die tdmerung des fur den Reeler-Phanotyp
verantwortlichen Reelin-Gens (D"Arcangelo et al93p In situ-Hybridisierungen zeigten,

dass Reelin im sich entwickelnden Kortex von CBatzius Zellen gebildet wird. Diese
Zellen sind Neurone der Marginalzone des embryon@lertex und wurden bereits 1891 von
Cajal und Retzius (1893) beschrieben. Die Hypotleser Beeinflussung der neuronalen
Migrations- und Zelladhasionsprozesse durch dasteidro Reelin in bestimmten

Entwicklungsphasen (D"Arcangelo et al. 1995) emi#n ein breites Spektrum an
Forschungsmaglichkeiten.

Heute ist bekannt, dass Reelin ein Glykoprotein eerazellularen Matrix ist und die

Migration von Neuronen aus der ventrikularen in mi@ginale Zone des Kortex kontrolliert,
wo es als essentieller Stoppsignalgeber fungiemt¢Eher et al. 1998). Die Bildung des
Schichtungsmusters im Isokortex erfolgt typisches@enach dem ,inside-out“-Prinzip,

wonach ontogenetisch jingere Neurone durch dieedlt&chichten hindurch migrieren, um
sich ihnen von aul3en anzulagern (Angevine u. Sidi¥1). Ohne das Reelin-vermittelte
Stoppsignal kommt es hier zu einem fehlerhaftenbAufin den betroffenen Strukturen und
zur Ausbildung des Reeler Phénotyps mit einer jdate“-Struktur (Abbildung 4).

Auch im Hippocampus sind in Cornu Ammonis und Gymentatus die typischen

Schichtungen aufgehoben (Caviness und Rakic 1978) Reelin ist fur eine regelhafte

Anordnung der verschiedenen Neuronenpopulationememalig (Forster et al. 2006).

10
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Early cortical plate
Y E14.5 #

Praplate
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Normal oder Reeler- Normal Reeler-typisch Normal Reeler-typisch
typisch

Abbildung 4: Schematischer Uberblick der friilhen kotikalen Entwicklung in M&ausen (Tissir u. Goffinet
2003)

Im Laufe der embryonalen Hirnentwicklung kommt esroth Migrationsprozesse zur spezifischen
Schichtenbildung einzelner Neuronengruppen. Dagfiesind histologische Schnitte des embryonalemtéso
von Wildtyp (WT, normal) und Reeler-Mausen zu hastiten Entwicklungstagen (E12.5-E15.5). Pia steht fi
die anliegende Hirnhaut und bildet damit die Grenm@r &aullersten Hirnschicht. Am embryonalen
Entwicklungstag E 13.5 kann kein Unterschied zwasciReeler und WT-Kortex festgestellt werden. Reelin
positive (rot) und Reelin-negative (rosa) Zelleddén in loser horizontaler Verbindung die ,Vorpédtt
(,Preplate”). Am E 14.5 migrieren die Zellen Ubexdidre Gliazellen (bauchige Zellen). Die erste Ktdo
migrierender Zellen (griin) setzt sich zwischen Repbsitiven und Reelin-negativen Zellen fest updltet die
.Preplate” auf. Beim Reeler kommt es nicht zu die&afspaltung. Am E 15.5 migriert eine zweite Koteor
Zellen (blau) in Richtung Pia und legt sich dentbleenden Neuronen der kortikalen Platte oberfléohéin
(winside-out“-Prinzip). Bei den Reelern kénnen dikeren Neuronenschichten nicht durchbrochen werdsn
entsteht ein ,outside-in“-Gradient.

1.4 Reelin Signalweg

Es sind derzeit zwei Reelin-Rezeptoren bekannt, ldmoprotein-Rezeptoren ApoER2
(Apolipoprotein E Rezeptor 2) und VLDLR (,Very LoWensity Lipoprotein Receptor*)
(Trommsdorff et al. 1999). Knock-out Mause, die lfiégide Rezeptoren defizient sind, kénnen
vom Phéanotyp der Reeler-Mause nicht unterschiedsnden, was auf die Abhangigkeit des
Reelin-Signalweges von den Lipoproteinrezeptoremwhist (Trommsdorff et al. 1999).
Knockout-Versuche mit Mausen, die nur fir jeweilsea der Rezeptoren defizient sind,
zeigen unterschiedliche Migrationsdefekte und dpecfir verschiedene, sich ergédnzende
Signalwege der Rezeptoren (Hack et al. 2007).

Auf der intrazellularen Seite ist der Reelin-Signad) an das Adapterprotein Dabl
(Drosophila Disabled Genprodukt 1) gekoppelt, daszgtoplasmatische Bereiche beider
Reelinrezeptoren binden kann (Trommsdorff et a@9)9Dab1 wird nach Reelin-Bindung an
die Rezeptoren durch Phosphorylierung an Tyrosiaétiviert (Howell et al. 1999,
Hiesberger et al. 1999) und beeinflusst Uber vézdeime Signalwege unter anderem die

11
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Migration der Neurone durch Veranderungen am Zgletk (Review Forster et al. 2010).
Mit n-cofilin als Aktin-assoziiertem Protein konnteein Effektormolektl der
Reelinsignalkaskade identifiziert werden, das difeikfluss auf die Stabilitdt und Dynamik
des Zytoskeletts nimmt (Chai et al. 2009).

1.5 Wirkung von Reelin beim Adulten

Reelin wird im embryonalen Gehirn durch die Cajatds-Zellen gebildet (D"Arcangelo et
al. 1995). Postnatal nimmt die Bildung des Protémsgiesen Zellen ab, und es findet eine
verstarkte Expression in GABAergen Interneuroneatt,sdie in mehreren Schichten des
Neokortex und Hippocampus vorkommen (Alcantara let1898). Mit dem Wechsel der

Produktionsstatte verédndert sich auch die Wirkumjssv des Reelins. War es in der
Embryogenese elementar fur die Migrationsprozesse Neuronen, wirkt es im adulten

Séauger auf die Organisation der synaptischen Késtak

Interessanterweise zeigen heterozygote Reeler-Méiséeine Veranderung der kortikalen
Schichtung, aber eine verminderte Reelinproduktaarfweisen, im Hippocampus eine
verminderte Anzahl postsynaptischer Spines (N&al.€2008).

Es ist bekannt, dass Reelin Uber seine Signalwefjdia Dendritogenese (Niu et al. 2008),
Synaptogenese (Borrell et al. 1999) und synaptiftastizitat wirkt (Beffert et al. 2005, Herz

u. Chen 2006, Niu et al. 2008, Weeber et al. 20b2ier Retina fuhrt Reelindefizienz zu
einer Veranderung der neuronalen Schaltkreise (®ie¢ 2001).

AulRerdem beeinflusst Reelin das LTP und damit Lezgsse lUber eine Aktivierung von
NMDA-Rezeptoren (Herz u. Chen 2006, Weeber et@G022.

Reelin bleibt also auch Uber die Entwicklungsphdee ZNS hinaus ein wichtiger Modulator

neuronaler Verbindungen.

1.6 Reelin und Ostrogen

Die beiden Molekille Aromatase und Reelin zeigeigeiemeinsamkeiten in ihrer Wirkung
auf die Zielzellen. So wird von beiden die Dendyénese, Synaptogenese und auch das LTP
beeinflusst. Reelin und Ostrogen (als Produkt depmftase) wirken dabei auf ApoE-
Rezeptoren, den Notchl-Sighalweg und auf das Zgtettk

ApoER?2 ist einer der beiden Reelinrezeptoren (Tredorff et al. 1999). Ostrogen stimuliert

die Bildung des fir den Fettstoffwechsel elememtanad mit genetischen Erkrankungen
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assoziierten ApoE (Apolipoprotein E) (Nathan et 2004). Gleichzeititg kommt es in
dominanten Follikeln, die hohe Konzentrationen atr@yen bilden, zu einer Zunahme des
ApoER?2 (Fayad et al. 2007).

Notch ist ein transmembrantdser Rezeptor, der nagdmbenbindung proteolytisch gespalten
wird und im Zellkern als Transkriptionsfaktor wirkfoon u. Gaiano 2005). Der Notch1l-
Signalweg fuhrt zu neuronalen Differenzierungspssea@ und ist stark mit dem Reelin-
Signalweg assoziiert. Notchl interagiert mit derfelgbrprotein des Reelinsignalweges Dabl
und in Reeler-Mausen ist die aktivierte, prote@ys Form von Notchl vermindert (Sibbe et
al. 2009, Hashimoto-Torii et al. 2008). Auch furt@gene ist eine Wechselwirkung mit
Notch beschrieben (Rizzo et al. 2007). Die Behamgllhippocampaler Schnittkulturen mit
Ostrogenen fiihrt zu einer Reduzierung der protéaign Form von Notchl (Bender et al.
2010).

In rezenten Studien wurde sowohl fir Reelin, alshafiir Ostrogen ein lbereinstimmender
Mechanismus zur Beeinflussung des Zytoskeletts hoefen. Die Signalwege beider
Molekule wirken tber n-Cofilin. Cofilin ist ein Piein, das Aktin depolymerisiert, es aus dem
Verbund l6st und so die Dynamik des Aktin-Zytoskisleregulieren kann (Bamburg u.
Wiggan 2002). n-Cofilin steht fiur die nicht-muskwa Isoform des Proteins.
Sowohl Reelin als auch Ostrogen bewirken tber tiesphorylierung von n-Cofilin dessen
Inaktivierung, die zu einer Stabilisierung des Aletts fuhrt (Chai et al. 2009, Yuen et al.
2011). Bezogen auf die embryonale Neuronenmigratiind vermutet, dass Reelin auf
diesem Wege die Verankerung der Neurone in der iMampne vermittelt (Chai et al. 2009)
wahrend Ostrogen uber diesen Mechanismus die Bijldm Synapsen fordert (Yuen et al.
2011).

1.7 Klinische Relevanz der Signalwege von Reelin drOstrogen

Die Mechanismen der Neurogenese und Neuromodulateind von grofiem
wissenschaftlichem und klinischem Interesse. Wiehgeben beeinflussen sowohl Ostrogen
als auch Reelin die Neuronenbildungs- und Differemmgsprozesse. Neuere Arbeiten
weisen zunehmend auf einen Zusammenhang der bémdekile bei der Entstehung
verschiedener Erkrankungen hin. Das Fehlen vonifRé&ghrt bei Menschen beispielsweise
zum Krankheitsbild der Lissenzephalie (Hong et28l00). Grundsatzlich wirken Stérungen
im Reelinsignalweg durch die veranderte Neuroneratimn epileptogen (Eriksson et al.
2001, Haas et al. 2002). Auch scheint Reelin eiokkePbei der Alzheimerschen Erkrankung
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(Tissir u. Goffinet 2003) und bei der EntstehungnvBsychosen bei psychiatrischen
Erkrankungen wie Schizophrenie und der bipolarémudiy zu spielen (Guidotti et al. 2000).
Die neuroprotektiven Effekte von Ostrogen beziebieh vor allem auf Morbus Alzheimer,
Epilepsie und Schizophrenie (Garcia-Segura etl1P Somit gibt es auch fur die klinischen
Auswirkungen bei Veranderungen im Reelin- oder @gnstoffwechsel eine auffallige
Uberschneidung. Diese lasst gemeinsame Signalwegenuten und unterstreicht die
Relevanz fiir die Untersuchung einer moglichen &kion zwischen Reelin und Ostrogenen.
Interessanterweise exprimieren Reelin produzierébajal Retzius-Zellen im Hippocampus
in hohem MaRe den OstrogenrezeptonERender et al. 2010). Dieser Befund motivierte zu
der Untersuchung der Ostrogenwirkung auf die Rbitlang in diesen Zellen. Hippocampale
Schnittkulturen  wurden mit  Ostrogen, Ostrogen in nibination mit einem
Ostrogenrezeptorblocker oder dem Aromatasehemmetrodcé behandelt. Mittels
Immunhistochemie konnte gezeigt werden, dass GCatrdge Reelinbildung verstarkt (Bender
et al. 2010). Die These, dass dieser Signalweg dibeOstrogenrezeptor vermittelt ist, wird
durch den Befund gestutzt, dass der positive Effeki gleichzeitiger Gabe von
Ostrogenrezeptorblocker aufgehoben wurde (Bendalr 2010). Auch im Cerebellum konnte
gezeigt werden, dass Ostrogen die Reelinbildungstamst (Biamonte et al. 2009).
Ostrogene beeinflussen die Reelinbildung in Hippgmas und Cerebellum also in positiver
Weise. Im Rahmen dieser Arbeit soll nun umgekehtensucht werden, welche Wirkung
Reelin auf die Bildung von Ostrogen hat.

In Zellkulturversuchen soll hierzu mittels Aromaga&ssays die Wirkung von Reelin auf die
Aromatase-Enzymaktivitdt bestimmt werden. Mit maiekbiologischen Methoden soll

zusatzlich die Wirkung von Reelin auf die Transkadp der Aromatase untersucht werden.

1.8 Mdgliche Muster einer Interaktion von Reelin urd Aromatase

Maogliche Interaktionsmuster fir Reelin und Aromatasden Zellversuchen sind sowohl eine
positive als auch eine negative Beeinflussung deomAtaseaktivitat durch Reelin.

Eine Erhohung der Ostrogenbildung tber Reelin-gpktip Stoffwechselwege wiirde eine
gegenseitige Induktion bedeuten.

Es ware auch ein Mechanismus ahnlich der TheoniePdedukthemmung moglich (Feed-

back Inhibition): Reelin, dessen Bildung tiber Ogém-gekoppelte Stoffwechselwege erhoht
wird (Bender et al. 2010), kénnte durch eine Hemgnder Aromatase mittelbar negativ

regulierend auf die eigene Synthese wirken.
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Neben maglichen Erkenntnissen einer Interaktion Reelin und Aromatase fur die oben
beschriebenen neuromodulatorischen Mechanismen ippogampus und dem gesamten
ZNS, soll in dieser Arbeit einer weiteren Fragdstel nachgegangen werden: Der Rolle von

Reelin in den Gonaden. Zu diesem Thema ist bislnesehr wenig bekannt.

1.9 GnRH-Neurone oder Reelin Interaktion? Suche ndceinem Erklarungsmodell fur

die Fertilitdtsstérung der Reeler-Mause

Reelin-defiziente Reeler-Mause zeigen neben dent beschriebenen neurologischen
Phanotyp auch eine verminderte Fertilitat (Falcdr8&1). Fur die fehlerhafte Schichtung von
kortikalen Neuronen werden mangelnde, Reelin-abanlyligrationsimpulse als kausales
Erklarungsmodell herangefihrt (s.0.). Neben derdhieh mdéglichen motorischen Defiziten,
die natdrliche Paarungsablaufe erschweren konneaigez Reeler-Mause auch
Veranderungen im Sozialverhalten (Myers et al. 2970

Reelin kontrolliert neben der kortikalen Schichtuengch die Migration von Gonadotropin-
Releasing-Hormon-(GnRH)-Neuronen und Reeler-Mausigen eine verminderte Anzahl
dieser Neurone im Hypothalamus (Cariboni et al. 3200Auch die Verbindungen der
Neuronenfortsatze zur Eminentia Mediana, wo das KbimRein spezielles Kapillarsystem
abgegeben wird und zum Hypophysenvorderlappen gelaimd vermindert (Cariboni et al.
2005). Die GnRH Neurone stehen auf diesem Wege alermeise in der Hypothalamisch-
Hypophysar-Gonadalen-Achse (HPG-Achse) in engerhag&dwirkung mit Hypophyse und
Gonaden und Uben einen regulierenden Einflussiaubyhthese der Sexualhormone aus. Die
Infertilitdit der Reeler-Mause konnte auf einer Bdessung hormonaler Regelkreise
aufgrund dieser veranderten Hirnstruktur beruhen.

Es gibt Hinweise darauf, dass es bei den Reelersbtiiau einer Stérung der Follikulogenese
mit Verlangerung des gonadalen Zyklus kommt. Dariieaus konnte gezeigt werden, dass
die Aromatase-Immunreaktivitat in den Follikeln méndert ist (Dissertation C. Schmahl
2012). Das Enzym Aromatase ist jedoch sowohl bdabhleben als auch bei mannlichen
Saugern fur die sexuelle Fruchtbarkeit essensad.). Somit lasst die Reelin-defiziente Maus
auch auf der gonadalen Ebene charakteristischetibnektorungen erkennen. Einen Reeler-
typischen Phanotyp gibt es in den Gonaden abet (licdda u. Terashima 1997).

Zur Klarung der funktionellen Fertilitdtsstorungder Reeler Mause kdnnen somit folgende

Arbeitshypothesen aufgestellt werden:
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1. Reelin-Mangel bedingt eine Fehlmigration der @&AReurone und folglich eine

verminderte Freisetzung von GnRH. Uber Verandemrigeler HPG-Achse kommt es so zu
einer verminderten Stimulation der gonadalen Gewebe

2. Reelin wirkt lokal in den Gonaden. Es kontratlim den Ovarien die Follikulogenese und
im Hoden/Nebenhoden die Spermatogenese. Mogliclezventfaltet Reelin seine Wirkung
dabei Uber die Regulation der Aromatase-Aktivititei Reeler-Mausen entféllt die
stimulierende Wirkung des Glykoproteins in den Giera

Die Grundvoraussetzung einer Regulation der Arogseatiurch Reelin in den Gonaden ist,
dass Reelin dort Gberhaupt vorhanden ist. Aus die€eund ist der Schwerpunkt dieser
Arbeit der Nachweis dieses Glykoproteins in den &&i@m.

1.10 Arbeitshypothese und Fragestellung

Die dieser Arbeit zugrundeliegende Hypothese istBieinflussung der Aromataseaktivitéat
durch das Glykoprotein Reelin. Dabei ist die Frégasig sowohl fir
Neuronendifferenzierungsprozesse im ZNS, als aiicdié Keimzellreifung in den Gonaden
relevant.

Eine notwendige Voraussetzung fur das Zusammenwirkeider Molekile ist deren
gleichzeitiges Vorkommen in den untersuchten Orgalra ZNS konnten sowohl Reelin, als
auch die Ostrogen-bildende Aromatase nachgewiesedew. Die Gonaden sind durch eine
hohe Aromataseexpression charakterisiert und siied Hhuptquelle des Ostrogens in
Séaugetieren. Ein fundierter Nachweis von Reelirdém Geschlechtsorganen wurde bisher
aber noch nicht unternommen. Ziel dieser Arbeit dainer der Nachweis von Reelin in den
gonadalen Geweben, sowohl auf Protein- als aucm&MNA-Ebene.

Um die Wirkung von Reelin auf die Aromataseaktivitintersuchen zu kdénnen, wurden
zellbasierte Aromataseassays durchgefihrt. Au3emderden Promotorkonstrukte kloniert,
die nun als ,Readout-System flr weitergehende Ptonstudien zur Verfiigung stehen. In
diesen soll der Frage nachgegangen werden, obnRdigi Transkription von Aromatase

reguliert.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien:

2.1.1 Biochemische Substanzen

Produkt

1-B-Androstendion
Androstendion:
4-Androsten-3,17-dione (Vetranal®)
Aktivkohle
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Aqua ad iniectabilia

Bio Rad Protein Assay
Bromphenolblau

Bovines Serum Albumin (BSA)
3-Mercaptoethanol

Chemilumineszenz Substrate:

Hersteller

Hartmann Analytic

Sigma

Sigma
Sigma
Baxter
Bio-Rad Laboratories GmbH
Merck
Sigma
Merck

ECL (PierceECL Western Blotting Substllhermo Scientific

Pico (Super Signal West Pico)

Femto (Super Signal West Femto)

Dichlormethan
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Formestan

Glycerin

Glycin

Methanol

Milchpulver
Natriumdeoxycholat

NP40 Alternative

Page Ruler Plus Prestained Marker

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Roth
Sigma
Apotheke UKE
Serva
Merck
Sigma
Sigma
Roth
J.T. Baker
Heirler
Sigma
Calbiochem

Fermentas
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PBS-Tabletten

Phos-Stop

Ponceau-Rot
Protease-Inhibitoren-Mix Complete
Protein-A Agarose

Protein-G Agarose
Rotiphorese-Gel 30 % (Acrylamid)
SDS (Natriumdodecylsulfat)
Szintillationsflussigkeit: Rotiszint ecoplus
TBE-Puffer 10x

TEMED

TRIS

Trockeneis

Tween

Trypsin EDTA

2.1.2 Zellkultur

2.1.2.1 Medien und Zusatze

Produkt

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
F-12-Medium

Fetales Kéalber Serum (FCS)
LB-Medium

Minimum Essential Medium

Penicillin-Streptomycin

Merck
Roche
Merck
Roche
Sigma
Sigma
Roth
Fluka
CarbiR
USB
Sigma
Roth
T™MG
Sigma
Biochrom

Hersteller

Gibco

Sigma
Gibco
PLA
Sigma

Gibco

Invitrogen
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2.1.2.2 Zelllinien

Name Beschreibung
JEG-3 Humane Chorionkarzinomzellen
KGN Humane Granulosazellen aus Ovarialkarzinom

2.1.3 Antikorper

Verdinnung

Produkt Hersteller
Primér-Ak: Anti-Reelin G10 (MAB 5364) Millipore
Sekundéar-Ak: Goat-Anti-Mouse HRP Thermo

2.1.4 Puffer und Lésungen

5x Laemmli Probenpuffer: (Endvolumen 20ml)

1,549 DTT (= 0.5M)
2.0g SDS € 10%)
8,0ml| 1M Tris-HCI, pH 6,8 £0.4M)

1:1000
1:2500

Dieses Gemisch ergibt ca. 10,5ml, fur 30 min. veisdgeldst und dann mit Glycerin auf 20ml

aufgefullt.

