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1 Einleitung

1.1 Funktion und Aufbau des Hippocampus

Der Hippocampus gilt zusammen mit dem Gyrus cinglém Gyrus parahippocampalis mit
der Area entorhinalis, dem Corpus amygdaloideumdemd Corpus mamillare als Bestandteil
des limbischen Systems.

Dessen Bezeichnung geht auf Broca zurlck, der z®%/&8 parallel liegende Ringsysteme an
der medialen Hemisphéarenwand als ,grand lobe linndsidpeschrieb, die sich wie ein ,Saum*
um Balken und Zwischenhirn legten (Broca, 1878).

Es wird angenommen, dass das limbische System einscheidende Rolle bei der
Entstehung von Emotionen, dem Affektverhalten ur degetativen Modulation spielt
(Papez, 1937, Maclean, 1955).

Die Bedeutung des Hippocampus liegt vor allem inrdemlichen Orientierung (Milner et
al., 1997) und in der Gedachtniskonsolidierung, . d.dem Uberfiihren von
Kurzzeitgedachtnisinhalten in das Langzeitgedashtni

Menschen mit Hippocampus-Defekten weisen somit aimterograde Amnesie auf (Scoville
and Milner, 1957, Zola-Morgan et al., 1986).

Anatomisch befindet sich der Hippocampus grof3tenten Lobus temporalis medial des
Seitenventrikels. Wegen seines anndherungsweisshlightigen Aufbaus wird er als Anteil
des phylogenetisch alteren Archikortex angesehengdedm sechsschichtigen, phylogenetisch
jungeren Neokortex gegenibergestellt wird (Brodma®09, Vogt and Vogt, 1919).

Man unterscheidet drei Regionen des Hippocampuseimander (vgl. Abb.1): Das
Ammonshorn (Cornu ammmonis) und den Gyrus den{&ascia dentata), welche C-férmig
ineinandergreifen, und das Subiculum als Ubergamg entorhinalen Kortex des Gyrus
parahippocampalis.

Der Gyrus dentatus stellt die Eingangsstation titikale Afferenzen dar. Die Zellkdrper der
glutamatergen Prinzipalzellen befinden sich im t8tragranulosum (Kornerzellband); ihre
Dendriten weisen in das zellarme Stratum moleku{delekularschicht), welches in eine
aulRere gml; outer molecular laygrund eine innereirfll; inner molecular layer Schicht
untergliedert wird. An der auf3eren Schicht enden Afferenzen von Projektionsneuronen
des entorhinalen Kortex, an der inneren Schicht Ailerenzen aus Assoziations- und
Kommissurenfasern der Mooszellen von ipsi- und tedateralen Hilusbereichen (Blackstad,
1958).
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Dentate gyrus

Abbildung 1: Hippocampus mit Gyrus dentatus, Cornuammonis und Subiculum (Forster et al., 2006b).
Neurone und Faserprojektionen im Hippocampus sindri Schichten organisiert, in der vorliegenden
Abbildung sichtbar gemacht durch immunzytochemische Farbungen gegen zellspezifische
Markerproteine und unterschiedliche fluoreszenzmarlkerte Sekundarantikérper.

Abkirzungen:

h: Hilus mit Mooszellen; griin: Antikdrper gegen Caretinin

g granule cell layer (Kérnerzellband); rot: Antikérper gegen Calbindin, blau: DAPI (Kernfarbung).
Die Dendriten reichen bis zur hippocampalen Fissurdie Axone bis ins Stratum lucidum.

iml: inner molecular layer (innere Molekularschicht): Projektion der Assoziations- und

Kommissurenfasern der Mooszellen
oml:  outer molecular layer (aul3ere Molekularschicht): Afferenzen des entorhialen Kortex

hf: hippocampal fissure (hippocampale Fissur)
sp: pyramidal cell layer (Pyramidenzellband) mit Region CA1-CA3; blau: DAPI(Kernfarbung)
sl: Stratum lucidum: Axone der Kérnerzellen (Moosfasern) im Bereich CA3

Zwischen dem bogenformigen Gyrus dentatus und dé&8-&ektor des Cornu ammonis
befindet sich der Hilus mit Axonen der Kornerzellewelche als Moosfasern bezeichnet
werden. Somit liegt eine strenge raumliche Trennuog Afferenzen und Efferenzen vor
(Stanfield and Cowan, 1979b).

Das Cornu ammonis, welches traditionellerweise ersehiedene Sektoren (CAl bis CA4)
untergliedert wird (Cajal, 1883, Lorente de NO, 4Q3veist ebenfalls einen dreischichtigen
Aufbau auf, wobei die glutamatergen Prinzipalzellgar als Pyramidenzellen bezeichnet
werden.

An der dem Gyrus dentatus zugewandten Seite demriRyenzellbandes befindet sich das
Stratum radiatum, welches den Eingangsbereich ffiereaten Moosfasern aus dem Gyrus
dentatus darstellt und sich nach innen in das Btranolekulare-lacunosum fortsetzt. Im

Bereich CA3 liegt zwischen dem Pyramidenzellbandl wem Stratum radiatum das
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sogenannte Stratum lucidum, welches die Fasergrojen der Kérnerzellen in das Stratum
pyramidale enthalt (Amaral et al., 2007).

Zwischen der ventrikelnah gelegenen Faserschichie(®) und dem Pyramidenzellband
findet man das Stratum oriens mit inhibitorischearlizellen (Ribak and Seress, 1983).

Die Dendritenbdume der Pyramidenzellen sind sowwdh innen als auch nach aul3en
gerichtet, wahrend die Axone zentrifugal in RiclguAlveus verlaufen. Hippocampale

Efferenzen enden vor allem in den Corpora mamd)am Septum und im kontralateralen
Hippocampus.

Weitere hippocampale Zelltypen sind Mooszellen ieréich des Hilus (Ribak et al., 1985),

und eine heterogene Gruppe von GABAergen Intermaurodie nicht auf eine bestimmte
Schicht begrenzt sind (Freund and Buzsaki, 1996).

1.2 Neuronale Migration

1.2.1 Prinzipien der neuronalen Migration

Es werden drei Hauptprinzipien der neuronalen Migraunterschieden, die sowohl fir den
Neokortex als auch den Hippocampus gelten (Nadaead Parnavelas, 2002):

Wahrend exzitatorische Prinzipalneurone (Korneerellund Pyramidenzellen) von der
Ventrikularzone radial in Richtung Pia migrierenamndern inhibitorische Interneurone
tangential vom basalen Telencephalon zu ihrem Ehdai Neokortex und Hippocampus
(Anderson et al., 1997, Anderson et al., 2001).

Bei der radialen Migration der Prinzipalzellen kénnweiterhin zwei Fortbewegungstypen
differenziert werden:

Zum einen existiert eine Migrationsform durch Samaslokation entlang des fihrenden
neuronalen Fortsatzele&ding process welche zur Bewadltigung kurzer Distanzen im falihe
embryonalen Kortex dient, und zum anderen eine aignsform entlang radialer Gliazellen,
die im spateren embryonalen Kortex zur Bewaltigumgiterer Wegstrecken vorherrscht
(Nadarajah and Parnavelas, 2002).

1.2.2 Die Schichtenbildung im Neokortex
Ein wesentliches histologisches Charakteristikunwadd von Hippocampus als auch
Neokortex ist die klare Trennung der Zell- und Faslgichten. Neuronale Migration als auch

neuronale Zellproliferation tragen entscheidendl@uEntstehung dieser Architektur bei (vgl.
Abb. 2).
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Neokortikale Neurone gehen aus Progenitorzellen ereinteilungsaktiven Zone
(Ventrikularzone) hervor, die sich nahe der Seigenrkel befindet.

Die Entwicklung des Rattenneokortex beginnt am é@bryonalen Tag (E12) mit der
Entstehung depreplate einer zellreichen Schicht aus Reelin produzieeen@ajal-Retzius
(CR)-Zellen undsubplate(SP)-Neuronen (Valverde et al., 1995).

Durch die Invasion von neu entstandenen NeuronsmlauVentrikularzone wird digreplate

im Stadium E16 in Marginalzone (MZ) umslbplate aufgespalten. Dabei passieren die
Neurone auf ihrem Weg in Richtung Pia sowohlglieplateals auch die vorher entstandene
Zellschicht, um die Grenze zur Marginalzone zuiehen (Bayer et al., 1991).

Dadurch ergibt sich ein sogenanntes ,inside-outie¢dea fur die Schichtenbildung des
Neokortex.

Abbildung 2: Schichtenentwicklung des Neokortex nat dem ,Inside-out“-Prinzip (Honda et al., 2011).
i; Entstehung derpreplate aus Cajal-Retzius-Zellen undsubplate-Neuronen

ii: Aufspaltung der preplate durch Einwanderung von Neuronen aus der Ventrikuldzone

iii: ~Inside-Out“-Prinzip des Neokortex: Die jingsten Neurone befinden sich am weitesten auf3en
Abkirzungen:

Schichten: PP=preplate; VZ=ventricular zone; MZ=marginal zone, CP=cortical plate

Die arabischen Zahlen stehen fir die zukinftigen Kdexschichten.

Zellen: CR=Cajal-Retzius-Zellen; RG=radiale Gliazelen; SP=subplate-Neurone

1.2.3 Die Entwicklung des Gyrus dentatus
Die Vorlauferzellen des Stratum granulosum (ebenge die Vorlauferzellen des

Ammonshorns) entstammen dem Neuroepithel der \kemdiizone (Altman and Bayer,
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1990b). Entlang von radialen Gliafasern migriereesé Vorlauferzellen in Richtung der
pialen Oberflache des zukinftigen Gyrus dentatus.

Das suprapyramidale Band entsteht dabei vor derappfamidalen Band, dessen Zellen aus
einer sekundaren Proliferationszone im Bereich zasinftigen Hilus generiert werden
(Altman and Bayer, 1990a).

Einige Precursorzellen behalten ihre Teilungsfahiigkind bilden auch postnatal weitere
Proliferationszonen im Bereich des Hilus (Altmarnl &as, 1966).

Die adulte Neurogenese des Gyrus dentatus konnteaan Menschen nachgewiesen werden
(Eriksson et al.,, 1998) und ermdglicht die Untemsung der Entwicklungsprozesse von
Kdrnerzellen an postnatalen Zellkulturen bzw. asluRRatten.

Im Gegensatz zum ,inside out“-Prinzip des Neokomiex Ammonshorns, bei dem sich die
migrierenden Neurone an die Oberflache einer lseteéistehenden Zellschicht anlagern,
besteht im Gyrus dentatus das ,outside-in“-Prinzyjpnach sich die migrierenden Zellen
unterhalb einer &lteren Schicht ansiedeln (StathAed Cowan, 1979a).

Sowohl bei der radialen Migration des Neokortex algh des Hippocampus spielt das

extrazellulare Matrixprotein Reelin eine wichtigellR.

1.3 Reelin und die Reeler-Maus

Reelin ist ein 3461 Aminosauren langes Glycoprof(Bi\rcangelo et al., 1997), dessen Gen
1995 entdeckt wurde (D'Arcangelo et al., 1995). Biankonnte nachgewiesen werden, dass
die Deletion eines Gens, welches fir ein extralgets Matrixprotein kodierte, zu dem
Phanotyp der sogenannten Reeler-Maus flhrte.

Bei der Reeler-Maus handelt es sich um eine erstrsbntan aufgetretene Mutante der
Hausmaus, die bereits 1951 von Falconer beschriebemde (Falconer, 1951).
Charakteristisch ~ fir den  Phanotyp der Reeler-Metantsind  motorische
Koordinationsstorungen, Ataxie und Tremtw (eel 2 taumeln, schwanken). In Anlehnung
an die Bezeichnung Reeler-Maus wurde das Gen ,REUMI das von diesem Gen kodierte
Protein ,Reelin“ genannt.

Reelin wird in der frihen embryonalen Phase vonesagnten Cajal-Retzius-Zellen
sezerniert, die Ende des 19. Jahrhunderts entdectden (Cajal, 1891, Retzius, 1893,
Retzius, 1894). Im Hippocampus und Neokortex befmdsich diese Zellen in der
Marginalzone, einer zellarmen Schicht unterhalbRlar(D'Arcangelo et al., 1995, Hirotsune
et al., 1995, Drakew et al., 1998).
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In der préanatalen und adulten Phase erfolgt dielilR8ekretion hauptsachlich durch
GABAerge Interneurone, wahrend die Sekretion dutiehCajal-Retzius Zellen zuriickgeht
(Alcantara et al., 1998).

Reelin spielt eine wichtige Rolle bei der neuronaMigration und Schichtenbildung von
Neokortex und Hippocampus. Liegt ein Defekt in 8ekretion oder der Signalkaskade vor,
kommt es zu schweren Stérungen der SchichtenbildDiycangelo, 2006, Forster et al.,
2006a) und zur Fehlorientierung radial migrierendurone (Pinto Lord and Caviness,
1979).

1.4 Morphologische Defekte bei Reelin-defizienten Mause

Im ZNS der Reeler-Maus weisen zahlreiche Bereicgheanale Migrationsstérungen auf: Im
Neokortex kommt es zu einer Umkehr des ,inside-¢trihzips, wodurch die neu generierten
Neurone unterhalb der zuletzt gebildeten Zellsdhrehnbleiben.

Ebenso zeigen die Organisation der Purkinje-Zeltéthim Cerebellum als auch der
Faltungsprozess der inferioren Olive Defizite, digf eine gestérte neuronale Migration
zurtckzufihren sind (Tissir and Goffinet, 2003).

Der Hippocampus der Reeler-Maus weist auf denreBliek nur leichte Abweichungen vom
Wild-Typ auf. Es bestehen jedoch, im Gegensatz zongitudinalen und transversalen
Ausmal3, erhebliche Veranderungen des radiaren Asf{#tanfield and Cowan, 1979b):

Das Ammonshorn weist unscharfe Begrenzungen aufzeigt im Bereich von CAl eine
Verdopplung des Pyramidenzellbands. Ein Zellbant korrekt ausgerichteten Dendriten
befindet sich nahe der Fissur, wahrend das andeltbadid mit fehlorientierten Fortsatzen
nahe dem Stratum oriens gelegen ist (Deller e1889).

Die dicht gepackte, bandformige Anordnung der Kixaken im Gyrus dentatus ist in der
Reeler-Maus vollig aufgehoben; stattdessen liegerKé@rnerzellen ungeordnet im Bereich
des Hilus verteilt vor.

Zudem kommt es zu einer Fehlorientierung der axddiéschen Polaritdtsachse, wobei die
Zellen scheinbar wahllos Dendriten und Axone insehredene Richtungen ausbilden
(Stanfield and Cowan, 1979b, Drakew et al., 2002).

Die Abweichungen der Polaritdtsachse in verschiedefVinkeln von der normalen
Orientierung wurden sowohl fiir Neokortex als augppdcampus beschrieben (Stanfield and
Cowan, 1979b, Terashima et al., 1983).

Dabei kann die Ausrichtung von Dendrit und Axonlst@indig invertiert sein, d.h. das Axon
tritt aus dem apikalen Zellpol aus, wahrend der ddrzum Ventrikel weist (Landrieu and
Goffinet, 1981).
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Es fanden sich jedoch auch Neurone, bei denen dam Aateral aus ventrikelwarts

gerichteten Dendriten entsprang (Pinto Lord andi@ess, 1979).

1.5 Die Reelin-Signalkaskade

Nachdem das Reelin-Gen 1995 entdeckt wurde, stadén letzten Jahren die Erforschung
der Reelin-Signalkaskade im Vordergrund (vgl. ABp.

Es wurden zwei Reelin-Rezeptoren, ApolipoproteiR&eptor 2 (ApoER2) undery low-
density Lipoproteinrezeptor (VLDLR) identifiziert, deren ti®ulation eine
Tyrosinphosphorylierung des intrazellularen Sigraékils Dabl induziert (D'Arcangelo et
al., 1999, Trommsdorff et al., 1999).

Dies geschieht Uber verschiedene Kinasen aus dérFaRnilie, insbesondere Fyn und in
geringerem Mal3e Src (Arnaud et al., 2003, Bocktéec, 2003).

Es wurden bereits mehrere Interaktionspartner voablD wie beispielsweise die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (P13-Kinase) ideuniiirt, die eine Phosphorylierung von Akt
und GSK-3 bewirkt (Bock et al., 2003).

Die Interaktion von GSK43 mit Tau, einem Mikrotubuli-assoziierten Proteiahit zu einer
Hemmung der Tau-Phosphorylierung (Hiesberger 1889, Ohkubo et al., 2003).
Mittlerweile sind mehrere Rezeptoren bekannt, diefliss auf die Reelin-Signalkaskade
haben. Dazu gehdren beispielsweiseodigl-Integrine (Dulabon et al., 2000, Forster et al.,
2002).

Im Gegensatz zu den gut verstandenen Mechanismeupgream“-Signaltransduktion, zu
denen die Reelin-Wirkung auf membranstandige Rereptund das Dabl-Signalmolekl
gehoren, sind die Komponenten der ,downstream“&lgskade und ihr funktioneller
Aspekt fur die neuronale Migration noch weitgehentekannt.

Erst vor drei Jahren wurde n-Cofilimgn-muscle cofilin, cofilind ein F-Aktin-assoziiertes
Protein mit regulatorischer Funktion auf die zylisktale Stabilitdt (Bamburg, 1999), als ein
Effektormolekil der Reelin-Signalkaskade identéizi(Chai et al., 2009).

Uber das Enzym LIM-Kinasel (LIMK1) wird n-Cofilinnaeinem Serinrest phosphoryliert,
wodurch seine F-Aktin-depolymerisierende Fahigkeitabgesetzt wird (Arber et al., 1998).
Der verminderte Aktinturnover fihrt anschlielBendemer Stabilisierung des Zytoskeletts.
Die LIMK1-abhangige Phosphorylierung von n-Cofiketzt ebenfalls die Aktivierung von
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase) voraBsck et al., 2003).
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Abbildung 3: Die Reelin-Signalkaskade (Chai et al.2009)

Die Bindung von Reelin an ApoER2 fiihrt zur Phosphoylierung des Dabl-Signalmolekiils. Uber die
Interaktion mit der PI3-Kinase wird eine Phosphorylierung der LIM-Kinase herbeigefihrt, welche das F-
Aktin-assoziierte Protein n-Cofilin phosphoryliert. N-Cofilin hat Einfluss auf die Stabilisierung des
Zytoskeletts.

1.6 Der Reelin-Effekt auf Neurone

1.6.1 Die Entwicklung der axodendritischen Polaritatsache radial
migrierender Neuronein vivo

Nach ihrer Entstehung in der Ventrikularzone durabymmetrische Teilung radialer
Gliazellen wandern die Neuroblasten entlang voraf@ern in Richtung Kortex (Rakic,

1972). Bei Erreichen der subventrikularen Zonendseh die Zellen von den Gliafasern und
bilden mehrere Fortsétze (multipolares Stadium)(ho$urco and Bai, 2006).

Die Migration bis zur intermediaren Zone erfolgtagkellunabhéngig (Tabata and Nakajima,
2003).

In der intermediaren Zone nehmen die Zellen wigdlentakt zu den Gliazellen auf und

wechseln schlief3lich in das bipolare Stadium (&db. 4).
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Wahrend ein Fortsatz in Richtung Pia weigtafling procegsund spater zum Dendriten
spezifiziert wird, zeigt der andere Fortsatzai{ing proces$ zur Ventrikularzone und
entwickelt sich spater zum Axon (Barnes et al.,Z2Z@xarnes and Polleux, 2009).

Die Fortbewegung bis zur Marginalzone erfolgt Ubkaizellabhé&ngige Lokomotion (Noctor
et al., 2004).

