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1 Einleitung

1.1 Reelin

Reelin ist ein extrazellulares Matrixprotein, welches eine zentrale Rolle in der
Entwicklung und Ausbildung der Plastizitat des Gehirns einnimmt. Es handelt sich um
ein Glykoprotein mit einer Grof3e von 385 kDA. Das Reelin-Gen (Reln) befindet sich
im menschlichen Organismus auf Chromosom 7g22 (D'Arcangelo et al. 1995).

Der Begriff Reelin stammt von dem abnorm schwankenden (,reeling®)
Bewegungsablauf der Reeler-Maus, einer Maus-Mutante, die eine homozygote
Mutation im Reelin-Gen und einen Mangel an dem Protein Reelin aufweist
(D'Arcangelo et al. 1995). Die Reeler-Maus wurde erstmals 1951 von D.S. Falconer
beschrieben. Der Phanotyp dieser autosomal rezessiv vererbten Mutation &uf3ert sich
durch eingeschrénkte motorische Koordination, Ataxie und Tremor (Falconer 1951).
Reelin wird von Cajal-Retzius Zellen synthetisiert und sezerniert (Ogawa et al. 1995;
D'Arcangelo et al. 1995). Dieser Zelltypus wurde bereits 1891 von Cajal in
Nagetiergehirnen entdeckt und kurz darauf von Retzius auch in Gehirnen von
Menschen und anderen Saugern beschrieben (Retzius 1893; Retzius 1984) (siehe
Abb. 1). Diese Zellen befinden sich vorzugsweise in Lamina | der Marginalzone des
embryonalen Neocortex und zeichnen sich durch einen ovalen Zellkérper und einen
langen Dendriten aus, der parallel zur Oberflache der Pia Mater (pial surface)
verlauft. Wahrend der postnatalen Reifung des Cortex degenerieren die Cajal-
Retzius Zellen (Derer & Derer 1990).

" Cajal, 1891

Abbildung 1 Cajal-Retzius Zellen im Nagergehirn, Zeichung von Cajal 1891, Golgi Impragnation

Cajal-Retzius Zellen kommen daruber hinaus in der Marginalzone des Hippocampus

vor und synthetisieren auch dort Reelin (Soriano et al. 1997; D'Arcangelo et al. 1995;
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lkeda & Terashima 1997). In adulten Ratten wird Reelin durch GABAerge
Interneurone des Cortex und Hippocampus sowie durch glutamaterge Neurone des

Cerebellums produziert (Pesold et al. 1998).

1.1.1 Die Bedeutung von Reelin im zentralen Nervensystem

Durch histopathologische Analyse der Gehirne von Reeler-Mausen wurde gezeigt,
dass deren kortikale Organisation sowohl im Kleinhirn, im Grof3hirn als auch im
Hippocampus gestort ist (Hamburgh 1963; Caviness et al. 1972; D’Arcangelo 2006).
Die Entwicklung von Neuronen im Neocortex wahrend der Embryonalperiode beginnt
in der sogenannten germinativen Zone und scheint sich initial nicht zwischen Reeler-
und Wildtyp-Mausen zu unterscheiden (Tissir & Goffinet 2003). Jedoch sind die
Neurone in den Reeler-Mausen nicht in der Lage, die passende zellulare Architektur
auszubilden. Normalerweise migrieren nacheinander gebildete Neurone entlang
radialer Gliafasern und siedeln sich in einer inside-out Ordnung im sich
entwickelnden Cortex an (Rakic 1972; Rakic 1988). Das heil3t, dass jedes
nachfolgend gebildete Neuron zunéchst seine Vorlauferzellen passieren muss, bevor
es sich an den &uRersten Bereich der kortikalen Platte direkt unterhalb der
Marginalzone ansiedelt. Die Neurone in der Reeler-Mutante hingegen sind nicht in
der Lage, ihre passende Anordnung im Cortex anzunehmen. Sie sind genau
umgekehrt angeordnet und zudem dichter gepackt (Caviness et al. 1972; Caviness et
al.; Goffinet 1979). Die erste Generation von Neuronen, die in den Cortex
einwandert, Ubertritt eine unsichtbare Barriere an der Marginalzone, in der
normalerweise die Cajal-Retzius Zellen sitzen und Reelin synthetisieren. Neu
generierte Neurone wandern nun nicht mehr an ihren Vorlaufern vorbei, sondern
siedeln sich in Reihenfolge ihrer Ankunft nacheinander im Cortex an (Caviness 1982;
Pinto-Lord et al. 1982; Rakic & Caviness 1995) (Siehe Abb. 2).
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Abbildung 2 Modell der  Migration  von