Eine Spatelspitze Bromphenolblau wird am Ende rgefigt.

Elektrophoresepuffer:

25mM Tris
192mM Glycin
0,1% SDS
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10x Laemmli-Laufpuffer:

30g Tris-Base
1449 Glycin
10g SDS

Ad 1000ml mit Wasser

Transferpuffer fir Nassblot (1x):

Glycin 2,99
Tris 5,89
10% SDS 3,7ml
Methanol 200ml

Ad 1000mI mit Wasser

RIPA-Puffer:

150mM NacCl

50mM TrispH 7,5

1% NP 40 Alternative
0,1% SDS

0,5% NaDeoxycholat
5mM EDTA

Zugabe von Proteaseinhibitoren (fertige Losunges @&abletten hergestellt) kurz vor
Gebrauch: ,PhosStop* (1:10) und ,Complete” (1:25)

PBS-Tween 20: (PBS/0,3% Tween 20):

30ml Tween 10%
100ml 10X PBS pH 7,4
Ad 1000m| mit 870ml Wasser
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10x TBE Puffer-Stammldésung:

0,89M Tris
0,89M Borsaure
0,02M EDTA

2.1.5 Molekularbiologische Materialien

2.1.5.1 Reinigungs- und Isolierungskits

Produkt

DNA-Extraktion aus Gel

DNA Isolationsreagenz aus Zellen
Miniprep Plasmid Kit GeneJET ™
Midiprep: HiSpeed® Plasmid Purification
QIA-Schredder-Saule

RNA-Isolation: RNeasy Mini-Kit

2.1.5.2 Restriktionsverdau

Produkt

Puffer Verdau: Fast Digest 10x
Restriktionsendonukleasen:

Nhel, Xhol, EcoRl, (Hindlll, BanHI)

2.1.5.3 DNA-Gelelektrophorese

Marker Gel: 1kb+
Puffer DNA Gel: DNA Loading-Dye 6x

Hersteller

QIAquick Gel Extraction Kit
AppliChem
Fermentas
Qiagen
Qiagen
Qiagen

Hersteller

Fermentas

Fermentas

Invitrogen

Fermentas
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2.1.5.4 Vektoren

pDrive
pCMS-EGFP
pGI3 Luciferase Reporter Vektor

2.1.5.5 cDNA-Bildung, PCR

Primer: Oligo dT

First Strand Buffer 5x

dNTP-Mix

Superscript® Il, Reverse Transkriptase
Taqg Polymerase PCR Master Mix (2X)
Dithiothreitol (DTT) 0,1M

2.1.5.6 Transfektion

Transfektionsreagenz

2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Petrischale 100x20mm (83.1802)
12-Well-Platte (150628)

24- und 96-Well-Platte
Zellkulturflaschen
Pippettenspitzen

Kryo-Tubes

Zentrifugenréhrchen 1,5ml

Zentrifugenréhrchen, konisch (15ml; 50ml)

Filterpapier
PCR-Tubes

Nitrozellulose-Membran: Protran

Qiagen
Clontech

Promega

Invitrogen
Invitrogen
Fermentas
Invitrogen
Genaxxon

Invitrogen

Metafectene® Pro, Biontex

Sarstedt
Nunc
Falcon
Falcon
Eppendorf, Sarstedt
Roth
Eppendorf, Sarstedt
Falcon
Sartorius
Eppendorf
S&S
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2.1.7 Gerate:

MACSmMIix™ Tube-Rotator
Pipetten

Nassblot Western-Blot-Apparatur
SDS-PAGE-Apparatur
Entwicklermaschine

Zentrifugen

Mikroskope
Western-Blot-Zubehor
(Glasplatten, Gelgiel3apparatur..)
Thermocycler PCR

Photometer

Kamera DNA-Gele:

Kamera Transfektion: AxioCam
Neubauer Zahlkammer
B-Counter: 2900TR Tricarb

2.2 Methoden

2.2.1 Biochemische Methoden:

Miltenyi Biotec
Eppendorf
BioRad
BioRad
Protec
Eppendorf, Hettich
Zeiss
BioRad

Biometra

Eppendorf

Kodak
Zeiss
Brand
Packard

2.2.1.1 Herstellung von Proteinlysaten aus Rattenind Mausegewebe

Gewebehomogenisierung:

Um das Vorhandensein von Reelin in verschiedeneweBen zu untersuchen, wurden

Proteinlysate angefertigt.

Fur die Praparation wurden 1-3 Monate alte RattehM&ause beiden Geschlechts verwendet.

Nach Herauspraparation der Organe wurden diese hendein flissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung&@°C gelagert. Auch bei den weiteren

Verarbeitungsschritten wurde auf niedrige Tempeesilgeachtet und alle Arbeiten auf Eis

durchgefuhrt, um mogliche Verdauungsprozesse dBroteasen zu verhindern. Es wurden

die Organe Hippocampus, Ovar, Hoden und Nebenhisdéert.
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Die Gewebe wurden zur Homogenisierung in einen galasr Gberfihrt. Hierfir wurden sie
in RIPA-Puffer gel6dst, dem kurz vor der VerwendurigosStop (Roche) und der Protease-
Inhibitoren-Mix Complete (Roche) hinzugegeben wuidas Homogenat wurde nachfolgend
auf 1,5ml Zentrifugenréhrchen verteilt und fir eimgubationszeit von 20-30 min. auf Eis
stehen gelassen.

Nach der 20 minutigen Zentrifugation bei 4°C und0ODB rcf wurden die Proteintiberstande
isoliert, in flissigem Stickstoff eingefroren un@ib80°C verwahrt. Um bei der spateren
Untersuchung der Proteinlysate mehrfache Auftaud &mfriervorgange zu verhindern,

wurden die Uberstande in kleinen Volumina aliqubtie

2.2.1.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Baxdford

Die Proteinbestimmung wurde nach der Methode voadird (1976) durchgefihrt.
Sie basiert auf der Interaktion von BestandteilenRfoteine mit dem Farbstoff Coomassie®.
Bei Bindung der Proteine an Coomassie in saurem ilMedverschiebt sich dessen
Absorptionsmaximum von 470nm auf 595nm, was im &meter gemessen werden kann.
Hierbei verhalt sich der entstehende Farbumschiey éinen breiten Konzentrationsbereich
linear zu der eingesetzten Proteinmenge. Anhaner er Kontrolle mit BSA angefertigten
Eichreihe kann somit die Proteinkonzentration debekannten Proben bestimmt werden.
Fur die Proteinbestimmung wurden 980ul 1x Bradfi@ekgenz mit 19ul 30 und 1pl Probe

gemischt und in Dreifachbestimmungen die Konzeioinah ermittelt.

2.2.1.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-F#)

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung und Analyse véhoteinen nach ihrem

Molekulargewicht.

Durch die Bindung der Proteine an das in dem Géharmdene Detergenz SDS bilden sich
negativ geladene SDS-Proteinkomplexe in einem kowsh Verhaltnis von Ladung zu

Molekularmasse. Die Bindung an SDS lberdeckt sdiaiEigenladung der meisten Proteine
und fohrt zu einer einheitlichen Negativladung. 8omwird eine alleine durch das

Molekulargewicht bedingte Auftrennung der Protemmenotglicht. Als Grundlage fur die

durchgefuhrten gelelektrophoretischen Versuche teiedas SDS-PAGE-System nach
Laemmli (1970).
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Da das untersuchte Protein Reelin, bzw. dessenrfensig mit 160-420kDa ein relativ hohes
Molekulargewicht haben, wurden Trenngele mit eigeringen Acrylamidkonzentration von

6% verwendet.

Herstellung der Gele:

Die verwendeten Glasscheiben wurden mit Ethanokiggt und in die Giel3apparatur
eingebracht. Dann wurde das erst wenige Augenblick@r angesetzte Trenngel mit einer
5ml Pipette zwischen die Glasscheiben in die Appargegossen und sofort mit Wasser
Uberschichtet. Nach Auspolymerisierung wurde dassd#fa entfernt und eine Schicht
Sammelgel auf das ausgehartete Trenngel gegossenAnischluss wurden zigig die
Gelkdmme eingebracht.

Rezeptur fur 6%iges SDS-Polyacrylmidgel:

Trenngel Sammelgel

H>O 5,3ml 5,5ml
Acrylamid 30% 2mi 1,7mi

1,5M Tris pH 8,8 25m | e
05M TrispH6,8 | - 2,5ml

10% SDS 100! 100!
Bromphenolblau | ------- 100pl
10% APS 100! 100!
TEMED Ayl 10pl

Vorbereitung der Proben:

Die Gewebeproben wurden mit Wasser verdinnt und_aetnmli-Probenpuffer, der in der
Endl6sung in der Konzentration von 1x vorlag, geis Fur die durchgefuhrten Versuche
wurden Proteinmengen von 15pg bis 200pg verweriiet. Denaturierung der Proteine
erfolgte fur 3 min. bei 95°C. Nach kurzer Zentriitign wurden die Proben direkt in die

Geltaschen eingebracht.

Gelelektrophoretische Auftrennung der Proben:

Die Aufrennung der Proteine nach ihrem Molekulangétvin der speziellen Gelkammer
erfolgte bei 25mA pro Gel. Als Puffer fur die Gelefrophorese wurde der Laufpuffer nach

Laemmli verwendet.
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Zur Bestimmung der Molekulargrof3e der Proteine wudér Page Ruler Plus Prestained

Marker (Fermentas) verwendet.

2.2.1.4 Immunblot (Western-Blot)

Transfer auf Membran:

Bei Erreichen der fur die Untersuchung relevanterandgngrofien und damit
Molekulargewichte in der elektrischen Auftrennungrde die Gelelektrophorese gestoppt
und die Polyacrylamidgele fur das Blotting-Verfahserwendet.

Beim Western-Blot werden die Proteine durch dasgah einer Spannung, von dem Gel auf
eine Nitrozellulose-Membran (Protran; S&S) UbertragAuf dieser Membran kénnen die
Proteine dann in spateren Schritten mit Antikdrpesarkiert und sichtbar gemacht werden.
Fur den Transfer der Proteine auf die Membran wdateNassblotverfahren angewendet, da
die Ubertragung groRer Proteine im alternativen id2uy-Blotverfahren vergleichsweise
niedrig war.

Der Transfer-Puffer wurde als eine 10x-Losung gatagnd fur die Versuche mit auf 4°C
vorgekihltem Wasser und Methanol angesetzt. Diav&8ctme flr das Verfahren wurden in
dem Puffer vorgeweicht, die Nitrozellulose-Membegari 6x9cm zugeschnitten.

Die Blotapparatur wurde nach Vorschrift zusammeagelind der Behalter mit dem kalten
Transferpuffer gefillt. Um die niedrige Temperafiir den Transfer aufrechtzuerhalten,
wurde die Apparatur in einer Styroporbox und vos &mngeben gelagert, zusatzlich wurde
ein Ruhrfisch eingebracht.

Der Blot wurde Gber Nacht bei einer konstanten 8pag von 20V durchgefuhrt.

Am nachsten Tag wurde die Membran mit Poneau-S#ggefarbt, um die Genauigkeit und

Quialitat der Proteinibertragung zu kontrollieren.

Detektion der Proteine:

Die Membran wurde in Blockierlosung (fettarmes Mpalver in PBS-T in 5%iger
Konzentration) eine Stunde lang bei Raumtemperé®ir) inkubiert, um unspezifische
Proteinbindestellen zu blockieren.

Die Inkubation mit dem Primarantikdrper erfolgte eilbNacht bei 4°C und in einer
Konzentration von 1:1000 in Blockierlésung. AnseBlend wurde die Membran viermalig in

PBS-T gewaschen und mit dem Sekundarantikorpeb@imin. bei RT inkubiert. Dieser
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speziesspezifische Antikorper ist an HRP (Horsaeta#ieroxidase) gekoppelt und ermdéglicht
eine spatere Darstellung mittels Detektionsreagenzi

Durch erneute Waschschritte wurde Uberschissigertik@per entfernt. Mittels
Chemielumineszenz wurden die spezifischen Proteitikdrper-Komplexe nachgewiesen.
Als Reagenzien wurden ECL, Pico und Femto (alle Ybermo Scientific) nach Anleitung
des Herstellers verwendet. Grundlage der Chemialeszenz ist die Entsendung von
Lichtstrahlen aus dem in der Lumineszenzldsungadtethen Luminol durch die Einwirkung
der an den sekundaren Antikorper gekoppelten Pdasgi Die in dieser Reaktion
entstehenden Strahlen wurden durch die BelichtiesgRbntgenfiims (Agfa) nachgewiesen.
Die Belichtungszeiten variierten von 10 sek. bisn@f. Die Entwicklung und Fixierung des
Filmes wurde in der Entwicklermaschine durchgefihrt

Nicht selten wurde nach primarer Detektion mit Picermalig in PBS-T gewaschen und
danach das sensitivere Femto zur erneuten Darggellarwendet. Empirisch zeigte sich so

ein geringerer Hintergrund als bei alleiniger Vemgeng von Femto.

2.2.1.5 Préazipitation mit Methanol

Als sehr effiziente unterstitzende Methode fiir déschweis von Reelin hat sich die
Préazipitation der Proteinlysate mit Methanol erwiesin Anlehnung an eine von Smalheiser
und Kollegen (2000) verwendete Methode wurden dietdihlysate mit 1ml eiskaltem
Methanol ibergossen und anschlieRend gevortext: Naeht wurden die Proben bei -20°C
gelagert und am nachsten Tag 15 min. lang bei 03Wdrehungen/min. (U/min.) und 4°C
zentrifugiert. Die Uberstande wurden dekantiert wedtliches Methanol durch erneute
Zentrifugation und anschlieBendes Abpipettierefeent.

Die entstandenen Sedimente wurden mit 1x Laemnolp&rpuffer grindlich resuspendiert, 3

min. lang aufgekocht und dann direkt in die Gehascaufgetragen.

2.2.1.6 Immunpréazipitation

Ziel der Immunprazipitation (IP) ist es, auch irhisgeringen Mengen vorkommende und
damit schwer nachweisbare Proteine photochemiscételan zu kénnen. Durch selektive
Bindung eines spezifischen Antikorpers und naclefiotte Prazipitation der gesuchten

Epitope wird bei korrekt ablaufender IP eine Kortderung der gesuchten Substanz mit
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Reduzierung des Hintergrundes erreicht. Dadurchk wine bessere Darstellungsmdglichkeit
der gesuchten Proteine nach durchgefiihrter SDS-P&@Bglicht.

Fur die IP wurden Proteinlysate verwendet, diedars Ratten- und Mausorganen gewonnen
wurden. Als Beads kamen Protein-G Agarosekiigel¢Begma) zum Einsatz. Das Protein-G
stammt aus der Zellwand bestimmter Streptokokkenarhd hat die Eigenschaft, Antikorper,
mit sehr hoher Affinitat an deren Fc-Teil zu bindésber den spezifischen Fab-Teil der
Antikorper kdnnen somit weiterhin Antigene gebundenden.

Die Fixierung des Antikérpers am Fc-Teil in der Agge ermdglicht somit die Prazipitation
der Antigen-Antikdrper-Komplexe.

Fur die Versuche wurden jeweils 500ug Proteinlygatvendet. In einem ersten Schritt
wurden die Proben vorgereinigt, indem unspezifischetigen-Antikorper-Reaktionen
provoziert wurden. Hierfir wurden die Proben miu@OMause-1g-G inkubiert, da auch der
spater verwendete spezifische Anti-Reelin-Ak murirgrsprungs ist. Zusatzlich wurden
PhosStop (Roche) und der Protease-Inhibitoren-Misnflete (Roche) zur Verhinderung von
Protein-Verdauungsprozessen beigefugt. Das Gemigote mit RIPA ad 500ul aufgefillt.

Es wurde fur 60 min. bei 4°C drehend inkubiert amdchlieRend fir 20 sek. bei maximaler
Umdrehung zentrifugiert. Dann wurden 50ul vorgewase, und in RIPA 1:2 verdinnte
Protein-G-Agarosekiigelchen zu den Proben pipettigtterneut drehend bei 4°C fir 60 min.
inkubiert. Durch erneute Zentrifugation fur 20 sbitdeten die Beads mit den unspezifischen
Ag-Ak-Komplexen ein Sediment und der Uberstand wuifigr die spezifische Anti-Reelin-
Immunprézipitation verwendet.

Jeweils 500ul Uberstand wurden im nachfolgendemniantweder mit 5ug spezifischem
Anti-Reelin-Ak (MAB 5364, Millipore) oder 5ug unspiischem Maus-IgG als Kontrolle,
Uber Nacht drehend bei 4°C inkubiert. Nach Zugatre 30l gewaschener und in RIPA 1:2
verdunnter Beads wurde fur mindestens 60 min. awkhekubiert und im Anschluss bei
maximaler Umdrehung fur 20 sek. zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen, das Sediment dréjrial 500ul RIPA gewaschen und
anschlieBend in 25ul 2x Laemmli-Probenpuffer resodgert. Nach 10 minttigem Kochen
bei 95°C wurden die Proben mittels SDS-PAGE undcldiefiendem Western-Blot

analysiert.
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2.2.1.7 Besonderheiten fir den Nachweis von Reelin

Es wurden spezielle Erkenntnisse bezuglich der Ralmang von Proben fur den Nachweis
von Reelin in die Methoden einbezogen (Lugli e803).

So wird z.B. mehrmaliges Auftauen und Einfrieren Beoben mit zunehmendem Verlust der
420kDa-Bande beschrieben und auch angemerkt, dasknRhochsensitiv auf verlangerte
Aufkochzeiten durch fast vollstandiges Aufbrechear dpezifischen Banden reagiert.
Als MalRBhahmen wurden die Proteinlysate in versutfesaassten Aliquotierungen portioniert

und die Aufkochzeit auf 3 min. beschrankt.

2.2.2 Zellbiologische Methoden:

2.2.2.1 Allgemeine Kulturbedingungen und Materiali@

JEG-3: Humane Chorionkarzinomzellen
KGN: Humane Granulosazellen aus Ovarialkarzinom

Alle Arbeiten an der Zellkultur wurden unter genaBeachtung des sauberen Arbeitens an
der sterilen Werkbank durchgefiihrt. Vor und nach d&rbeiten wurde die Werkbank mit
80%igem Ethanol gereinigt, alle verwendeten GetéftkGerate wurden vor dem Einbringen
in die Werkbank ebenfalls gereinigt. Die PasteussBipetten wurden vor der Verwendung
abgeflammt.

Die fir die Versuche verwendeten KGN-Zellen wurdiereiner Mischung aus Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) und F-12-Medium kultert (DMEM/F12 1:1, Gibco), das
zusatzlich durch 5-10% Fetales Kalber Serum (F@8)Renicillin+Streptomycin (Pen/Strep)
(Konzentration nach Verdinnung: Pen.:100U/ml, Stre®0ug/ml) erganzt wurde.
Bei den JEG-3-Zellen wurde Minimum Essential MedigstEM, Gibco) verwendet, das
ebenfalls mit FCS und Pen/Strep versetzt wurde.

Zum Ablosen der Zellen wurde Trypsin/EDTA (Tryp$ii25%, EDTA 0,025%) verwendet.
Alle Medien und Zuséatze waren steril und wurdenderen Verwendung auf 37°C erwarmt.
Als Kulturgefal3e wurden Produkte der Firmen Satstddnc, und Falcon BD verwendet.
Die Inkubation aller Zellen erfolgte bei 37°C unthean CQ-Gehalt von 5%, bei einer
Luftfeuchtigkeit von 95%.
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2.2.2.2 Passage der Zellen und Versorgung mit Mediu

Die Zellen wurden passagiert, wenn sie mit einedte&ung von etwa 90% der verfliigbaren
Wachstumsflache subkonfluent waren. Dieses wardberi JEG-3 Zellen in der Regel zwei
Mal pro Woche der Fall, bei jeweiliger Neuaussaaterhaltnis von 1:10. Die KGN-Zellen
wurden je nach Bedarf fir die Versuche ein bis zWMal pro Woche passagiert, bei
Neuaussaat zwischen 1:2 und 1:5.