Sobald dereading processlie Marginalzone erreicht, bildet er zahlreicherafeeigungen
aus. Anschliel3end l6sen sich die Zellen von deaf@ern und migrieren die letzte Strecke
mittels gliazellunabhangiger Somatranslokation @taghh et al., 2001).

Die Verzweigungen dedeading processstellen eine Art Verankerungshilfe fur die
Translokation des Zellkérpers dar, der vi@ading procesé die Richtung der Marginalzone
gezogen wird (Gupta et al., 2002).
Wahrend der frihen Stadien der Kortikogenese kamm Migration allein durch
Somatranslokation bewerkstelligt werden, da dieihttlicke des Kortex gering ist und die
Marginalzone durch Extension desading procesegrreicht werden kann. Im spateren Verlauf
kommt der gliazellabhangigen Lokomotion grol3ere eédgdng zu, da die migrierenden

Neurone eine weitere Wegstrecke zurlicklegen mi(dszatarajah and Parnavelas, 2002).

Polarization of cortical neurons in vivo
i =N 1 Axon initiation segment
MZ ?\ ?\ L "3—*‘“. === Somato-dendritic domain
TJ || ||‘ l — Axon
lIII [‘l I:J'-,¥ | 2/3 ¢ Spine
cp [ | r
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Abbildung 4: Die Ausbildung der Polaritatsachse vorkortikalen Neuronen in vivo (Barnes and Polleux,
2009)

Nach ihrer Entstehung durch asymmetrische Teilung adialer Gliazellen wandern die Neuroblasten in
Richtung Marginalzone. Wéahrend des multipolaren Stdiums erfolgt die Migration gliazellunabhéngig.
Bei Erreichen der intermedidren Zone nehmen die Zé&n wieder Kontakt zu den radialen Gliazellen auf
und bilden trailing process bzw. leading process aus (bipolares Stadium), die spéater zu Axon und Delrit
differenziert werden.

Abkirzungen: LP=leading process, TP=trailing process, VZ=Ventrikularzone,
IZ=intermediare Zone, SVZ=subventrikuldre Zone, VZ=ventrikulare Zone.

CP=Kortexplatte,
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Anhand der obigen Charakterisierung des bipolatadi@msin vivo wird deutlich, dass die
Entstehung der axodendritischen Polaritdtsachsstbevahrend der Migration erfolgt.

Im Entwicklungsstadium E18 wird Reelin von GABAengkaterneuronen sezerniert, die ihre
Endposition in den Kortexschichten V/VI mittels gemtialer Migration bereits erreicht haben
(Alcantara et al., 1998, Soriano and Del Rio, 2005)

Auf ihrem Weg in Richtung Marginalzone missen deutdne diese Reelin exprimierenden
Zellen passieren. Dadurch liegt die Vermutung natess Reelin einen Effekt auf die

Polarisierung migrierender Neurone haben konntes(ebet al., 2010).

1.6.2 Die Entwicklung der axodendritischen Polaritat radial migrierender
Neuronein vitro

Die meisten Erkenntnisse zu neuronalen Polarisgsworgdngen basieren auf Studien an
hippocampalen Dispersionskulturen (Craig and Bank&®94). Im Gegensatz zu
Experimentenin vivo entwickeln sich die Zellen hierbei in der Abweseibhhvon
topographisch angeordneten Signalen. Dadurch kénwen allem Erkenntnisse zu
intrinsischen Mechanismen, die zur Ausbildung daafsierung fihren, gewonnen werden.
Gemal friheren Beobachtungen nach Dotti und Kalldgklen dissoziierte Zellen direkt
nach dem Ausplattieren nur einige Lamellipodiera{8tm 1) aus, bevor es zur Entstehung
mehrerer Neuriten (multipolares Stadium, Stadium kBy)nmt. Der Fortsatz mit dem
schnellsten Wachstum wird im folgenden Stadium digta 3) zum Axon differenziert.
Wahrend der Entwicklung kommt es zu weiteren Adsngsprozessen, wie Dendriten-
(Stadium 4), Spine- und Synapsenbildung (Stadium 5)

@
Centrosome

4 Golgi
% Early and late endosomes

Abbildung 5: Die Entwicklungsstadien hippocampalerNeuronein vitro (Calderon de Anda et al., 2008)
Die Neurone bilden zunachst nur einen Fortsatz augmonopolares Stadium). Anschlielend wird das
bipolare Stadium (roter Pfeil) erreicht, welches fii die spéatere Axon- und Dendritspezifizierung
entscheidend ist.
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Die Polarisierung der hippocampalen Neurone fimdeth dieser Einteilung im multipolaren

Stadium statt (Dotti et al., 1988, Bradke and D@®00).

Durch eine neuere Charakterisierung der Fortsd¢zdiizierung (vgl. Abb. 5) konnte jedoch

gezeigt werden, dass die axodendritische Polaaithte bereits im bipolaren Stadium
festgelegt wird (Calderon de Anda et al., 2008).

Somit ist das bipolare Stadium vitro &hnlich wiein vivo ausschlaggebend fiir die spatere
Spezifizierung des Axons, die Polarisierung wirdlgeh aufgrund des Fehlens von
extrazellularen Signalmolekilen durch intrinsisckechanismen gesteuert (Calderon de
Anda et al., 2008, Menchon et al., 2011).

1.6.3 Der Reelin-Effekt auf die neuronale Polarisierung

Fur die Ausrichtung der axodendritischen Polar@étsen vivo sind sowohl intrinsische als
auch extrinsische Faktoren verantwortlich (Arimara Kaibuchi, 2007).

Beispielsweise scheint die intrazellulare postnstite Akkumulation von Molekilen, die
Einfluss auf die Polarisierungsvorgange nehmen &bneine wichtige Rolle zu spielen, wie
z.B. das Zentrosom, der Golgi Apparat oder die Bode (Zmuda and Rivas, 1998, de Anda
et al., 2005, de Anda et al., 2010).

Die Entstehung des zukinftigen Axons erfolgt dednes dem selben Zellpol, in dem diese
Zellorganellen positioniert sind (de Anda and T&ail1).

Spater wandert der Golgi-Apparat auf die Seite @@kalen Dendriten und befindet sich
somit auf dem gegenseitigen Zellpol (Horton et2005).

Matsuki und Kollegen zeigten, dass Reelin tGber Biabl-vermittelte Signalkaskade Einfluss
auf die Verlagerung des Golgi-Apparates in die algik Dendriten nimmt. Dabei
antagonisiert Reelin die Funktion dé&B1-Stk25-Golgi matrix protein 13QGM130),
welches die Kondensation des Golgi-Apparates ursdAd@nwachstum fordert (Matsuki et
al., 2010).

Die Serin-Threonin-Kinase LKB1liyer kinase B) aus der Familie der PAR-Proteine
(partitioning defectiviespielt eine wichtige Rolle fir die axodendritiscRolarisierung radial
migrierender Neuroné vivo (Asada et al., 2007, Barnes et al., 2007, Shellgl.e 2007,
Shelly and Poo, 2011).

Der Knockdown von LKB1 fiihrt zu fehlender Differe@ming vonleading bzw. trailing
processund induziert Migrationsstérungen ahnlich wie er dReeler-Mutante (Asada et al.,
2007).



1 Einleitung 12

Im Rahmen der neuronalen Polarisierung treten \dendmgen der Zytoskelett-Dynamik auf,
die eine Stabilisierung dekeading process(Dendrit) und erhdhte Beweglichkeit bzw.
Wachstum defrailing process(Axon) bewirken.

Bradke und Dotti fanden 1999 heraus, dass bei kgppalen Neuroneim vitro die lokale
Aktindepolymerisierung in Wachstumskolben zu deBifferenzierung zum Axon fihrte,
wohingegen ein stabiles Aktinnetzwerk in den ubrig¢achstumskolben die Polymerisierung
von Mikrotubuli verhinderte (Bradke and Dotti, 1999

Mittlerweile gibt es Hinweise darauf, dass die 8isibrung desleading processiber eine
Phosphorylierung von n-Cofilin an Serinrest 3 vetefi wird, wodurch die F-
Aktindepolymerisierung herabgesetzt wird.

Diese Signalkaskade wird durch Reelin tber die \vAdtung von ApoER2/Dabl in Gang
gesetzt (Chai et al., 2009). Chti al. konnten mitin vivo-Studien demonstrieren, dass die
apikalen Fortsétze von kortikalen Neuronen in deelR-reichen Marginalzone p-Cofilin-

positiv waren (vgl. Abb. 6).

Reelin p-cofilin DAPI

Abbildung 6: Immunfarbung des Neokortex von Rattendes Stadiums E17.5 (Chai et al., 2009)

Es wurde eine Antikdrperfarbung gegen p-Cofilin (gin) und Reelin (rot) sowie eine Zellkernfarbung mit
DAPI (blau) durchgefuhrt, scale bar 2 40um. Die Reelin produzierenden Cajal-Retzius-Zeadn (weilde
Pfeile) in der Marginalzone (MZ) zeigen keine p-Cadfin-Immunfarbung. Die apikalen Fortsatze (weil3e
Pfeilspitzen) von spét entstandenen Neuronen in deiul3eren Zellschichten sind p-Cofilin-positiv sowie
die Zellkérper von friih entstandenen Neuronen in de tieferen Zellschichten (weil3e Sterne).



1 Einleitung 13

Auch das Protein Cdc42 aus der Familie der Rho-G@iRPaeigte regulatorische Funktionen
auf die Phosphorylierung von n-Cofilin und das Awachstum (Garvalov et al., 2007).
Leemhuis und Bock fanden heraus, dass diese Sagkalle ebenfalls durch Reelin
vermittelt wird. Dabei fuhrte jedoch die BindungrvBeelin an ApoER2 bei hippocampalen
Neuronenin vitro zu einer erhéhten Beweglichkeit der Wachstumskygli#aisbildung von

Filopodien und Fortsatzverzweigungen (Leemhuid.eP@10, Leemhuis and Bock, 2011).

1.6.4 Der Reelin-Effekt auf radial migrierende Neurone: ,Go or Stop“?
Aufgrund der Tatsache dass die normalerweise medlaMarginalzone im Neokortex der
Reeler-Mutante von friih generierten Neurone beliedede, entstand die Hypothese, dass
Reelin als Stoppsignal fungieren kénnte (PearlnmehZheppard, 1996, Frotscher, 1998).
Dulabon und Kollegen beobachteten, dass der Komi&kiReelin-haltigem Medium bzw. der
Reelin-reichen Marginalzone zur Einstellung der tdigpn fuhrte (Dulabon et al., 2000).
Passend zu dieser Tatsache kam es nach Zersttenr@aghl-Retzius-Zellen (Super et al.,
2000) oder bei Dabl1-Phosphorylierungsstorung in-Mwutanten (Kuo et al., 2005) zu einer
Besiedlung der Marginalzone mit radial migrierenti&zuronen.

Da die Migration hippocampaler Kérnerzellen in deeelerMutante jedoch bereits im
Bereich des Hilus endet und viele Zellen gar nierdt bis zur Marginalzone des Gyrus
dentatus gelangen, kénnte diese Hypothese nurdgealih den Hippocampus zutreffen.

Die topographisch korrekte Position von Reelin spieerbei eine wichtige Rolle, wie
Experimente an hippocampalen Reeler- und WildtypeSKulturen zeigten:

Bei Kokultivierung beider Typen wanderten die Kdredlen in Richtung der Reelin-reichen
Marginalzone und bildeten dort das dicht gepackt@rnkrzellband, wohingegen die
Inkubation mit Reelin-haltigem Medium nicht zur Kektur der Schichtenbildung fiihrte
(Zhao et al., 2004).

Eine @hnliche Wirkung auf die Kdrnerzellmigratioattbeim Einsatz anderer Reelin-reicher
Gewebetypen wie dem Bulbus olfactorius auf (Zhaal.e2006).

Diese Beobachtungen weisen eher auf eine Art &iteak Effekt von Reelin auf die
Kdrnerzellen hin.

Ebenso scheint bei der neuronalen Migration im Meek die Richtung der Fortbewegung
vorgegeben oder durch Signalmolekile vermittelt werden. Die Zellen passieren
entsprechend dem ,inside-out*-Prinzip die alteregllsthichten und bewegen sich auf die
Reelin-reiche Marginalzone zu, wohingegen es inRleeler-Mutante zu einem invertierten
neokortikalen Schichtenaufbau kommt (Rakic and @=ss, 1995, Tissir and Goffinet, 2003).
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Ebenso wiesen bei Studien an Dabl-Mutaten die Meueshebliche Migrationsdefizite auf
und ihreleading processe®ichten nicht bis in dipreplate(Sanada et al., 2004).

Eine mogliche Erklarung fur den attraktiven Effekdn Reelin ware die Existenz eines
Reelin-Gradienten. Da Reelin in unterschiedlichf3grd-ragmente proteolytisch gespalten
wird und kleinere Fragmente leichter durch die azetlulare Matrix diffundieren, musste der
Gradient von der Marginalzone zur Ventrikularzoria Bbnehmen (Zhao and Frotscher,
2010). Tatsachlich konnte der Nachweis von Reelagfenten im Bereich des Kortex
mithilfe von Immunférbung bereits erbracht werdéosgin et al., 2007).

Interessanterweise demonstrierten ,rescue“-Experienam Kortex von Reeldvausen, bei
denen Reelin nicht an topographisch korrekter RPosdargeboten wurde, einen permissiven
Effekt auf die neuronale Migration.

Magdaleno und Kollegen zeigten anhand von Studigrektoper Expression von Reelin in
der Ventrikuldrzone, dass die Darbietung von ResimAusgangspunkt der Wanderung nicht
zu einem Stopp der Migration fiihrte. Obwohl es hitheiner normalen Schichtenbildung im
Neokortex kam, erfolgte eine regelhafte Aufspaltudey preplate und im Phénotyp der
Mausmutanten trat keine Ataxie auf (Magdaleno e2&i02).

Ebenso konnte durch Inkubation mit Reelin-haltigétedium von Slice-Kulturen ein
partieller ,rescue” des Reel@hanotyps erreicht werden (Jossin et al., 2004).

Eine Ursache dieses permissiven Effektes, der Nemavahrend der frihen Kortikogenese
und Aufspaltung depreplate von Bedeutung zu sein scheint, kdnnte beispieavelie
unterstutzende Funktion von Reelin auf die Somatodation sein.

Wahrend den frihen Entwicklungsstadien der Kortgrogse erfolgt die neuronale Migration
vor allem Uber Somatranslokation. Zunachst wacestedding processn Richtung Pia, der
bei Erreichen der Marginalzone zahlreiche Verzweggn ausbildet (Nadarajah et al., 2001).
Durch Verkirzung degeading processwird das Soma anschlieBend in die Marginalzone
gezogen (Gupta et al., 2002).

Im Neokortex fuhrt das Fehlen von Reelin zu einé@rdhg der Somatranslokation, wodurch
die Migration der friih generierten Neurone misglingd diepreplate nicht aufgesplittert
wird (Sheppard and Pearlman, 1997). Bei genaueetraéhtung von Dabl- bzw. Reeler-
Mutanten scheinen dikading processesigrierender Neurone dipreplate gar nicht zu
erreichen, zeigen Fehlorientierungen der Polaathts und weisen deutlich weniger
Verzweigungen auf (Sanada et al., 2004, Kuo et2805). Die Tatsache, dass Reelin die
Verzweigungen von Nervenzellfortsatzen fordert, deudurch Studien an Gliazellen (Forster
et al., 2002) und Neuronen (Del Rio et al., 19%telis unter Beweis gestellt.
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Franco und Kollegen zeigten, dass die Stabilisgrdesleading processund somit die
gliazellunabhangige Somatranslokation durch Reehermittelt wird, welches Uber
Dabl/Rapl (GTPase) die Cadherin-Funktion reguliganco et al., 2011).

Zudem wurde durch Studien zur Expression von Rd®imeptoren bewiesen, dass Reelin
bereits wahrend der frihen Kortikogenese auf mignde Neurone wirkt (Uchida et al.,
2009).

Zusammengefasst wirkt Reelin fordernd auf die Migrawahrend der frihen Kortikogenese
indem es Uber die Ausbildung von Verzweigungenlelading processlie Somatranslokation

und das Vordringen der Neurone bis in plieplateermdéglicht.

1.6.5 Zur Rolle der Reelin-Rezeptoren

Die fehlerhafte Fortsatzspezifizierung migrierenbieurone der Reeldviutantein vivo lasst
zahlreiche Interpretationsmoglichkeiten fur die kMimg des extrazellularen Matrixproteins
Reelin zu.

Da die Neurone im Kortex der Reeler-Mutante bidismMarginalzone wandern, wodurch das
.nside-out® Prinzip der kortikalen Schichtenbildunaufgehoben wird, entstand die
Hypothese, dass Reelin fur radial migrierende Nesrrals Stoppsignal fungieren konnte
(Frotscher, 1998).

Auf den Gyrus dentatus der ReeMutante scheint diese Hypothese jedoch nur bedingt
zuzutreffen.

Die Kornerzellen, welche normalerweise das diclpag&te Stratum granulare bilden, sind in
der Reeler-Mutante diffus im Bereich des Hilus &drtZudem zeigten Experimente an Slice-
Kulturen, dass die Kokultivierung von Reeler- undildtyp-Slices die Migration der
Kdrnerzellen in Richtung der Reelin-reichen Mardgoae initiierte, wo sie das dicht
gepackte Kornerzellband bildeten (Zhao et al., 2@bvo et al., 2006).

Somit scheint Reelin im Gyrus dentatus eher eingakdéiven Effekt auf die Migration der
Kdrnerzellen zu haben (Forster et al., 2006a, Ebedtal., 2006b).

Hierbei stellte sich die Frage, wie diese scheimaaadoxe Wirkung von Reelin auf zellularer
Ebene =zustande kommt und welche Komponenten derlinRggnalkaskade dafur
verantwortlich gemacht werden kdnnen.

Studien an Knockout-Mausen kénnten einen Erklaranggtz flur die paradoxe Wirkung von
Reelin auf migrierende Neurone geben: Wahrend doible KnockoutMutanten fur beide
Lipoproteinrezeptoren, ApoER2 und VLDLR, phanotgpisnicht von der Reeler-Maus

unterschieden, wiesen Mutanten mit nur einem Rerégtekt mildere Auspragungen des
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ReelerPhanotyps auf. Zudem wurde gezeigt, dass sichedieiljgen Migrationsdefizite von
ApoER2- und VLDLR-Mutanten ebenfalls voneinanderteuschieden, was auf eine
unterschiedliche Rezeptorfunktion rickschlieRestl&Srommsdorff et al., 1999, Benhayon
et al., 2003, Hack et al., 2007).

Die kortikale Schichtenbildung der VLDLR-Mutante mwaveitestgehend normal, jedoch
fanden sich zahlreiche Neurone in der Marginalz@nack et al., 2007). Diese Resultate
implizieren, dass VLDLR an dem inhibitorischen Kkifevon Reelin auf die neuronale
Migration beteiligt sein konnte.

Im Kortex der ApoER2-Mutante hingegen war ein Gedf3ler spat generierten Neurone
nicht in der Lage, die Zellschichten zuvor gebialdileurone zu durchqueren, was zu einer
Inversion im kortikalen Schichtenaufbau und zur @mkdes ,inside-out*-Prinzips fuhrte
(Benhayon et al.,, 2003, Hack et al., 2007). Dies¢sdche lasst darauf schliel3en, dass
ApoER2 eher an der permissiven oder attraktivenkMvig von Reelin auf migrierende
Neurone involviert sein konnte.