A G Neuronen im Neocortex der
D) Wildtyp Maus (+/+) und der
® homozygoten Reeler-Maus (rl/rl)
® (entnommen aus Rakic & Caviness

1995, S.1102)
@ Dargestellt sind die flnf zellularen
""" Tt Basiszonen des Cortex wahrend der
Embryonalentwicklung  von  der

unten) bis zur Pia Mater (ganz
oben): Ventrikulare Zone (V2),
Intermediérzone  (1Z), ,subplate®
Zone (SP), Corticale Platte (CP) und

=== /- -== ventrikularen ~ Oberflache  (ganz

Marginalzone (M2). In der
Marginalzone befinden sich die
Reelin-synthetisierenden Cajal-

Retzius Zellen (CR)

Einer gangigen Hypothese zufolge fungiert Reelin in Wildtyp-Mausen normalerweise
als Stop-Signal fur migrierende Neurone und hindert sie daran, in die Marginalzone
einzudringen (Frotscher 1997; Chai et al. 2009). Dieses Signal ist bei fehlender
Reelin Expression aufgehoben, was zu der abnormalen Architektur im Reeler-Gehirn
fuhrt.

Auch im Hippocampus nimmt Reelin eine zentrale Rolle bei der Kontrolle der
richtigen Positionierung von migrierenden Neuronen ein. Im Gyrus Dentatus des
Hippocampus von Reeler-Mausen sind die Kérnerzellen nicht als kompakte Schicht
angeordnet, sondern locker Uber den gesamten Gyrus Dentatus verstreut. Weiterhin
fuhrt eine Fehlanordnung von hippocampalen Pyramidenzellen zu einer
charakteristischen Duplikatur der Pyramidenzellschicht (Hamburgh 1963; Stanfield &
Cowan 1979; Zhao et al. 2004; Forster et al. 2006).

Doch nicht nur wahrend der Embryonalentwicklung sondern auch im adulten Gehirn
erfillt Reelin wichtige Funktionen. So wurde gezeigt, dass dieses Protein in
synaptischen Kontakten gebildet wird und dass Neurone, denen die Reelin
Rezeptoren VLDLR und ApoER2 fehlen, Uber eine verminderte Langzeitpotenzierung
verfugen (Weeber 2002; Beffert et al. 2005; Herz & Chen 2006). Weiterhin moduliert
Reelin die synaptische Plastizitat, ist an der Ausbildung und Komplexitdt von

Dendriten im Hippocampus beteiligt und fordert die Ausbildung von dendritischen
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Spines (Niu et al. 2004; Niu et al. 2008; Beffert et al. 2005; Matsuki et al. 2008). All
diese Studien implizieren, dass Reelin bei der Ausbildung und dem Erhalt von

Synapsen von grol3er Bedeutung ist.