Fur die Passage der Zellen wurde nach Betrachtan@ellmorphologie im Lichtmikroskop
und dem Ausschluss moglicher Kontaminationen daslilvie abgesaugt und Trypsin +
EDTA appliziert. Mit diesem Schritt wurden die 221l angedaut, um sie vom Boden des
KulturgefalRes zu l6sen. Nach einer Einwirkzeit min. im Inkubator und Kontrolle der
enzymatischen Reaktion unter dem Mikroskop wurde uerfache Menge des jeweiligen
Kulturmediums hinzugegeben, um die Trypsinierungjgiien zu stoppen.

Durch 5 minatige Zentrifugation bei 1000 U/min uRd bildeten die Zellen ein Sediment,
das nach Verwerfung des Uberstandes mit frischerdilie resuspendiert wurde. Je nach
gewdulnschter Dichte wurden die Zellen dann neu attsgt.

Fur die Versuche in GefalRen mit kleineren Wachstiégetsen (12-Well-, 24-Well-, und 96-
Well-Platten) wurde hierfur die Zellzahl im Mediudurch Quantifizierung in der Neubauer
Zahlkammer bestimmt. Die resuspendierten Zellendemir gut gemischt und 50ul des
Zellgemisches mit einer Pipette entnommen und e Meubauer Zahlkammer Uberfuhrt.
Unter dem Mikroskop wurden die Zellen pro Gruppeadat (bestehend aus jeweils 16
kleineren Quadraten) bestimmt, indem vier Gruppeadcate ausgezéahlt und deren Mittelwert
gebildet wurde. Durch Multiplikation dieses Werte dem Faktor 19konnte die Anzahl der
Zellen pro ml errechnet werden.

Zwischen den Passageschritten wurden die Zelllentun der Regel alle zwei Tage mit
frischem Medium versorgt. Hierfir wurde nach Exaation der Zellen im Mikroskop das

Medium der Kulturen abgesaugt und durch frischec3#°C vorgewarmtes, Medium ersetzt.

2.2.2.3 Kryokonservierung der Zellen

Einfrieren:
Um die Zellen langfristig zu lagern, wurden sieeimem speziellen Medium eingefroren.

Hierfir wurden die Zellen, wie fir das Passagierbaschrieben (2.2.2.2), vom
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ZellkulturgefalR geldst und abzentrifugiert. Das iBmht wurde dann in einem auf 37°C
vorgewarmten Einfriermedium (Zellkulturmedium mit0% FCS und 10% DMSO)

resuspendiert und in ein 2ml Kryoréhrchen dbertibNach 30-minttiger Kihlphase im

Eiswasser im Kihlschrank wurden die Zellen in eldgtroporbox fur 24h bei -80°C gelagert.
Danach wurde ein Transfer in Behalter mit Flussgstoff durchgefihrt.

Auftauen:

Zum Auftauen der Zellen wurden die Aliquots aus ddiissigstickstoff geholt und sofort im
Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Sobald das gesamggeschmolzen war wurden die Zellen
unter der Werkbank zligig in 10ml Kulturmedium tkért. Nach 5-minttiger Zentrifugation

bei 1000 U/min. wurde das Medium abgesaugt und gsediment in 5ml frischem

Zellkulturmedium resuspendiert und dann in gewltesddichte ausplattiert.

2.2.2.4 Herstellung konditionierten Mediums

Das fur die Zellkulturversuche verwendete kondigote Medium wurde mit transfizierten

HEK-Zelllinien gewonnen, die im Institut etabliesind. Angewendet wurden eine Reelin-
produzierende und eine Green-Fluorescent-ProtdifP[produzierende Zelllinie.

Nachdem die Zellen aufgetaut waren, wurden siePatfischalen ausplattiert und in FCS-
haltigem DMEM-Medium kultiviert. Bei Erreichen détonfluenz wurde das serumhaltige
Medium entfernt und durch nicht serumhaltiges Kutedium ersetzt. In diesem Medium
wurden die Zellen dann erneut 1-2 Tage kultivi®as infolge der Kultivierung von den

Zellen konditionierte Medium wurde dann gesammeett aliquotiert eingefroren.

Die Zellen konnten nachfolgend erneut mit serundpaih Medium inkubiert werden,

wodurch sie sich erholten und erneut zur Herstgllsarumfreien konditionierten Mediums
zur Verfigung standen. Dieses Prozedere konnteubilsei Mal wiederholt werden.

Mittels Westernblot wurde das Vorkommen von Regliden Medien Uberpruft (Abb. 5).
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Abbildung 5: Uberpriifung der konditionierten Medien auf das Vorhandensein von Reelin

Reelin- oder GFP-produzierende HEK-Zellen wurdes@érumfreiem Medium kultiviert und das konditionéer
Medium fur Zellkulturversuche gesammelt. Die Medigarden mittels Western-Blot mit dem monoklonalen
Anti-Reelin-Ak MAB 5364 auf das Vorhandensein voaedRn untersucht. Alle drei Banden (160, 310 und 42
kDa) sind Reelin-spezifisch (siehe unten).

2.2.2.5 Aromatase-Assay

Um die Aktivitat der CYP-450 Aromatase in Zellkukm zu bestimmen, wurde der
Aromatase-Assay nach E.D. Lephart und E.R. Simpg®01) durchgefiihrt. Dieser
zellbasierte Assay wurde mit JEG-3-Zellen nach Brest al. (1998) und auch mit KGN-
Zellen durchgefinhrt.

Prinzip:

Das als Substrat fiir den Aromatase-Assay verwer{defe®H] Androstendion (Hartmann
Analytic, spezifische Aktivitat: 26,3 Ci/mmol bzWw73,1 GBg/mmol) tragt an deBiStelle
ein radioaktives Tritiun?H)-Atom, das im letzten Reaktionsschritt als Waseigesetzt
wird (Abbildung 6). Dieses radioaktive Wasser wird Waschschritten isoliert und von
maoglicherweise verbliebenem Substrat getrennt (®atbals lipophiles Steroidhormon wird
von der wassrigen Phase getrennt und verworfen), amsthlieRend inp-Counter die
Radioaktivitdit zu quantifizieren. Die Enzymaktitittkann somit proportional zum

freigesetzten, radioaktiven Wasser bestimmt werden.
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Abbildung 6: Aromatase-Assay nach Lephart, Methodsn Enzymology Vol. 206 (1991) (ver.)

Bei der Umwandlung von Androgenen in Ostrogene eeijéweils drei Molekiile NADPH und,Qe gebildetes
Molekiil Ostrogen benétigt. Durch konsekutive Hyddgerungen und Einfligungen von Sauerstoff am C-19-
Atom kommt es im Laufe der Reaktion zur Abspaltaey ehemaligen C-19 Methylgruppe als Ameisensaure
und zur Aromatisierung des A-Ringes. AuRerdem ehtdtvasser (kD).

Als Substrat fiir den Aromatase-Assay wurde radivekt[1-R%H] Androstendion verwendet, das an der 1R-
Stelle des C-19-Atoms ein radioaktives Tritidhti)-Atom (mit * markiert) tragt. Das im letzten Re#sschritt
entstehende Wasser tragt die¥ésAtom und kann als MafR fiir die AromataseaktivitétB-Counter gemessen
werden.

Das radioaktive [13—3H] Androstendion wurde kurz vor dem Versuch in sdrneiem,
Reelin- oder GFP-haltigem Medium in einer Stammh@swon 200nM angesetzt. Die
gewilnschte Substratkonzentration im Assay wurdesmiM festgelegt. Dieser Wert bezieht
sich auf Berichte von Km-Werten fur Androstendiowischen 30-50nM (Lephart und
Simpson 1991) und 62 +/- 19nM (Krekels 1991).

Die in 12-Well-Platten kultivierten, subkonfluentetellen wurden 1 bis 21 Stunden vor
Zugabe des radioaktiven Mediums mit 500ul serurmfneMedium inkubiert, das entweder
Reelin oder GFP beinhaltete. Nach der gewlnschtarbhtionszeit wurden 125ul des fir die
Inkubation verwendeten Mediums abgesaugt und véewarnd durch 125ul des 200nM [1-
B->H]Androstendion-haltigen Mediums ersetzt, das raindRestmedium gut vermischt wurde
(Endkonzentration des Androstendions: 50nM). Didedewurden dann bei 37°C und 5%
CO;, fur 1 bis 2 Stunden inkubiert.

Im Anschluss wurden die 500ul Zelliberstand infeicon-Réhrchen Uberfihrt und mit 2ml
Dichlormethan (Roth) tberschichtet, 1 min. langayeaxt und dann 5 min. lang bei 2500
U/min. zentrifugiert. Von dem entstandenen wassriggberstand wurden jeweils 500pl
zusammen mit 500ul Dextran behandelter Aktivkohl&igifha) in ein  1,5ml
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Zentrifugationsrohrchen pipettiert und fir 10 sefevortext, gefolgt von 10 min.
Zentrifugation bei 5500 U/min..

100ul des entstandenen Uberstandes wurden mit 2anltilBtionsflissigkeit (Rotiszint
ecoplus, Roth) gemischt und zur Auswertung in dantfations-Counter gegeben.

Um falsch positive Ergebnisse der Aromatase-AkKitviauszuschlieBen, wurde der Assay
auch nach Behandlung der Zellen mit dem AromataseiHer 4-Hydroxy-Androstendion
(Formestan, Sigma) durchgefuhrt.

Die im B-Counter gemessene Strahlung (in counts/min.) elied$ indirektes Mafld der

Aktivitdt der Aromatase.

2.2.2.6 Radioimmunassay (RIA)

Der Radioimmunassay ist eine sehr empfindliche B@¢hfir den Nachweis und die

Quanitifizierung kleinster Substanzmengen. Er wuke60 von Yalow und Berson etabliert.

Das Prinzip des Assays basiert auf der Kompetitien gesuchten Substanz (z.B. Hormon)
aus der Probe mit einem radioaktivmarkiertem Anatogum die Bindung an einen

spezifischen Antikérper.

Die Menge des Antikorpers ist genau auf die Menge radioaktiv-markierten Substanz

abgestimmt. Durch homologe, kompetitive Bindunghader nicht radioaktiven Substanz aus
der Probe an den Antikérper, kdnnen nicht alle mesidn Teile binden und werden durch
Waschprozesse enfernt.

Die gemessene Strahlungsaktivitat der Antigen-Ammplerkomplexe ist daher von dem Anteil
radioaktiv markierter Teilchen an den Komplexen &iuig, welche wiederum durch die

Menge unmarkierter Substanz in der Probe bestiminok viknhand einer Eichkurve kann so

auf die Konzentration der untersuchten Substanzhfiessen werden.

Die Durchfiihrung des RIA zur Ostrogenbestimmungdeun Goéttingen vom ,Department

fur Endokrinologie” verblindet vorgenommen.

Gewinnung der untersuchten Proben:

Medium:
KGN-Zellen wurden in Petrischalen (WachstumsflaéBenf) kultiviert. Bei Erreichen der

Subkonfluenz wurde das Zellmedium abgesaugt und¢hd&ml serumfreies und 50nM
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Androstendion-haltiges Medium ersetzt. Dieses Madivar au3erdem entweder Reelin- oder
GFP-haltig.

Nach einer Inkubationszeit von 4 oder 8 Stundendewtas Medium abgenommen, in 15ml
Greiner Uberfuhrt und sofort bei -20°C eingefror®®r Versand nach Goéttingen erfolgte
ebenfalls bei -20°C.

Proteinlysat:

Die Zellen wurden nach der Entnahme des Mediums e mit PBS gewaschen, dann mit
300ul RIPA+PI beschichtet, mit einem Zellschabergediist und in ein 1,5ml
Zentrifugenréhrchen aufgenommen. Die Herstellungs deysates erfolgte wie oben
beschrieben. 50ul des Lysates wurden fir die Rrioéstimmung nach Bradford genutzt, der
Rest bei -20°C nach Gottingen versandt.

2.2.2.7 Transfektion von Zellen mit Plasmid-DNA

Die Transfektion dient dem Einbringen von DNA, RNénd Expressionsvektoren in
eukaryonte Zellen. Um dieses zu erreichen, gibtezschiedene Mdglichkeiten, die sowohl
chemische (Calciumphosphat-Prazipitation), physkhe (Elektroporation, Mikroinjektion)

und biologische (Lipofektion, Virensysteme) Mal3namnbeinhalten.

Fur die durchgefuhrten Transfektionen wurde alshdéé die Lipofektion mit kationischen
Liposomen angewendet. Dieses erstmals 1987 vomeéielgnd Mitarbeitern beschriebene
Verfahren basiert auf der endozytotischen Aufnahmmn mit einem Lipidgemisch

komplexierter DNA durch die Zielzellen.

Dieses Lipidgemisch besteht aus kationischen Lipided ungeladenen Helferlipiden, die
durch Ultraschallbehandlung sogenannte Liposoméatemi Das Gemisch wurde fur die
Versuche als fertige Transfektionslosung (Metafee® PRO, Biontex) bezogen.
Fur den Erfolg der Technik und eine hohe Ausbent&ansfizierten Zellen ist es notwendig,
die auf die jeweilige Zellart zugeschnittenen opiliem Transfektionsbedingungen
herauszufinden. Einflussgrof3en sind hier vor alletfas Verhaltnis von DNA zu

Transfektionsldosung, deren absolut eingesetzte Benge Transfektionsansatz, die

Inkubationszeit und Zelldichte, sowie die Verwenglserumhaltigen- oder freien Mediums.

Optimierung der Transfektion mit Metafectene® Pro

Zur Ermittlung optimaler Transfektionsbedingungemrde die Transfektion mit einem Green
Fluorescent Protein (GFP) Vektor durchgefihrt (pCEASFP; Clonetech). Dieser wurde
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zuvor mittels Midi-Prep vervielfaltigt (siehe un)erhls Zellreihen wurden immortalisierte
Zelllinien von KGN und Neuro-2a verwendet. Als Gdiage der Versuche diente das
Optimierungsprotokoll des Herstellers (Biontex).

Die Zellen wurden in verschiedener Dichte in 96-MWRthtten ausgeséat und nach einer
Ruhepause von 24h fur die Transfektion selektiésh den KGN-Zellen wurden die Ansétze
mit 11.000 und 22.000 Zellen/well und von den Ne2a@eZellen 20.000 und 30.000
Zellen/well ausgewahlt.

Als Vorbereitung fir die Transfektion wurden sowoklie DNA, als auch das
Transfektionsreagenz mit serumfreiem Medium genyjsgann zusammengebracht und 20
min. lang inkubiert, damit sich die DNA-Lipidkomple bilden konnten. Dabei wurden
verschiedene Konzentrationen von Vektor-DNA undn$fektionsreagenz angewendet (siehe
Tabelle 1). Von dem DNA-Lipidgemisch wurden danwgéds 100ul auf die mit frischem,
serumfreien Medium versorgten Zellen in einem Vinigi von 1 zu 10 gegeben und die
Zellen bei 37°C inkubiert. Nach 3h wurde die Traksbnsreaktion durch Wechsel des
Mediums beendet. Nun wurden die Zellen in serungeatt Medium fur weitere 24h in den

Inkubator gegeben.

Verhéltnis DNA/| 1/4 1/8 1/16 1/4 1/8 1/12 1/5,33 1/8 1/10.67
Metafectene® Pro

DNA 0,5ug 0,5ug 0,5ug lug lug lug 1,549 1,5pd,5u9
Metafectene® Pro| 2ul 4ul 8ul 4ul 8ul 12ul 8ul | 12ul 16ul

Tabelle 1: Protokoll zur Optimierung der Transfektion von KGN- und Neuro2a-Zellen

2.2.3 Molekularbiologische Methoden:

Herstellung der Promotorkonstrukte:

2.2.3.1 Isolation von DNA aus humanen KGN-Zellen

Fur den Luciferase-Assay wurde genetisches Matatialden KGN Zellen gewonnen. Zur
Extraktion der DNA wurde ein spezielles Isolierursgggenz (DNA Isolation Reagent for
Genomic DNA, AppliChem) verwendet, das direkt aig dom Medium befreiten Zellen
gegeben wurde. Hierbei wurde je 1ml Reagenz awf Betrischale konfluenter KGN-Zellen
(Wachstumsflache von 10éngegeben und 5 min. lang bei RT inkubiert. Durde d
freigesetzte genomische DNA bildete sich ein digddiges Gemisch. Anschlie3end wurde

mit 1000 g fur 10 min. bei RT zentrifugiert, der étbtand in ein Zentrifugenréhrchen
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Uberfuhrt und das Sediment verworfen. Die Prazipitader DNA erfolgte durch Zugabe von
1ml 100% EtOH pro ml DNA Isolations-Reagenz und hfelgendes Mischen durch
Inverting. Es wurde 3 min. lang bei RT inkubiertdudie dann sichtbar gewordene DNA
durch Zentrifugation bei 5000 g fiir 5 min. bei R@wgnnen. Der Uberstand wurde verwofen
und das Sediment zwei Mal mit 95% EtOh gewascheachMrneuter Zentrifugation mit 1000
g fir 1 min. bei RT wurde das Ethanol grindlichfemit.

Das DNA-haltige Sediment wurde dann in 8mM NaOHOgel Die Einstellung des pH-
Wertes der DNA Proben erfolgte nach Protokoll dessktllers mit HEPES.

Nachweis der Reelin mRNA

2.2.3.2 RNA Isolation aus Rattengewebe

Fur die Extraktion der RNA wurde das RNeasy Mini-¥on Qiagen verwendet.

Die Gewebe stammten von 12 Wochen alten Rattenwunden bei -80°C gelagert. Unter
standiger Kuhlung durch flissigen Stickstoff wurdike Organe mit dem Morser pulverisiert.
Anschliel3end wurde das pulverisierte Gewebe inneREA-Puffer (Iml RLT-Puffer + 10ul
3-Mercaptoethanol) dberfuhrt und durch Schwenkenwiatmen Wasserbad und leichtes
Vortexen geldst. Die Homogenisierung erfolgte ineeihierfir speziell entwickelten Saule
(QIASchredder, Qiagen). Die weiteren Schritte deNARExtraktion erfolgten gemaf
Protokoll des Herstellers. Die Bestimmung der Karteagion der Proben erfolgte im

Photometer.

2.2.3.3 Primer

Zum Nachweis der Reelin mRNA in den Gonaden undAmplifikation der Aromatase-
Promotoren wurden Primersequenzen ausgewahlt (s1d.pei der Firma Eurofins bestellt.
Das Primerdesign wurde unter Beachtung einiger ei¢aner Regeln bezuglich Primerlange,
Primerstruktur (keine Sekundarstrukturen) und Vienied der einzelnen Basen zueinander
(und damit Beeinflussung der Schmelztemperatur)tgébsgt. Die Uberprifung der
Genspezifitat der Primer erfolgte mit der ,BlastfSvare des NCBI (National Center for

Biotechnology Information).
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a) Primer fir den Nachweis der Reelin mRNA:

Fur den Nachweis der Reelin mRNA wurden bewusstomitberspannende Primer

ausgewahlt. Diese amplifizieren spezifisch die @@8fe, intronbereinigte mRNA und

vermeiden somit eine genomische VerunreinigungdieeiAmplifikation. Die Informationen

Uber die Splei3stellen der mRNA wurde erneut UlberDatenbank des NCBI bezogen. Die

verwendeten Primer sind in Tabelle 2 aufgefiihrt

Name Sequenz Produktlange
Ratte fw: 5"-CAA GCATCC AGT CTT CTC AGA GCATT-3 417 bp
Reelin, rv: 5°-GGT ATG TGG TAG TCA ACT CTC GAG G-3°

477

Ratte fw: 5°-GGG CTC CTG AGG AGG ACT CGG CC-3 659 bp
Reelin, rv: 5-GCC ATC CTC ATT GAA GAA GAG GTT GT-3

659

Ratte fw: 5"-CCA CGT CTC CTC AAG TGC CAC ACA-3 477 bp
Reelin, rv: 5-GTG CTC CCA ATT TGC AAG ACA AAC ATA-3

417

Tabelle 2: Primersequenzen fur den Reelin mMRNA-Nackeis

b) Primer fur die Herstellung der Promotorkonsteukt

Die Genregulation der Aromatase wird Uber gewelmipehe Promotoren gesteuert (Boon

et al. 2010). Die Primer wurden unter Beachtungaktuellen Literatur so ausgewahlt, dass

die spezifischen Regionen der AromatasepromotouenGehirn und Ovar flankiert wurden.

Die Sequenzen der verwendeten Primer sind in Tal®lbargestellt, deren Genprodukte

zeigen die Abbildungen 7-8. Genauere

Aromatasepromotoren sind in der Diskussion aufgefid@4).