Ebenso konnte ein zeitlich unterschiedliches Exgoesmuster der beiden Rezeptoren eine
wichtige Rolle spielen. Wéahrend VLDLR vor allemnmgrierenden Neuronen, die kurz vor
dem Kontakt mit der Reelin-reichen Marginalzonehste zu finden ist, wird ApoER2
ubiquitar wahrend der Entwicklung exprimiert (Trosuohorff et al., 1999).

Auch die Affinitdt von Reelin zu dem jeweiligen FRgtor ist von Bedeutung. Es zeigte sich,
dass die Bindungsstarke von Reelin und ApoER2 &dmebtarker war als zwischen Reelin
und VLDLR. Ebenso war der Anteil des Uber die Re8lignalkaskade phosphorylierten
Dabl in der ApoER2-Mutante starker reduziert alsden VLDLR-Mutante (Andersen et al.,
2003, Benhayon et al., 2003).

Eine weitere mdgliche Erklarung konnte eine untaestliche Lokalisation der Rezeptoren
auf der Zelloberflache oder innerhalb der Zellmesnbsein. Duit und Kollegen fanden
heraus, dass sich ApoER2 imft domains (cholesterinreiche Mikrodoméanen) der
Zellmembran befindet, wahrend VLDLR imon-raftdomainslokalisiert ist (Duit et al., 2010).
Zusammengefasst wird ersichtlich, dass die Reetingikaskade Uber zwei Rezeptoren
aktiviert werden kann, die sich bezuglich ihrer Kion fur die neuronale Migration, ihrem
zeitlichen Expressionsmuster, ihrer Affinitat fureétin und ihrer zellularen Lokalisation

unterscheiden.
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1.7 Reelin und radiale Gliazellen

Reelin spielt sowohl bei der Ausbildung eines rkgien Gliazellgerlsts als auch beim
Fortsatzwachstum der Gliazellen eine wichtige Rolle zahlreiche Studien an Reeler- und
Scrambler-Mausen zeigten.

Radiale Gliazellen kdnnen sowohl als neuronale &(ddrzellen fungieren als auch ein Gerust
fur migrierende Neurone darstellen (Seri et alQ130

Da die Neurogenese im Gyrus dentatus auch postmatrhin fortbesteht (Altman and Das,
1965, Altman and Das, 1966), missen spat entstandenrone in ein bereits ausgebildetes
Netzwerk integriert werden. Daher ist die Persistdes Gliazellgerists fur die neuronale
Migration des Gyrus dentatus von entscheidendeei®edg.

Die neuronalen Vorlauferzellen wandern nach ihretsiehung in der Ventrikularzone
mithilfe des primar entstandenen Gliazellgeristsemer zweiten Proliferationszone im
Bereich des Hilus. In einer kirzlich veroffentlient Studie wurde gezeigt, dass die Zellen
vorubergehend nahe der Pia verbleiben und ansehkie@nter dem Einfluss von Reelin in
Richtung Hilus migrieren. Zum Zeitpunkt der Gebudnitden diese Vorlauferzellen ein
sekundares Gliazellgerist, welches eine wichtigelleRdei der Entstehung des
Kdrnerzellbandes des Gyrus dentatus und der Sulligraone spielt. In der Subgranuléarzone
werden zeitlebens neuronale Vorlauferzellen gergtieet al., 2009).

Im Gyrus dentatus der Reeler-Maus oder bei ApoERRDR-Doppel-Knockout-Mausen
wird das sekundare Gliafasergerist nicht ausgdbildeas entscheidend zu den
Migrationsdefekten und der fehlerhaften Schichtielinig beitragt. Das erste Gliazellgerist
hingegen wurde durch die mangelnde Reelin-Exprassicht beeintrachtigt (Forster et al.,
2002, Weiss et al., 2003).

Im Gyrus dentatus zeigten Gliazellen auf Reeliri&nassays praferentielles Wachstum und
vermehrte Verzweigungen (Forster et al., 2002, detwdr et al., 2003).

Ebenso wiesen die Gliazellen im Neokortex von Reléusen gehemmtes
Fortsatzwachstum und einen geringeren Gehalt dezéliimarkers Blbpl{rain lipid binding
protein) auf (Hartfuss et al., 2003).

In vivo spielt die topographische Position von Reelindig Ausrichtung der Gliazellfasern
eine wichtige Rolle, da im Gegensatz zur Behandloniigrekombinantem Reelin nur die
Positionierung von Reelin im Bereich der Marginakozu der korrekten radialen
Orientierung der Gliafasern in Reeler-Slice-Kultuféhrte (Zhao et al., 2004).

Diese Erkenntnisse zeigen, dass Reelin bei derlegliaFortsatzorientierung und

Zelldifferenzierung eine wichtige Rolle spielt.
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Durch Untersuchungen am Bulbus olfactorius wurde Hiypothese aufgestellt, dass Reelin
fur migrierende Neurone als Signal zum Abldsen tgdement®) von den radialen Gliazellen
fungieren konnte (Hack et al., 2002, Cooper, 2008).

Durch Experimente an Reeler- (Pinto-Lord et al82)und Scrambler-Mausen (Sanada et al.,
2004), die eine Adhasion der Neurone an die Gliezaind gestérte Abldsung am Ende der
radialen Migration zeigten, wurde diese Hypothesaenstitzt. Diese Funktion als
,<detachment“-Signal wird vermutlich tUber die Intetian mit a3p1-Integrinen unterstitzt
(Dulabon et al., 2000).

1.8 Der Reelin-Effekt Uber den Notch-Signalweg

.Notch“ ist ein Transmembranrezeptor, der membgdige Liganden anderer Zellen binden
kann, wodurch ein multifunktioneller intrazellular&ignalmechanismus in Gang gesetzt
wird. Die Aktivierung von Notch induziert proteoigthe Vorgange, die zur Freisetzung der
Notch intracellular domain(NICD) fluhrt. Als Bestandteil eines Komplexes neger
Transkriptionsfaktoren moduliert NICD die Expressi&ahlreicher Gene.

Die Notch-Signalkaskade spielt eine wichtige Rdiks kortikalen Entwicklungsprozessen,
u.a. der Neurogenese und der Entwicklung von D&rd(iyoon and Gaiano, 2005, Louvi and
Artavanis-Tsakonas, 2006).

Ein Zusammenhang zwischen dem Notch-Signalweg werdReelin-Signalkaskade wurde
schon langer vermutet, da im Hippocampus und Neekoron Reeler-Mausen die NICD-
Konzentration vermindert war. Zudem fihrten Stoéemgim Notch-Signalweg zu
Migrationsdefiziten ahnlich wie in der Reeler-MutaiiHashimoto-Torii et al., 2008, Sibbe et
al., 2009).

Mittlerweile konnte die Interaktion zwischen DalbxdduNotch sowohl in Drosophila (Giniger,
1998, Le Gall et al., 2008) als auch Saugetiereasfiinoto-Torii et al., 2008) nachgewiesen
werden. Es zeigte sich, dass Reelin einen prowktiffekt auf den Abbau von NICD hat,
der vermutlich auf die Dabl-vermittelte Regulation intrazellularen Transportvorgangen
zurtckzufiuhren ist (Hoe et al., 2006, Honda anddjiaila, 2006).

Der Reelin-Effekt Uber den Notch-Signalweg besckir&ch jedoch nicht nur auf Neurone,
sondern scheint auch bei der Formation des Glgagists von Bedeutung zu sein.

Sowohl Reelin-Rezeptoren als auch Notch-Rezeptaverden in Gliazellen exprimiert
(Gaiano et al., 2000, Lugue et al., 2003, Luqué,720

Zudem wurde gezeigt, dass in menschlichen neunon&eauferzellen, die bekanntermal3en

aus Gliazellen hervorgehen, eine Interaktion zwaacNotch und Dab1l besteht (Noctor et al.,
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2001, Keilani and Sugaya, 2008). Die Notch-abh&ngmpuronale Differenzierung der
Vorlauferzellen wird durch den Einfluss von Reathibiert.

Die gliazellabh&ngige Migration scheint dabei solwiin den Gyrus dentatus (Sibbe et al.,
2009) als auch fir den Neokortex (Hartfuss et 2003, Gaiano, 2008) durch den Notch-
Signalweg moduliert zu werden. Stérungen der nealesnMigration oder Neurogenese in
Reeler-Mutanten konnten somit auch auf einen gestdlotch-Signalweg zurtckzufiihren

sein.

1.9 Der Reelin-Effekt im adulten Gehirn

Da Reelin postnatal nach Abschluss der neuronalgnalibn von GABAergen Interneuronen
sezerniert wird, scheint es auch im adulten Gekon funktionaler Bedeutung zu sein
(Alcantara et al., 1998, Ramos-Moreno et al., 2006)

Es gibt Hinweise darauf, dass Reelin eine wichiRgle bei Lern- und Erinnerungsprozessen
spielt. So wird die Aktivitdt der Glutamat-Rezegtiordes NMDA- und AMPA-Typs Uber
Reelin moduliert (Qiu et al., 2006). In einer ApdEfRermittelten Signalkaskade fiihrt Reelin
zu einer Verstarkung der sogenannten Langzeitpgtiemy, eine Form der synaptischen
Plastizitat, die langanhaltende Ubertragung zwisctien Synapsen fordert (Beffert et al.,
2005).

Zudem antagonisiert Reelin den suppressiven Effektn p-Amyloid auf die
Langzeitpotenzierung, welches eine Hauptkomponem¢e senilen Alzheimer-Plaques
darstellt (Durakoglugil et al., 2009). Mittlerweil®nnte sogar gezeigt werden, dass Reelin
direkt anp-Amyloid bindet (Hoe et al., 2009).

Daraus ware zu folgern, dass Stérungen des Regial8/egs sowohl zu Beeintrachtigung
des Gedachtnisses als auch zu neuropsychiatriggiaekheitsbildern fihren kénnten.

Es gibt Hinweise darauf, dass eine verminderte iR&slpression zur Entstehung von
Schizophrenie (Impagnatiello et al., 1998), Autisn{&ratemi, 2002), bipolaren affektiven
Stérungen, Depression (Fatemi et al., 2000) undAdigreimer-Krankheit (Botella-Lopez et

al., 2006) beitragen kann.

1.10Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

Das extrazellulare Matrixprotein Reelin hat entstdeden Einfluss auf die neuronale
Migration, Schichtenbildung und Fortsatzbildung. Kortex und Hippocampus der Reeler-
Mutante kommt es zu charakteristischen Abweichundenkorrekten Fortsatzorientierung

und Fehlpositionierung der migrierenden Neuronen.
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Es wurde gezeigt, dass Reelin Uber die Phosphargliedes Zytoskelettregulators n-Cofilin
zu einer Stabilisierung des piawarts gerichteteading processvon bipolaren, radial
migrierenden Neuronen fuhrt.

In Vorexperimenten dieser Arbeit wurde die intrbdéle Verteilung von p-Cofilin in
hippocampalen Dispersionskulturen, die am Postiagtéd (P5) oder am Embryonaltag 18
(E18) prapariert wurden, nach 7 Tagevitro charakterisiert.

Anschlie3end wurde das Augenmerk jedoch auf Digpeskulturen nach 24 Stundemvitro
gelegt, da Kulturen dieses Stadiums noch einetivdlahen Anteil an bipolaren Neuronen
aufwiesen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die WirkungnvBeelin auf die Fortsatzspezifizierung
bipolarer hippocampaler Neurone zu charakterisieren

Dafur wurden hippocampale Dispersionskulturen rekombinantem Reelin oder Reelin-
freien Kontrollmedium unterschiedlich lange (3mbBmin, 15min, 30min) stimuliert oder
unbehandelt belassen. Anhand von Immunfarbungerdevder Reelin-Effekt auf die n-
Cofilin-Phosphorylierung bipolarer Neurone untetguanit Hilfe der Lebendmikroskopie
sollte der Effekt auf die Fortsatzmobilitat dargdistverden.

Dabei wurde davon ausgegangen, dass sich die t@poldleurone im Stadium der
axodendritischen Polarisierung nach Calderon deaAlgtdal. (2008) befanden. Es sollte
untersucht werden, ob die Stimulation mit Reelineai Einfluss auf dieses Stadium der
neuronalen Differenzierung hat.

Erganzend zu unsereém vitro-Experimenten sollte im Vergleich die Reelin-Wirkuim situ
anhand von Immunfarbungen des Gyrus dentatus vedsater Entwicklungsstadien

untersucht werden.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Arbeitsmaterialien und Geréate

Produkt: Hersteller:

Axioskop 2, HBO 100 Carl Zeiss

Axiovert 25 Carl Zeiss

Brutschrank WTC Binder oder Advantage Lab
Cutfix Surgical Disposable Scalpel Memmert

Deckgléser 24x46, 24x18 (Mjn Marienfeld

Falcon Cell Strainer, 40n Nylon

Becton Dickinson

Falcon Tissue Culture Plate, 24igeell und

Becton Dickinson

6erwell

Farbekasten nach Hellendahl (Kuvetten) Roth
Feuchtkammer Labor Anatomie UKE
Gefrierschrank, -25°C und -80°C Liebherr
Handschuhe Hartmann
Heidemannspatel Aesculap de
Instrumentenkasten Merck
Konfokales Mikroskop, LSM Axiovert 510 Carl Zeiss
Kryostat Microm
Kuhlschrank, 4°C Bosch/Liebherr
Kuvetten, Farbekasten nach Helledahl VWR
Laborflaschen, 0.5 und 1l Schott

Live Imaging Microskop, Axiovert 200 Carl Zeiss
Magnetruhrer Heidolph
Magnetriihrstabchen, Standard VWR

Neubauer Zahlkammer

Brand Germany

Objektiv, 20fache und 40fache VergroéRerung Zeiss
Objektiv, 60fache VergroRerung UPlan Sapo
Objekttrager Marienfeld

Objekttrager SuperFrost/Plus

Glaswarenfabrik Katht KG
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Parafilm

Pechiney Plastic Packaging

Pasteurpipetten, 25cm

Merck

Perfundier-Geréat, Masterflex L/S Cole Parmer
pH-Meter Knick

Pinsel Da Vinci
Pinzette nach Dumont Merck
Pinzette, fein oder gebogen FST

Pipetten, diverse

Eppendorf Ag/Gilson

Pipettenspitzen, diverse

Eppendorf Ag/Gilson

Pipetus Akku

Hirschmann Laborger.

Plastik Pipetten, 10ml

Eppendorf Ag

PP-Test-Tubes, 15ml und 50ml

Becton Dickinsons

Reaktionsgefalle, 1.5ml Eppendorfer Ag
Ruttler Buhler

Sauger Millipore

Schere Aesculap de
Sicherheitswerkbank Klasse 2 Heraeus

Vortex Genie 2

Scienrific Industries

Waage Sartorius
Wasserbad mit Schuttler GFC
Zellstofftlicher Wepa

Zentrifuge Universal 32 R Hettich

2.1.2 Chemikalien

Albumine, Bovine, BSA Nr. A7906 Sigma

Aqua dest Baxter

B27 Supplement Gibco

Basic Fibroblast Growth FactofoFGF) Gibco

DAKO Mounting Medium DAKO Cytomation
DAPI Sigma
Desinfektionsmittel Helmut Schroder
Dinatriumhydrogenphosphat Merck

Ethanol, 70% und 96% Merck
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Formaldehydlésung, 37% Merck
L-Glutamin, 200mM Gibco
Natriumdihydrogenphosphat Merck
Neurobasal A Medium Gibco
Neurobasal A Medium ohne Phenolrot Gibco
PBS-Tabletten Gibco
Penicillin/Streptomycin Gibco
Phalloidin-Farbung, Alexa Alexa 488

Poly-D-Lysin Sigma
Saccharose Merck
Tissue Tek Sakura
Tris (Trishydroxymethylaminomethan) Invitrogen

anch,

Trockeneis Humangenetik des UKE

Trypsin/EDTA Biochrom

2.1.3 Software

Axio Vision LE Rel. 4.4. und 4.6. Carl Zeiss

Excel 2010 Microsoft

lllustrator CS Adobe

ImageJ Wayne Rasband, Research Services Br
National |Institute of Mental Health,
Bethesda, Maryland, USA.

Photoshop 7.0 Adobe

Powerpoint 2010 Microsoft

SPSS fur Windows SPSS GmbH Software

Windows 2010 Microsoft

Word 2010 Microsoft
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2.1.4 Antikorper
2.1.4.1 Primarantikorper
Primarantikorper Herkunft Verdinnung in PBS  |Firma
anti-p-Cofilin Kaninchen 1:1000 Santa Cruz
anti-tau Maus 1:200 Chemicon
anti-GFAP Kaninchen 1:2000 Dako
Der Primarantikorper wurde in folgender Lésung vemdet:

* Primarantikorper in spezifischer Verdiinnung

* 0,1% Triton (Detergenz)

* 0,01% Na-Azid (antifungizid und antibakteriell)
2.1.4.2 Sekundarantikorper
Sekundarantikdrper Herkunft Verdinnung in | Firma

PBS
Alexa 568 Ziege 1:500 Molecular Probes
(anti Kaninchen)

Cy2 grin Ziege (anti Maus)| 1:200 Dianova

Der Sekundarantikdrper wurde in folgender Losungveadet:

» Sekundarantikorper in spezifischer Verdinnung

* 0,01% Na-Azid

2.1.5 Losungen

bFGF pasic Fibroblast Growth Factor

* 5mM Tris in Aqua dest geldst, pH=7,6; sterilfiltern
e 50ul bFGF in 100Ql Tris-Losung I6sen, vortexen und aliquotieren

* bei-25°C lagern

BSA 3% fpovine serum albumjn

» 3gin 100ml PBS lésen, suspendieren
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Fixierungslosung

* 5ml Formaldehyd 37%
* 45ml PBS

» 8g NaCl

 0.2g KCl

* 1.449g Dinatriumhydrogenphosphat
* 0.2g Kaliumhydrogenphosphat

e 1l Aqua dest

* pH =7.4 bei Raumtemperatur

alternativ:

* 500ml Aqua dest
* 1 PBS-Tablette
» Titration bis pH = 7.4 mit NaOH (1mol/l) bzw. HClLol/l)

2.1.6 Kulturmedium
Kulturmedium flr neuronale Dispersionskultur

* 50ml Neurobasal A

e 500ul B27

o 125ul L-Glutamin (200mM)

* 500ul Penicillin/Streptomycin
e 50ul bFGF

Kulturmedium transfizierte 293-Zellen (herkdmmlishdedium)

» Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
« 10% FCS

* 1% Penicillin/Streptomycin

* Pro Petrischale 150 Geneticin

Kulturmedium zur Gewinnung des Uberstandes

* Hybridoma-Medium, Serum-frei
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2.1.7 Zellinien fur den Reelin- bzw. Kontrolliberstand

R59 (Forster et al., 2002): 293-Zellinie, stapil
transfiziert mitfull length Reelin Clon@Cirl.

GFP (Forster et al., 2002): 293-Zellinie, stapil
transfiziert mit green fluorescent protein
(GFP)

2.1.8 Versuchstiere

Fur die Experimente wurden Ratten des ZuchtstamWESTARIn diversen Altersstufen
verwendet: Die jlingsten Versuchstiere waren Ratténgos des 18. Schwangerschaftstages
(E18); hinzu kamen Ratten, die wenige Stunden atew (PO) oder sich im Alter von einem
Tag (P1), von funf Tagen (P5), elf Tagen (P11) @&iagen (P32) befanden.