1.1.2 Vorkommen von Reelin aulRerhalb des Gehirns

Neben der bedeutenden Rolle fir die Plastizitat und Entwicklung des Gehirns,
scheint Reelin auch in anderen Organen wichtige Funktionen zu haben. So wurde
Reelin sowohl in embryonalen als auch in adulten Organen wie Leber, Ovar, Testis,
Nieren, Blut, Blutgefaen, Augen, Nervenfasern oder chromaffinen Zellen der
Nebenniere nachgewiesen (Ikeda & Terashima 1997, Smalheiser 1999). In der Leber
wurde Reelin in den Kupffer-Sternzellen nachgewiesen (Samama & Boehm 2005).
Die Expression von Reelin stieg hier bei Schadigungen des Gewebes an und sank
nach Reparaturprozessen wieder auf ein normales Niveau (Kobold et al. 2002).
Ahnliche Prozesse lieRen sich im retinalen und kornealen Gewebe des Auges
beobachten (Pulido et al. 2007).

Diese Beobachtungen deuten daraufhin, dass Reelin sowohl fir die Entwicklung
verschiedener Organe und Strukturen als auch fir die spatere Stabilitat der
Zytoarchitektur sowie fir Umbauprozesse innerhalb des Gewebes (,Remodelling®)

eine Bedeutung hat.

1.1.3 Reelin Rezeptoren VLDLR und ApoER2

Im Mausmodell wurden zwei Rezeptoren als Reelin Rezeptoren identifiziert: der
Apolipoprotein E Rezeptor 2 (ApoER?2) und der Very Low Density Lipoproteinrezeptor
(VLDLR) (Trommsdorff et al. 1999; D’Arcangelo et al. 1999; Hiesberger et al. 1999).
VLDLR und ApoER2 gehéren zur LDL Rezeptor Familie, einer Gruppe von
Rezeptoren, die an der Endozytose und Signaltransduktion beteiligt sind (Beffert et
al. 2004). Hiesberger und Mitarbeiter (1999) haben zunachst gezeigt, dass Disabled
1 (Dabl) an beide Rezeptoren bindet. Das zytosolische Adapter-Protein Dab 1
aktiviert Tyrosinkinasen und ist ebenso wie Reelin an der neuronalen Migration
beteiligt (Howell et al. 1997). Das Binden von Reelin an seine Membranrezeptoren
ApoER2 und VLDLR fuhrt zu einer Phosphorylierung von Dabl und damit zur
Weiterleitung des Reelin-Signals an die intrazelluldre Signalkette (Howell et al. 1997;
Arnaud et al. 2003; Kuo et al. 2005).
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In Knockout-M&ausen, in denen sowohl ApoER2 als auch VLDLR fehlten, zeigte sich
eine Hochregulation von Dab1 und ein &hnlicher Phanotyp wie der der Reeler-Mause
mit Defekten in der neuronalen Migration. Die Defekte fallen weniger schwer aus
wenn in einer Mausmutante nur einer der beiden Rezeptoren fehlt, was darauf
hinweist, dass die beiden Rezeptoren unterschiedliche Rollen bei der neuronalen
Positionierung tbernehmen (Trommsdorff et al. 1999; Benhayon et al. 2003; Drakew
et al. 2002). Die weitere Analyse von Rezeptormutanten, das heil3t Mausen, denen
einer der beiden Rezeptoren fehlte, zeigte zusatzliche Unterschiede zwischen den
beiden Rezeptoren: ApoER2 weist eine hdhere Affinitat zu Reelin auf als VLDLR,
aul3erdem treten bei alleinigem Verlust von ApoER2 schwerere Abnormalitaten auf
als bei alleinigem Verlust von VLDLR (Benhayon et al. 2003). Hack und Mitarbeiter
(2007) zeigten zudem, dass VLDLR eine Art Stop-Signal bei der Migration von
kortikalen Neuronen vermittelt wahrend ApoER?2 essentiell fur die Migration von spat
generierten kortikalen Neuronen zu sein scheint.

VLDLR und ApoER2 scheinen nicht nur im Gehirn eine Rolle zu spielen, denn sie
lieRen sich auch in anderen Organen der Maus nachweisen (Kim et al. 1996) (siehe
Tabelle 1). VLDLR mRNA-Transkripte zeigen die hdchste Expression im Gehirn,
weiterhin jedoch auch eine hohe Expression im Herz- und Skelettmuskel. Innerhalb
des Gehirns lasst sich VLDLR mRNA in fast allen Regionen nachweisen, mit der
hdchsten Expression im Cortex und im Cerebellum.