Informationem den gewebespezifischen

Name Sequenz Produktlange
Gehirn fw: 5°-GCT AGC TAT CCC AAA ATA TAA GCC ACA AAG AG-3 (1694 bp
Aromatase|rv: 5-CTC GAG TGG GTC TGC TGG TCACTT CTA GT-3°

Human

Ovar fw: 5°-GCT AGC TGA GCT TTATTT TCT TAT AAT TTG GC-3 341 bp
Aromatase|rv: 5-CTC GAG CTG TGG AAA TCA AAG GGA CAG AA-3

Human

Tabelle 3: Primersequenzen zur Amplifikation der hin- und ovarspezifischen Aromatasepromotoren

38




Material und Methoden

Bmt | ) Bsm |
o Nhe || Blp | Fai | primer fy -> Mz | Bpu El Ahd |
= (GCIAGCTGAGCTTTATTTTCTTATAATTTGGCAAGAAATTTGGCTTTCAATTGGGAATGCACGTCACTCTACCCACTCAAGGGCAAGATGATAAGGTTCTATCAGACCAAGCGTCTAAAG
> S e S S e
F CGATCGACTCGARA T AR A AGAA T AT TAAACCGT TCT T TAAACCGARAGT TAACCCTTACGTGCAGTGAGATGGGTGAGT TCCCGTTCTACTATTCCAAGATAGTCTGGTTCGCAGATTTC
1 A S5 A L F 5 Y N L A R N L A F N W E c T 5 L 2 P L K G K M I R F Yy Q T L$ R L K
2 L A E L Y F B I | w Q E | W 1 5 | G N A R H 3 T H 5 R A R G 5 I R 2 5 v R
3 G L 5 F | F L F G K K F G F aQ L G M H Vv T L P T 4 6 4 D D K v L 5 D Q@ A s K
:
o Byl 1l Bel | Psi |
5 GAACCTGRGACTCTACCAAGETCAGARATGCTGCAAT TCAAGCCARRACGATC T T TCTIGEGC T TCCTTGT T TTGACT TGTAACCATARATTAGTCTTGCCTARATGTCTGATCACATTAT
- T T e ST
E CTTGGACTCTEAGATGETTCCAGTCTTTACGACGTTAAGT TCEGET TTTCTAGARAGAACCCCAAGGAACAARACTGAACATTGETATTTAATCAGAACGGATTTACAGACTAGTECTAATA
o I ovary aromatase exon 1d
1 E P E ¥ L P R 5 E M L a ¥ K P K D L § W A S L F L v T | N 5 c L N WV S H Y
2 N L R L ¥ Q & a K € C N s 5 Q K | F L G L P e k D L P I 5 L A M s D H I
3 G T D 5 T K v R N A A | o A K R 5 F L G F L v L T c N H K L v L P K c L I T L
o
Bsr Gl Acu | Xho |

oy AAMACAGTAAGTGAATCTGTACTETACAGCACCCTCTGAAGCAACAGGAGC TATAGATGAACCTTTTAGCGEGCATTCTGTAATTTTTCTGTCCCTTTGATTTCCACAGCTCGAG

& : 1 : 1 ' 1 " 1 : 1 L ' ' 3 ' ! : 1 : 1 ' 1
1 1 T 1 t t 1 1 1 t 1 T 1

T T T T T T T T T
3 TTTTGTCATTCACTTAGACATGACATGTCGTGEGAGACTTCGTTETCCTCGATATCTACT TGGARRATCCCCTARAGACAT TARNAAGACAGECRARACTARRGETGTICGAGETC )

a Twary aromatase exon 1d > < primer rv
1 K T v s E S V L ¥ s T L S N R S5 Y R T F . G | L . F F C P F D

2 K Q vV N L ¥ €C T A P S E A T G A | D E P F R G F C N F S ¥ P L I

3 N5 K I C T Vv @ H P L K @ @ E L M N L L G D S V | F L 5 L

a

Abbildung 7: Sequenz des ovariellen Promotors, damittels spezifischer Primer amplifiziert wurde
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Abbildung 8: Sequenz des hirnspezifischen Aromataseromotors des Exon |, nach Honda et al. 1994,
BBRC (Abb.3): “5' flanking region of brain exonl”
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2.2.3.4 Herstellung von cDNA fir RT-PCR mittels Regrser Transkription

Mit Hilfe der Reversen Transkriptase (Superscripi®Reverse Transkriptase, Invitrogen)
wurde eine komplementare cDNA zur isolierten mRNAtallt. Dieses virale Enzym (aus
dem Moloney Murine Leucemia Virus) ermoglicht hierbdas Umschreiben der als
Ribonukleinsdure kodierten Information in Desoxgnhkleinsaure, welche dann mittles PCR

problemlos vervielfaltigt werden kann.

Fur die Bindung der Primer wurden jeweils 1pg RN dinzelnen Gewebe mit DEPC auf
10ul aufgefillt und durch 0,5ul Oligo dT-Primer @ngt. Dieser Primer besteht aus mehreren
Thymidinen, die an den Poly-A-Schwanz der mRNA bimdund damit der Reversen
Transkriptase die Kodierung entlang der gesamteiNMBis zu deren 5-Ende ermdglicht.
Das Gemisch wurde fur 10 min. bei 65°C erhitzt, dra Sekundarstrukturen der RNA
aufzuschmelzen und die Primer hybridisieren zu elassim Anschluss wurde kurz
zentrifugiert.

Fur die Bildung der cDNA wurden dann 9,6l Masteriméstehend aus Nukleotiden, Puffer,
einem RNase-Inhibitor und der Reversen Transkrgptasdem Gemisch gegeben.

Es wurde fur 60 min. bei 37°C und nachfolgend fimis. bei 95°C inkubiert. Dann wurden
die Proben auf Eis gestellt.

Mastermix fur cDNA Bildung

10 mM dNTPs: 1,6ul
5x conc. Puffer: 4,0ul
Superscript: 2,0ul
DTT (0,1M) 2,0ul

2.2.3.5PCR

Nachweis der Reelin mRNA

Die Polymerase-Ketten-Reaktion wurde fiur den spetien Reelin mRNA Nachweis
angewendet. Die mittels reverser Transkriptaseldgtiei cDNA wurde hier mit Primern fir
Reelin-mRNA spezifische Sequenzen vervielfaltigt.
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Herstellung der Promotorkonstrukte

Fur den Klonierungsschritt im Luciferase-Versuclelfe unten) wurden als gewlnschte
Gensequenzen die Aromatase-Promotoren aus dem Ké&xdrsamplifiziert.

Die PCR dient der Amplifikation gewlnschter Gensamqen und hat eine hervorragende
Bedeutung in der molekularbiologischen Diagnostik &orschung.

Der typische Ablauf der PCR beinhaltet drei Phaserder Denaturierungsphase bei hohen
Temperaturen kommt es zu einer Auftrennung der DBM@inge. Das Annealing dient dem
Anlagern und Hybridisieren der eingesetzten Priored in der Elongationsphase kommt es
schlie3lich zur Synthese eines komplementaren D&Kes durch die verwendete Thermus
Aquaticus (Taq)-Polymerase.

Diese hitzestabile DNA-Polymerase hat ihr Arbeitsopm bei 72°C und arbeitet mit einer
5°3"-Polymeraseaktivitat. Gewohnlich werden die i dRCR-Phasen in 20-30 Zyklen
durchlaufen, welche es ermoglichen, eine sehr ghd&aege der gesuchten DNA-Sequenzen
aus dem eingesetzten Material zu erhalten.

Als Primer werden synthetisch hergestellte Oligdeotide verwendet, die spezifisch an
gewlnschte DNA-Sequenzen binden und somit die leziervielfaltigung ermdglichen.
Hierbei werden die Einzelstrdnge der gesuchten &grez bei doppelstrangig vorliegender
Ausgangssubstanz jeweils von einem eigenen Prianakiért.

Die PCR wurde in einem Thermozykler mit einem PCRsMrmix durchgefuhrt (Taq
Polymerase PCR Master Mix (2x); Genaxxon). Pro Gemend Primer wurden die Ansatze

jeweils auf Eis zusammenpipettiert, kurz gevortend zentrifugiert.

Zusammenstellung der PCR-Ansétze
<lpg DNA

0,1-0,5uM Primer

ad 20ul HO

20ul 2x Mastermix

Inhalt des Taq Mastermix (2x): Taq DNA PolymeraggsOunits/pl, Tris HCIl: pH 8,8,
Tween-20: 0,02 %, Mg@I3mM, dNTPs: jeweils 0,4mM
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2.2.3.6 DNA Gelelektrophorese

Die DNA Gelelektrophorese wurde durchgefuhrt, unbedsschritte mit PCR-Produkten,
Vektoren und Restriktionsendonukleasen zu konénah. Bei dieser Methode kommt es zu
einer Auftrennung der eingesetzten DNA-Fragmenthnlarer GréRe in einem elektrischen
Feld. Das in dem Gel vorhandene Reagenz Ethidiumibranterkaliert mit der Nukleinsaure
und macht sie dem Beobachter dadurch unter UV-lsdtitbar. Durch parallele Einbringung
von Markern (z.B. 1kb-Plus, Invitrogen) mit bekamt Laufmuster ist eine

GroRRenzuordnung der untersuchten Fragmente moglich.

Die Gele zur Auftrennung der DNA hatten einen Agaanteil von 1%. Fur die Herstellung
von 2 kleinen Gelen wurde 1g Agarose in 100ml OMBE gemischt, fur 1,5 min. in der
Mikrowelle aufgekocht, kurz abgekuhlt und mit 1,&thidiumbromid versetzt. Dann wurde
das Gel in die Kammern gegossen und die Aushaahbggwartet.

Die Auftrennung wurde bei 60-100V durchgefuhrt. \dd@m Einbringen der Proben wurden
diese noch mit einem Probenpuffer (DNA Loading-Bye Fermentas) versetzt.

Die Dokumentation der Gele erfolgte an einem U\elimit angeschlossener Kamera.

2.2.3.7 Extraktion von DNA-Fragmenten aus dem Gel

Die gewinschten DNA-Banden wurden unter dem UV{iisaus dem Agarosegel
herausgeschnitten, aus dem Gel isoliert und gegtej@iIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen).
Hierbei wurde nach dem Protokoll des Herstellergggangen.

2.2.3.8 DNA Ligation

Bei der im Zuge der Klonierung ausgefiihrten Ligatigligare” lat. fur binden) werden
bestimmte DNA Sequenzen in Form eines Inserts iméne Vektor zusammengebracht. Die
hierbei entstehenden neuen Genkombinationen weddech die Aktivitat von Ligasen

ermdglicht, die komplementéare Stlicke zusammenféganen.

Fur die Herstellung der Promotor-Luciferase Korlggukam es zu zwei verschiedenen

Ligations-Ansatzen.
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Die mittles PCR vervielfaltigten Gensequenzen figr Eromotoren der Aromatase wurden
zunachst in einen Cloning Vektor (pDrive Cloning ctw, Qiagen) subkloniert. Die
typischerweise bei der PCR entstehenden AdenosamHiange an den 5°- und 3'-Enden der
DNA (bei Verwendung einer Polymerase ohne ,pro@fdieg“) verbinden sich hierbei mit
hoher Spezifitat mit den Uridin-Uberhdngen an denerhen Vektor und bilden so ein
kloniertes Plasmid.

Die Ligation in den pDrive Vektor erfolgte nach Edle 4 und anschlieRender Inkubation bei
4°C Uber Nacht. Danach konnten die Plasmide furTdamsformation in kompetente Zellen

verwendet werden.

Insert pDrive Vektor| H,O 2x Ligations- Mastermix
Ovar PCR Fragment: 1l 1pl 3ul 5ul

Gehirn  PCR  Fragment:1pul 4ul 5ul

Sediment

Tabelle 4: Ligationsansatz der ovar- und hirnspezifchen Promotoren in den pDrive-Vektor

Die Ligation in den fiur den Luciferase-Assay ausglelen pGL3 Vektor (Promega) erfolgte
nach parallelem Verdau des Inserts und des VekbardNhel und Xhol in einem molaren

Verhaltnis von 3:1 (Insert zu Vektor).

2.2.3.9 Transformation von Vektoren in kompetente £llen

Fur das Einbringen gewiunschter DNA durch Vektorebakterielle Zellen (Transformation)
wurde die kompetente Zelllinie XL1-Blue der E.cadirwendet.

Von dieser wurde je Transformationsansatz ein Aligonit 100ul Zellen aus dem -80°C
Eisschrank entnommen und fur 10 min. auf Eis utdmhtem Aufschitteln aufgetaut. Es
wurde 1pl DNA aus dem Ligationsansatz zu den Zglipettiert und sanft vermischt. Nach
30-mindtiger Inkubation auf Eis wurde das Gemisah9d0 sek. im 42°C warmen Wasserbad
schockerhitzt und im Anschluss erneut fur 2 mirf.E8a abgekuhlt. Zu jedem Ansatz wurden
900u! LB-Medium ohne Antibiotika hinzugegeben und dentrifugenréhrchen fir 1h bei
37°C und 225 U/min. im Schdttler inkubiert, um eiB&pression der Resistenzgene zu
ermdglichen.

Nachfolgend wurden 20ul und 100ul des bakterieigeadt Mediums mit dem Drigalski
Spatel auf Ampicillin-haltigem Agar ausgestrichédie Bakterien wurden tber Nacht bei
37°C kultiviert.
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2.2.3.10 Préaparation von Plasmid-DNA durch Alkalisbe Lyse

Fur die Praparation von Plasmid DNA aus Bakteriémken wurden kommerziell verfiigbare
Reiningungskits verwendet. Diese basieren grunligétauf der Methode der alkalischen
Lyse, gekoppelt an die Isolation der Plasmid-DNAtets Silica-Membranen (Miniprep) oder
Anionenaustauscherharzen (Midiprep).

Die alkalische Lyse (Birnboim u. Doly 1979) ist bewie Standartmethode zur Praparation
von ringférmiger DNA. In einem ersten Schritt wemddie Bakterien durch Zugabe von
EDTA, SDS und Natronlauge in einer stark alkalistchésung lysiert und die Proteine und
DNA denaturiert. Die Zugabe von Kaliumacetat flguteiner Ausfallung von Proteinen und
chromosomaler DNA, wahrend die Strange der PlagdiNé- nach der Neutralisierung des
pH-Wertes wieder hybridisieren kénnen. Bei der falgenden Zentrifugation bildet die
ausgefallte DNA mit den Proteinen und Zelltrimmein Sediment, wahrend sich die
Plasmid-DNA im Uberstand befindet.

Diese wird dann nach Uberfiihrung des Uberstandesiria Trennsaule isoliert und mit

Ethanol gewaschen, um restliche Verunreinigungeertiernen.

Miniprep:

Fur die Miniprep wurde ein hierfur etabliertes Rgumgskit verwendet (GeneJET ™ Plasmid
Miniprep Kit, Fermentas).

Einzeln gewachsene Kolonien der nach der Transtiwmaauf Agarosegel angelegten
Zellkultur wurden mit einer sterilen Pipettenspitdgyehoben und jeweils 3ml LB-Medium +
Ampicillin (100pg/ml) angeimpft. Es folgte die Inkation Gber Nacht im Schiittler bei 37°C
und 225 U/min.. Jeweils 1ml der Bakterienkultur deiin Zentrifugenréhrchen tberfihrt und
fur 3 min. bei 8000 U/min. und RT zentrifugiert.eDnachfolgenden Schritte wurden nach

Protokoll des Herstellers durchgefuhrt und basneaigf dem oben genannten Prinzip.

Midiprep:

Die Midiprep dient der Gewinnung groRerer Mengen Riasmid-DNA mit hoher Reinheit.
Auch fur dieses Verfahren wurde ein kommerzielladtithes Kit verwendet (HiSpeed®
Plasmid Purification, Qiagen).

Das genetische Ausgangsmaterial fur die Midi-Prepde nach dem Kontrollverdau der
Plasmide der vorangegangenen Mini-Prep ausgewdlibne, die das gewilnschte

Bandenmuster im Kontrollgel zeigten, wurden eirreeaten Wachstumsphase unterzogen.
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Hierfir wurden 100ul aus der Kultur der selektieriakterienkolonie in 50ml LB Medium
(100pg/ml Ampicillin) gegeben und Utber Nacht im &tler bei 37°C und 225 U/min.
inkubiert.

Dann wurden die Kulturen in einen 50ml Greiner @ilget und fir 15 min. bei 5000 U/min.
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfied die Zellen auf Eis gestellt.

Die Durchfihrung der Methode erfolgte dann nach gdben aus dem Handbuch des

Herstellers basierend auf dem oben beschriebemnenigr

2.2.3.11 Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Quantifizierung der DNA erfolgte im Photometieei verschiedenen Verdinnungen
(1:100 oder 1:50). Als Leerwert wurden 100p0Hverwendet.

Das zugrundeliegende Prinzip der Konzentrationghesing von Nukleinséduren basiert auf
der Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei eivetlenlange von 260nm, bei der Purin-
und Pyrimidinbasen ihr Absorptionsmaximum fur U\chi haben.

Die Konzentration der Nukleinsaure errechnete siahn durch Multiplikation der OD bei

260nm mit dem Verdinnungsfaktor (V) und einem figr jdweilige Nukleinsaure typischen

Multiplikationsfaktor (F):

CDNA [ug/ml] = ODyeox V X F
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3. Ergebnisse

3.1. Nachweis von Reelin in den Gonaden

3.1.1 Protein-Nachweis durch Western-Blot

Eine elementare Voraussetzung fir die BeeinflusslangAromataseaktivitat durch Reelin ist
das Vorhandensein von Reelin im untersuchten Gewebe

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war daher der Nachwen Reelin in allen gonadalen
Geweben.

Es wurden Zellhomogenate von Ovarien, Hoden unceNletden angefertigt (siehe Material
und Methoden). Zellhomogenate aus Hippocampus©ddex, beides Gewebe bei denen das
Vorhandensein von Reelin nachgewiesen ist, wurtieR@sitivkontrollen verwendet.

In einer ersten experimentellen Reihe wurde vetsudas gonadale Reelin mittels
Immunprazipitation (IP) nachzuweisen. Hierzu wurd@&chst untersucht, ob sich Protein A
oder Protein G besser zur Reelin-Préazipitationesign

Das Ovar wies bei dieser Methode, parallel zum Bigapnpus-Protein, das Reelin-spezifische
Bandenmuster auf (Abbildung 9a-b). Es ist durchi greminente Migrationsbanden mit
einem Molekulargewicht von 160 kDa, 310 kDa und 4P@ gekennzeichnet (Lambert et al.
1999). Im Nebenhoden und Hoden war der Nachweiwisciger und es konnte nur schwach
die 160 kDa Bande, die ein proteolytisches Spallpkb des Reelins ist, nachgewiesen
werden (Abbildung 9b). Aufgrund der Ergebnisse vweuRrotein G fir alle weiteren IP-

Experimente verwendet (siehe Abbildung 9a).
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A B

ProtG ProtA ProtG ProtA Rn Co RIn Co RIn Co RIn Co
Co RIn Ce RIn Co RIn Co RIn ;
J E . : b -

N ) LI h.

Testis Epidydimis Ovar Hippocampus

Hippocampus Ovar  Ovar

Abbildung 9a-b: Immunprazipitation von Proteinlysaten durch den Anti-Reelin-Ak MAB5364

500ug Proteinlysat (Ratte) aus Hippocampus und (\esowie zusétzlich Hoden und Nebenhoden (B) ward
mit unspezifischem Mause Ig-G vorgereinigt und damh5ug spezifischem Anti-Reelin-Ak (RIn), odertmi
5ug unspezifischem Maus-IgG als Kontrolle (Co) imikut. Antikdrper und Igs waren an Protein A undA3
oder nur an Protein G (B) gebunden. Die Proben gudurch SDS-Page aufgetrennt und mittels Nassbiiot
eine Nitrozellulosemembran tbertragen. Der Nachedgte mit dem Anti-Reelin-Ak.

(A) Vergleich der Préazipitationsergebnisse von &roA und Protein G:

In Ovar und Hippocampus (=Positiv Kontrolle) zeiggch die Reelin-typischen Bandenmuster bei detérp
die mit dem Reelin-Ak prazipitiert wurden (RIn).eDiediglich mit Mause-Serum prazipitierten Konteoll(Co)
zeigten diese Banden nicht.

(B) Nachweis in allen Geweben mit Protein G:

Reelin-typische Bandenmuster zeigen sich in Ovarhiippocampus, bei Préazipitation mit dem Anti-Re-elk
(RIn). Im Nebenhoden und Hoden zeigt sich hierdkch die proteolytische Produktbande von 160kD& D
Kontrollen mit Mause-Serum (Co) zeigen keine deelRetypischen Banden.