Die Tiere wurden unter kontrollierten Bedingungender zentralen Tierhaltung des UKE
gehalten, Wasser und Futter stan@ehlibitum zur Verfigung. Auf eine fur die Versuche
unwesentliche Unterscheidung von weiblichen undnhiémen Ratten wurde verzichtet. Alle
Experimente wurden in Ubereinstimmung mit den gdiebien Richtlinien fir Tierhaltung

und Tierversuche durchgefuhrt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Hippocampale Dispersionskultur

Versuche mit dissoziierten Neuronenkulturen habétlemweile einen grof3en Stellenwert bei
der Erforschung von neuronaler Entwicklung und $aiadifferenzierung gewonnen.
Innerhalb der letzten dreilRig Jahre wurde diesehbtid standig optimiert, wodurch zellulares
Wachstum verbessert und die Uberlebenszeit derddeuauf mehrere Wochen verlangert
werden konnte. Die im Folgenden prasentierte Dgpeskulturmethode wurde von Brewer
(Brewer, 1997) erstmals beschrieben und entsprecReamge-Kiel (Prange-Kiel et al., 2003)

leicht modifiziert.

2.2.1.1 Beschichtung der Glasplattchen

Die Kultivierung der dissoziierten Neurone erfolgigf runden, beschichteten Glasplattchen
in Kulturschalen (24igemwell). Die Beschichtung der Plattchen fand einen Tag der
Praparation statt und schuf optimale Wachstumsgedgen fur die Zellen. Zunachst wurde
auf dem Grund jedewell ein autoklaviertes Glasplattchen platziert. Ansff¢nd wurden
600ul Poly-D-Lysin (0,1mg/ml Aqua dest) pwell pipettiert. Die Kulturschalen wurden bei
Raumtemperatur mindestens eine Stunde bzw. Ubdrt Ndabiert. Anschlielend wurde das
Poly-D-Lysin vom Rande jedewell abgesaugt und 1ml Neurobasal A mit Phenolrot
hinzugegeben. Nach kurzem Schwenken wurde das besab A abgesaugt und die
Plattchen wurden anschlie3end mindestens eine Sweitocknet, bevor mit der Praparation

begonnen werden konnte.

2.2.1.2 Préaparation der Hippocampi

Die Praparation der Ratten-Hippocampi erfolgte ustmisterilen Bedingungen und sollte
zusammen mit der anschlielBenden Dissoziation derdde (vgl. 2.2.1.3) nicht l&anger als
zwei Stunden dauern, um hypoxische Schaden desliesvze vermeiden.

In der Regel wurden zehn Ratten des Stadiums R&rfé@rDispersionskultur verwendet.
Zunachst wurden die Tiere durch Dekapitation meeischarfen Schere getdtet. Durch einen
median sagittalen Schnitt wurde die Kopfhaut emiffand anschlieRend mit einer Pinzette
zur Seite gezogen. Das zum Vorschein kommende Slkdah wurde ebenfalls mit der
Schere eroffnet. Nun konnte das Gehirn mit Hilfieesi Heidemannspatels herausgenommen
und auf einen in PBS getrankten Schwamm platziertlen. Nach Entfernung des Kleinhirns
und Hirnstamms mit Hilfe eines Skalpells wurden deeiHemispharen durch einen

Mediansagittalschnittt getrennt. Die auf den Ine@es als ,bananenférmige” Gebilde
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sichtbaren Hippocampi wurden vorsichtig heraus gmi&p und in eine PBS geflllte

Petrischale Uberfiihrt.

2.2.1.3 Dissoziation der Hippocampi

Die folgenden Arbeitsschritte fanden bei sterilenediBgungen unter einer
Sicherheitswerkbank statt.

Die Hippocampi wurden durch mehrfaches Spuilen rBiS Ron Geweberesten befreit und
dann mit einer Rasierklinge zerkleinert. Der Geweérki wurde in kleinen Mengen in ein
Falcon pipettiert, welches mit PBS auf 50ml auftjfefiurde. Darauf folgte eine 10-mindtige
Zentrifugation bei 4°C mit 1000U/min. Nach Verwerfeles Uberstandes wurden dem
Zellpellet 5ml (pro Tier 0,5ml) 37°C warmes Tryp&DTA hinzugegeben, um den Verdau
von extrazellularen Proteinen zu initiieren. Datc&arohrchen wurde fur 2.5min in ein 37°C
warmes Wasserbad gestellt und alle 30sec gesdhduiel10ml rotem Neurobasal A wurde
der enzymatische Verdauungsprozess gestoppt undZelisuspension Uber ein -
Nylonsieb, das grol3ere Bestandteile aus der Suspefilgert, in ein neues Falcon tberfuhrt.
Es folgten zwei weitere 10-minltige Zentrifugatioylden bei 4°C mit 2000U/min, wobei ab
dem dritten Vorgang Neurobasal A ohne Phenolrowveadet wurde. Da dem Phenolrot
Ostrogenahnliche Wirkungsweisen nachgesagt werBerthpis et al., 1986), kdnnte dieses
die Ergebnisse unserer Versuche beeinflussen.

Das Pellet wurde nun mit einer seiner Grol3e entbpreden Menge (ca. 20ml) Neurobasal A
suspendiert und mit dem Vortex durchmischt. Mitfélder Neubauer-Zahlkammer wurde die
Zellzahl von 10Ql Zellsuspension bestimmt und durch Hinzufligen Mauirobasal A konnte
eine Zelldichte von 100000 Zellen/ml eingestelltrden. Die Zellsuspension wurde in 1ml-

Portionen auf die einzelnevells mit den Poly-D-Lysin beschichteten Glasplattcherteilt.

2.2.1.4 Kultivierung der Neurone

Entsprechend dem Protokoll (von Schassen et ab§)2Besteht eine Dispersionskultur zu
80% aus neuronalen Zellen, zu 12% aus Astrozyted mmm restlichen Anteil aus
Oligodendrozyten und Mikroglia.

Die Kulturplatten wurden eine Stunde bei 37°C, pH=und 5% CQ@ im Brutschrank
inkubiert, um optimale Bedingungen fir die Anhefjusher Neurone an die Glasplattchen zu
schaffen. AnschlieBend wurden die mit Zellen beadtaft Glasplattchen in eine neue
Kulturplatte Uberfiihrt, wobei die Astrozyten in deavitat verblieben. In jedewell wurde
1ml 37°C warmes Kulturmedium pipettiert.

Der erste Wechsel des Kulturmediums fand nach aden statt und erfolgte anschliel3end

alle zwei Tage. Die Zellen kdénnten unter oben gatean Bedingungen Wochen bis sogar
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Monate kultiviert werden. Bereits unmittelbar natdr Aussaat bildeten die Zellen Fortsatze
und konfigurierten sich im Laufe der Zeit zu diah#&ellverbanden.
Das Wachstum sollte regelmaRig mikroskopisch kdirgro werden, um Kontaminationen

mit Schimmelpilzen zu vermeiden.

2.2.1.5 Reelin- bzw. Kontrolimedium-Gewinnung und Konzentrierung zur
Stimulation der neuronalen Kulturen

Um die neuronalen Zellen mit Reelin stimulieren l&bnnen, wurde ein Reelin-haltiger
Uberstand von 293-Zellen, die stabil mit einfurfrlength Reelin Clor{PCrl) transfiziert sind
(Forster et al., 2002), gewonnen. Da ein Sekresignal in der Reelin-Sequenz enthalten ist,
sezernieren die Zellen Reelin in das Medium.

Zunachst erfolgte die Kultivierung der Reelin-trarisrten Zellen in einem herkdmmlichen
Medium bis kurz vor der Konfluenz fiir ca. drei Tagja Serum-freies Hybridoma Medium
verwendet wurde. Somit wurde die Verunreinigung Belin-haltigen Uberstandes durch
Proteine des herkdbmmlichen Serums moglichst geyaialten.

Die gewonnenen Uberstande wurden 5min in 50mi-Faldei 3000U/min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mittels Millipore Centriplus Fiticmsréhrchen auf ca. 1/10 seines
urspringlichen Volumens aufkonzentriert. Dafur veurder Uberstand in das obere
Kompartiment des Rohrchens gegeben und bei 3000nUfmder ,Labofuge” Zentrifuge

aufkonzentriert, bis ca. 1/10 des Ausgangsvolunrarsberen Kompartiment verblieben war.

Als Kontrollmedium wurde auf dieselbe Weise der fskend von GFP-transfizierten 293-
Zellen (GFP=grin fluoreszierendes Protein) gewonr@RP wird nicht in das Medium
sezerniert. Auch dieser Uberstand wurde mit demlipdile Centriplus System auf das

Zehnfache aufkonzentriert.

2.2.1.6 Stimulation der neuronalen Dispersionskulturen

Zunéachst starteten wir ein Screening, um einen blickrder Reelin-Wirkung auf die Zellen
in unterschiedlichen Entwicklungsstadien zu gewmn®azu wurden P5-(oder E18-)
Dispersionskulturen zu unterschiedlichen Zeitpunlder Entwicklung (1 Tag bis zu 7 Tage)
unterschiedliche lange (im Zeitraum von wenigen im, Stunden oder bis zu einer Woche)
mit Reelin und analog mit dem Kontrollmedium behahdLetztendlich wurde der Focus
unserer Untersuchung auf 24 Stunden alte Dispesisidturen (P5) gelegt, die wir fur die
Dauer von wenigen Minuten mit Reelin bzw. Kontradldium stimulierten.

Fur jede Dispersionskultur unterschieden wir dreb@uppen von Zellkolonien: Reelin
behandelte, Kontrollmedium behandelte und unbeh@nd2ellpopulationen. Bei den
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stimulierten Populationen wurde zudem die Dauer Bksnandlung beriicksichtigt, d.h. wir
unterschieden Behandlungszeiten von 3min, 5min, id5oder 30min mit Reelin oder
Kontrollmedium in 10-facher Konzentration. Wéahreddr Stimulation befanden sich die
Kulturen im Feuchtrauminkubator bei 5% &€anhd 37°C.

Die unbehandelten Zellpopulationen wurden nacht2éden fixiert und dienten zum vitro-

Untersuchung des Fortsatzdifferenzierungsvorgangs.

2.2.1.7 Fixierung

Die Fixierung der Zellkultur sollte moglichst sclinenach der Entnahme aus dem
Feuchtrauminkubator erfolgen. Zunachst wurde daukuoedium abgezogen und durch
50Qul 4%iges PFA pravell ersetzt. Nach 10-minutiger Inkubation erfolgteni A& minutige
Waschzyklen mit PBS. AnschlieBend konnten die Kahudirekt fur die Immunzytochemie
weiterverwendet werden oder, mit Parafilm versigdsdi 4°C im Kuhlschrank fir mehrere

Monate gelagert werden.

2.2.1.8 Immunzytochemie

Die fixierte und gespulte Kultur wurde Uber Nacht B00ul Primarantikorper (vgl. 2.1.4.1)
pro well bei 4°C im Kuhlschrank inkubiert. Danach wurde Kigtur in drei Zyklen a 10min
mit PBS gespililt.

Die Inkubation und der Waschvorgang des Sekund&démpers erfolgten analog zum
Primarantikorper. Bei der Lagerung und Verwendueg &ekundarantikbrpers musste auf
eine Vorgehensweise im Dunkeln geachtet werdedijedzer sehr lichtempfindlich ist.

Falls eine DAPI-Farbung zur Markierung der Zellkeerwinscht wurde, erfolgte dies durch
3-mindtige Inkubation (Verdinnung mit PBS: 1/1000®enge: 250! pro well) und drei
10-minatige Waschzyklen mit PBS.

Einige Kulturen wurden mit einer Phalloidin-Farbu¢ighalloidin Alexa Alexa 488 + 0,1%
Na-Azid) behandelt, die einen Marker fur die AkBolymerisation darstellt und somit die
Mobilitat der Zellen anzeigt. Die Inkubation erftdgfir 20min und zog drei Waschzyklen a
10min mit PBS nach sich.

Es wurde bei allen Kulturen eine Farbung des RrsterCofilin in phosphorylierter Form
durchgefuhrt (p-Cofilin). Da bei 24h alten Kulturénsch nach der Aussaat relativ viele
Zellen absterben, war die Farbung der Zellkernepa@ofilin aussagekraftiger als die DAPI-
Farbung und wurde letztendlich zur Ermittlung deliZahlen herangezogen.

Zur Einbettung auf die Objekttrdger wurde das PRS demwell abgezogen und das
Glasplattchen zum Trocknen vorsichtig mit einerzBite geschwenkt. Nach ca. 1min konnte

es eingedeckelt werden: Dazu wurde ein Tropfen DAK@eckmedium auf den
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Objekttrager gegeben und das Glasplattchen mibelachsenen Seite nach unten schrag in
den Tropfen getaucht, so dass sich ein blasenfréien zwischen Objekttrdger und
Glasplattchen bilden konnte. Erst wenn das Glaspléh zu 3% seiner Flache mit
Eindeckmedium bedeckt war, konnte es horizontaldauf Objekttréger gesenkt werden. Die
Praparate wurden nach dem Trocknen in méglichsklduund trockener Atmosphére im

Kihlschrank gelagert.

2.2.1.9 Mikroskopie und Auswertung

Die Mikroskopie erfolgte an einem Olympus Fluoreszaikroskop. Die 7 Tage alten P5-
oder E18-Kulturen wurden zu deskriptiven Zweckertodoafiert, um das p-Cofilin-
Farbemuster in diesem Stadium zu demonstrierene Riaitere statistische Auswertung
wurde jedoch nicht vorgenommen.

Bei den 24 Stunden alten P5-Kulturen wurde eine ekdoheidung in Reelin bzw.
Kontrollmedium stimulierte und nicht stimulierte Kuren getroffen. Bei den stimulierten
Kulturen wurden fur jeden der vier Inkubationszaitme (3min, 5min, 15min, 30min) zwei
Dispersionskulturen fur die Auswertung herangezo@sabei wurden pro Dispersionskultur
jeweils zwei Objekttrager mit Reelin bzw. zwei GOdjedger mit Kontrollmedium
behandelten Zellpopulationen ausgewahlt, die staitgnhaltig eine Dispersionskultur
reprasentierten. Somit wurde gewahrleistet, dassQbjekttrdger von Reelin behandelten
Zellen und Kontrollen im Vergleich ahnlich starkn@ehsen waren.

Analog dazu wurde fur die unbehandelten Disperuaisren verfahren: Es wurden zwei
Dispersionskulturen mit jeweils zwei Objekttragausgewertet.

Nachdem die Voreinstellungen am Mikroskop (Beliciyszeit: 1000ms) fur das Scannen der
Zellen optimiert waren, wurden die gewahlten Patameicht mehr abgeandert, um gleiche
Bedingungen fir alle Versuchsgruppen zu schaffea. @bjekttrager wurden 25 Fotos mit
dem 20iger Objektiv gemacht, d.h. insgesamt stai®@énFotos, gespeichert als tif-Dateien,

fur die Auswertung zur Verfigung.
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2.2.1.10Einteilung der Zellen in Kategorien und Zellzahlung

Bei der Betrachtung einer 24 Stunden alten Zellkulvird deutlich, dass nicht nur
unterschiedliche Zelltypen auf den Glasplattchenchsan, sondern die Neurone in
Entwicklungszustand und Fortsatzwachstum variigregl. Abb. 7). Um den Effekt von
Reelin auf hippocampale Neurone zu untersuchen, \gader Augenmerk ausschlief3lich

Neuronen mit einem oder zwei p-Cofilin-positiverrisétzen.

Abbildung 7a-b: 24 Stunden alte Dispersionskultur fppocampaler Neurone (P5)
Dispersionskultur nach immunzytochemischer Farbungmit einem Antikdrper gegen p-Cofilin (rot). Die
Abbildung zeigt Zellen mit unterschiedlicher Verteiung der p-Cofilin-lmmunfarbung.

a), b) Dunner Pfeil: Zellsoma mit zwei p-Cofilin-pcsitiven Fortséatzen (bipolares Stadium)
a), b) Pfeilspitze: Zellsoma mit einem p-Cofilin-psitivem Fortsatz
b) Blockpfeil: p-Cofilin-positives Zellsoma ohne Brtsatz

Dementsprechend wurden die bipolaren Neurone geim&8 p-Cofilin-Farbemusters in
unterschiedliche Kategorien eingeteilt (vgl. Abl). Blur diese Kategorien wurden bei der
Auswertung der Zellkulturen betrachtet und die &iohg wurde fiur alle Versuche
beibehalten.

Fur jeden Objekttrager wurden die Zellzahlen derddre Hauptkategorien, der zwei
Subgruppen und die Gesamtzellzahl der vorherrs@meRdpulation ermittelt.

Der Anteil der einzelnen Zellkategorien an der Gagellzahl wurde in den Reelin
stimulierten Kulturen entsprechend der Inkubatieits@min, 5min, 15min, 30min) mit den

Kontrollmedium behandelten bzw. den unbehandeltgituiken verglichen.
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Hauptkategorie I)
Bipolare Zellen mit 2 Fortsatzen
ahnlicher Intensitat

Hauptkategorie II)

Bipolare Zellen mit 2 Fortsatzen
unterschiedlicher Intensitat
Unterteilung in 2 Subgruppen:

a) Zellen mit 1 ,stark”
angefarbten
Fortsatz

b) Zellen mit 1 ,schwach”
angeféarbten
Fortsatz

Abbildung 8: Zellkategorien bipolarer hippocampaler Neurone (P5)

Das Schema reprasentiert bipolare Neurone einer 28tunden alten Dispersionskultur aus Ratten, die im
Entwicklungsstadium P5 prapariert wurden, nach immunzytochemischer Farbung mit einem Antikdrper
gegen p-Cofilin (rot). Die bipolaren hippocampalerNeurone wurden geman der Intensitat der p-Cofilin-
Immunreaktivitat in die Hauptkategorien | und Il so wie die Subgruppen lla und IlIb eingeteilt.
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2.2.1.11Erstellung einer Intensitatsskala

Die Einteilung der Zellen gemald morphologischertdfien erfolgte nach Augenmald unter
dem Mikroskop und mithilfe des Programms ImageJ

Vor allem fir die Einteilung in die zwei Subgruppgfellen mit einem stark angefarbten
Fortsatz* (lla) und ,Zellen mit einem schwach arégbten Fortsatz” (Ilb) war es notig, eine
Intensitatsskala mit Hilfe des Programms ImageJ exstellen, um das Problem der
subjektiven Einschéatzung auf Seiten des Auswerteademinimieren (vgl. Abb. 9):

Dazu wurden pro Kategorie 20 bipolare Zellen zat@imald ausgewahlt, die nach Augenmal3
den einzelnen Kategorien zugeteilt werden.

Mit dem Programm ImageJ wurden flr den starker f@mnigeen Fortsatz pro Zelle vier
Pixelintensitatswerte ausgemessen und daraus deelwért gebildet. Fur jede Kategorie
konnte eine eigene Skala erstellt werden, mit Mes®n, die subjektiv als ,schwach* oder
.stark” eingeteilt wurden.

Dieses Verfahren zeigte, dass die einzelnen Katgaoricht nur subjektiv unterschiedliche,
sondern auch messbar voneinander abgrenzbare ilategsippierungen der
Immunfluoreszenz darstellen.

Zellen, deren Fortsatzintensitat zwischen dieseiebe Gruppen lag, wurden ebenfalls
gezahlt, um die Zellzahl der Hauptkategorie Il stélhdig zu ermitteln.

Aufgrund des deutlichen Unterschieds zwischen gfellmit einem stark angeféarbten
Fortsatz* und ,Zellen mit einem schwach angefarbtertsatz* (vgl. Abb. 9) wurden bei der

statistischen Auswertung nur diese beiden Subgrugpgeniber gestellt.
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Zellen mit 1 stark Zellen mit 1 schwach
angefarbten angefarbten
Fortsatz Fortsatz

Abbildung 9: Intensitatsskala zur quantitativen Erfassung der Farbungsintensitat von bipolaren Zellen
mit zwei Fortsétzen unterschiedlicher p-Cofilin-Immunfarbung.