ApoER2 mRNA lasst sich bisher im Gehirn, in der Plazenta, im Hoden und im
Nebenhoden nachweisen (Andersen et al. 2003; Kim et al. 1996) (siehe Tabelle 1).
Innerhalb des Gehirns wird ApoER2 in kortikalen Neuronen, im Neocortex, im
Cerebellum, im Bulbus Olfactorius, und im Hippocampus exprimiert (Clatworthy et al.
1999; Perez-Garcia et al. 2004) (siehe Tabelle 2).

Tabelle 1 Expression von VLDLR und ApoER2 in Maus-Organen
(Ubernommen aus Reddy et al. 2011, S.3)
+/-, +, und ++ reprasentieren erhdhte Spiegel der Expression von VLDLR bzw.

ApoER2
Gehirn  Herz Hoden Ovar Niere  Muskel Plazenta Lunge Fett- Dinndarm Leber
gewebe
VLDLR ++ ++ ++ + ++ ++ - + + +/- +/-

ApoER2 ++ - ++ +/- - - +
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Tabelle 2 Regionale Expression von VLDLR und ApoER2 im Gehirn der adulten Maus
(Ubernommen aus Reddy 2011, S.3)
+ reprasentiert erhdhte Spiegel der Expression von VLDLR bzw. ApoER2

Cortex . Hippo- Hypo- Hirn- Bulbus
Thalamus Cerebri Striatum campus thalamus Cerebellum stamm Olfactorius Septum
VLDLR + + + + + + + - +
ApoER2 - + - + - + - +

Den Nachweis von ApoER2 im Nebenhoden erbrachten Stockinger und Mitarbeiter
(2000), die den Rezeptor per Immunhistochemie streng apikal in den Hauptzellen
des Ductus Epididymis der Maus darstellen konnten. Spéater konnte eine essentielle
Rolle des Rezeptors in der Spermienentwicklung gezeigt werden (Andersen et al.
2003). Dabei gelang die Darstellung von ApoER2 im initialen Segment des
Nebenhodens, nicht jedoch in den Ductuli efferentes, Caput, Corpus oder Cauda
(Abb. 3).

cr

cd

Abbildung 3 Expression von ApoER2 im Nebenhoden der Maus
(entnommen aus Andersen et al. 2003, S. 23991)
Immunhistochemie mit anti-ApoER2-Antikdrpern (rabbit). Proximale (A) und distale
(B) Abschnitte des Nebenhodens. Expression von ApoER2 wurde ausschlief3lich im
initialen Segment (in) des Nebenhodens nachgewiesen, nicht im Ductus efferentes
(ef), Caput (cp), Corpus (cr) oder Cauda (cd)
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1.1.4 Mdgliche klinische Bedeutungen von Reelin

Ein vollstandiges Fehlen von Reelin durch Mutationen im Reelin-Gen (Reln) fuhrt bei
Menschen zur Lissenzephalie, einer schweren Entwicklungsstorung, bei der das
Gehirn durch fehlende Gyrierungen glatt erscheint (Hong et al. 2000; Crino 2001).
Auch in der Pathogenese des Morbus Alzheimer scheint Reelin einen wichtigen
Stellenwert zu haben (Botella-Lopez et al. 2006; Seripa et al. 2008; Baloyannis 2005;
Herring et al. 2012). Beispielsweise sind VLDLR und ApoER2 beide auch
Rezeptoren fur Apolipoprotein E, dem fihrenden genetischen Risikofaktor fir Morbus
Alzheimer (Strittmater 2000).