In weiteren experimentellen Reihen wurde versudet Nachweis zu optimieren. Beste
Ergebnisse wurden durch die Prazipitation der Rrab# Methanol nach Smalheiser (2000)
und die Visualisierung des Bandenmusters mit Fenale eine sehr sensitive
Lumineszenzlésung erreicht. Die deutlichsten Sgmahielt man im Nebenhoden und Ovar,
wo die grol3ten Mengen an Reelin nachzuweisen wdeeninge, an der Nachweisgrenze
liegende Mengen, konnten aber auch im Hoden nadkgew werden, was inshesondere im
Rattengewebe gut gelang (siehe Abbildung 10). 8takkorhandensein der 160kDa Reelin-
Bande weil3t in diesen Versuchen auf proteolytip@tung von Reelin hin.
Zusammenfassend kann aufgrund der Befunde gesaglemvedass das charakteristische
Bandenmuster des Glykoproteins Reelin im Westeot-Bl allen drei gonadalen Geweben

(Hoden, Nebenhoden, Ovar) von Maus und Ratte nagbgen werden kann.
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O L
4§ TSl [
-|~ i b, e ‘—1BDkDa

Ratte Maus Ratte

Abbildung 10: Western Blots mit dem Nachweis von Rdin-Protein in Ratten- und Mausgewebe

Aus Ratten- und Mausgewebe (jeweils 3 Monate alifjden Proteinlysate gewonnen. Von diesen wurden
jeweils 80ug Protein (Hippocampus=40ug) mit Methgo@zipitiert und im SDS-Page aufgetrennt. Mittels
Nassblot wurden die Proteine auf eine Nitrozelleldembran transferiert und mit dem monoklonaleni-Ant
Reelin-Ak MAB 5364 nachgewiesen.

Ovar, Nebenhoden, Hoden und Hippocampus zeigeredimtypischen Banden bei 420, 310 und 160kDa. Die
gréRte Menge an Reelin in den Gonaden befindetisidBvar und Nebenhoden.

3.1.2 Nachweis von Reelin mRNA

Da Reelin auch im Blutserum vorhanden ist (Smadregs al. 2000), sollte Uberpruft werden,
ob die Ergebnisse im Westernblot auf im Blut zidkdndes Reelin oder auf
organspezifisches Reelin zurtickzufiihren sind.

Hierfir wurde die RNA aus Rattengewebe isoliert wride reverse Transkription mit
anschlieBender PCR durchgefihrt (siehe 2.2.3.2uh48.5).

Fur diesen Nachweis wurden drei unabhangige Priaaeep konzipiert, die Intron

Uberspannend spezifisch an die angegebenen Sequeimzien (Abbildung 11). Durch die

Auswahl introntuberspannender Primer wurde garanttass nur ein Nachweis des RNA
Transkripts erfolgte und Spuren genomischer DNA déamchweis nicht verfalschten.

Genomische DNA héatte zu PCR-Fragmenten der GréRe1@2 kb, 8,9 kb und 2,9 kb

gefluhrt.

Mittels DNA Gelelektrophorese wurden die PCR Prdduikn Anschluss der Grof3e nach
aufgetrennt und analysiert.
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Reelin cDNA Ratte (11,453 kb)

bp 1. ... 11453

1:PCRA477: bp 468—- bp 945
2: PCR 659: bp 6143 — bp 6802
3:PCR 417: bp 9772 — bp 10189

Abbildung 11: Reelin cDNA der Ratte und die Sequeren der drei ausgewahlten introniiberspannenden
Primerpaare

Strategie zur Lokalisation der PCR-Produkte auf Reelin cDNA zum Nachweis der RNA im untersuchten
Gewebe.

Bei allen der drei eingesetzten Primerpaaren kanmeOvar, Hoden, Nebenhoden und dem
Hippocampus (Kontrolle) die PCR-Produkte der eretart Gréf3e nachgewiesen werden
(Abbildung 12a-c).

Obwohl es sich hierbei um einen qualitativen Nadbwandelt war auffallig, dass sich die
Intensitat der Signale in den Kontrollgelen dersebiedenen Organe sehr unterschiedlich
darstellt. Analog zu den Untersuchungen auf Prefidiene waren innerhalb der gonadalen
Gewebe in Ovar und Nebenhoden die starksten Sigonatehen, wahrend die hippocampalen
Gewebe als Positivkontrollen noch intensivere Sg@adgaben. Das schwachste Signal ging
erneut vom Hoden aus, ein direkter Vergleich dengBedukte von Hoden und Nebenhoden
zeigt dieses in Abbildung 13.

Diese organspezifischen Unterschiede der Reelin AxEkpression konnten zusétzlich in
einem semiquantitativen Nachweis gezeigt werderbildbng 14). Die Reelin cDNA der
untersuchten Gewebe wurde mit dem Primerpaar 6539ielf@ltigt und 18s rRNA als
endogene Kontrolle verwendet. Die PCR-Produkte emirénschlielend im DNA-Gel
aufgetrennt und die Signalintensitat der Banden dein Computerprogramm ,ImageJ”
(National Institute of Health) analysiert. Der Naheden zeigte im Vergleich zum Hoden ein
3fach starkeres Signal und unterstutzt die vorlearBeobachtungen (Abbildung 14Db).

Bei Verwendung der Primerpaare fur die PCR 477 ewethe weitere Bande in Ovar und
Nebenhoden von etwa 800 bp detektiert (Abbildung),l8eren Identitdt im Rahmen dieser
Arbeit nicht geklart werden konnte.
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PCR 477

HC

PCR 659
HC

bp
Ep Ts O y Ov ¢ bp Ep Ts 0 < ov ¢
1650

1000
850
650
500
400
300
200

PCR 417 Abbildung 12a-c: Nachweis Reelin-spezifischer
HC cDNA mittels PCR mit den Primerpaaren 477, 659
und 417
bp Ep Ts + ov ¢ PCR mit 25 Zyklen. Die RNA wurde aus

verschiedenen Geweben isoliert: Ep=Epidydimis

1000 (Nebenhoden), Ts=Testis (Hoden), HC=Hippocampus,
850 Ov=Ovar. Mittels reverser Transkription wurde
850 komplementéare cDNA aus je 1ug der isolierten mRNA
500 gebildet. Die Reelin cDNA wurde mit spezifischen,
0 intronliberspannenden Primerpaaren mittels PCR
Sn vervielfaltigt. Es zeigen sich unterschiedlich kear

Signale fiir die verschiedenen Gewebe. Ovar und
Nebenhoden zeigen eine hdhere Signalintensitat als
Hoden.

200
100

Die Ergebnisse der Untersuchung zeigen das Vorimaede von Reelin-kodierender mRNA
in den Gonaden. Zusammen mit dem Nachweis desrRemdieins zeigen diese Ergebnisse
eindeutig, dass Reelin in allen gonadalen Gewelmwhanden und nachweisbar ist. Eine
Wechselwirkung von Reelin und Aromatase ist sontighich und steht im Einklang mit der
Arbeitshypothese einer Beeinflussung der Aromatiaseh Reelin.
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PCR 27 Zyklen

Ep Ts Ep Ts
417 417 659 659

1000

Abbildung 13: Vergleich der Menge an PCR-Produkten aus Reelin-spezifischer cDNA mit den
Primerpaaren 417 und 659 in Nebenhoden und Hoden
Es zeigen sich fur die jeweiligen Genprodukte inbé&lghoden deutlich stérkere Signale als im Hoden.

A

PCR 659

HC

rin

188

Reelin/18S
45
4
w 3.5
2
3 3
£ 251—
5 5 -
=
.‘E 1,3 —1 —
g i -
0,5 +— —
0 . . . .
Ep Ts HC. m HC, W ov

Abbildung 14a-b: Semiquantitativer Nachweis von Rd@ cDNA in verschiedenen Organen mittels PCR
(A) Reelin cDNA aus Nebenhoden (Ep), Hoden (Ts)pdigampus (HC) und Ovar (Ov) wurde mit dem
Primerpaar 659 vervielfaltigt. Als endogene Korgol wurde die 18s rRNA verwendet.
(B) Die Bandenintensitat der PCR-Produkte wurde jmtageJ“ analysiert und mit der Intensitat von 18S
verrechnet. Dargestellt sind die Werte der Orgam® €rhaltnis zum Hoden.
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3.2 Untersuchung der Reelinwirkung auf die Aromatasaktivitat in Aromatase-Assays

In den Versuchen wurde sowohl die Ostrogenbilduelipss, als auch die Aktivitat der

Aromatase gemessen. Um die Wirkung von Reelin aifOdtrogenbildung zu untersuchen,
wurden ostrogenbildende Zellkulturen mit Reelirdeomit GFP-konditioniertem Uberstand
als Kontrolle, behandelt und die Aromataseaktivgi@tinessen. Als Zelllinien wurden humane
Chorionkarzinomzellen (JEG3) und Granulosazelles eimem humanen Ovarialkarzinom
(KGN) verwendet. Die Anwendung beider Zelllinienndle bereits in Assays zur Aromatase-
Bestimmung beschrieben (Drenth et al 1998, Nislkdle2001). Die Eignung der Zellen fur

die Versuche beruht vor allem auf der hohen AnzahlAromatase-bildenden Zellen bei
weitgehend aufrechterhaltenem physiologischem Biiesomonproduktionsmuster und guter

Kultivierbarkeit.

3.2.1 Bestimmung der Aromatase-Aktivitat nach Lepha und Simpson (1991)

Zur Bestimmung der Aromatase-Aktivitat wird bei sken radioaktiven Assay ein mit Tritium
(*H) markiertes Androstendion als Substrat der Arasmtverwendet. Im Laufe der
Enzymreaktion wird dieses so umgewandelt, dassoa#tives, *H-markiertes Wasser
entsteht, das als Mal3 der Enzymaktivitah@ounter gemessen werden kann.

Genauere Beschreibungen zum Reaktionsverlauf unBetuandlung der Zellkulturen bis zur
Messung der Radioaktivitat der einzelnen Probed &im Material- und Methodenteil zu
finden (Abschnitt 2.2.2.5).

Zur Etablierung des Assays wurde in ersten Experiereneben der Behandlung der Zellen
mit Reelin auch der Aromatase-Inhibitor 4-Hydroxgakostendion (Formestan) verwendet,
der die Substratbindestelle des Enzyms irreverdimkiert. Formestan behandelte Zellen
zeigten erwartungsgemal eine deutliche Hemmungmgymaktivitat (Abbildung 15a-b). So
ging die Anzahl der gemessenen Counts fast aufNilsau nicht radioaktiv behandelter
Zellen zurlck. Die Funktionalitat des Assays fulmibitoren der Enzymfunktion konnte somit
sichergestellt werden.

Da das Formestan in Ethanol geldst werden mussieleaparallel auch das Medium einiger
nicht Formestan behandelter Zellen mit 0,075%igenthaiol angereichert. Die
Enzymaktivitat dieser Kontrollzellen war vergleienbmit der Aktivitdt von Zellen ohne

Ethanolzusatz.
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Um im Zuge der Etablierung des Assays auch erstechatzungen der Auswirkung von
Reelin auf die Aromataseaktivitat zu erlangen, eardellkulturen mit oder ohne Reelin in
serumfreiem Medium fur 3:30h und 16h (JEG3-Zellbm)v. 4:30h und 16h (KGN-Zellen)
inkubiert und®H-markiertes Wasser nach Inkubation von 1h mitaaktivem Androstendion
(A*) im B-Counter bestimmt. Hier zeigten sich keine erhélgliic Unterschiede zwischen den
Vergleichsgruppen (Abbildung 15a-b).

Nach 3:30h bzw. 4:30h konnte eine Tendenz der flinclulder Aromatase durch Reelin in
JEG3 bzw. in den KGN-Zellen beobachtet werden. Zidlen, die in serumfreiem Medium
inkubiert wurden, zeigten eine geringere Aromatiipétit als Kontrollen in serumhaltigem
Medium. Da im Serum (FCS) jedoch Faktoren enthadted, die moglicherweise regulierend
auf die Aromataseaktivitat einwirken kénnten (Zytekund Hormone), sollten die Versuche
maoglichst in serumfreiem Medium durchgefuhrt werdéféhrend die JEG3-Zellen kirzere
Inkubationszeiten in serumfreiem Medium gut Ubeddab waren langere Inkubationszeiten
(16h) jedoch letal (Abbildung 15a).

Der Vergleich von KGN-Zellen mit 4:30h und 16h gefteier Behandlung zeigte ebenfalls
eine Abnahme der Aktivitat mit zunehmender Inkutnagzeit. Die KGN-Zellen waren im
Vergleich zu den JEG3-Zellen aber auch nach 16haBdlbingszeit noch vital und ihre
Aromataseaktivitdt konnte bestimmt werden (Abbilglutbb). Eine Tendenz der Induktion
der Aromatase durch Reelin war nach dieser langianbkationszeit nicht mehr erkennbar.
Zusammenfassend kann aus dieser experimentellén gaagt werden, dass nach 3h bis 4h
Inkubation mir Reelin eine tendenzielle Induktioer dAromatase gemessen werden konnte.
Obwohl die Ergebnisse mit KGN-Zellen und JEGS3-Zelleergleichbar sind, fallt bei
Betrachtung der Ordinate auf, dass fir KGN-Zellast fum ein hundertfaches niedrigere

Werte als fiir die JEG3-Zellen erzielt wurden.
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Aromatase-Assay JEG3
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Inkubationsbedingungen:
12000 A
2-4: | Serumhaltiges Medium
10000 3:30h; 16h ]
5-8: | serumfrei
% mit/ohne Reelin
=
S 8000 -
o
a
|2]
<
§ 6000
T
o,
4000
2000 A
0 . . [T .
kalte Zellen ohne Reelin, mit ohne Reelin, mit Formestan 3:30h serumfrei  3:30h serumfrei 16h serumfrei mit 16h serumfrei
Serum Serum + 0,075% mit Reelin ohne Reelin Reelin* ohne Reelin*
EtOH
1 2 3 4 5 ] i 8
Aromatase-Assay KGN
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kalte Zellen ohne Reelin, mit ohne Reelin, mit Formestan 4:30h serumfrei  4:30h serumfrei 16h serumfrei mit 16h serumfrei
Serum Serum + 0,075% mit Reelin ohne Reelin Reelin ohne Reelin
EtOH
1 2 3 4 4] F 7 a

Abbildung 15a-b: Etablierung des Assays mit JEG3-(Aund KGN-Zellen (B), n=3

JEG3 und KGN Zellen wurden mit oder ohne Reelimsdrei fur die angegebenen Zeiten inkubiert. AuBerd
wurden Kontrollzellen in serumhaltigem Medium inieth. Anschlie@Bend wurde mit radioaktivem
Androstendion (A*) fur eine weitere Stunde inkubiand mittels Bestimmung der Aktivitdt des radioedn
Wassers (cpm, Counts per Minute) im Aromatase-Ass@mch Lephart und Simpson (1991) die
Aromataseaktivitat indirekt gemessen. Um die Fumdlitat der Methode zu uberpriifen, wurden einige
Kulturen mit dem Aromatase-Hemmer Formestan (inHEff@l6st) inkubiert (zeitgleich mit A*).

*JEG3-Zellen nach 16h serumfreier Inkubation tather keine Messung.
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In  weiteren Versuchen wurde die Aromataseaktivitainter verschiedenen
Inkubationskonditionen bestimmt, wobei die Inkubasizeiten mit Reelin und die mit dem
radioaktiven Androstendion variiert wurden. Zielrves, die Messbedingungen zu optimieren
und zu untersuchen, ob in Abhéangigkeit von den Bdhmgsbedingungen signifikante
Unterschiede in der Enzymaktivitat zwischen Reelind GFP-behandelten Zellen erzielt
werden konnten. GFP-konditionierter Uberstand au&K+Zellen wurde verwendet, um
maoglicherweise sezernierte Nebenprodukte wahrend Rezlinbildung (ebenfalls durch

HEK-Zellen) auch im Kontrollmedium vorzufinden.

So wurden JEG3-Zellen und KGN-Zellen verschiedery I&IEG3: Oh-8h; KGN: 4 und 18h)
mit Reelin- bzw. GFP-konditioniertem Medium vorbefelt und die Aromataseaktivitat
gemessen. Es zeigte sich hierbei kein Unterschiegchen den Werten Reelin- und GFP-
behandelter Zellen (Abbildung 16a-b).

Bei JEG3-Zellen war die hochste Aromataseaktivitzéith 8h Vorinkubationszeit messbar.
Eine 1-4-stindige Vorinkubationszeit fuhrte zu einedrigeren Aktivitat als bei Zellen, die
direkt ohne Vorbehandlung fur eine Stunde mit Asteadion und Reelin-/GFP-haltigem,
serumfreiem Medium inkubiert wurden (Abbildung 16&8ei den KGN-Zellen war die

maximale Aromataseaktivitat nach 4h messbar. E&astiindige Vorinkubationszeit fuhrte zu
einer starken Abnahme der Enzymaktivitat (Abbilduréb), was vermutlich wiederum auf
eine verminderte Zellzahl nach der langen serumrireinkubationszeit der Zellen

zurlickzufiihren ist.

Die induzierende Wirkung von Reelin auf die Aronsaaktivitat in KGN-Zellen nach

kurzerer Inkubationszeit (4h30; Abbildung 15b) ktmmicht reproduziert werden (4h;
Abbildung 16b).
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JEG3: Reelin/GFP Zeitkinetik

14000

Inkubationsbedingungen:
12000 A

Oh bis 8h
mit Reelin/fGFP

10000 1

8000 T

6000 -

[3H] Counts Per Minute

4000 -

2000 H

Reelin GFP Reelin 1h GFP 1h Reelin 2h GFP 2h Reelin 4h GFP 4h Reelin 8h GFP 8h
zeitgleich mit  zeitgleich mit
A* A*

KGN: 4h und 18h Reelin/GFP

Inkubationsbedingungen:

500

4h; 18h
mit Reelin/GFP

450

400

350

300

250

200 A

[3H] Counts Per Minute

150

100

50

0

kalte Zellen Reelin 4h

Reelin 18h GFP 18h

Abbildung 16a-b (A) JEG3-Zellen; Zeitkinetik fir di e Inkubation mit Reelin/lGFP, n=3

(B) KGN-Zellen; Inkubation fuir 4h und 18h mit Reelin/GFP im Vergleich, n=5
Vorinkubation der Zellen mit Reelin/GFP fir die aggbenen Zeiten. AnschlieBend Inkubation mit
radioaktivem Androstendion in serumfreiem, ReetfP-haltigem Medium far 1h.
Kalte Zellen = Zellmedium ohne Radioaktivitat.
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Da radioaktives Wasser als Readout-System fur d@mataseaktivitat genutzt wurde, das
aus dentH-markiertem Androstendion stammt, wurde versudhg, Sensitivitat des Assays
duch Verlangerung der Androstendion-Inkubationszeierhéhen.

Fur den nachfolgenden Versuch wurde deshalb diebkationszeit mit Androstendion unter
Beibehaltung von Reelin/GFP auf 4h erhéht. Da di&NKzZellen im Mikroskop auch nach
12h Inkubationszeit noch vital aussahen wurde dignKubationszeit mit Reelin/GFP auf 9h
festgelegt.

Reelin-behandelte Zellen zeigten in diesem Versudheinem Mittelwert von 2613 counts
per minute (cpm) (x456) ein im Mittel um 367 cpmhkées Messergebnis als GFP-
behandelte Zellen (2246 cpm; +293) (Abbildung 1Dje Tendenz einer Aromatase-
stimulierenden Wirkung von Reelin ist hier erkemmbarreicht aber noch kein statistisch
signifikantes Niveau.

Die langere Inkubationszeit mit Androstendion féhzu einer starken Zunahme der counts
und versprach eine sensitivere Darstellung moglithgerschiede in der Enzymaktivitat. In
einer letzten experimentellen Serie wurde deshatbkid fir 1:30h, 4h und 20h mit
radioaktivem Androstendion inkubiert (Abbildung 18KGN-Zellen wurden fur die
angegebenen Zeiten direkt mit Androstendion in reéiem Medium inkubiert, dem
entweder Reelin oder GFP zugesetzt war. Innerhalb edsten vier Stunden nahm die
Aromataseaktivitat deutlich zu. Ein weiterer Angtieonnte auch nach 20h Inkubationszeit
gemessen werden (Abbildung 18). Zu allen untersuncEeitpunkten war jedoch erneut kein

signifikanter Unterschied zwischen Reelin- und GfgRandelten Zellen messbar.
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KGN: Reelin/GFP 9h + 4h Inkubation mit A*

3500 Inkubationsbedingungen:

3000 T o
mit ReelinfGFP

2500 A

N
o
o
o

1500 -

[3H] Counts Per Minute

1000

500 A

Reelin GFP

Abbildung 17: KGN-Zellen; Vergleich bei Inkubation mit Reelin/GFP fur 9h und A* fur 4h, n=9
KGN-Zellen wurden in serumfreiem Medium fur 9h niteelin/GFP und anschlieRend fir weitere 4h mit
radioaktivem Androstendion (+Reelin/GFP) inkubigkhschlieBend wurde im Aromatase-Assay nach Lephart
und Simpson radioaktives Wasser gemessen und deithglicekt die Aromataseaktivitéat bestimmt.