Die einzelnen Kollektive sind als Boxplots dargedie d.h. die Fehlerbalken entsprechen Maximum bzw.
Minimum des Datensatzes. Der Median liegt auf H6hdes horizontalen Strichs in der Mitte der Box. Die
beiden horizontalen Striche am Ende der Box zeigewberes und unteres Quartil an.

y-Achse: Pixelintensitat (relative Werte)

x-Achse: 2 Subgruppen: Zellen mit 1 stark angefarten Fortsatz (Ila), Zellen mit 1 schwach angefarbten
Fortsatz (l1b)

2.2.1.12Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS. Bhem der Intensitat der Fortsatzfarbung
bei den Reelin bzw. Kontrollmedium behandelten pfglulationen auch die
Inkubationsdauer eine Rolle spielte, wurde eine fiédioren-ANOVA durchgefuhrt. Da die
ANOVA nur Auskunft gibt, ob Unterschiede zwischeendGruppen bestehen, erfolgte in
einem zweiten Schritt mit einem Post-hoc-Test dimalgse, welche signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen im paarweisegl&eh vorliegen.
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2.2.2 Lebendmikroskopie

Mithilfe  des  Lebendmikroskops konnen  zellulare  Waamsprozesse  und
Fortsatzbeweglichkeit direkt verfolgt und in Fornonv Filmen bzw. Fotosequenzen
festgehalten werden. Die Untersuchungen mit deehéimikroskopie sollte die Methode der
Zellkultur mit anschlieRender Immunzytochemie emgin

Verwendet wurden Zellkulturen von P5- oder E18-&att Da die Zellmobilitat
erfahrungsgeman einige Stunden nach der Aussahbeinsten war, wurden die Versuche an
maximal 12 Stunden alten Neuronenkulturen durchgéfi

Zu diesem Zeitpunkt hatten viele Neurone einen azleei Fortsatze, was fur unsere
Fragestellung ausschlaggebend war.

Ein mdglichst stark bewachsenes Glasplattchen wumtier der Sicherheitswerkbank mithilfe
von Spatel und Pinzette in eine neue 24igetl-Platte Uberfihrt. Die Zellen wurden mit
500ul 37°C warmen Kulturmedium und 25ul 10-fach Zemtriertem Kontrollmedium eine
Stunde im Brutschrank inkubiert, um einen eventugtirhandenen Reelin-Effekt
auszuschalten.

In der Inkubationskammer des Lebendmikroskops bletes eine Temperatur von 37°C und
ein CQ-Gehalt von 5%, entsprechend den Bedingungen aneifellinkubator.

Uber eine integrierte Kamera (,Axiocam MR*) und dasogramm ,Axiovision* (Rel.4.6.)
konnten  Bildsequenzen erstellt werden. Unter Veduwegy eines  60iger
Wasserimmersionsobjektivs wurde die Population ngebigneten Zellen durchsucht und
diese wurden anschlieRend fur die AufnahmedaueBOf(tin; Bildfrequenz: 1/15sec;
Auflésung:1388x040Standard mono) fest eingestellt.

Nach 15min wurden 25ul 10-fach konzentriertes Rdaizu pipettiert und dessen Effekt auf
Wachstum und Beweglichkeit der Zellfortsétze bebbestc
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2.2.3 Gehirnschnitte

2.2.3.1 Perfusion und Schock-Gefrieren der Gehirne

Jeweils zwei Ratten des Stadiums P5, P11 und P3@ewperfundiert, um das Ergebnis der
anschlielenden Immunzytochemie zu verbessern.

Die perfundierten Gehirne wurden von der Arbeitpgel Bender freundlicherweise zur
Verfuigung gestellt, wobei die Perfusion gemaf Bertlal (2010) erfolgte. Nach Anéasthesie
der Ratten mit einem Ketamin-Xylazin-Gemisch (Ketami2zmg/ml, Xylazin 0,16% in
Saline) und Eroffnung der Thorax-Hohle wurden dierd@ transkardial mit 4%igem PFA
perfundiert. Danach wurden die Gehirne praparied €ir vier Stunden in 4%igem PFA
nachfixiert.

Bei E18-und PO-Ratten war eine Perfusion nicht mbglweswegen die Gehirne nach
erfolgter Praparation 24 bis 48 Stunden in einerh 4%%igem PFA gefillten Eppendorfer
Tube gelagert wurden.

Nach der Fixierung erfolgte ein sogenannter ,Kryngz“, um Gewebsschaden beim
Einfrieren bzw. Auftauen zu vermindern: Dazu galmrdee Gehirne fir 24 bis 48 Stunden in
eine 25%ige Saccharose-Losung. Um einen moglidistiedlen Gefrierprozess zu erzielen,
wurden die Gehirne mittels einer Schopfkelle insdiiges Isopentan (-50°C) getaucht.
Dadurch wurde das Entstehen von interzellularenstilien verhindert, welche die
Zellmembran schéadigen.

Die schockgefrorenen Gehirne konnten im Gefriemckr bei -80°C in vorgekuhlten
Eppendorfer Tubes zwischengelagert oder gleich inscAluss am Kryostat geschnitten

werden.

2.2.3.2 Herstellen von Gefrierschnitten am Kryostat

Zuerst wurden die Gehirne durch Festkleben desskimms mit Tissue-Tek auf einer
Halterungsplatte befestigt. Alle Instrumente wiadei, Pinzette etc. mussten im Kryostat vor
Gebrauch gekuhlt werden. Bei einer Innenraumtentpevan -18°C im Kryostat wurde das
Gehirn zunachst frontal in Lgh dicke Scheiben ,angeschnitten”, um die auf dawd¢be
einwirkenden Scherkrafte madglichst gering zu halteie Schnitte wurden
lichtmikroskopisch kontrolliert, um das Anschneidas Hippocampus im zweiten Drittel des
GroRRhirns zu bemerken. Der Hippocampus wurde irB@am dicke Frontalschnitte zerlegt,
die von der Ablageplatte mit einer Pinzette in eRi&8S gefillte 6emell-Platte Uberflhrt

wurden.
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Da das Gewebe der E18-und PO-Ratten sehr fragiluwdrdurch die Oberflachenspannung
der Flussigkeit beschéadigt wurde, wurden die Sthnilieses Stadiums sofort auf einen
angewarmten Objekttrager geschmolzen.

2.2.3.3 Immunhistochemie

Im Folgenden wurden die Gehirnschnitte durch sogetes ,free floating“ angefarbt, was
bedeutet, dass die Antikdrperbindung durch Schwimdes Schnitte in der Antikorperldsung
erfolgte (Bender et al., 2007).

Alle Schnitte wurden mit einem p-Cofilin-Antikbrpé8ekundarantikorper: Alexa 568; ,rot“)
und mit DAPI behandelt (t=1min; Verdinnung 1:1000PBS).

Zur Unterscheidung von Neuronen und Astrozyten koiei den Rattenstadien P11 und P32
eine GFAP-Farbung (Sekundarantikoérper: Cy2 ,gruadychgefuhrt werden. GFARyI(al
fibrillary acid protein) ist ein Intermediarfilament im Zytoplasma voné&zkellen und wird als
Marker fur Astrozyten angesehen.

Um unspezifische Immunreaktionen zu vermeiden, emirdie Schnitte zunachst eine Stunde
durch 3%iges BSA geblockt. AnschlieRend erfolgtee dinkubation mit der
Primarantikdrperldosung tber Nacht. Nach zwei Wagklen mit PBS a 10min erfolgte die
Inkubation mit dem Zweitantikérper fir maximal 1&u&den.

Nach der Farbung wurden die Schnitte einzeln irP86 gefulltes 6ewell Gberfihrt und mit
Hilfe eines Pinsels auf die Objekttrager gezogere Bchnitte mussten einige Stunden
trocknen, bevor sie mit DAKO-Eindeckmedium eingdastcwerden konnten.

Die Voraussetzung fur das ,free floating” ist egewisse Stabilitat der Schnitte, weswegen
diese Methode bei E18- und PO-Ratten nicht mégliah

Die Immunzytochemie dieser Stadien erfolgte bei R@mperatur in der Feuchtkammer:
Nach Aufziehen der Schnitte auf die Objekttragerdea die Objekttrager nebeneinander in
der Feuchtkammer platziert.

Die Reihenfolge der einzelnen Arbeitsschritte gabchnalog zum ,free floating” mit dem
Unterschied, dass die Objekttrager nach Pipettidezridsungen auf die Schnitte mit zurecht
geschnittenen Parafilmstiicken bedeckt wurden, usnMgadunsten des Flussigkeitsfilms zu
verhindern.

Das Spulen der Objekttrager erfolgte mit einer BBillten Glaskivette.

Die Schnittpraparate wurden nach dem Trocknen inmhigtinrank bei -5°C gelagert.



2 Material und Methoden 39

2.2.3.4 Bildanalyse

Die Schnitte wurden mit dem konfokalen Mikroskopdusem Axioskop fotografiert. Das
konfokale Mikroskop beinhaltet drei Laser (Argo@8&am fur Cy2 ,griin“, GFAP-Farbung;
HeNel: 543nm fur Alexa568 ,rot*, p-Cofilin-Farbund@;O,: 350nm fur DAPI ,blau®,
Zellkerne), wodurch 3-Kanal-Aufnahmen gemacht umdchlie3end visuell Ubereinander
gelegt wurden. Dadurch konnte eine Differenzierung Zellkern, p-Cofilin-positiven und
GFAP-positiven Zellbestandteilen ermdglicht werdeldie verschiedenen Areale des
Hippocampus und die Zellbestandteile wurden hirkath ihres p-Cofilin-Farbemusters

untersucht.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Dispersionskulturen

3.1.1 Die p-Cofilin-immunreaktivitat dissoziierter hippoc ampaler Neurone
in verschiedenen Differenzierungsstadien

Es sollte untersucht werden, inwieweit sich hippogale Neurone verschiedener
Differenzierungsstadien bezuglich des Verteilungstens ihrer p-Cofilin-Immunreaktivitat
unterscheiden. Zudem sollte in Erfahrung gebraatiden, ob eine Behandlung mit Reelin
einen Effekt auf das spezifische p-Cofilin-Farbetaudes jeweiligen Stadiums zeigt.

In Vorexperimenten wurden P5-und E18-Neurone nacBtinden oder 7 Tagem vitro mit
Reelin oder Kontrollmedium (5min, 30min, 24h, 48bghandelt und anschlie3end
immunzytochemisch mit einem Antikérper gegen p-{ofiefarbt.

Bei den 7 Tage alten Kulturen (P5 und E18) konetiogh zwischen Reelin stimulierten
Kulturen und Kontrollen kein Unterschied des p-Gofirarbemusters nachgewiesen werden.
Im Gegensatz dazu zeigte sich bei 24 Stunden Bispersionskulturen (P5) ein Effekt durch
die Reelin-Behandlung (3min, 5min, 15min, 30mingswegen wir unser Augenmerk fir die
weitere statistische Auswertung vor allem auf dseS&adium richteten.

Im Folgenden soll durch eine Zeitreihe die spedifes p-Cofilin-lmmunreaktivitat von
hippocampalen Neuronen verschiedener Altersstath&anmentiert werden.

3.1.2 Das p-Cofilin-Farbemuster von 24 Stunden alten hippcampalen
Neuronenin vitro (P5)

Abbildung 10 a-b: 24 Stunden alte Dispersionskultuhippocampaler Neurone (P5)

Dispersionskultur nach immunzytochemischer Farbungmit einem Antikdrper gegen p-Cofilin (rot). Die
Abbildung zeigt Zellen mit unterschiedlicher Verteiung der p-Cofilin-lmmunfarbung.

a), b) Dinner Pfeil: Zellsoma mit zwei p-Cofilin-immunpositiven Fortsatzen (bipolares Stadium)

a), b) Pfeilspitze: Zellsoma mit einem p-Cofilin-inmunpositivem Fortsatz

c) Blockpfeil: p-Cofilin-immunpositives Zellsoma dine Fortsatz
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Bei 24 Stunden alten Dispersionskulturen fandeh 8leurone im bipolaren Stadium (vgl.
Abb. 10).

Es gab aber auch Zellen, die noch keine Fortséatzgebildet hatten oder erst einen Fortsatz
trugen. Sowohl Soma als auch Zellfortsatze war@ofin-immunpositiv.

Bei genauerer Betrachtung dieser Dispersionskuitwerde deutlich, dass die meisten der
bipolaren Zellen zwei Fortsatze unterschiedlich€dbilin-Intensitat trugen (vgl. Abb. 11).
Hippocampale Neurone mit zwei ahnlich angefarbteDoflin-immunpositiven Fortsatzen

kamen nur selten vor.

Abbildung 11: Bipolare Zelle (P5) mit zwei Fortsaten unterschiedlicher Intensitat.

Rechts befindet sich der Fortsatz mit hoher p-Cofih-Immunreaktivitat, links (weil3 markiert) der
Fortsatz mit geringer p-Cofilin-lImmunreaktivitat.

Die Zellen mit zwei unterschiedlich angefarbtent&@tzen unterschieden sich zudem in der
Intensitat des Fortsatzes mit der héheren p-Celftimunreaktivitat.

Dies zeigt zunachst, dass es offenbar zellintreh&dviechanismen gibt, die eine polarisierte
Phosphorylierung von n-Cofilin in neuronalen Faisé des bipolaren Stadiums bewirken

und unabh&ngig von einer Reelin-Wirkung auftreten.
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3.1.3 Das p-Cofilin-Farbemuster von 7 Tagen alten hippoaapalen
Neuronenin vitro (E18 und P5)

3.1.3.1 Hippocampale Dispersionskultur des Stadiums E18

Abbildung 12: Dispersionskultur hippocampaler Neurane (E18) nach 7 Tagetin vitro zur Demonstration

der p-Cofilin-Immunfarbung der Fortsatze

Dispersionskultur nach immunzytochemischer Farbungmit einem Antikdrper gegen Tau (griin), einem
Marker fir Axone, und gegen p-Cofilin (rot). Zu beachten ist die diskontinuierliche p-Cofilin-
Immunfarbung der Fortséatze

Pfeil: p-Cofilin-immunpositive Fortsatzabschnitte

Pfeilspitze: p-Cofilin-immunnegative Fortsatzabschitte

Die obige Abbildung zeigt dissoziierte hippocampdkurone aus Ratten, die zum Zeitpunkt
E18 prapariert wurden. Innerhalb von einer Wochéebe sich zwischen den Neuronen ein
dichtes Fortsatznetzwerk aus. Die Fortsatzdiffeaernng zu Axon oder Dendrit war bereits
erfolgt. Charakteristisch war eine unregelmaRigraténde p-Cofilin-immunreaktivitat der
Fortsatze: Es fanden sich sowohl p-Cofilin-positives auch p-Cofilin-negative

Fortsatzsegmente (vgl. Abb. 12).

Zudem wies das Fortsatznetzwerk punktférmige Zel&kte mit hoher p-Cofilin-
Immunreaktivitat auf (vgl. Abb. 13).
Die Kulturen wurden 7 Tage lang mit Reelin behandeh Gegensatz zu den 24 Stunden

alten Kulturen war jedoch kein Effekt auf das piQof-arbemuster ersichtlich.
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Abbildung 13: Dispersionskultur hippocampaler Neurane (E18) nach 7 Tageiin vitro zur Demonstration
von p-Cofilin-positiven Zellkontakten.

Dispersionskultur nach immunzytochemischer Farbungmit einem Antikdrper gegen Tau (grun), einem
Marker fur Axone, und gegen p-Cofilin (rot)

Pfeile: Zellkontakte mit hoher p-Cofilin-Immunreakt ivitat

3.1.3.2 Hippocampale Dispersionskultur des Stadiums P5

Auch dissoziierte hippocampale Neurone aus Rattkae, im Entwicklungsstadium P5
prapariert wurden, bildeten nach einer Woaheitro ein Fortsatznetzwerk aus. Hier war es
ebenfalls charakteristisch, dass nicht alle Fares@tCofilin-positiv waren oder teilweise nur

Fortsatzsegmente (vgl. Abb. 14a) angefarbt wurden.

Abbildung 14: Dispersionskultur hippocampaler Neurane (P5) nach 7 Tagenn vitro zur Demonstration
der p-Cofilin-lmmunféarbung der Fortsétze.

Dispersionskultur nach immunzytochemischer Farbungmit einem Antikdrper gegen Tau (griin), einem
Marker fur Axone, gegen p-Cofilin (rot) und einer DAPI-Farbung (blau) der Zellkerne

a) Pfeilspitze:  p-Cofilin-immunpositives Fortsatzsgment

b) Pfeil: p-Cofilin-immunnegatives Fortsatzsegment
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Manche Zellen wurden nur im Bereich des Zellkorpmrgefarbt, wohingegen die Fortsatze
keine Immunreaktivitat aufwiesen (vgl. Abb. 14b).
Auch bei diesen Kulturen war kein Unterschied d€xgdilin-Immunfarbung zwischen Reelin

stimulierten Kulturen und Kontrollen erkennbar.

3.1.4 Zellkategorien mit unterschiedlicher p-Cofilin-Immu nreaktivitat in
24 Stunden alten hippocampalen Dispersionskulture(P5)

Hauptkategorie I) Hauptkategorie Il)
Bipolare Zellen mit 2 Fortsatzen Bipolare Zellen mit 2 Fortsatzen
dhnlicher Intensitat unterschiedlicher Intensitat

Unterteilung in 2 Subgruppen:

a) Zellen mit 1 ,stark” b) Zellen mit 1 ,schwach”
angefarbten angefarbten
Fortsatz Fortsatz

Abbildung 15: Zellkategorien bipolarer hippocampale Neurone (P5)

Das Schema reprasentiert bipolare Neurone einer 28tunden alten Dispersionskultur aus Ratten, die im
Entwicklungsstadium P5 préapariert wurden, nach immunzytochemischer Farbung mit einem Antikdrper
gegen p-Cofilin (rot). Die bipolaren hippocampalerNeurone wurden gemaf der Intensitat der p-Cofilin-
Immunreaktivitat in die Hauptkategorien | und Il so wie die Subgruppen lla und Ilb eingeteilt.

Bei der statistischen Analyse wurde die Auswertanf) 24h alte Dispersionskulturen (P5)
beschrankt. Wie bereits erlautert, wurden die Zeite Kategorien eingeteilt und der Anteil
der jeweiligen Zellzahl an der Gesamtzellzahl ewetti{vgl. 2.2.1.10).

Es sollte untersucht werden, ob Reelin einen Effelt den prozentualen Anteil der

jeweiligen Kategorie bewirkte.
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3.1.4.1 Anteil der beiden Hauptkategorien in der Dispersioskultur

Insgesamt wurden 31010 Zellen gezahlt, davon wd&®h7 bipolare Zellen mit zwei
Fortséatzen unterschiedlicher Intensitdt und nur &fblare Zellen mit zwei Fortsatzen
ahnlicher Intensitat. Der restliche Anteil warer|&e ohne Fortsatz oder mit mindestens drei
Fortsatzen.

Da jedes Glasplattchen unterschiedlich dicht mileAebewachsen war, wurde der Anteil der
beiden Hauptkategorien ins Verhaltnis zur jeweilig@ellzahl der Population auf dem
Glasplattchen gesetzt und anschlieRend der Mittelveittelt.

Zunachst ging es um den Anteil der beiden Haupgicmien I/Il an der Gesamtzellzahl
(,Bipolare Zellen mit zwei Fortsatzen ahnlicherdnsitat” und ,Bipolare Zellen mit zwei
Fortséatzen unterschiedlicher Intensitat”). Abbilduh6 verdeutlicht, dass der Anteil von
bipolaren Zellen an der Gesamtzellzahl durchsdhahitts betrug. Mit 20,1% war der Anteil
bipolarer Zellen mit zwei Fortsdtzen unterschidic Intensitat der p-Cofilin-
Immunreaktivitat im Durchschnitt deutlich héher aer Anteil bipolarer Zellen mit zwei

Fortsatzen ahnlicher Intensitat mit 1,4%.