Weiterhin gibt es Forschungsergebnisse, die darauf hindeuten, dass Reelin auch an
der Entstehung von Schizophrenie (Impagnatiello et al. 1998; Guidotti et al. 2000),
bipolaren Stérungen (Fatemi et al. 2005), Epilepsie (Frotscher et al. 2003; Forster et
al. 2006; Kobow et al. 2009) und einigen malignen Tumoren, wie etwa dem
Prostatacarcinom oder dem Retinoblastom, beteiligt ist (Perrone et al. 2007; Seigel et
al. 2007).

1.2 Die Aromatase

Die Aromatase, das Produkt des CYP19A1 Gens, ist das Enzym, welches Estrogen
aus den Androgen-Vorstufen Androstendion und Testosteron synthetisiert und damit
das zentrale Enzym in der Estrogensynthese darstellt. Abbildung 4 zeigt die drei
moglichen Reaktionen, die von der Aromatase Kkatalysiert werden. In diesen
Reaktionen werden C-19 Atom Vorstufen oxidiert, hydroxyliert und schlie3lich zum
18 C Atom Estrogen demethyliert. Die drei natirlich vorkommenden Estrogene
Estron (E1), 17B-Estradiol (E2) und Estriol (E3) sind C-18-Steroidderivate von
Cholesterol. Der initiale Schritt der eigentlichen Ostrogensynthese ist zunéachst der
Transfer von Cholesterol aus dem Zytosol zur inneren Mitochondrienmembran. Dabei
nimmt das Transportprotein steroidogenic acute regulatory protein (StAR) eine
entscheidende Rolle ein (Arakane et al. 1996; Kallen et al. 1998). Die Regulation der
Aromatase Transkription erfolgt Uber gewebespezifische Promotoren (siehe unten),
wahrend die Aktivitat der Aromatase nach erfolgter Synthese durch Phosphorylierung
Uber Proteinkinase A und Tyrosinkinase reguliert wird (Balthazart et al. 2001).
Estradiol ist wahrend der reproduktiven Phase der Frau das vorherrschende

Estrogen, wobei es sehr viel potenter ist als Estriol und Estron (Leidenberger et al.
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2009). Estrogene ubernehmen wichtige Funktionen in der Ausbildung sekundéarer
Geschlechtsmerkmale, im Menstruationszyklus oder wahrend der Schwangerschaft
sowie zahlreiche Aufgaben in verschiedenen anderen Organen wie dem Gehirn. Die
Aromatase wird demnach in einer Vielzahl von Geweben synthetisiert. Hauptséchlich
findet sich die Aromatase in Granulosazellen und im Corpus Luteum des Ovars
(McNatty et al. 1974), weiterhin auch in Leydig Zellen, im Nebenhoden, in
Synzytiotrophoblasten, im Fettgewebe und in weiten Teilen des Gehirns.

Die Rezeptoren der Estrogene sind nukledre Steroidrezeptoren und gehdren zur
Familie der ligandengesteuerten Transkriptionsfaktoren. Sobald Estrogen in die Zelle
gelangt ist, bildet es mit den spezifischen Rezeptoren Steroid-Rezeptorkomplexe aus
und bindet an die DNA an sogenannte estrogen responsive elements in den
Promotoren der Zielgene. Damit aktiviert oder unterdriickt Estrogen die Transkription
bestimmter Gene (Levin 2001). Es sind zwei Subtypen des Rezeptors bekannt:
Estrogenrezeptor ERa (Green et al. 1986) und Estrogenrezeptor ERB (Kuiper et al.
1996; Tremblay et al. 1997). Die Rezeptoren werden in der Regel in denselben
Geweben exprimiert, in denen auch Aromatase gebildet wird.

Neben dem Weg Uber nukleare Rezeptoren, die durch eine Latenzzeit von Stunden
bis Tagen gekennzeichnet ist, wurden auch schnelle Estrogeneffekte uber
membransténdige Rezeptoren gezeigt (Toran-Allerand et al. 1999; Lee & McEwen
2001).

Die Regulation von Estradiol erfolgt unter anderem Uber die pulsatile Freisetzung von
Gonadotropin-Releasing-Hormon aus GnRH Neuronen, Uber die Aromatase-Aktivitét

und Uber die Estradiol-Synthese selbst.