KGN: A* Zeitkinetik

4000

Inkubationsbedingungen:
3500 A

3000 A

2500

2000

[3H] Counts Per Minute

1500

1000

500 A

Reelin 1h30 A* GFP 1h30 A* Reelin 4h A* GFP 4h A* Reelin 20h A* GFP 20h A*

Abbildung 18: KGN-Zellen; Zeitkinetik fiir die Inkub ation mit radioaktivem Androstendion (A*), n=5
KGN-Zellen wurden fiir die angegebenen Zeiten mituisdreiem Zellmedium in Gegenwart von 50nM
radioaktivem Androstendion inkubiert. AuRerdem wam Medium entweder Reelin oder GFP zugesetzt. Im
Aromatase-Assay nach Lephart und Simpson wurdealitives Wasser gemessen (counts per minute) und
somit indirekt die Aromataseaktivitdt bestimmt. Dlargestellten Werte ergeben sich aus der Diffesrz
gemessenen Werte und der Leerwerte (nur Medium).
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Zusammenfassend konnte in diesen Versuchsreihedaniethode des Aromatase-Assays
nach Lephart und Simpson keine eindeutige Beewsiilng der Aromatase durch Reelin
nachgewiesen werden. Im direkten Vergleich von iRdethandelten und GFP behandelten
Zellkulturen bei verschiedenen Inkubationsbedingumgonnte in keinem Versuchsaufbau
ein wesentlicher Unterschied in der Aromatasedkiivbelegt werden. So waren sich die
Werte der jeweiligen direkten Vergleichsgruppenctiweg sehr ahnlich, unabhangig davon,
ob die Inkubationszeiten mit Reelin/GFP oder Antendion modifiziert wurden (Abbildung
15-18).

Durch die Versuchsergebnisse wird deutlich, dase &ietektion einer mdglichen
Beeinflussung der Aromatase durch Reelin mit didgethode sehr schwierig ist. Als
alternative Technik erfolgte im Anschluss die Megsuder Aromatase-Aktivitdt mittels
Radioimmunassay, wobei die Zellen hier nicht metwinkubiert wurden, sondern wie im
Versuch der Abbildung 18 direkt in androstendiotipam Medium in An- und Abwesenheit

von Reelin kultiviert wurden.

3.2.2 Bestimmung der Aromatase-Aktivitdt im Radioilimunassay (RIA)

Der RIA wurde als alternativer Aromataseassay dyefithrt. Er zeichnet sich durch seine
hohe Sensitivitdt aus und ermoglicht die Darstglumd Quantifizierung selbst kleinster
Substanzmengen.

Um eine mdgliche Beeinflussung der Aromatase-Atdivdurch Reelin zu messen, wurden
Granulosazellkulturen (KGN-Zellen) in Petrischalaritiviert und, bei Subkonfluenz, fir 4h

bzw. 8h mit serumfreiem, GFP- oder Reelin-haltigéelimedium versorgt und die Menge

des gebildeten Ostrogens bestimmt. Hierfir wurde kianditionierte Medium nach der

Inkubationszeit abgenommen, eingefroren und vedbtireur Analyse an das ,Institut fur

Endokrinologie® nach Gottingen verschickt. Um di&ti&itat der Aromatase der einzelnen
Proben zu vergleichen, wurde die gemessene Menbgédegen Hormons (Ostrogen in

pag/Probe, durch den RIA bestimmt) auf die jewedlazhandene Menge an Protein (1g) der
einzelnen Proben bezogen und berechnet. Die Psdtmaentrationsbestimmung erfolgte

nach Bradford. Hierzu wurden die Zellen direkt nashnahme des Mediums mit PBS

gewaschen und auf Eis mit RIPA+PI lysiert. Die a&rgleichenden Werte des RIA haben
somit die Einheit Ostrogen/Proteinmenge in pg/ug.

Der RIA zeigte sowohl nach 4h als auch nach 8hlemigbare Werte fur die Reelin- und

GFP-behandelten Zellen (siehe Abbildung 19), unkagmte erneut kein deutlicher Hinweis
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auf eine Verédnderung der Aromataseaktivitéat dureeliR festgestellt werden. Bei dieser
Untersuchung wurde noch mit einer relativ kleinemzahl von Proben gearbeitet. Ausreil3er
bedingten in dem Versuch daher teilweise eine dabine Standardabweichung der
Messwerte. Deshalb sind in der Abbildung die Eimesswerte angegeben (Abbildung 19).
Nachfolgende Untersuchungen im Institut an KGN-&elinit einer héheren Stichprobenzahl

erbrachten vergleichbare Ergebnisse.

KGN Zellen plus 50 nM Androstendion

25

Inkubationsbedingungen:

20

[
ol

[
o
L

Ostrogen/Protein [pg/ug]

Reelin 4h GFP 4h Reelin 8h GFP 8h

Abbildung 19: RIA mit KGN-Zellen, n=2 (4h); n=3 (8h)

KGN-Zellen wurden fir 4h und fur 8h mit Reelin- od8FP-haltigem Kulturmedium (serumfrei) inkubiert.
Dieses war mit 50nM Androstendion versetzt. Nacheeder Inkubationszeit wurde das konditionierte Med
abgenommen und eingefroren. Die Zellen wurden i BBiert und anschlieRend die Proteinkonzentradien
Proben nach Bradford bestimmt. Mittels RIA wurdewdaler Ostrogengehalt des Zellmediums der jeweilige
Proben bestimmt. Die Aromatase-Aktivitat konntergtirekt als Ostrogen/Proteinmenge bestimmt werden.

Auch anhand des RIA konnte fir die KGN-Zellen keignifikanter Unterschied der
Aromatase-Aktivitdt zwischen Reelin- und GFP-belediesh Zellen festgestellt werden.
Somit konnte weder mit dem Aromatase-Assay nacth&aepund Simpson noch mit dem
sensitiveren RIA eine Beeinflussung der Aromatakgvftat durch Reelin nachgewiesen

werden.
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3.3 Untersuchung der Wirkung von Reelin auf die Aronatasetranskription im

Luciferase-Assay

Um die Wirkung von Reelin auf die Aromatasetranstion untersuchen zu kénnen, wurden
spezielle Reporter-Konstrukte angefertigt. Das Fonkprinzip dieser Reporter-Konstrukte
beruht auf der Klonierung eines induzierbaren Pronetementes vor den kodierenden
Bereich eines messbaren Enzyms (Luciferase = Rapoir dieser Arbeit sollten Aromatase-
spezifische Promotoren aus dem KGN-Zellgenom inRigsorter-Konstrukt kloniert werden.
Die Plasmide konnen dann in eukaryonte Zellen fizieg werden, die in An- oder
Abwesenheit von der zu untersuchenden Substanz Re8lin) in Kultur stehen. Abhangig
von der Wirkung der Substanz auf das Promotorelerkemmt es nachfolgend zu einer
unterschiedlich starken Transkriptionsrate des Repzlements. Diese kann in einem
anschlieBenden Luciferase-Assay durch die Entstelan Licht gemessen werden, das bei
der Luciferase Kkatalysierten Oxidation von Lucifieremittiert wird (Abbildung 20).

Reelin

|

Aromatase Promotor

¥ ®
Luer

=

Abbildung 20: Schematische Darstellung des Lucifelse Reportergensystems mit vorgeschaltetem
Aromatase-Promotor

Der humane Aromatasepromotor wird vor das Repdeerent mit Luciferaseaktivitdt kloniert. Dieses
ermoglicht eine Messung der transkriptionellen %ikdit durch die Luciferase-katalysierte Oxidationnv

Luciferin, bei der Licht entsteht. (Amp = Ampiciil

Um das Prinzip des Luciferase-Assays fur die Frafjaag der transkriptionellen Regulation
der Aromatase durch Reelin zu nutzen, sollten ingeZdieser Arbeit zwei wesentliche
Voraussetzungen geschaffen werden:

1. Klonierung der ovar- und hirnspezifischen Prasnen in das Luciferase-Plasmid.
2. Optimierung der Transfektionsbedingungen desrRide fiir neuronale und ovarielle
Zellen.
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3.3.1 Klonierung der ovar- und hirnspezifischen Aronatase-Promotoren in das

Luciferase Plasmid

Um die Promotoren der Aromatase als GensequenzehefiKlonierung zu erhalten, wurden
mittels PCR die gewiinschten Promotorelemente aos@enom der humanen KGN-Zellen
amplifiziert. Die Primer wurden so gewahlt, dassvsbl der hirnspezifische, als auch der
ovarspezifische Promotor selektiv vervielfaltigt rden konnten (Tabelle 3; 2.2.3.3).
Die genomische DNA wurde aus den humanen KGN-Zédlelrert und anschlie3end mit den

organspezifischen Primern mittels PCR amplifiz{@tbildung 21).

bp

2000

1650

1000
850

650

500
400

300

200

100

Gehirn 1,7 kb Ovar 340 bp

Abbildung 21: Amplifikation der hirn- und ovarspezifischen Aromatase-Promotoren mittels PCR

Aus KGN-Zellen wurde genomische DNA gewonnen und 8iequenzen der hirn- und ovarspezifischen
Aromatase-Promotoren wurden mit passenden Primempaaittels PCR vervielfaltigt. Die Auftrennung der
Proben erfolgte in 1%igem Agarosegel. Die gesuctenprodukte waren 1,7kb (Gehirn, A) und 340 bpai®Qv
B) grol3.

Die PCR-Produkte wurden anschlieRend aus dem Aggebsextrahiert, gereinigt (siehe
2.2.3.10) und zunéachst in den Cloning Vektor (pPBri€loning Vector, Qiagen) ligiert
(Abbildung 22). Dann wurden die Ligationsansatze kiompetente Zellen (XL1-Blue)

transformiert.
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Abbildung 22: pDrive Cloning Vector (Qiagen)

Die mittels PCR amplifizierten Gensequenzen den-hind ovarspezifischen Aromatasepromotoren wurden
den Cloning Vektor ligiert. Dabei legten sich dig ber PCR typischerweise entstehenden Adenosimbahge

an den 5°- und 3'-Enden der DNA und die Uridin-Uisege des linearen Vektors zusammen und bildeten ei
kloniertes Plasmid. Mit diesem waren dann Amplifikasschritte und das spezifische Herausschneigen d
Gensequenzen fur weitere Klonierungen mdoglich. déim analytischen Verdau wurde mit EcoRI geschnitten
Die Inserts beinhalteten die Schnittstellen fir Beppelverdau mit Nhel und Xhol (Markierungen).

Nach Inkubation Uber Nacht auf ampicillinhaltigengakosegel wurden einzelne Kolonien
selektiert und in 3ml ampicillinhaltigem Medium kulert. Durch die Wachstumsphasen der
Bakterien kam es auch zu einer Vervielfaltigung tfansformierten Plasmid-DNA. Aus
zwolf Vorkulturen wurde die DNA isoliert und mitelRestriktionsverdau analysiert. Die
Gelanalysen zeigten die erfolgreiche KlonierungAlematasepromotoren des Ovars und des
Gehirns (Abbildung 23a-hb).

Nachfolgende Sequenzanalysen bestatigten die Akgildn und Klonierung der

gewulnschten Promotorfragmente.
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Abbildung 23a-c: Subklonierung der Aromatase-Promooren in pDrive. DNA-Gele der Mini-Prep,
Verdau mit EcoRl

Der klonierte pDrive Vektor (C) wurde in kompeteitel-blue Zellen transformiert. Durch Wachstumspgras
der Zellen wurde das Plasmid amplifiziert und métrd Verfahren der Mini-Prep spéater aus den Bakterien
isoliert. Anschlielend wurde die DNA mittels Gelgtephorese analysiert. Hierfir wurden die isoéart
Plasmide mit EcoRl geschnitten und in 1%igem Ageget aufgetrennt. Die Pfeile weisen auf die
Aromatasepromotoren als gesuchte Gensequenzer/iddi {Gehirn, A) und 340 bp (Ovar, B) hin.

*=Vektor bei 3,85 kb.

Vor der Klonierung in den pGL3-Vektor, der die Ligtase cDNA enthélt, wurde dieser
vervielfaltigt. Dafur wurde er, wie fur den klonien pDrive-Vektor beschrieben, in
kompetente Zellen transformiert, amplifiziert und BNA aus den Bakterien isoliert.

Um den Promotor der Aromatase als gewlnschte Geesegn den Luciferase-Vektor zu
klonieren, mussten beide Komponenten mit den gbgicRestriktionsenzymen geschnitten
werden. Dadurch sollte die Zusammenlagerung unatiog der Schnittstellen ermoglicht
werden. Als Restriktionsenzyme wurden die Endoragéa Nhel und Xhol ausgewahit. Uber
ihre  Schnittstellen wurde sowohl der pGL3-basicddek gedffnet, als auch die
Aromatasepromotoren aus dem pDrive Vektor heragbgésen. Die Nhel und Xhol
Schnittstellen waren Teil der fur die Amplifikatioter PCR-Fragmente benutzten PCR-
Primer und somit im Insert enthalten (Abbildung 22).

Mittels Gelelektrophorese wurden die Fragmente etuégnt und anschlieend aus der
Agarose herausgeschnitten und aufgereinigt. Danmdewu in Ligationsanséatzen die
Aromatasepromotoren als Insert in den Nhel und X¢edchnittenen pGL3-Basic-Vektor
kloniert.

Uber Transformation von XL1-Blue-Zellen, Mini- umidiprep wurde das klonierte Plasmid
vervielfaltigt. Die Kontrollgele der Midiprep-DNAacth Restriktion der Plasmide mit Nhel
und Xhol zeigten die jeweiligen Inserts und belagtdie erfolgreiche Klonierung
aromatasespezifischer Promotoren in das LucifdPésanid (Abbildung 24a). Somit steht
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ein Reporter-System fur die Bestimmung der Pronadtoritat der Aromatase flr
nachfolgende Untersuchungen zur Verfiigung, dieeteiich zeitlichen Rahmen dieser Arbeit

nicht mehr durchgefuhrt werden konnten.

A B
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Abbildung 24a-b: Verdau der pGL3-Vektoren nach Klonierung mit Aromatase-Promotoren

(A) Die Aromatase-Promotoren wurden mit dem pGL3«de ligiert und damit die Klonierung des Lucifeeas
Plasmids vollendet. Die Plasmide wurden mit Nhed ol probeverdaut. Nach Auftrennung im Agarosegel
(1%) zeigen sich die Inserts bei 1,7kb (Gehirn) 84@ bp (Ovar).

(B) Darstellung des Reportergensystems pGL3-Batii¢ uciferaseaktivitéat (Promega): Dem fir die L#ise
kodierendem Plasmidabschnitt (luc+) kann Uber Kdoimg ein induzierbares Promotorelement vorgessthalt
werden. Dafur steht eine Reihe von Schnittstellencld Restriktionsendonukleasen zur Verfiigung. Durch
Messung von Licht, das bei der Luciferase katalyseOxidation von Luciferin entsteht, kann die Gletivitat
bestimmt werden. Diese ist abhangig von der Proraktivitat.

3.3.2 Optimierung der Transfektion

Die Transfektion des klonierten Luciferase-Plasngdite in Neuro2a-Zellen als neuronale
Zelllinie, und KGN-Zellen, als ovarielle Zelllinielurchgefiihrt werden.

Um die optimalen Bedingungen fur die Transfektioesdr Zelllinien zu ermitteln, wurden
Transfektionsversuche mit dem pCMS-EGFP-Vektor (@&oh) durchgefihrt. Mit diesem
Vektor transfizierte Zellen bilden das Enhancede@ré&luorescent Protein als Marker und
kénnen im Mikroskop direkt visualisiert werden. Déektor eignet sich deshalb besonders
gut, um die Anzahl erfolgreich transfizierter Zelle unter den jeweiligen
Versuchsbedingungen festzustellen. Diese ermitiditenditionen sollten dann fir spatere
Transfektionen mit dem Luciferase-Plasmid Ubernommerden.

Vor Beginn der Transfektionsversuche wurde der peE&3-P-Vektor wie oben beschrieben

amplifiziert, indem er in kompetente Zellen transieert, und die Plasmid-DNA nach
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Vermehrungsphasen wieder isoliert wurde. Durch fikgisinsverdau mit der Endonuklease
Hindlll nach der DNA-Isolierung wurde die Identit&der vervielfaltigten Plasmide
nachgewiesen (Abbildung 25b).
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Abbildung 25a-b: Schema des pCMS-EGFP Vektors unddentifizierung im Agarosegel nach Verdau mit
Hind Il

Zur Optimierung der Transfektionsbedingungen wuedte Vektor verwendet, der transfizierte Zellen durc
Bildung von grinem, fluoreszierendem Protein siahtlmacht (A). Nach Amplifikation des Vektors in
transformierten Zellen wurde das Plasmid mittelgliNHrep isoliert. Es folgte ein Restriktionsverdait der
Endonuklease Hind lll. Die Auftrennung der Schnitiiukte erfolgte in 1%igem Agarosegel. Die Banden b
1650 bp und 3800 bp bestétigen die Identitat dgdifimerten Plasmids (B).

Um die eukaryonten Zellen mit dem Plasmid zu triaresen, wurde die Methode der
Lipofektion mit kationischen Liposomen angewendlfe 2.2.2.7). Als Transfektionsldsung
wurde Metafectene® PRO (Biontex) verwendet. Zellemden in unterschiedlicher Dichte in
96-well-Platten ausgeséat und nach 24h, gemaR Riotok&s Herstellers, mit der Plasmid-
DNA transfiziert.

Die Neuro2a-Zellen zeigten in allen Anséatzen eiokenTransfektionsrate, wobei die hdchste
Transfektionseffizienz fir 30.000 Zellen/well beelandlung mit 1,5u1 DNA und 16ul
Metafectene® Pro erreicht wurde (Abbildung 26). dolgreich transfizierten Zellen
leuchten grun auf. Eine sehr intensive Grunfarbwregin Abbildung 26.4 zu sehen ist, kann
ein Zeichen fur apoptotische Zellen sein. Diese &iwonen sollten daher vermieden werden.
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1: 0,5 ug DNA + 2 pl Metaf. 2: 0,5 pg DNA + 4 pl Metaf. 3: 0,5 ug DNA + 8 pl Metaf.

4: 1 pg DNA + 4 pl Metaf. 5. 1 pg DNA + 8 ul Metaf. 6: 1 ug DNA + 12 ul Metaf.

E)

7: 1,5 ug DNA + 8 pl Metaf.

8: 1,5 ug DNA + 12 pl Metaf. 9: 1,5 ug DNA + 16 pl Metaf.

Abbildung 26: Transfektion des pCMS-EGFP-Vektors inNeuro2a-Zellen

Es wurden Neuro2a-Zellen in verschiedener Dicht@GraVell-Plates ausgesat. Nach einer Ruhepaus@4ion
wurde die Transfektion mit Metafectene® PRO durdtilge. Dabei wurden, um optimale
Transfektionsbedingungen zu ermitteln, verschiedéfengen an Transfektionsldsung und Plasmid-DNA
verwendet.

Fur die KGN-Zellen konnte mit keiner der durchgetéh Kombinationen von

Transfektionslosung und Vektor-DNA eine effektivaisfektion erzielt werden.
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4. Diskussion

Reelin und das Ostrogen-bildende Enzym Aromatase isitensiv erforschte Molekiile der
Neurowissenschaften. Der aktuelle wissenschaftlilentnisstand beider Strukturen wurde
in der Einleitung jeweils ausgiebig beschrieben.ffélligerweise besteht eine grolRe
Uberschneidung in der Wirkung von Reelin und Os#rogn ZNS. Unter anderem steuern sie
neuronale Differenzierungsprozesse durch die Besisiing der synaptischen Plastizitat Uber
die Spinedichte, das LTP und die Dendritogenese.e Dtugrundeliegenden
Signaltransduktionswege zeigen dabei einige geragias Komponenten auf (siehe
Einleitung).

Die Mdglichkeit einer Interaktion zwischen den hlidMolekilen ist daher eine sinnvoll
begrindete und aussichtsreiche Hypothese. Tatskckéinnte in einer vorausgegangenen
Arbeit gezeigt werden, dass Ostrogen die Reelinhidin hippocampalem Gewebe positiv
beeinflusst (Bender et al. 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurde nun untersuchtRaelin eine nachweisbare Veranderung
der Aromataseaktivitat bewirkt.

Dieser Fragestellung wurde bisher in keiner wissleaiitlichen Publikation nachgegangen.
Vor dem Hintergrund, dass Reeler-Méause Fertilitdtemgen zeigen (Falconer 1951) und
Reelin mdoglicherweise die Follikulogenese beeislu§-ayad et al. 2007) (bei Reeler-
Mausen also Veranderungen im Einflussbereich dé®@enstoffwechsels bestehen), lag der
Untersuchungsschwerpunkt auf den aromatasereiclomadglen Geweben. Initial sollte
gezeigt werden, dass Reelin und Aromatase nichtimuGehirn, sondern auch gonadal
gemeinsam synthetisiert werden. AnschlieBend wurdenterschiedlichen Aromataseassays
untersucht, ob Reelin die Aromataseaktivitait bdaast. Die Anfertigung von
Reporterkonstrukten wurde durchgefuhrt, um in zdkgen Promotorstudien die Wirkung
von Reelin auf die transkriptionelle Aktivitat d&romatase zu untersuchen.