H |)Bipolare Zellen mit 2 Fortsatzen
dhnlicher Intensitat: 1,4%
(Stabw: +/- 0,6%)

O Il)Bipolare Zellen mit 2 Fortsétzen
unterschiedlicher Intensitét: 20,1%
(Stabw: +/- 6,5%)

O Nicht-bipolare Zellen

Abbildung 16: Kreisdiagramm zur Darstellung des prazentualen Anteils der beiden Hauptkategorien |
bzw. Il von p-Cofilin-immungefarbten Zellen an der Gesamtzellzahl

Es wird der prozentuale Durchschnittsanteil der bedlen Hauptkategorien an der Gesamtzellzahl gezeigt.
Der Kreis reprasentiert die Gesamtzellzahl £100%). Der Anteil von bipolaren Zellen in der Zellkultur
betragt ca. Ya.

Mit einberechnet wurden die Durchschnittswerte alle Zellkulturen unabhéngig vom Stimulationsmodus,
d.h. es wurden Reelin stimulierte Kulturen, Kontrollen und unbehandelte Dispersionskulturen
bertcksichtigt.
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3.1.4.2 Der Reelin-Effekt auf den Anteil der beiden Hauptkdegorien
Nun stellte sich die Frage, ob sich der Anteil beiden Hauptkategorien | bzw. Il unter der

Wirkung von rekombinantem Reelin ver&nderte.

I)Bipolare Zellen mit 2 Fortsatzen IBipolare Zellen mit 2 Fortsatzen
ahnlicher Intensitat unterschiedlicher Intensiét

0,30

0,25

Anteil | bzw.1l/ 0,20
Population
(Mittelw.) 0,15

O Reelin
@ Kontrollmedium

0,10

0,05

0

unbehandelt 3min  5min  15min  30min unbehandelt 3min  5min  15min  30min

Inkubationszeit/min

Abbildung 17: Saulendiagramm zur Darstellung des Relin-Effekts auf die beiden Hauptkategorien | bzw.
Il von p-Cofilin-immungefarbten Zellen

X-Achse: Inkubationszeit/min, Y-Achse: Anteil | bzw ll/Population (1£4100%). Es wurde der jeweilige
Anteil der Hauptkategorien | bzw. Il ins Verhaltnis zur Gesamtzellzahl einer Population (Neurone eines
Glasplattchens) gesetzt. Fir jede Inkubationsdauerwurden zwei Dispersionskulturen und pro
Dispersionskultur zwei Populationen verwendet. JedeS&ule zeigt somit den Mittelwert aus vier
Populationen an.

Der Fehlerbalken stellt die Standardabweichung darDer Anteil bei den Hauptkategorien | bzw. Il wird

fur die Reelin stimulierten Kulturen, Kontrollen und unbehandelte Kulturen entsprechend der
Inkubationszeit dargestellt.

Die Anzahl bipolarer Zellen mit zwei Fortsatzen lher Intensitat der p-Cofilin-
Immunfarbung blieb trotz Reelin-Stimulation unvedért niedrig. Fir die einzelnen
Inkubationszeitraume zeigte ein t-Test keine sigarften Unterschiede zwischen Reelin
stimulierten Kulturen und Kontrollen.

Die Anzahl bipolarer Zellen mit zwei Fortsatzen arsthiedlicher Intensitat stieg mit
zunehmender Inkubationszeit an. Ein t-Test zeiftedfe Inkubationsdauer von 30min ein

signifikantes Ergebnis zwischen Reelin stimuliefenturen und Kontrollen.
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3.1.4.3 Anteil der Subgruppen in der Dispersionskultur

Die Hauptkategorie Il ,Zellen mit zwei unterschietil angefarbten Fortsatzen® wurde
entsprechend der Intensitdt des starker angefarbtensatzes in zwei Subgruppen
untergliedert. Es stellte sich die Frage, ob Resilven Effekt auf den prozentualen Anteil der
beiden Subgruppen ,Zellen mit einem stark (Pixelnsitat: 66-130) angefarbten Fortsatz*
(lla) und ,Zellen mit einem schwach (Pixelintensit#2-20) angefarbten Fortsatz* (IIb) in

einer Dispersionskultur hat.

Alle Zellen mit Pixelintensitater> 21 und < 65 wurden ebenfalls mitgezahlt und der
Kategorie ,Zellen mit einem mittelstark angefarbterrtsatz” zugeteilt, um die vollstandige
Zellzahl von Hauptkategorie Il zu ermitteln.

Da neben der Fortsatzintensitat bei den mit Reblkw. Kontrollmedium behandelten

Zellpopulationen auch die Inkubationsdauer eineleRepielte, wurde eine Mehrfaktoren-
ANOVA durchgefuhrt. Alle Kollektive der vier Inkulbianszeitraume wurden

zusammengefasst, um die Stichprobenanzahl zu erh@ebei wurde der Test an jeden
Zeitpunkt adjustiert, um den Reelin-Effekt im Zeitlauf zu berechnen.

Bei den sogenannten Tests der Zwischensubjekteffekirde untersucht, welche Faktoren
einen signifikanten Einfluss auf die Zellzahlen berden Subgruppen hatten.

Dabei kam heraus, dass die Behandlung mit Reatia 2im Kontrolimedium gegenlaufige
Wirkung auf die Zellzahl der Kategorien zeigte. Marterschied nach Reelin-Behandlung im
Vergleich zur Behandlung mit dem Kontrollmedium wstatistisch signifikant (p=0.03).

Abbildung 18 verdeutlicht, dass unter Reelin-Stiatioh der prozentuale Anteil der

Subgruppe ,Zellen mit einem Fortsatz starker Intétfszu allen vier Inkubationszeitrdumen
Uber dem prozentualen Anteil der Subgruppe ,Zellait einem Fortsatz schwacher
Intensitat” liegt. Genau umgekehrt verhielt es $elh Behandlung mit dem Kontrollmedium,

was Abbildung 19 demonstriert.
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Fortsatzintensiat
0,15+ *
¥ lla) Zellen mit 1 stark
0,121 . : angefarbten Fortsatz
- @ 1Ib) Zellen mit 1 schwach
* angefarbten Fortsatz
0,104 . - .
Anteil lla bzw. b/ .
Population 0,08 x .
* x
> % .
[ J
0,051 * .
o e
0,02

0O 5 10 15 20 25 30

Inkubationszeit/min

Abbildung 18: Punktdiagramm zur Demonstration des Reelin-Effekts auf den prozentualen Anteil der
beiden Subgruppen lla bzw. llb

X-Achse: Inkubationszeit/min, Y-Achse: Anteil la bav. lIb/Population (12£100%). Der prozentuale Anteil
der beiden Subgruppen an der jeweiligen Populationist fir die entsprechende Inkubationsdauer
dargestellt. Fir jede Inkubationsdauer wurden zweiDispersionskulturen und pro Dispersionskulturen
zwei Populationen (Neurone eines Glasplattchens) tersucht.

Der Anteil der Subgruppe ,Zellen mit einem stark argeféarbten Fortsatz” (Ila) liegt immer im héheren
Bereich als der Anteil der Subgruppe ,Zellen mit enem schwach angefarbten Fortsatz” (llb).

0,12 Fortsatzintensiat
¥ lla) Zellen mit 1 stark
0,104 ® ¥ angeféarbten Fortsatz
° ° @® Ilb) Zellen mit 1 schwach
0.08. . : * angefarbten Fortsatz
Anteil lla bzw.lIb/ . []
Population 0,064 ¥ .
° : »*
004f 1°
e 3
° E3
0,02 T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Inkubationszeit/min

Abbildung 19: Punktdiagramm zur Demonstration des Kontrollmedium-Effekts auf den Anteil der beiden
Subgruppen lla bzw. IIb

X-Achse: Inkubationszeit/min, Y-Achse: Anteil la bav. lIb/Population (1=100%). Der Anteil der beiden
Subgruppen an der jeweiligen Population ist fur dieentsprechende Inkubationsdauer dargestellt. Fir jée
Inkubationsdauer wurden zwei Dispersionskulturen um pro Dispersionskulturen zwei Populationen
(Neurone eines Glasplattchens) untersucht.

Die Subgruppe ,Zellen mit einem schwach angefarbtemrortsatz” (Ilb) liegt immer im héheren Bereich
als die Subgruppe ,Zellen mit einem stark angefarbén Fortsatz” (I1a).
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3.1.4.4 Reelin versus Kontrollmedium: ,Shift* der beiden Subgruppen

Zudem wurde untersucht, ob die Inkubationsdauer Reielin oder Kontrollmedium von

Bedeutung war. Die statistische Auswertung koniiteer alle Zeitpunkte (3min, 5min,

15min, 30min) gemittelt, einen Reelin-Effekt naclse®. Dies bedeutet dass mit
zunehmender Inkubationsdauer die Subgruppe ,Zetligreinem stark angefarbten Fortsatz*
(Ila) im Vergleich zu den Kontrollen signifikant mahm (vgl. Abb. 20). Im Gegensatz dazu
stieg unter Behandlung mit Kontrollmedium der Ahwer Subgruppe ,Zellen mit einem

schwach angefarbten Fortsatz“ (IIb) an.

m lla)Zellen mit 1 Fortsatz
starker Intensitat

m lIb)Zellen mit 1 Fortsatz
schwacher Intensitat

0,08

Anteil lla bzw. lIb/
Population 0,06
(Mittelw.)

0,04
0,02

0

Reelin Kontrolle Reelin Kontrolle Reelin Kontrolle Reelin Kontrolle

3min 5min 15min 30min

Inkubationszeit/min

Abbildung 20: Saulendiagramm , Shift* der beiden Sutgruppen lla bzw. IIb

X-Achse: Inkubationszeit/min, Y-Achse: Anteil lla bzw. llb/Population (124100%). Die Graphik
demonstriert, dass die Behandlung mit Reelin-haltigm Medium zu einer Zunahme des prozentualen
Anteils von Neuronen mit einem stark angefarbten Fdsatz (lla) fuhrte. Die Behandlung mit
Kontrollmedium fuhrte hingegen zu einer Abnahme degprozentualen Anteils von lla.

Es wurde der jeweilige Anteil der Subgruppen lla bav. llb ins Verhaltnis zur Gesamtzellzahl einer
Population (Neurone eines Glasplattchens) gesetztFir jede Inkubationsdauer wurden zwei
Dispersionskulturen und pro Dispersionskultur zweiPopulationen untersucht. Jede Séaule zeigt somit den
Mittelwert aus vier Populationen an. Die Mittelwerte sind fir beide Subgruppen, entsprechend der
Behandlung mit Reelin oder Kontrollmedium und entspechend der Inkubationsdauer, dargestellt. Der
Fehlerbalken stellt die Standardabweichung dar.
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Betrachtet man jeden Zeitpunkt von Abbildung 20zein, wird deutlich, dass durch die
Stimulation mit Reelin und Kontrollmedium ein ,Stiiler Subgruppen stattfand.

In den Reelin behandelten Kulturen wuchs die Suggu,Zellen mit einem stark

angefarbten Fortsatz” (lla), wahrend die Subgrupfelen mit einem schwach angefarbten
Fortsatz” (llb) kleiner wurde.

In den Kontrollen verhielt es sich genau umgekelurch Behandlung mit dem

Kontrollmedium kam es zu einem Anstieg des prozaetu Anteils der Subgruppe ,Zellen
mit einem schwach angefarbten Fortsatz" (llb), we@dr der prozentuale Anteil der

Subgruppe ,Zellen mit einem stark angefarbten Rtztdla) abnahm.
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3.1.4.5 Mehrfachvergleiche der vier Gruppen

Im Anschluss daran wurden sogenannte Mehrfachvehgleflr die vier Gruppen von
Abbildung 21 durchgefihrt, d.h. fur den Anteil v&@ubgruppe ,Zellen mit einem stark
angefarbten Fortsatz” (lla) bzw. ,Zellen mit eineohwach angefarbten Fortsatz” (1Ib) in den
Reelin behandelten Kulturen und den Kontrollmedhahandelten Kulturen.

Dazu wurden die einzelnen Gruppen paarweise mitdegraverglichen und der jeweilige p-
Wert ermittelt. Um eine Irrtumswahrscheinlichke@trv5% insgesamt nicht zu tGberschreiten,
wurde bei den Post-Hoc-Tests eine sogenannte Bonfdforrektur fir multiples Testen
durchgefuhrt.

Fur die Gruppen ,Zellen mit einem stark angefarbf@mtsatz” in den Reelin stimulierten
Kulturen und ,Zellen mit einem stark angefarbtemt&atz” in den Kontrollen zeigte sich mit
p=0,002 ein signifikanter Unterschied.

*%
Kontrollmedium
0.150+ Reelin
0.125
0.100A
lla bzw. lIb/
Population
0.075
0.050-
0.025
1 1 1 1
Zellen mit 1 Zellen mit 1 Zellen mit 1 Zellen mit 1
schwach (llb) stark (lla) schwach (llb) stark (lla)
angefarbten Fortsatz| angeférbten Fortsatz| angeférbten Fortsatz| angefarbten Fortsatz
*%
p > 0,001

Abbildung 21: Mehrfachvergleiche der vier Gruppen won bipolaren Neuronen mit zwei Fortsatzen
unterschiedlicher p-Cofilin-Intensitat

X-Achse: Subgruppen lla bzw. IIb nach Behandlung mi Reelin oder Kontrollmedium, Y-Achse: Anteil
lla bzw. IIb/Population (124100%). Es wurden die prozentualen Anteile von Subgippe lla bzw. llb an
der Population nach der Behandlung mit Reelin bzwkKontrollmedium verglichen.

Die einzelnen Kollektive sind als Boxplots dargediie d.h. die Fehlerbalken entsprechen Maximum bzw.
Minimum des Datensatzes. Der Median liegt auf H6hdes horizontalen Strichs in der Mitte der Box. Die
beiden horizontalen Striche am Ende der Box zeigaewberes und unteres Quartil an.
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3.1.4.6 Analyse der unbehandelten Kulturen

Fur die Analyse der unbehandelten Kulturen wurdee eunivariate Varianzanalyse

durchgefuhrt. Mit paarweisen Mehrfachvergleichemdeugetestet, ob zwischen den Anteilen
der beiden Subgruppen lla bzw. Ilb (vgl. Abb. 2h) den unbehandelten Kulturen ein
signifikanter Unterschied existiert und ob Untersdie zu den Gruppen der Reelin bzw.
Kontrollmedium behandelten Kulturen (vgl. Abb. 2@chzuweisen sind. Es fand sich jedoch
kein signifikantes Ergebnis.

0,10
0,09
0,08

0,07

0,06

Anteil lla bzw.1lb/ .05

Population (Mittelw.)
0,04

0,03
0,02
0,01

0

Zellen mit 1 Fortsatz | Zellen mit 1 Fortsatz
starker Intensitat schwacher Intensitat

Abbildung 22: Saulendiagramm der beiden Subgruppetia bzw. IIlb der unbehandelten Kulturen

Es wurde der jeweilige Anteil (Y-Achse:®100%) der Subgruppen lla bzw. llb ins Verhaltnis zu
Gesamtzellzahl einer Population (Neurone eines Glakéittchens) gesetzt. Es wurden zwei
Dispersionskulturen und pro Dispersionskultur zweiPopulationen verwendet. Jede Saule zeigt somit den
Mittelwert aus vier Populationen an.

Es findet sich kein signifikanter Unterschied zwiskhen diesen Gruppen.
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3.2 Ergebnisse der Lebendmikroskopie mit 24 Stunden ah
hippocampalen Dispersionskulturen (P5)

3.2.1 Bipolare Zellen ohne Zugabe von Reelin

Durch Beobachtung der Zelldifferenzierung unter démbendmikroskop sollten die
Erkenntnisse, die durch die Dispersionskultur gaveonwurden, erganzt werden.

Folgende Bildersequenz zeigt, dass bipolare Zeleth ohne Zugabe von Reelin Fortsatze
mit unterschiedlicher Aktivitat ausbilden. Die zelin Abbildung 23 tragt einen mobilen

Fortsatz (gruner Pfeil) und einen unbeweglicheridadz (roter Kreis):

Abbildung 23 a-d (Time Lapse): Aufnahmen eines Newums im bipolaren Stadium (ohne Reelin-
Behandlung) im Zeitverlauf (min)

a) Roter Kreis: Unbeweglicher Fortsatz

a)-d) Gruner Pfeil: Mobiler Fortsatz mit Ausbildung eines Filopodiums in d)
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3.2.2 Bipolare Zellen unter Reelin-Stimulation
Es wurde bei einigen Zellen beobachtet, dass dig#ei von Reelin zu einer Veranderung der
Fortsatzbeweglichkeit fuhrte (vgl. Abb. 24). In @n Fortsatz nahm die Mobilitdt nach

Reelin-Stimulation zu, wahrend die Mobilitat im anen Fortsatz abnahm.

Abbildung 24 a-f (Time Lapse): Aufnahmen einer biptaren Zelle (a) nach Zugabe von Reelin (b) im
Zeitverlauf (c-f).

a)-f) Griiner Pfeil: Mobiler Fortsatz

a)-f) Roter Kreis/Pfeil: Unbeweglicher Fortsatz
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3.3 Ergebnisse der Immunhistochemie an GehirnschnittenDie p-Cofilin-
Immunreaktivitat hippocampaler Neurone in vivo

3.3.1 Die p-Cofilin-immunfarbung im Gyrus dentatus der Ratte
verschiedener Entwicklungsstadien

g (infra)

g (supra)

iml

Abbildung 25: Ratten-Gehirnschnitte verschiedener Btwicklungsstadien nach p-Cofilin-Immunfarbung
(rot)

Erkennbar ist, dass die Zellsomata junger Kdrnerzdén des infrapyramidalen Bandes im Bereich des
Hilus intensiv angefarbt sind, wéhrend die Immunfabung der Kérnerzellen des suprapyramidalen
Bandes uberall gleichférmig erscheint.

Abkirzungen:

h: Hilus mit Mooszellen

0 granule cell layer (Kdérnerzellband) mit Pars infrapyramidale (infra)
und Pars suprapyramidale (supra)

ml: Stratum moleculare (unterteilt sich in iml und oml)

iml: inner molecular layer (innere Molekularschicht)

oml:  outer molecular layer (auf3ere Molekularschicht)

hf: hippocampal fissure (hippocampale Fissur)

spCA3 pyramidal cell layer mit Region CA3
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Die Zeitreihe in Abbildung 25a-c zeigt den Gyrusntd¢us von Ratten verschiedener
Entwicklungsstadien, die mit einem Antikdrper gege@ofilin (rot) gefarbt wurden.

Im Reelin-haltigen Stratum moleculare (ml) des ftad PO und P5 fanden sich intensiv
angefarbte Zellsomata. Im Unterschied zu den ph@dfnmunfarbungen von neuronalen
Fortséatzerin vitro war bei den Immunfarbungen der Gehirnschnitteddligf dass vor allem
neuronale Somata intensiv p-Cofilin-immungefarbtema

Zudem zeigte sich eine Ungleichverteilung der pHiPepositiven Zellsomata zwischen Pars
suprapyramidale und Pars infrapyramidale des Stali®32, was auch in Abbildung 26
deutlich wird.