0 OH
i 0%
SUL SOL
O-:- o*

160-OH-DHEA Androstenedione Testosterone
B l OH l 0
i
O N,
C18 ESTROGENS A A o~
ISOL 0L
HO ™ = -

HO ™ ™
Estriol Estrone Estradiol

C19 ANDROGEN
PRECURSORS

Abbildung 4 Aromatisierung von Androgenvorstufen durch das Enzym Aromatase (CYP19A1
Gen) (entnommen aus Azcoitia et al. 2011, S. 140)
Reaktive Gruppen sind in blau dargestellt. In rot ist der resultierende Phenolring,
welcher charakteristisch fir Estrogen ist, dargestellt.
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1.3 Gewebespezifische Aromatase-Promotoren/ Regulation der
Aromatase Transkription

Das menschliche Aromatase (CYP19A1) Gen ist auf Chromosom 15g21.1 lokalisiert
und besteht aus neun codierenden Exons (II-X) und einer 5 untranslatierten Region
(Bulun et al. 2003). Insgesamt hat das Gen eine Lange von 123 kb, wobei die
kodierenden Exons 30 kb einnehmen und die restlichen 93 kb von alternativen
Promotoren, untranslatierten Exons und Introns eingenommen werden. Es sind 11
verschiedene gewebespezifische Promotoren bekannt (siehe Abb. 5): 1.1 (Plazenta
Major), 2a (Plazenta Minor 2), 1.4 (Haut), 1.5 (Fetales Gewebe), 1.7 (Endothel), If
(Gehirn), 1.2 (Plazenta Minor 1), 1.6 (Knochen), 1.3 (Fettgewebe und Brustkrebs),
Promotor I/ Exon PII (Gonaden) und 1.8 (Placenta, Multiple Gewebe).

Promoters and Coding
untranslated Exons | exons [[-X
(-93 kb) (—30 kb)

- {—{HHI 00—
Simpson I1 1.8 1.4 1.5 1.7 1.2 16 1.3 Pl X
Harada 1a 2a | Ib If 1e ic 1d 2 10

Placenta Pl_acentai Adipose Fetal Vascular Brain Placenta Bone Owary; Owary;

Major Minor 2 stomal; tissues endo- Minor 1 Breast Pros_tate:

i skin thelium cancer 1estis;
i fibroblast; Breast
! Foetal tissues Breast cancer
!  Breast cancer

cancer

Placenta;
Multiple
tissue s

Abbildung 5 Das Humane Aromatase (CYP19A1) Gen (enthommen aus Boon et al. 2010, S. 214)
Eine schematische Darstellung der CYP19A1 gewebespezifischen Promotoren und
5’untranslatierten Exons. ,Simpson“ und ,Harada“ stellen unterschiedliche
Nomenklaturen der Promotoren dar.

Je nach Art des Gewebes kann mit Hilfe dieser Promotoren die Expression von
CYP19AL1 reguliert werden. So wird beispielsweise der Promotor If hauptsachlich zur
Aromatase Expression im Gehirn genutzt (Honda et al. 1994a) und Promotor Il zur
Aromatase Expression in den Ovarien (Adams et al. 2001; Michael et al. 1995). Die
unterschiedliche Aktivierung der Promotoren kommt durch die spezifischen
Transkriptionsfaktoren in den Geweben zustande, auf die die einzelnen Promotoren
reagieren (Simpson 1993). Zu den Regulatoren der Aromatase Expression zahlen
bisher Wachstumsfaktoren (z.B. IGF-1), Zytokine und Hormone (z.B. FSH,
Androgene und Ostrogene) (Mahendroo et al. 1993; Simpson 2004).