4.1 Nachweis von Reelin in Ratten- und Mausgewebe

Hippocampus
Reelin konnte in hippocampalem Gewebe aus MausRatte in mRNA- und Proteinform
nachgewiesen werden (Abbildung 9a-b). Auf diese s&/dionnte eine Positivkontrolle der

Tiere etabliert und zum Vergleich der untersuclgenadalen Gewebe herangezogen werden.
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Es ist bekannt, dass Reelin im Hippocampus sowohl @ajal-Retzius-Zellen als auch von

GABAergen Interneuronen gebildet wird (ForsterleR@06).

Gonaden

Das Reelin-Protein konnte mittels Western-Blotraedig in Ovar, Nebenhoden und Hoden
nachgewiesen werden (Abbildung 9; 10). Der Nachgelang sowohl fir Maus- als auch fur
Rattengewebe.

Es lassen sich aus den Ergebnissen organspezifidasier bezliglich des Reelingehaltes und
dessen Expression ableiten. Reelin wird vor allen©var in relativ hohen Mengen gebildet.
Bei mannlichen Ratten konnte gezeigt werden, dasslifiRim Nebenhoden in héheren
Mengen vorliegt als im Hoden.

Um zu untersuchen, ob Reelin endogen in den Gongdeitdet wird, wurden die Gewebe
zusatzlich auf das Vorhandensein von Reelin mRNi&rsacht.

Mittels PCR konnte durch drei voneinander unablgegintroniberpannende Primerpaare
das Vorhandensein von Reelin-mRNA in Ovar, Neberhodnd Hoden nachgewiesen
werden (Abbildung 12a-c). Dabei zeigte sich ein gle@spezifisches Expressionsmuster der
Reelin mRNA. Die héchste Reelin-Expression war gbdhhoden und Ovar nachzuweisen,
bei mannlichen Ratten war die Expression im Nebdaho3fach hoher als im Hoden
(Abbildung 14). Es konnte demnach gezeigt werdaagsddie mRNA-Mengen mit den
ermittelten Protein-Mengen der jeweiligen Gewebedieren.

Bisher lagen noch keine Ergebnisse zur DetektionReelin in Proteinform in den Gonaden
von Ratte oder Maus vor. Daflr konnte das Reelotdfn im Blut nachgewiesen werden
(Smalheiser et al. 2000). Somit besteht eine ima@rus zirkulierende Form des
Glykoproteins. Der alleinige Nachweis von Reelinden beschriebenen Organen lasst also
noch nicht auf lokal gebildetes und gewebegeburglé&retein schlieRen, sondern kdnnte
auch durch seine zirkulierende Form bedingt seurch den Reelin mRNA Nachweis in den
Gonaden konnte in dieser Arbeit gezeigt werdens als Protein auch endogen gebildet
wird.

In zwei Arbeiten wurde bereits zuvor das Vorhandenson Reelin-mRNA in den Gonaden
beschrieben. lkeda und Terashima (1997) fuhrtenuiidy/bridisierungen mit radioaktivem
%3 durch und konnten Reelin-mRNA in Hoden und Ovarsttllen. Im Hoden war die
MRNA auf einige Tubuli Seminiferi konzentriert, wahd die Signale im Ovar im
Interstitium und nicht in den Follikeln zu finderaven. Fayad und Kollegen (2007) fuhrten

semiquantitative RT-PCR Versuche durch und koniReelin-mRNA in der Theca interna
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dominanter Follikel, nicht aber in der Granulosk#iicht nachweisen. Die beiden
Veroffentlichungen unterscheiden sich daher in tidormation bezuglich der genauen
Lokalisation von Reelin im Ovar.

Die Frage der exakten Lokalisation des Reelins iRNA- und Proteinform in den
untersuchten Geweben (welche Zellen bilden dasifRaal welchen Zellkompartimenten?)
ware flur ein besseres Verstandnis der physiologisdfunktionsmechanismen des Reelins
und der Aromatase sehr wertvoll. Die RT-PCR deri@genden Arbeit ist jedoch keine
passende Methode, um diesbezlglich genauere Infiormea hervorzubringen. Fir die
Fragestellung dieser Arbeit waren die ErgebnisseRdePCR aber sehr zufriedenstellend, da
Uberhaupt ein valider Reelinnachweis durchgefuletden konnte. Eine effiziente Detektion
der Reelin mRNA konnte in spateren Versuchen rsithelchsensitiver radioaktiver in situ-
Hybridisierung adressiert werden.

Auf Proteinebene konnte mit der Methode des Weddéwh ebenfalls keine Angabe zur
Lokalisation in den Geweben erfasst werden. Hiernnk&n weiterfihrende
immunhistochemische Untersuchungen erkenntnisisai Diese wurden fur Reelin bisher
sowohl im ZNS als auch in peripheren Geweben (LePeostatakarzinom) erfolgreich
durchgefuhrt (Cariboni et al. 2005, Botella-Lopdzak 2008, Perrone et al. 2007). In den
Gonaden ist der immunhistochemische Nachweis voalilRéisher jedoch noch nicht
gelungen.

Die Ergebnisse des Reelinnachweises decken sicldanitbisher verdffentlichten Daten in
MmRNA-Form und es konnte erstmalig auch die Prodemfvon Reelin in den Gonaden
dargestellt werden. Zusammenfassend kann gesaglemerdass Protein- und mRNA-
Reelingehalte korrelieren. Im Ovar war die grol3tenie darstellbar. Erstmalig konnte Reelin
auch im Nebenhoden dargestellt werden. Hier liefeh interessanterweise ahnlich hohe
Proteinmengen wie im Ovar darstellen. In den Gonadied demzufolge sowohl Reelin als
auch Aromatase synthetisiert. Die Hypothese defilRéeomatase-Interaktion auf gonadaler

Ebene wird durch diese Befunde gestuitzt.

4.2 Aromatase-Assays

Um den Einfluss von Reelin auf die Aktivitdt derofmatase zu untersuchen, wurden zwei
zellbasierte Aromatase-Assays durchgefihrt. Dieledewurden in den Versuchen mit

konditioniertem, Reelin-haltigem Medium, oder alsritolle mit konditioniertem Medium
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GFP-transfizierter Zellen inkubiert. Dabei war @5P selber fiir die Versuche uninteressant,
sondern es sollten auf diese Weise die Sekretiodsgte, die von den Reelin- bzw. GFP-
transfizierten und stoffwechselaktiven Zellen insddedium sezerniert wurden, konstant
gehalten werden. Das GFP-Medium war somit reelegreMedium, beinhaltete aber in
vergleichbarer Zusammensetzung maoglicherweise thesesende Nebenprodukte. Die
Reelinfreiheit des GFP-Mediums konnte im WesterotBesichert werden (Abbildung 5).

Der Assay nach Lephart und Simpson (1991) basigrtdar Messung von radioaktivem
Wasser als indirekten Parameter der Enzymaktivitdd im RIA wurde das gebildete
Ostrogen als Aktivitatsparameter der Aromatase gadet.

Wie die Ergebnisse zeigen, konnte mit keiner dgreaandten Methoden der Beweis einer
Beeinflussung der Aromatase durch Reelin erbraenti@n. Die Inkubationszeiten der Zellen
mit Reelin oder GFP und auch mit dem radioaktivewlistendion wurden bewusst variiert,
um Vergleiche unter verschiedenen Konditionen diesteu konnen. Dabei zeigte sich bei
keinem der Experimente ein deutlicher Unterschtahen Reelin- und GFP-behandelten
Zellen. Im Aromatase-Assay nach Lephart und Simp=mgte sich eher die Tendenz einer
positiven Beeinflussung der Aromatase-Aktivitat duiReelin (Abbildung 17; 18) wahrend
die Reelin-behandelten Zellen im RIA eher die Tendeeiner verminderten
Aromataseaktivitat zeigten (Abbildung 19). Bei ®idAssays handelt es sich um bereits
etablierte Messverfahren, die durchaus geeignet, siratistisch relevante Unterschiede der
Aromataseaktivitat verschiedener Zellkulturen datellen (siehe unten). Die durchgefiihrte
Blockierung der Aromatase mit Formestan im Assaghniaephart und Simpson zeigte in
unseren Versuchen auf eindrucksvolle Weise zumindes Sensitivitdt der Methode fur
Inhibitoren der Aromatase (Abbildung 15).

Vergleich der Ergebnisse mit Zellassays aus der latatur

Vergleichbare Experimente mit KGN-Zellen zeigtem &indere Substanzen eine eindeutig
starkere Induktion der Aromataseaktivitat: Untelaumgen mit cAMP  (cyklisches
Adenosinmonophosphat), hMG (humanes menopausalead@wopin) und hFSH (humanes
Follikelstimulierendes Hormon) fuhrten zu einerlfdeh erhéhten Enzymaktivitat (CAMP 4-
fach, hMG3 3-fach, FSH 2,5-fach gegeniber Ausgaegsw) (Nishi et al. 2001). Der
Versuchsaufbau war vergleichbar: Nach 12 Stundennkigbation wurde fur weitere 12
Stunden mit radioaktivem Androstendion inkubiergnd allerdings in Abwesenheit der
stimulierenden Mediatoren. In jenem Versuch wurderdings durchgehend in

serumhaltigem Medium inkubiert.
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Die in der vorliegenden Arbeit durchgefuihrten Versel erfolgten in serumfreiem Medium,
da das Vorhandensein von Serum in einigen Zelllin|u einer Verminderung der
Aromataseaktivitat fihren kann (Lephart u. Simpd®91). AuRerdem ist bekannt, dass
Serum gewohnlicherweise eine Reihe nicht genau nidefer Substanzen wie
Steroidhormone, Neurotrophine und weitere Wachstaktaren beinhalten kann (Fester et al.
2006). Diese konnten die Aromataseaktivitat beessén und die Versuchsergebnisse
dementsprechend verfalschen. In den initial ausgedii Etablierungsassays mit KGN- und
JEG3-Zellen wurde dennoch versuchsweise auch dmmataseaktivitit von Zellen in
serumhaltigem Medium bestimmt (Abbildung 15). Bekeaswerterweise zeigten die in
serumhaltigem Medium Kkultivierten Zellen eine h@&heEnzymaktivitdt als solche in
serumfreiem Medium. Dieses konnte einerseits dancén stimulierenden Effekt des Serums
bedingt sein, wahrscheinlicher ist jedoch ein nggat Einfluss der serumfreien
Inkubationszeit auf die Aromataseaktivitdt durcimneeiVerminderung der Zellvitalitat. Es
zeigte sich, dass langzeitiges Fehlen von Seruulturmedium von 16 bis 18 Stunden eine
negative Auswirkung auf die Enzymaktivitat hattee DEG3-Zellen starben und KGN-Zellen
zeigten sehr niedrige Werte (Abbildung 15). An #eitivierung in serumfreiem Medium
wurde dennoch festgehalten, um eine Beeinflussend/i@sswerte durch die oben genannten,

maoglicherweise im Serum vorhandenen Zytokine, zhindern.

Auch im RIA konnte mit cAMP eine erhebliche Indwkti(23,8fach) der Ostrogenproduktion
in KGN-Zellen erreicht werden (Nishi et al. 200Gleichzeitig konnte in hippocampalen
Dispersionskulturen eine eindeutige Inhibition d&omatase durch Formestan gezeigt
werden (Prange Kiel et al. 2003). Grundsatzlicld 9ieide Methoden also geeignet, sowohl
Effekte von starken Induktoren-, als auch von garkhibitoren der Aromatase darzustellen.
Der ausgebliebene Nachweis einer Interaktion zwiscReelin und Aromatase mit den

angewandten Zellassays kann folgende Ursachen haben

1. Es gibt tatsachlich keine Interaktion zwischen deiden Molekilen

2. Das Problem liegt bei den angewandten MethoD@sen fehlt es fiir den Reelin-Versuch
an Sensitivitat, um die gesuchte Interaktion zektetren.

3. Die Auswahl des Zellmodells birgt Probleme: Bueil sind elementare Signalwege in den
verwendeten Zelllinien nicht vorhanden, die in-vikonditionen werden damit nur

ungenugend widergespiegelt.
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Starken und Schwachen der Verwendung von Zelllinien

Mdoglicherweise bedingen die verwendeten Zelllinen Problem des Versuchsettings. Mit
den KGN-Zellen wurde flr die Versuche eine perméméranulosazelllinie verwendet, die
aus einem humanen, invasivem Ovarialkarzinom idoleirde. Initial wurden auf3erdem
JEG3-Zellen (humane Chorionkarzinomzellen) verwenfleffallig waren in den Assays die
starken Unterschiede in der Aromataseaktivitat K&N- und JEG3-Zellen. Praktisch fuhrte
die niedrigere Aromataseaktivitat der KGN-Zellen emer Anpassung der Versuche mit
nachfolgender Erhéhung der Inkubationszeiten miim deadioaktiven Androstendion
(Abbildung 17; 18). Die parallele Verwendung detllfeen lag darin begriindet, dass schon
Erfahrungen mit den JEG3-Zellen vorlagen, fir dreddsuchung einer moglichen gonadalen
Interaktion aber die ovariellen KGN-Zellen das mvtrzugende Zellsystem darstellten.

In ihren funktionellen Eigenschaften sind die KGBHEn den physiologisch vorkommenden
Granulosazellen sehr ahnlich und deshalb fur dieetdnchungen attraktiv. Sie zeigen ein fur
Granulosazellen typisches Produktionsmuster finogtieormone und exprimieren als einzige
etablierte Zelllinie der Granulosazellen den FSHéptor (Nishi et al. 2001). Fur den im
Zuge der Forschungsarbeit durchgefihrten Aromatasey war vor allem die Charakteristik
der Steroidhormonproduktion der KGN-Zellen von gno®/ichtigkeit.

Immunhistochemische Untersuchungen an ihnen zeigieen grof3en Anteil CYP450
positiver, also Aromatase exprimierender, ZellersiNet al. 2001). Die KGN-Zellen kénnen
zwar Pregnenolon produzieren, durch ein FehlenlderHydroxylase sind sie aber nicht
dazu befahigt, weitere Differenzierungsschritte figelbst synthetisierte Steroide
durchzufuihren (zu der Ostrogenbiosynthese siehdld\ily 1 in Einleitung). Andererseits
kénnen Steroidhormone, die an anderer Stelle degpdf® durch die J#Hydroxylase
verandert wurden, sehr wohl weiter metabolisiertdea. Diese Eigenschatft ist typisch fir
Granulosazellen, die zur Bildung von Ostrogenen wigen beschrieben auf weiter
prozessierte Steroide aus der Theca-Interna angewsnd (Hillier et al. 1994). Von extern
appliziertes Androstendion oder Testosteron alssBate der Aromatase kdnnen somit von
den KGN-Zellen in die Produkte Ostron und Ostrogemgewandelt werden, wobei durch die
fehlende 1@-Hydroxylase-Aktivitat eine Ostrogeneigensynthesgsgaschlossen werden
kann.

Zelllinien bestechen aulRerdem durch ihre zeitla$t inbegrenzte Kultivierbarkeit. Fir die
KGN-Zellen wurden auch nach mehr als 100 Passageh finf Jahren Kultur keine

auffalligen Veranderungen festgestellt (Nishi et28l01). Die in den Versuchen dieser Arbeit
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verwendeten Kulturen wurden jedoch nicht mehr al3 Bal passagiert, um die
Wahrscheinlichkeit der Verwendung genetisch verded@&ellen zu minimieren.

Primare Zellkulturen haben wiederum eine begrehefgensdauer und zeigen mit der Zeit
typische Veranderungen, wie verringerte Zellteiknagen und Alterungsprozesse. Gegenuber
den permanenten Kulturen haben sie aber einenhemdenen Vorteil: Sie spiegeln die in
vivo Bedingungen im Organismus am besten wider,reréth permanente Zelllinien héaufig
ursprungliche Eigenschaften der Zellen verlorerehalschmitz, Lehrbuch Zellkultur). Somit
ist es moglich, dass die verwendeten Zelllinientztrader Beibehaltung einiger
charakteristischer Eigenschaften (siehe oben) &ir Nachweis einer Reelin-Aromatase-
Interaktion nicht geeignet waren, da andere, mhigheeise entscheidende, in-vivo

Eigenschaften nicht mehr vorhanden waren.

Kokulturen als besseres Zellkulturmodell?

Neben der funktionellen Ausstattung der verwend&eanulosazelllinie selbst, kbnnte fur
eine moglichst lebensnahe Darstellung der Aromatdsatat eventuell auch das
Zusammenwirken mit weiteren Zellarten notwendignseWie erwahnt erfolgt die
Ostrogenbiosynthese durch ein Zusammenspiel decafinerna- und Granulosazellen
(Hillier et al. 1994). Im Versuchssetting wurdercludie Gabe des Androstendions zwar die
Hauptaufgabe der Theca-interna-Zellen (Herstellwmgpn mannlichen Sexualhormonen)
Ubernommen, moglicherweise bestehen aber weiteh¥éivirkungen zwischen den beiden
Zellschichten, die in reiner Granulosazellkultuchti zur Geltung kommen kénnen. Solche
Wechselwirkungen kénnten auch fur den Reelinsigeglim den Gonaden wichtig sein:
Interessanterweise konnte in Granulosazellen dartendollikel der Nachweis des Reelin-
Rezeptors ApoER2 erbracht werden, wahrend die Re&RNA im Ovar in der anliegenden
Theca interna nachgewiesen wurde (Fayad et al.)2837Avare also mdglich, dass Reelin in
der Theca interna gebildet wird und an den Gramuaielten seine Wirkung entfaltet. Wie
Androstendion wurde auch Reelin in den Versucheterexzu den Granulosakulturen
gegeben und die hauptséchliche Funktion der ThedlarZ somit substituiert. Dennoch
kénnten bisher unbekannte regulative Wechselwirkangei der Granulosa-Monokultur
ausbleiben. Zukiinftige Zellkulturversuche kénntestdalb erfolgsversprechender sein, wenn
sie:

1. Mit primaren ovariellen Kulturen durchgefihrtnden, um maogliche Funktionsverluste der

Zelllinien auszuschliefRen.
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2. Als Kokulturen von Granulosa- und Theca-Zellemelegt werden, um die Wichtigkeit
einer mdglichen Interaktion dieser beiden Zellartéiv den Reelin-Signalweg zu
bertcksichtigen.

Fur Rattengewebe sind sowohl die isolierte Kultan vheca-Interna- und Granulosazellen
(Erickson 1983), als auch die Kokultur von beideellatten (Woodruff et al. 1993) in
serumfreiem Medium bereits etablierte Verfahren.

Hippocampale Neurone, die in vivo erwiesenermallewokl die Aromatase bilden
(Wehrenberg et al. 2001), als auch benachbart elirRexprimierenden Zellen liegen, haben
eine so geringe Aromataseaktivitat, dass sie fi@r dntersuchung einer Interaktion im
Aromataseassay nach Lephart und Simpson nicht welsteverden konnten. Der RIA kénnte
mit hippocampalen Dispersionskulturen aber zukgnftierwendet werden, um eine
Beeinflussung der Ostrogenbildung durch Reelin nasleisen. Somit kbnnte alternativ eine
weitere primare Zellkultur genutzt werden, die Aaiase bildet und physiologischerweise im
Kontakt mit Reelin steht.

Vergleich der Versuchsergebnisse mit Daten bekannt&argetgene

In der Literatur sind einige Zellkulturversuche tieseben, in denen die Wirkung von Reelin
auf bekannte Targetgene untersucht wurde. Reeémthesst Uber die Phosphorylierung der
Erk1/2 Proteine (extracellular signal-regulatedaki) die Transkription von Egrl (early gene
early growth response 1) und dariber die Bildung [Egrl-Proteins (Simo et al. 2007). Es
wird vermutet, dass dieses Protein Einfluss aufLdigdsung migrierender Neurone aus der
Subventrikularzone hat (Simé et al. 2007). Teleheéipche Priméarkulturen und dissoziierte
neuronale Kulturen aus der Subventrikularzone wunté Reelin- oder Kontrolliberstand
kultiviert. Dabei zeigten die Reelin behandelterllefe im Western-Blot schon nach 30
Minuten eine stark vermehrte Synthese des Egr-fefdim Vergleich zu den Kontrollen.
Das Plateau lag bei 60-90 Minuten. Auch eine paraurchgefihrte semiquantitative RT-
PCR zeigte fur Reelin-behandelte Kulturen nach 30ukn eine starke Zunahme der Egrl-
MRNA (Simo et al. 2007). Demnach liegt die Transtoinsinitiation von Reelin bei diesem
Versuch bei ca. 30 Minuten (bzw. davor, da 30 Menuauch der erste Messzeitpunkt war).
Ein weiteres Targetgen von Reelin ist der kodieeeBdreich fur das Blbp (brain

lipid-binding protein) in radiaren Gliazellen (Hergs et al. 2003). Es wird vermutet, dass
Blbp Einfluss auf die Morphologie der Gliazellemmmt. Im Kortex von Reelern ist Blbp
vermindert. Dissoziierte kortikale Zellen aus Wijdtund Reeler wurden mit Reelin oder

Kontrollmedium behandelt, fixiert und anschlieemhmunhistochemisch auf Blbp

76



Diskussion

untersucht. Nach 2 Stunden war keine Veranderusigustellen, eine starke Zunahme des
Proteins in Reelin-behandelten Kulturen zeigte sioér interessanterweise nach 24 Stunden
(Hartfuss et al. 2003). Die Reelinwirkung wird idigzellen in diesem Fall also erst nach
einer groReren Latenzzeit sichtbar.