In allen drei Stadien wies die Hilus-Region, aus dech in adulten Ratten Kdrnerzellen

gebildet werden, intensiv angefarbte Zellsomata auf

3.3.2 Die p-Cofilin-Immunfarbung im Gyrus dentatus von adulten Ratten
(P11 und P32)

Zudem wurden Gehirnschnitte von adulten Ratten (HidLP32) nach einer Zellkernfarbung
mit DAPI sowohl mit einem Antikorper gegen GFAP {A=yten-Marker) und gegen p-
Cofilin gefarbt (vgl. Abb. 26).

Dabei konnte das stark ausgebildete Gliafasergdaigestellt werden, welches die p-Cofilin-
positiven Zellsomata der Kdrnerzellen umgibt. Dedl@omata des Kdrnerzellbandes zeigten
in beiden Entwicklungsstadien eine starke p-Cofitnmunreaktivitat. Vereinzelt fanden sich
auch p-Cofilin-positive Fortsatze, die in das Reeéiche Stratum moleculare reichten.
Charakteristisch war, dass die GFAP-positiven Rtzes keine p-Cofilin-lmmunfarbung

aufwiesen.
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|
!

! g(stpra)

}

g(infra)

d)g (infra)P11,vergroRert

Abbildung 26 a-d: Kdrnerzellband des Gyrus dentatugP11 und P32)

Gefrierschnitte nach Immunféarbung gegen GFAP (Astraytenmarker, grun), p-Cofilin (rot) und
Zellkernfarbung mit DAPI (blau). Erkennbar ist, dass im infrapyramidalen Kérnerzellband vor allem die
Zellkdrper junger Kornerzellen im Bereich des Hilusintensiv p-Cofilin-immungefarbt sind. Im Vergleich
dazu erscheint die Immunfarbung des suprapyramidale Band gleichférmiger (vgl. Abb. 25).
Abkirzungen:

g (infra) und g (supra): Gyrus dentatus, Pars infrgpyramidale und Pars suprapyramidale

ml: Stratum moleculare
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3.3.3 Kornerzellen in vivo mit p-Cofilin-immunpositivem apikalem
Fortsatz

Abbildung 27a-b: Kérnerzellen nach p-Cofilin-lImmunféarbung mit p-Cofilin-immunpositivem apikalen
Fortsatz

In Abbildung 27a (Entwicklungsstadium P5) wurde eingrun-fluoreszierender Sekundarantikdrper, in
Abbildung 27b (Entwicklungsstadium P11) ein rot-flloreszierender Sekundéarantikdrper fir p-Cofilin
verwendet. Beide Kornerzellen haben einen p-Cofilimmunpositiven apikalen Fortsatz, der in die
Richtung des Reelin-reichen Stratum moleculare weis

Abkirzungen:

g granule cell layer (Kérnerzellband)

ml; Stratum moleculare mit Cajal-Retzius-Zellen
weil3er Pfeil:  p-Cofilin-positiver Fortsatz

Bei genauerer Betrachtung mit dem konfokalen Mikopsfanden sich im Stadium P5 und
P11 auch Kdrnerzellen mit einem p-Cofilin-immunpiegin Fortsatz (vgl. Abb. 27), der in
Richtung der Reelin-reichen Molekularschicht geethwar. Dabei konnte es sich um die
leading processesadial migrierender Kérnerzellen handeln.
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4 Diskussion

4.1 Zur verwendeten Zellkulturmethode

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der dg&awelche Wirkung das extrazellulare
Matrixprotein Reelin auf die Phosphorylierung votCafilin in hippocampalen Neuronen
zeigt. Fur die Beantwortung dieser Frage entschiedie uns fur eine Versuchsreihe mit
hippocampalen Dispersionskulturen.

Im Gegensatz zin vivo-Studien ist es bei Experimenten an Dispersionsiantunoglich,
aulBere Einflussfaktoren auf die Fortsatzdifferemmig hippocampaler Neurone zu
kontrollieren. Die Zellen konntein vitro direkt mit rekombinantem Reelin behandelt und das
Resultat anschlie3end entweder mittels Immunzytoahen fixierten Dispersionskulturen
oder mittels Lebendmikroskopie untersucht werden.

Dabei wurde der Reelin-Effekt auf das p-Cofilin-¥#lungsmuster von dissoziierten, an
Postnataltag 5 praparierten, hippocampalen Neuran&rsucht. Dispersionskulturen dieses
Stadiums enthalten zahlreiche Reelin-responsive rdweu (Kornerzellen und
Pyramidenzellen), die unter dem Einfluss von Reigliden ersten Tagen nach der Geburt zu
ihrer endgultigen Position migrieren. Gemal} Studien Banker und Cowan uberleben in
einer Dispersionskultur bevorzugt Neurone mit abgkessener DNA-Synthesephase (Banker
and Cowan, 1977), die sich gerade in der Migrapbase und somit Uberwiegend im
axodendritischen Polarisierungsstadium befinden.

Zudem war es wichtig fur unsere Fragestellung, daies Zellkulturmethode selektiv
neuronales Wachstum forderte, um den direkten Ré&dfekt auf neuronale Zellen zu
untersuchen. Da die Migrationsstérungen im Gyrustatas der Reeldvlaus ebenfalls auf
einer gestorten Ausbildung des radialen Gliazellgerbasieren (Forster et al., 2002, Weiss et
al.,, 2003), stellte sich die Frage, ob die Defizite der Ausrichtung der neuronalen
Polaritatsachse eine sekundére Folge der fehleRdehn-Wirkung auf Gliazellen darstellen
oder primar durch den fehlenden Reelin-EinflussNetirone bedingt sind.

Die hier verwendete Zellkulturmethode basiert aah dnodifizierten (Prange-Kiel et al.,
2003) Protokollen von Brewer (Brewer, 1997). Der tdiin an Neuronen an einer
hippocampalen Dispersionskultur betragt ca. 80%himgegen 12% Astrozyten darstellen
und der Rest aus Oligodentrozyten und Mikrogliatddg@s(von Schassen et al., 2006). Somit
ist die Methode dazu geeignet, Effekte an hippoedemp Neuronen naherungsweise

unabhangig von Gliazellen zu untersuchen.
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Des Weiteren ist zu beachten, dass sich ein R&#fakt auch in den mit Kontrollmedium
behandelten Kulturen und den unbehandelten Kultnignt ausschliel3en lasst. Da es sich um
Dispersionskulturen von Hippocampi aus Wildtyp-Rathandelt, befinden sich auch Reelin
produzierende Cajal-Retzius-Zellen und GABAergeerméurone unter den dissoziierten
Neuronen. Dies bedeutet, dass bei den mit Konteallom stimulierten Kulturen und den

unbehandelten Kulturen eine endogene Reelin-Sekrbericksichtigt werden muss.

4.2 Interpretation der Ergebnisse

4.2.1 Der Einfluss von Reelin auf die p-Cofilin-Immunfarbung von 7 Tagen
alten Dispersionskulturen

Zunachst sollte die p-Cofilin-Immunreaktivitat velnseedener Entwicklungsstadien (P5 und
E18) nach 24 Stunden oder 7 Tagewitro untersucht werden. Zudem war von Interesse, ob
eine Behandlung mit Reelin einen Effekt auf dasverkiungsstadienspezifische Farbemuster
zeigte.

Langere Inkubationszeiten (7 Tage oder langer)téihzur Ausbildung eines Zellverbandes
mit einem dichten Fortsatznetzwerk. Charakteriktisitir die Immunfarbung dieses
Entwicklungsstadiums waren segmentartige, unredgiped und punktformige p-Cofilin-
immunpositive Areale, die gleichermal3en in Axon Wiendriten auftraten und sowohl bei
den Reelin stimulierten Kulturen als auch den Kalign vorkamen.

Bei Experimenten an embryonalen, hippocampalerkdiéliren wurde gezeigt, dass Reelin
Dabl-vermittelt zu verstarktem Dendritenwachsturhrifi(Niu et al., 2004). Zudem hat
Reelin eine fordernde Wirkung auf die Ausbildungmaier Verzweigungen, was sowohl
Studien an entorhinalen Afferenzen, (Del Rio et &B97) die im Stratum molekulare-
lacunosum des Hippocampus proper terminieren, alsh aStudien an axonalen
Wachstumskolben bewiesen (Borrell et al., 2007).

Die punktformigen Fortsatzareale der 7 Tage altearbhe stellen vermutlich Vorstufen von
Zellkontakten dar. Es ist bekannt dass Reelin fiwdl@uf die Spine-Ausbildung wirkt, wie
kurzlich veroffentlichte Studiem vivo (Rogers et al., 2011) und vitro durch ,rescue‘-
Experimente mit Reelin-Inkubation von Reeler-Dispanskulturen zeigten (Niu et al., 2008).
Spines sind kopf- oder pilzférmige Ausstilpungen @r Oberflache von neuronalen
Dendriten und bilden die postsynaptische Struktur @xzitatorischen Synapsen.

Da die Wirkung von Reelin auf die Ausbildung vorCpfilin-immunpositiven Zellkontakten
nicht das Thema der vorliegenden Untersuchung wad gich aufRerdem in den

Vorexperimenten zwischen Reelin behandelten undtigbmedium behandelten Kulturen
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kein unmittelbar erkennbarer Unterschied bezuglidér Ausbildung von p-Cofilin-

immunpositiven Zellkontakten zeigte, wurde diesesammenhang hier nicht weiter verfolgt.

4.2.2 Der Einfluss von Reelin auf die n-Cofilin-Phosphoriierung bipolarer
Neurone

Bei 24 Stunden alten Dispersionskulturen fandeh Bieurone im bipolaren Stadium, deren
Fortsédtze und Soma teilweise p-Cofilin-immunpositvaren. Der Anteil bipolarer Zellen
nahm durchschnittlich ca. ¥4 der Gesamtzellzahlreldispersionskultur ein. Bei genauerer
Betrachtung der Kulturen stellte sich heraus, dasghl bipolare Zellen mit zwei Fortsatzen
ahnlicher p-Cofilin-lmmunreaktivitat (Hauptkategerl) als auch bipolare Zellen mit zwei
Fortséatzen unterschiedlicher p-Cofilin-immunreaikéiv (Hauptkategorie 1) auftraten. Bei
bipolaren hippocampalen Neuronen, die sich nackéCah de Andat al. (2008) gerade in
der axodendritischen Polarisierungsphase befandimen zwei Fortsétze unterschiedlicher p-
Cofilin-limmunreaktivitat zu erwartenIn vivo weisen bipolare migrierende Neurone
zumindest im Neokortex nach Kontakt mit Reelin er Marginalzone einen stark p-Cofilin-
immunreaktiven Fortsatz, den sogenanmaaling procesauf (Chai et al., 2009).

In vitro war in den vorliegenden Untersuchungen der Arbgiolarer Zellen mit zwei
Fortsétzen unterschiedlicher Intensitat mit 20,182dgen auf die Gesamtzellzahl deutlich
hoher als der Anteil mit zwei Fortsatzen gleichreehsitét.

Interessanterweise traten bipolare Neurone, dle rsach Calderon de Anad al. (2008) im
Stadium der axodendritischen Fortsatzspezifizieroeignden, auch in den Kontrolimedium
stimulierten Kulturen und den unbehandelten Kuhuaaf.

Daraus kann man folgern, dass intrinsische Mechamnsexistieren, die unabhangig von
Reelin den Polarisierungsprozess férdern.

Da der Anteil bipolarer Zellen mit zwei Fortsatz@#mnlicher p-Cofilin-lmmunreaktivitat nur
1,4% in Bezug auf die Gesamtzellzahl betrug, s¢heine Polarisierung der n-Cofilin-
Phosphorylierung bei den meisten dissoziierten dleam innerhalb von 24 Stunden nach der
Aussaat einzusetzen.

Gemal der Literatur konnten die intrazellulare fwserung von gewissen Zellorganellen,
wie z.B. das Zentrosom (Zmuda and Rivas, 1998, midafet al., 2005, de Anda et al., 2010),
oder Faktoren, die Einfluss auf Veranderungen gsoskelett-Dynamik nehmen (Bradke and
Dotti, 1999, Bradke and Dotti, 2000), eine wichtielle dabei spielen.

Es darf jedoch nicht aul3er Acht gelassen werdess dei den verwendeten Wildtyp-
Dispersionskulturen Reelin produzierende Zellemlem Kontrollen bzw. den unbehandelten
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Kulturen vorhanden sind und mdglicherweise fur dadtreten der polarisierten Neurone
mitverantwortlich gemacht werden kdnnen.

Nun stellte sich die Frage, ob die Inkubation meikambinantem Reelin einen Einfluss auf
den Anteil der Neurone mit zwei Fortsatzen unteestifcher p-Cofilin-Immunreaktivitat in
einer Dispersionskultur hatte. Die Zellzahlen deuMne mit zwei Fortsatzen ahnlicher p-
Cofilin-lImmunreaktivitat blieben sowohl bei Reelinrbehandelten Kulturen, den
Kontrollmedium behandelten Kulturen und den unbele#dan Kulturen unveréandert niedrig.
Die Zellzahlen der polarisierten Neurone mit zweirtatzen unterschiedlicher p-Cofilin-
Immunreaktivitdt hingegen nahmen mit der Dauer BReelin-Stimulation (3min, 5min,
15min, 30min) zu. Offenbar hatte rekombinantes iReeinen férdernden Einfluss auf die
polarisierte Verteilung der n-Cofilin-Phosphorylieg in bipolaren hippocampalen Neuronen.
Dabei konnte Reelin eine bereits bestehende, #mghe Polarisierung verstarken. Ein
Beispiel fur einen durch Reelin geforderten zeheéMechanismus, der zur Polarisierung
von Neuronen wéhrend der Differenzierung beitrégjtlie transiente Verlagerung des Golgi-
Apparates in die apikalen Dendriten (Matsuki etz010).

Eine anderer Interpretationsmaoglichkeit wére diguktion der bereits bekannten ApoER2-
bzw. VLDLR-vermittelten p-Cofilin-Signalkaskade (&het al., 2009), die aufgrund der
polarisierten Verteilung der Signalmoleklle bev@gtzn einem Fortsatz initiiert wird.

4.2.3 Der Einfluss von Reelin auf Neurone mit bereits pad@lrisierter
Verteilung der n-Cofilin-Phosphorylierung

Die Hauptkategorie Il ,Bipolare Zellen mit zwei FEsétzen unterschiedlicher p-Cofilin-
Intensitat” wurde entsprechend der p-Cofilin-Iniitsdes starker angefarbten Fortsatzes in
zwei Subgruppen untergliedert. Nun stellte sichktiage, ob sich unter Reelin-Einfluss der
Prozentsatz der beiden Subgruppen ,Zellen mit eirstank angefarbten Fortsatz® (lla;
Pixelintensitat: 66-130) und ,Zellen mit einem sewok angefarbten Fortsatz* (llb;
Pixelintensitat: 10-23) verandern wirde.

Dabei wurde demonstriert, dass sich die Reelin fedlten Kulturen und Kontrollmedium
behandelten Kulturen bezuglich des Anteils bipala¥eurone mit einem stark p-Cofilin-
positiven Fortsatz (lla) signifikant (p=0,002) urstehieden.

Zudem stellte sich heraus, dass die Reelin-Stimoulaim Vergleich zur Stimulation mit
Kontrollmedium eine statistisch signifikante (p=8),@egenlaufige Wirkung hatte. Bei den
Reelin behandelten Dispersionskulturen lag die Ahzder Neurone mit einem stark
angefarbten Fortsatz fur alle vier Inkubationszeitne Uber der Anzahl der Neurone mit
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einem schwach angefarbten Fortsatz, wéhrend esbsicen Kontrollen genau umgekehrt
verhielt.

Anscheinend fuhrte die Behandlung mit Reelin bzvan&ollmedium zu einem ,Shift"
innerhalb der Subgruppen, was darauf hinweist, dassAnteil der Zellen mit einem stark
angefarbten Fortsatz unter Reelin-Inkubation inbeselMal3e zunimmt wie der Anteil der
Zellen mit einem stark angefarbten Fortsatz untamntkollmedium-Inkubation abnimmt.

Zum einen resultiert daraus, dass ein Reelin-Effelt den Zellpol bipolarer, bereits
polarisierter hippocampaler Neurone innerhalb depé&rsionskultur existiert.

Die Reelin-abhangige Zunahme von Neuronen mit eistark angefarbten Fortsatz erfolgt
somit aus der Subgruppe der Neurone mit einem sgthwagefarbten Fortsatz. Es wurde
jedoch nicht untersucht, ob der Anteil anderer Sufwgen der Dispersionskultur,
beispielsweise unipolare oder multipolare Neuroderch Reelin-Stimulation beeinflusst
wird.

Zum anderen wird die bereits oben erwéhnte Hypetlgestitzt, dass dem Einsetzen des
Reelin-Effekts intrinsische Mechanismen vorangelta, zu einer polarisierten Verteilung
der n-Cofilin-Phosphorylierung fuhren.

Des Weiteren wurde untersucht, ob die Inkubationsdanit Reelin (3min, 5min, 10min,
30min) einen Effekt auf den Anteil von Neuronen miitem stark bzw. schwach angefarbten
Fortsatz zeigte.

Tatsachlich nahm die Zellzahl der Subgruppe ,Zettl@heinem stark angefarbten Fortsatz*
(lla) signifikant mit der Reelin-Inkubationsdaueun, avahrend die Zellzahl der Subgruppe
»Zellen mit einem schwach angefarbten Fortsatzy)(Bignifikant mit der Kontrollmedium-
Inkubationszeit zunahm.

Das Maximum an ,Zellen mit einem stark angefarbtertsatz* (Subgruppe lla) fand sich bei
einer Reelin-Inkubationszeit von 30min. Offenbarevakirzere Inkubationszeitrdume nicht
ausreichend, um die Reelin-Wirkung auf die Phosglesung von n-Cofilin vollstandig zu
induzieren.

Bisher wurde noch nicht untersucht, ob eine Vergingg der Inkubationszeit, beispielsweise
auf 45min oder 60min, zu einer weiteren Zunahmepdezentualen Anteils dieser Subgruppe
fuhren wirde. Vorexperimente an 24 Stunden altemrdieen mit lAngeren Inkubationszeiten
in vitro (1d-2d) hatten jedoch keinen Unterschied zwisch@eelin behandelten
Dispersionskulturen und Kontrollen gezeigt.

Ebenso kénnte die Inkubationszeit der Dispersioltgian zwischen Aussaat und Beginn der

Reelin-Stimulation (24h) zu lang gewahlt wordennseda zahlreiche Zellen zu diesem
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Zeitpunkt bereits das multitpolare Stadium erreichtten. Eventuell kénnte der Anteil von
Neuronen mit einem stark angefarbten Fortsatz 6ath Stundern vitro noch héher liegen
als nach 24 Stunden und durch Reelin-Stimulatiomenen vergrofRert werden.

4.3 Hypothese zur Reelin-Wirkung auf die axodendritiscle
Fortsatzspezifizierung bipolarer Neurone

4.3.1 Die stabilisierende Wirkung von Reelin auf das Zytekelett bipolarer
Neurone: 2 Hypothesen

Wahrend der Kortikogenese wandern die Neurone renttier Fortsatze radialer Gliazellen
oder mittels Somatranslokation in Richtung der Resdichen Marginalzone (Nadarajah and
Parnavelas, 2002).

Bereits wahrend der Migration durchlaufen die Neeralas bipolare Stadium, in dem die
Festlegung der axodendritischen Polaritatsachsége(Calderon de Anda et al., 2008).

Im Kortex der Reeler-Mutante kommt es zu charagtechen Defiziten der
Fortsatzspezifizierung und kortikalen Schichtenimig, was die Rolle des extrazellularen
Matrixproteins Reelin bei diesen Prozessen veraéut{Forster et al.,, 2006a, Forster et al.,
2006b).