Auch um den Einfluss von Reelin auf die Phospherylng einiger Signalelemente zu
untersuchen, wurden neuronale Dispersionskultune®Reelin-haltigem Medium kultiviert.
Die Reelin-induzierte Dab1-Phosphorylierung warelisrnach 10 Minuten nachweisbar und
zeigte nach 30 Minuten ihren Hohepunkt (Howell 1et1l899, Analyse durch Western-Blot).
Das MAP1B (Mikrotubulus Assoziiertes Protein) hatteneuronalen Dispersionskulturen bei
Behandlung mit Reelin wiederum nach 6 Stunden tdikste Phosphorylierung (Gonzélez-
Billault et al. 2004), wahrend Reelin den Gesamadfedtes MAP1B-Proteins nicht veranderte.
Durch Reelin gesteuerte Phosphorylierungsschrittenten folglich nach 10-30 Minuten,
bzw. nach 6 Stunden dargestellt werden.

Die Literatur zeigt demnach einige Beispiele futliddturversuche, bei denen mit Reelin-
haltigem Uberstand gearbeitet wurde, um eine Bemisfing der Signaltransduktionswege
und der Transkription durch Reelin zu untersuchiés. wird deutlich, dass durch die
Behandlung von Zellkulturen mit Reelin statistiselevante Veranderungen induzierbar -
und methodisch tUber Western-Blot, Immunhistochemmé RT-PCR nachzuweisen sind. In
keinem der erwdhnten Reelin-Zellkulturversuche euatlerdings der Effekt von Reelin auf
die Aromataseaktivitdt untersucht. Darlberhinausrdeunicht mit gonadalen Zellen
gearbeitet. Auffallig ist, dass der Reelin-verniteeffekt bei den aufgefiihrten Studien nach
sehr unterschiedlichen Vorinkubationszeiten zu selst. Unter diesem Gesichtspunkt
erscheint es fur die Untersuchung der Wirkung vogelR auf die Aromataseaktivitat
sinnvoll, das Substrat (Androstendion) direkt netrdReelin zu den Zellen zu geben, um ein
maximales Zeitfenster fur die Detektion moglicherahderungen abzudecken. Nach diesem
Muster wurde dementsprechend in den spateren legautach Lephart und Simpson und im
RIA vorgegangen. Allerdings musste das Zeitfensteden hier verwendeten Assays nicht
allzu kritisch gewahlt werden, da bei der indireki@romataseaktivitatsbestimmung nicht
temporare Phosphorylierungen oder Transkriptiordydetie, sondern das zeitlich

akkumulierte Ostrogen, bzwH-haltige Wasser bestimmt wurden.
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4.3 Offene Fragen, Analyse

Einflussfaktoren auf die Messwerte

Innerhalb  der untersuchten  Gruppen ergaben sichlweise recht hohe

Standardabweichungen. Grundsatzlich muss beachestlew, dass der Prazision der
angewandten Methoden einige Grenzen gesetzt simdmBglicher Ungenauigkeitsfaktor

kann durch verschieden dichtes Wachstum der Zélitern bedingt sein, obwohl die Aussaat
der Zellen zu gleichen Bedingungen erfolgte und dieswahl in die Reelin- oder

Kontrollgruppe randomisiert getroffen wurde. Zeltkmversuche basieren auf biologischen
Systemen, die nicht in absoluter Vollstandigkeintkolliert werden kdnnen. Bei spéaterer
Betrachtung der Zellen unter dem Mikroskop konrgakRJnterschied zwischen Reelin- und
Kontrollzellen beziglich Dichte und Vitalitat fesgellt werden, Ungenauigkeiten kdnnen
aber trotzdem nicht ausgeschlossen werden. Im RuAden mogliche Unterschiede der
Zelldichte durch die Bestimmung der Proteinkonzamin standardisiert. Vergleiche der
Ostrogenwerte des RIA mit und ohne Verrechnung Besteinmengen zeigten jedoch
vergleichbare Werte.

Wie oben erwahnt konnte mit den durchgefiihrten Mgren kein Unterschied der
Aromataseaktivitat bzw. Ostrogensynthese nach Reshiandlung festgestellt werden.
Maglicherweise sind die angewandten Methoden rsehisitiv genug, bzw. die verwendeten

Zelllinien nicht geeingnet, um signifikante Untersrle herausarbeiten zu konnen.

Mogliche Reelin-Effekte Gber Enzymaktivitat oder Genexpression

Die Aromataseaktivitdt kann posttranslational duRinosphorylierungen reguliert werden.
Die Proteinsequenz der Aromatase hat typische MPoogerungsstellen fur die
Proteinkinasen A und C (Boon et al. 2010). In Breddszellen fuhrt die Phosphorylierung
durch Ostrogen zu einer Aktivitatssteigerung (Catal et al. 2009), wahrend an anderer
Stelle eine Verminderung der AromataseaktivitdtcduPhosphorylierungen beschrieben ist
(Balthazart, Baillien, Ball 2001, Miller 2008). Grdsatzlich herrscht aber noch Unklarheit
Uber die genauen Mechanismen der Aromatasereguldioe Regulation durch Reelin via
Phosphorylierung ware gut moglich, da es, wie oemvahnt, bekannte Targetgene gibt, die
nach diesem Prinzip durch Reelin verdndert werdehdadurch Signalkaskaden aktivieren
(Howell et al. 1999, Gonzalez-Billault et al. 2004)

Grundsatzlich interessant ist es herauszufindenReblin-induzierte Veranderungen der

Ostrogenbildung primar auf einer Beeinflussung Alktivitat der Aromatase oder auf deren
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Genexpression beruhen. Fir die praktische Durchfigir der Versuche sind die
verschiedenen Hypothesen der moglichen Aromatasktern indes nicht relevant gewesen.
Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Aromatassays bleibt unklar, ob eine mdgliche
Veranderung der Aromataseaktivitat (gemessen duecbrauchtes Substrat oder gebildetes
Produkt) auf einer veranderten Genexpression (Bddues Aromatase-Enzyms), deren
Aktivitat (Enzymaktivitat), oder einer Kombinatioaus beidem beruht. Einzig tber die
Bildung der indirekten Aktivitatsparameter Ostrogert ®°H-haltiges Wasser in Abhangigkeit
von Reelin sollte die Mdglichkeit der Aromataseregjon untersucht werden.
Promotorstudien wirden es ermdglichen, Reelin-iredtez Effekte auf die Transkriptionsrate

der Aromatase zu untersuchen.

4.4 Regulation der Aromatasetranskription durch Reén

Um den Einfluss von Reelin auf die transkriptioagNktivitat der Aromatase zu untersuchen,
wurden  Reportergenkonstrukte  angefertigt. Die  hirnund  ovarspezifischen
Aromatasepromotoren wurden aus der genomischen RNA humanen KGN-Zellen
gewonnen und vor ein Reportergen mit Luciferasedéti kloniert. Die Vektoren sollen in
zuklinftigen Versuchen in neuronale und ovariellellede transfiziert werden, um
anschlieBend in einem Luciferase-Assay den Einfluss Reelin auf die Aktivitat der
Aromatasepromotoren und dadurch die Genexpressiestilbmen zu koénnen (siehe
Einleitung). Diese Versuche waren im zeitlichen Reh dieser Arbeit nicht mehr
durchzufiihren und sollen zeitnah in einer folgenBessertation unternommen werden. Es
konnten fur die neuronalen Neuro2a-Zellen mit de@M@-EGFP-Vektor optimale
Transfektionsbedingungen ermittelt werden, wahrele Transfektion der KGN-Zellen
schwierig und noch optimierbar ist.

Der Luciferase-Assay wurde als System der quav@atGenaktivititsmessung ausgewahlt,
da er Uber eine hohe Sensitivitat verfugt.

Die Gewinnung der gewebsspezifischen Aromatase-Bwmen erfolgte mit speziell
angefertigten Primern nach Untersuchung der Geesegm und Abgleich mit der Literatur
(siehe Material & Methoden 2.2.3.3). Die Regulaties Aromatasegens ist hochkomplex
und derzeit noch in erheblichem Mal3e unverstanBenden meisten Saugetieren unterliegt
die Kontrolle der Aromataseexpression organspenifis Promotoren (Bulun et al. 2003).
Beim Menschen sind derzeit insgesamt elf verschied&@omotoren bekannt (u.a. spezifisch

fur Hirn, Ovar, Fettgewebe, Plazenta, Knochen) deeiMaus sind es funf (Boon et al. 2010).
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Die Regulation der Aromataseaktivitat beim Menscedolgt demnach gewebeabhangig mit
speziellen Promotoren und durch alternatives SefeifBoon et al. 2010). Das humane, fur
die Aromatase kodierende Gen CYP19A1 befindet aichdem Chromosom 15g21.1 und
besteht aus neun kodierenden Exons (Exon Il bisd&)en am 5-Ende ein untranslatierter
Bereich vorgeschaltet ist (Bulun et al. 2003). Breantranslatierte Bereich beinhaltet die
verschiedenen gewebsspezifischen Promotoren uncsExp die eine gewebetypische
Expression und Regulation des CYP19A1l-Genes erotigl, dabei aber stets flr ein
identisches Aromatase-Protein kodieren. Die Redund#&egt darin begriindet, dass die
Aromatase-Transkripte zwar gewebetypische 5 -Endesitzen, da diese aber nicht
translatiert werden, ist die kodierende SequenzAtematase und dadurch auch die des
Proteins unabhangig der verwendeten Promotorentisgén(Boon et al. 2010). Fur das
Gehirn ist spezifischerweise der Promotor If (Hgnidarada & Takagi 1994), fur das Ovar
der Promotor PII (1.d nach Harada 1993) in derrhitier beschrieben. Beide konnten isoliert
und in den Vektor kloniert werden.
Wenngleich diese Exons | (inkl. Promotoren) gewpbesisch sind, sind sie nicht die einzige
Transkriptionsvariante im jeweiligen Gewebe. Souteindie Plazenta beispielsweise parallel
eine ganze Reihe dieser Promotoren (Mahendroo. 498B), der ovarspezifische Promotor
Pl kommt zuséatzlich auch in Prostata-, Hoden- Bnalstkrebsgewebe vor (siehe Abbildung
27).
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Abbildung 27: Das menschliche Aromatase (CYP19A1) & (Boon et al. 2010)

Schematische Darstellung der gewebespezifischemd®ooen und 5 -untranslatierten Exons |. Diesedrild
einen dreimal hoheren Anteil (~93kb) am Gesamtderi@ kodierenden Exons II-X (~30kb). Es werdeig w
dargestellt, identische Exone nach zwei verschied@&momenklaturen (Harada oder Simpson) benannt.
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Die Regulation der Aromatase wird unter anderenr thmgmone (z.B. hFSH fur den PII im
Ovar) und Zytokine (z.B. IL-6, IL-11, TNFim Fettgewebe) gesteuert (Simpson 2004). Die
Signalwege werden hierbei, wie auch fir Reelin besben, tber ,second-messenger”
vermittelt.

Die oben aufgefiihrten Versuche zu den Reelin-Tgegen Egrl-Protein und Blbp ermutigen
zu genaueren Untersuchungen der Reelinwirkung asfpdtentielle Targetgen Aromatase.
Dabei stellt die hochkomplexe Regulation des Ar@safiens eine besondere
Herausforderung dar und es wird spannend sein Zienseob die ausgewéhlten
Promotorelemente im Luciferase-Versuch funktiomenesrden. Hierbei sollte in jedem Fall

auch eine Positivkontrolle (z.B. mit hFSH, cAMP o@estrogen) durchgefiihrt werden.

4.5 Hypothese der Einflussnahme von Reelin auf dfeertilitat

Zwar konnte in den Versuchen dieser Arbeit keintivaas fur die Regulation der Aromatase
durch Reelin in den Gonaden erbracht werden, desd@leiner direkten gonadalen Wirkung
von Reelin sollte dennoch nicht verworfen werdeme \bben erwahnt gibt es in der Literatur
Hinweise daflr, dass Reelin und Aromatase in die€gganen interagieren kodnnten.
Dominante Follikel im Ovar zeigen interessantereefe starke Zunahme der Expression
des Reelin-Rezeptors ApoER2 (Fayad et al. 2007)aucth im Nebenhoden konnte eine hohe
Dichte an ApoER2 und dessen Funktion fir die Spemmeifung nachgewiesen werden
(Andersen et al. 2003). In der Einleitung wurdecbegben, dass die reduzierte Fertilitat der
Reeler-Méause alternativerweise auch auf einer Hghétion der GnRH-Neurone, also auf
einer Stérung im ZNS, basieren konnte (Cariboniakt 2005). Bei Menschen fiihren
Erkrankungen, die auf einer Insuffizienz oder Fadlisation von GnRH-Neuronen basieren,
bei Mannern zum Klinischen Bild des hypogonadotrop¢ypogonadismus (Schwanzel-
Fukuda et al. 1989): Durch mangelnde GnRH-Sekrekommt es zur Fehlfunktion der
Hypophyse und folglich zu einer defizitarer Stimida des Hodengewebes mit LH/FSH. Es
resultiert ein auffalliger Kleinwuchs der Hoden miaingelnder Funktionalitat und Fertilitat
(Behre et al. 2009, Lehrbuch Andrology, Springétr Reeler-Mause ist kein besonderer
Phanotyp der gonadalen Organe bekannt (lkeda wasfiena 1997). Aussehen, Gré3e und
Volumen der Hoden zeigen keine Unterschiede zundtyyilund auch histologisch konnten
keine auffalligen Unterschiede festgestellt werd@ersonliche Mitteilung durch K.

Morcinek, Universitat Koln).
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Diskussion

Die Tatsache, dass es bei Reeler-Mausen Kkeine llmgféa Veranderungen in der
Morphologie der Gonaden gibt, spricht eher gegen Tdiese einer zentralen Stérung der
GnRH-Neurone als Ursache der verminderten FettilEg ist gut mdglich, dass die HPG-
Achse bei Reeler-Mausen trotz verminderter GnRH«ble&l noch gentigend funktionsfahig
ist. Interessant ware fur diese Fragestellung edrnglich der Serumwerte einiger Hormone
der HPG-Achse zwischen Reeler- und Wildtyp-Maus®&ei Menschen werden als
Standarddiagnostik hypogonadotroper Fertilitatsstgen die Werte von LH, FSH,
Testosteron und Ostrogen bestimmt, teilweise in Koation mit einer GnRH Stimulation
(GnRH selbst kann durch seine niedrigen Konzeoimath im Serum nur sehr schwer
bestimmt werden) (Behre et al. 2009).

Das Vorhandensein von Reelin in den gonadalen Gewebt auf jeden Fall eine
Arbeitsgrundlage fur nachfolgende Untersuchungereremoglichen Wechselwirkung von

Aromatase und Reelin bzw. von Aromatase- und Rie€liizierten Signalkaskaden.
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Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Das Glykoprotein Reelin und das von der Aromatag®ldete Hormon Ostrogen sind
bekannte Neuromodulatoren des ZNS. Reelin ist Memadafir bekannt, die neuronale
Migration in der Embryogenese durch die Vermittimog Stoppsignalen entscheidend zu
steuern. Aber auch im adulten Sauger beeinflusdteaseuronale Plastizitat. Hier gibt es eine
auffallige Uberschneidung mit den beschriebenerkMigen des Sexualhormons Ostrogen
auf neuronale Strukturen. Die Identifizierung destr@gens als Neuromodulator und der
Nachweis, dass das Hormon lokal im ZNS durch Arasegebildet wird, sind wegweisende
Forschungserkenntnisse der letzten Jahre. Zugrnegeeldde physiologische
Steuerungsmechanismen der Ostrogenbildung sindaarstgehend noch unbekannt.
Aufgrund der funktionellen Ahnlichkeit der Effekbeider Substanzen stellt sich die Frage, ob
Reelin ein entscheidender Faktor bei der Regulate@rmromatase und damit der
Ostrogenwirkung sein konnte. Uber das zentrale &eystem hinaus lasst sich diese
Fragestellung interessanterweise auch auf die giée&ibene transferieren: Mausmutanten,
die genetisch bedingt vermindert Reelin bilden (S&eler-Mause), zeigen
Fertilitatsstorungen. Ein entscheidender Reguld¢ohormonellen Steuerkreise in den
Gonaden ist wiederum das Ostrogen. Anhand diedezitsollte geklart werden, ob es in den
Gonaden mdglicherweise eine Interaktion von Ragtith Aromatase gibt und ob ein Fehlen
dieser Wechselwirkung als Erklarungsmodell furfeketiliatsstérung der Reeler-Mause
dienen konnte.

Als essentielle Grundlage fur weitere Untersucharigmnte in dieser Arbeit der Nachweis
von Reelin in den Gonaden von Wildtyp Mausen untidRaauf Protein- und auf mRNA-
Ebene erbracht werden. Die nachgewiesene Reelieifmenge und Hohe der mRNA-
Expression zeigten organspezifische Muster mit sigchMengen im Ovar, geringeren im
Nebenhoden und geringsten Mengen im Hoden. In d#likversuchen wurde die
Auswirkung von Reelin auf die Aromataseaktivitétrégenproduzierender Zellen anhand
von Aromataseassays untersucht, wobei kein sigmfeée Unterschied zu den Kontrollzellen
festgestellt werden konnte. Um den Einfluss vonliRerif die Aromatasetranskription
untersuchen zu kdnnen, wurden in einem molekulbgischen Verfahren zwei Konstrukte
kloniert, in welche die organspezifischen Aromapasmotoren aus dem Gehirn und Ovar
eingebracht werden konnten. Entsprechende Anak@anten im Rahmen der Arbeit nicht

mehr durchgefihrt werden.
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Abkulrzungsverzeichnis

6. Abklrzungsverzeichnis

BSS

*H

APO E
APOER?2
Blbp
C19, C18
CAMP
cpm
CYP 450
Dabl
DNA

E 13.5
ERE

Erk 1/2
Egrl

fw

FCS

g

GABA
GnRH
GFP
HRP
hFSH
hMG

HPG-Achse

LTP

LH
MAP1B
MRNA
NCBI

Ncl. n.

Schwefel Radionuklid
Tritium

Apolipoprotein E

Apolipoprotein E Rezeptor 2

Brain lipid binding protein

Angabe zur Anzahl der Kohlenstoff (C) +A&der Substanzen
cyklisches Adenosinmonophosphat

counts per minute

Cytochrom P450

Drosophila Disabled Genprodukt 1
Desoxyribonukleinsaure (Saure engl. = acid)
embryonaler Entwicklungstag 13.5

Estrogen Responsive Element

Extracellular signal regulated kinase 1/2

Early gene early growth response 1
Vorwartsstrang der DNA (forward)

Fetales Kalber (engl. = calf) Serum
Erdschwerebeschleunigung als Einheit der Zeglbeschleunigung
Gamma-Amino-Butter-Saure (Saure engl. = acid)
Gonadotropin Releasing Hormone
Green-Fluorescent-Protein
Horseradish-Peroxidase (Peroxidase aus Meehnje
humanes Follikelstimulierendes Hormon
humanes menopausales Gonadotropin

Hypothalamisch-Hypophysar-GonadalensActhypothalamic pituitary
gonadal axis)

Langzeit-Potenzierung (engl. = Longterm Pbétion)
Luteinisierendes Hormon..

Mikrotubulus Assoziiertes Protein 1B

messenger RNA

National Center for Biotechnology Informatio

Nucleus nervus: Kern eines Hirnnerven
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NMDA N-Methyl-D-Aspartat

oD Optische Dichte

rcf relative Zentrifugalbeschleunigung (relatoentrifugal force)
rv Ruckwartsstrang der DNA (reverse)

RT Raumtemperatur

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

u. und

ver. verandert

VLDLR Very Low Density Lipoprotein Rezeptor

ZNS Zentrales Nevensystem
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