Bei der Differenzierung desailing processund dedeading proceszu Axon und Dendrit
sind dynamische Veradnderungen des ZytoskelettshdAédin bindende Proteine wie n-
Cofilin von Bedeutung.

Chai et al. zeigten, dass der piawarts gerichtégading procesdurch Reelin Uber eine
Phosphorylierung von n-Cofilin stabilisiert wirdl{@i et al., 2009).

Umgekehrt kdnnte es zu einer Destabilisierungtelng processkommen, wodurch dessen
Differenzierung zum Axon geférdert wird (Bradke abatti, 1999).

In vivo stellt die Stabilisierung dekeading procesgdie Voraussetzung fir eine wichtige
radiale Migrationsform, die sogenannte Somatraragiok dar, bei der das Zellsoma utber den
leading proces# Richtung Marginalzone gezogen wird (Gupta et2002).

Die fur die Phosphorylierung von n-Cofilin veranttiche Reelin induzierte Signalkaskade
scheint Uber den Lipoproteinrezeptor ApoER2 in Ggegetzt zu werden, da in ApoER2-
Knockout-Mausen im Gegensatz zu VLDLR-Knockout-Mg&usverminderte p-Cofilin-
Spiegel zu finden waren (Chai et al., 2009).

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass das extrazaluMatrixprotein Reelin zu einer Férderung
und Beschleunigung der polarisierten n-Cofilin-Ritagylierung in Fortsatzen dissoziierter

Neuronein vitro fuhrt.
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Die Bindung von Reelin an ApoER2 induziert die Aldrung des intrazellularen
Adapterproteins Dabl. Dabl wiederum aktiviert dieo$phatidylinositol-3-Kinase (PI3-
Kinase), welche die Phosphorylierung des Enzyms KiNasel (LIMK1) induziert.

Dieses Enzym fuhrt durch Phosphorylierung von nHdofan Serinrest 3 zu dessen
herabgesetzten Fahigkeit, F-Akin zu depolymerisiere/oraus die Stabilisierung eines
Fortsatzes resultiert, &hnlich der Stabilisieruagléading proces$eiin vivo-Experimenten.

Im Gegensatz zu den vorausgehenidevivo-Studien, bei denen die Wirkung des von Cajal-
Retzius-Zellen in der Marginalzone sezerniertenliReaintersucht wurde, beschaftigten wir
uns mit Dispersionskulturen, die mit geléstem rekorantem Reelin stimuliert wurden.

Die Reelin induzierte Phosphorylierung von n-Caofitrat dennoch bevorzugt nur in einem
Fortsatz der bipolaren Neurone auf, obwohl beidetsBtze in gleicher Weise dem
Stimulationsmedium ausgesetzt waren.

Diese Beobachtung fihrt zu zwei moglichen Hypothedeér den Reelin-Effekt auf
hippocampale Neurona vitro:

Eine mdgliche Erklarung wére, dass die Komponerden Reelin-Signalkaskade durch
intrinsische Mechanismen in einem Fortsatz derlanea Neurone akkumulieren (vgl. Abb.
28a).

Gemal Chaet al. kommt es in dem piawaérts gerichteten FortsatzAktivierung der Reelin-
Signalkaskade mit anschlielRender PhosphorylieramgnvCofilin, wobei sich dieser Fortsatz
spater zum apikalen Dendriten entwickelt. Diesertdatz entspricht derteading process
migrierender Neuronen vivo, der beim Kontakt mit der Reelin-reichen Marginale
stabilisiert wird (Chai et al., 2009).

Die Differenzierung des gegeniberliegenden Fomsaizzim Axon wurde bereits in einer
friheren Differenzierungsphase des Neurons durcheBse gesteuert, die nicht zwangslaufig
durch Reelin induziert werden missen, beispielssvéisch Destabilisierung des Zytoskeletts
(Bradke and Dotti, 1999).

Eine weitere Interpretationsmoglichkeit lieferteeelmhuis und Bock (vgl. Abb. 28b), die
eine ebenfalls ApoER2-abhangige Reelin-Signalkaskadnultipolaren Zellen prasentierten,
welche jedoch zu einer erhéhten Beweglichkeit voack$étumskolben, Ausbildung von
Filopodien und Fortsatzverzweigungen fihrte (Leesai al., 2010, Leemhuis and Bock,
2011).

Somit kdnnte Reelin ApoER2-vermittelt zwei gegefigai Signalkaskaden in Gang setzen,
die in unterschiedlichen Zellkompartimenten stattén. In einem Fortsatz fihrt die

Signalkaskade zu einer Stabilisierung des Zytosiseleach Chaiet al, wodurch dieser
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Fortsatz zum Dendriten spezifiziert wird (Chai &t 2009), wahrend im anderen Fortsatz
gemal Leemhuis und Bock das Axonwachstum induziedt(Leemhuis et al., 2010).
Da die hippocampalen Neurone bei unseirervitro-Versuchen mit beiden Fortsatzen in

Kontakt zu rekombinanten Reelin kamen, erscheggalErklarung plausibel.

ApoER2 ApoER2
® ®
.o .o
d @® O Reelin J ® O Reelin
d J
Dendrit
d J
—C@)f'l' -(?J:’I'
J .. Q. Reelin
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Cdc42
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a) b)

Abbildung 28: Interpretation der Reelin-Wirkung auf bipolare Neurone, Hypothese a) gemal Chat al.
(2009), b) gemafl Leemhuist al. (2010)

a) Im piawarts gerichteten leading process fuihrt die Bindung von Reelin (rot) an ApoER2 (blay zur
Aktivierung von Dabl, wodurch nach Aktivierung von PI3K und LIMK die Phosphorylierung von n-
Cofilin an Serinrest 3 induziert wird. Die Differenzierung destrailing process zum Axon wird durch
Prozesse gesteuert, die nicht zwangslaufig in Zusamenhang mit der Reelin-Signalkaskade stehen
mussen.

b) Im Gegensatz zur ersten Hypothese wird die Diffenzierung beider Fortséatze durch Reelin induziert.
Im Vergleich zur Reelin-abhangigen Signalkaskade ddeading process, die sich &hnlich wie in Abbildung
28a verhalt, fihrt die Bindung von Reelin (rot) anApoER2 (blau) im trailing process tiber die Aktivierung
von PI3K sowie den Rho-GTPasen Cdc42 und Racl zwer erhdhten Fortsatzmobilitat.
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4.3.2 Crosstalk der Reelin-Signalkaskade: Fortsatzstabiiierung durch die
Reelin-Notch-Interaktion

Der Signalweg uber den ,Notch“-Rezeptor ist in raiche neuronale Entwicklungs- und
Differenzierungsprozesse involviert (Yoon and Gaja&2005, Louvi and Artavanis-Tsakonas,
2006). Die Bindung der Liganden Delta und Jaggédt fZzur Translokation der intrazellularen
Domane (NICD) in den Zellkern, welche die Transkap vieler Gene reguliert.

Es wurde gezeigt, dass der Notch-Signalweg zu Siferhstumsverzdgerung von neuronalen
Fortséatzen fihren und damit zur StabilisierungZigeskeletts beitragen kann.

Bei der Hochregulation von Notch wurde der Stillstades Neuritenwachstums beobachtet,
wahrend die Inhibition der Notch-Signalkaskade lBagsatzwachstum férderte (Sestan et al.,
1999).

Zudem wurde gezeigt, dass eine Interaktion zwisclen Notch-Signalweg und der Reelin-
Signalkaskade existiert, die vermutlich auf dem imamden Einfluss von Dabl auf den
NICD-Abbau beruht (Hashimoto-Torii et al., 2008b& et al., 2009).

Zusammengefasst konnte der Notch-Signalweg einelichég Alternative zur Reelin-
Signalkaskade mit p-Cofilin-abh&ngiger Fortsatzitabrung sein (Frotscher, 2010).

4.3.3 Zelladhasionsmolekile als Ziel der Reelin-Signalk&sade: Der Reelin-
Effekt auf die Cadherin-Funktion

Cadherine gehoéren zur Gruppe der kalziumabhangigemsmembranen Adhéasionsproteine,
die wahrend der Embryogenese fur die Stabilisierung Zell-Zell-Kontakten und der
Signaltransduktion von Bedeutung sind. Neuronaldh€ene (NCad oder Cdh2) spielen bei
der durch interzellularen Kontakte stimulierten Kigon und Invasion eine wesentliche Rolle
(Gumbiner, 1996).

Es konnte gezeigt werden, dass Reelin Uber Dabl tiessen Effektor Rapl (GTPase) die
Funktion von NCad reguliert. Wahrend der neuronMegration werden dadurch dieading
processedei der gliazellunabhdngigen Somatranslokatiobilgteert (Franco et al., 2011).

Ein ahnlicher Wirkmechanismus konnte kurzlich faultipolare Neurone nachgewiesen
werden, die kurz vor dem Ubergang ins bipolare iBtadstanden. Jossin und Cooper zeigten,
dass Reelin tber die Aktivierung von Rapl zur Heghtation von NCad fuhrte, welches
eine wichtige Rolle bei der Ausrichtung der Migoatiin Richtung Marginalzone spielt. Die
Autoren stellten die Hypothese auf, dass neuro@algherine die Zellen beféahigten, Signale
aus ihrer Umgebung wahrzunehmen, und ihre MigratioRichtung der intermedidaren Zone

fortzusetzen (Jossin and Cooper, 2011).
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Gemal’ diesen Untersuchungen scheint Reelin digkgihzu besitzen, migrierende Neurone
fur die Wirkung von anderen extrazellularen Sigrabhilen kompetent zu machen, die eine
Fortsatzstabilisierung auf noch unbekannte Weisediiéhren konnten.

4.4 Ausblick

Seit der Entdeckung der Reeler-Maus vor ca. 6Cedahurden zahlreiche Funktionen fir das
extrazellulare Matrixprotein Reelin wahrend der @amtwicklung nachgewiesen. Trotz
intensiver Forschungsbemuhungen bleibt der Wirkraeismus von Reelin auf die neuronale
Migration im Detail noch unverstanden. Die Forsamergebnisse der letzen Jahre
verdeutlichen jedoch, dass zum Verstandnis derimR®@érkung eine sehr differenzierte
Sichtweise notig ist, da Reelin im Zeitverlauf dertwicklung unterschiedliche Funktionen
hat, auf unterschiedlichen Zelltypen in mehreremei®ben des zentralen Nervensystems
wirkt und Uber unterschiedliche Signalkaskaden aiweise gegensatzlichen Wirkungen
fihren kann.

Fur die neuronale Migration wurden mehrere Hypathdsir die Reelin-Wirkung aufgestellt,
beispielsweise als Stoppsignal (Pearlman and Shepp@96, Frotscher, 1998), Locksignal
(Forster et al., 2006a, Forster et al., 2006b)m=ives Signal (Magdaleno et al., 2002,
Jossin et al., 2004) oder Ablésesignal von radididiazellen (Hack et al., 2002, Cooper,
2008).

Im Gyrus dentatus scheint Reelin zundchst eingakstiten Effekt auf die Migration der
Kdrnerzellen zu haben und dann als Stoppsignal mew Die Kornerzellen, welche
normalerweise das dicht gepackte Stratum granulosiohen, sind in der Reeler-Mutante
diffus im Bereich des Hilus verteilt. Zudem zeigtéxperimente an Slice-Kulturen, dass die
Kokultivierung von Reeler- und Wildtyp-Slices dieidgviation der Kornerzellen in Richtung
der Reelin-reichen Marginalzone initiierte, wo daes dicht gepackte Kornerzellband bildeten
und nicht Uber die Marginalzone hinaus wandertérazet al., 2004, Zhao et al., 2006).

Zur neuronalen Migration der Koérnerzellen des Gydemtatus liegen im Vergleich zur
Migration des Neokortex bisher nur wenigevivo-Studien vor. Es ist noch nicht erwiesen,
ob eine Abnahme der Reelin-Expression tatsachlich einer herabgesetzten
Fortsatzbeweglichkeit und Verzégerung der neurendliggration fuhrt. Eine Mdglichkeit
ware, die Methode der Real-Time Mikroskopie zu \arden, um diese Prozesse wahrend der
neuronalen Migration anhand von GFP-markierten bdieem in Reeler- bzw. Wildtyp-Ratten
zu untersuchen.

Um die Rolle der Reelin-bedingten p-Cofilin-abhdegi Signalkaskade weiter zu

untersuchen, konnten Reeler-Slice-Kulturen mit \WpeSlice-Kulturen verglichen werden.
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Oder es konnte ein ,rescue“-Experiment durchgefilertden, bei dem Reel&lice-Kulturen
Reelin aus Wildtyp-Slice-Kulturen angeboten wirddudiese nach Fixierung mit einem
Antikdrper gegen p-Cofilin gefarbt werden.

Analog zu unserein vitro-Experimenten mit Wildtyp-Dispersionskulturen kormteeeler-
Dispersionskulturen mit rekombinantem Reelin stientilverden.

Dies hétte den Vorteil, dass eine mdgliche Verfélsg der Versuchsergebnisse durch
endogene Reelin-Produktion in den Wildtyp-Kultureermieden werden kann. Der Reelin-
Effekt auf die Fortsatzstabilisierung konnten datenfalls mittels Lebendmikroskopie oder
Immunzytochemie untersucht werden.

Um den genauen Ablauf der Reelin-Signalkaskade anté&t der embryonalen Entwicklung
und im adulten Gehirn zu verstehen, waren Studignzeitlichen und ortlichen Expression
der beiden Reelin-Rezeptoren, ApoER2 und VLDLR, Bedeutung.

Dabei ware interessant, ob ApoER2, uber den die lirRabhangige n-Cofilin-
Phosphorylierung induziert wird, in nur einem Fatts(Dendrit) oder in beiden Fortsatzen
(Axon und Dendrit) lokalisiert ist.

Im Gegensatz zu Experimenten, die sich mit derdRadin Reelin wéahrend der Entwicklung
beschaftigen, ist noch wenig bekannt zu seiner famkn adulten Gehirn.

Vermutlich fungiert Reelin auch im adulten Hippogam als Stabilisator des Zytoskeletts
und der Zytoarchitektur, wie Experimente zum Themamporallappenepilepsie”, welche
ebenfalls mit einer Kérnerzelldispersion einhergekann, zeigten (Houser, 1990, Haas et al.,
2002).

Mit Kainat-Injektionen und Reelin-neutralisierend@ntikorper konnte eine Abnahme der
Reelin-Expression und eine Kornerzelldispersion adulten Ratten induziert werden
(Bouilleret et al., 1999, Heinrich et al., 2006).

Dies legt die Vermutung nahe, dass Reelin auf éhalWeise wie wahrend der neuronalen
Migration Uber die Phosphorylierung von n-CofiliarAStabilisierung des apikalen Dendriten
und dessen Verankerung in der Marginalzone fuhrt.

Dabei wird die Existenz eines Reelin-Gradientenr den der Marginalzone bis zur
Molekularschicht abnimmt, angenommen, wodurch dagscheinungsbild der
charakteristischen, dicht gepackten Kérnerzelldahechalten bleibt (Frotscher, 2010).

Um die genaue Wirkung von Reelin auf die Fortsataiisierung im adulten Gehirn zu
untersuchen, werden jedoch weitere Studien bentdigt den direkten Zusammenhang
zwischen einer verminderten Reelin-Expression ued [@estabilisierung von neuronalen

Fortsatzen demonstrieren.
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Im Gegensatz zum kompletten Knockout des ReelinsGerder Reeler-Mutante kénnte die
Methode des Reelin-Gen-Silencing (siRNégnditional Reelin knockoutdazu verwendet
werden, Versuchstiere mit normaler Gehirnentwicglum Anwesenheit von Reelin
heranzuzichten, deren Reelin-Gen im Adultstadiundkimnal ausgeschaltet wird.

Dadurch lie3e sich differenzieren, ob die pathadodgen Veranderungen des Reelin-Defizits
durch eine fehlgeleitete Entwicklung oder den fedEn Reelin-Einfluss auf das adulte
Gehirn bedingt sind.

Zudem konnten die Tiere flr Versuche, die sich Mérhalten oder Lernprozessen
beschaftigen, verwendet werden, die bisher aufguaerdAtaxie der Reeler-Mutante nicht

maoglich waren.



71

5 Zusammenfassung

Das extrazellulare Matrixprotein Reelin, das walreler Entwicklung von Cajal-Retzius-
Zellen in der Marginalzone sezerniert wird, ist baer neuronalen Migration und
Schichtenbildung des Kortex von entscheidender @&wag. Im Hippocampus der
sogenannten Reeler-Maus, einer Reelin-defizientangvhutante, kommt es zu Stérungen der
Migration und der Festlegung der axodendritischelaratsachse.

Mittlerweile ist bekannt, dass Reelin auch bei Aasbildung des radialen Gliafasergerists,
der Synapsen- und Spinebildung, der Langzeitpatemzg und der synaptischen Plastizitat
sowie bei der Entstehung neuropsychiatrischer Kraitgbilder eine wichtige Rolle spielt.
Wahrend der Embryogenese erfolgt die neuronale &lggr im Kortex entlang von radialen
Gliafasern oder mittels Somatranslokation in Riolgtder Reelin-reichen Marginalzone.
Wahrend der Migration wird das bipolare Stadiungém die axodendritische Polaritatsachse
festgelegt wird, durchlaufen.

Bei der Differenzierung von Axon und Dendrit singgndmische Veranderungen des
Zytoskeletts durch Aktin bindende Proteine wie ri@ovon Bedeutung. Im Kortex konnte
gezeigt werden, dass der piawarts gericHeztding procesbei Erreichen der Reelin-haltigen
Marginalzone durch Phosphorylierung von n-Cofilialslisiert wird.

Der leading processvird zum Dendriten spezifiziert, wahrend der vikatwarts gerichtete
trailing processzum Axon differenziert wird.

Auf der Basis dieser Erkenntnisse wurden hippocéenéldtyp-Dispersionskulturen von
Ratten, die an Postnataltag 5 préapariert wurdeip (Rieh 24 Stundeim vitro unterschiedlich
lange (3min, 5min, 15min, 30min) mit rekombinanteReelin oder Kontrollmedium
stimuliert.

Der Reelin-Effekt auf die Fortsatzmobilitdt wurdétteds Live Imaging oder anschliel3ender
p-Cofilin-Immunzytochemie untersucht. Zudem wurderCofilin-immunfarbungen von
Gehirnschnitten verschiedener Altersstufen anggftemim die Experimente durcdim vivo-
Studien zu ergénzen.

Anhand von Intensitdtsmessungen der Immunfluoresaen Fortsatzen der bipolaren
Neurone, die mit einem Antikérper gegen p-Cofilimdu einem fluoreszenzgeféarbten
Zweitantikorper gefarbt wurden, konnte abgeschaterden, inwieweit die p-Cofilin-
Phosphorylierung in den Zellen durch die Behandlomigrekombinantem Reelin beeinflusst

wurde.
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Mithilfe einer vorher festgesetzten Intensitatsakalurde eine Unterscheidung zwischen
»Zellen mit einem stark angefarbten Fortsatz“ uzekllen mit einem schwach angefarbten
Fortsatz" getroffen und der jeweilige Anteil dieZallen an einer Dispersionskultur ermittelt.

Die Ergebnisse lassen die Interpretation zu, das¥drgang der p-Cofilin-Phosphorylierung

in den Fortsatzen polarisierter Neurone zum eingmsisch gesteuert wird, jedoch innerhalb
von Minuten durch das extrazellulare MatrixprotRieelin beschleunigt werden kann.

Die bereits vorher durch intrinsische Mechanisnmesidelegte, polarisierte Verteilung der n-

Cofilin-Phosphorylierung wird dabei beibehalten.
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