Einleitung 18

1.4  Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse im weiblichen
und méannlichen Organismus

Sowohl im ménnlichen als auch im weiblichen Geschlecht wird die Funktion der
Gonaden durch die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden Achse reguliert. In GnRH-
Neuronen des Hypothalamus wird pulsati GnRH seznerniert. Uber axonalen
Transport gelangt GnRH zur Adenohypohyse, wo es die Biosynthese und Sekretion
der Gonadotropine Luteinisierendes Hormon (LH) und Follikelstimulierendes Hormon
(FSH) stimuliert. Uber den Blutkreislauf erreichen FSH und LH ihre Zielgewebe. Im
mannlichen Geschlecht sind dies die Hoden, in denen FSH die
Spermatozoenproduktion in den Keimzellen anregt und LH die Androgensynthese in
den Leydigzellen stimuliert. Testosteron wiederum hemmt Uber eine negative
Ruckkopplung die LH-Freisetzung in der Hypophyse und die GnRH Freisetzung im
Hypothalamus (Loffler et al. 2007). Uber eine Aromataseaktivitait konnen
Leydigzellen und zu einem geringen Anteil auch Sertolizellen Androgene in
Estrogene umwandeln (Hess 2003; Carreau et al. 2003). Aul3erhalb des Hodens wird
Aromatase auch im Nebenhoden von Spermatozoen und Epithel des Ductus
epididymis exprimiert (Andersen et al. 2003; Carreau & Hess 2010). Die durch die
Aromatase synthetisierten Estrogene haben im Nebenhoden wahrscheinlich eine
wichtige Bedeutung fur die Motilitat der Spermien (Lambard et al. 2003; Lambard et
al. 2005).

Im weiblichen Organismus stellen die Theca Interna Zellen, das Corpus Luteum und
die Granulosazellen des Ovars die Zielgewebe der Gondatropine dar. Unter Einfluss
von LH werden in den Theca Interna Zellen und im Corpus Luteum Progesteron und
Androgene synthetisert. FSH stimuliert in den Granulosazellen die Synthese von
Estrogenen aus Androgenen durch die Aromatase. Durch eine negative
Ruckkopplung wirken die Estrogene hemmend auf die Synthese von LH und FSH in
der Hypophyse und auf die Synthese von GnRH im Hypothalamus. Unter Einfluss
von FSH wachsen und reifen die Follikel heran. Bis zum Eisprung durchlaufen die
Follikel charakteristische Stadien (Follikulogenese). Ausgangspunkt sind die
Primordialfollikel, ruhende Follikel, die noch ein flaches Epithel besitzen. Im
Primarfollikel ist das Epithel einschichtig iso- bis hochprismatisch und der Oozyt
nimmt an Grol3e zu. Bei den Sekundarfollikeln proliferiert das Epithel weiter zur

Granulosazellschicht, in der eine starke Aromataseaktivitdt besteht (McNatty et al.
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1974). Weiterhin entsteht zwischen Follikelepithel und Oozyt die Zona pellucida,
eine Schicht aus Glykoproteinen. Im Tertiarfollikel bildet sich eine Follikelhdhle
(Antrum folliculi) aus, die mit einer klaren Flussigkeit gefillt ist. Der Oozyt liegt nun
randstandig in einer Verdickung des Epithels, dem Cumulus oophorus. Tertiarfollikel
besitzen FSH Rezeptoren und wachsen in Abhangigkeit von LH und FSH. Der
Tertiarfollikel ist umgeben von einer bindegewebigen Schicht, der Theca folliculi, die
sich in Theca interna und externa gliedert. Der dominante Tertiarfollikel reift
schlie3lich zum sprungreifen Graaf-Follikel heran (Welsch 2006; Loffler et al. 2007).

1.5 Estrogen und Aromatase im Gehirn

Neben der Bedeutung als eines der zentralen Geschlechtshormone erfillt Estrogen
zahlreiche Aufgaben im ZNS, wobei diese Effekte hauptsachlich im Hippocampus
untersucht worden sind. So reguliert Estrogen einerseits die Bildung und die Dichte
von Spine Synapsen im Hippocampus (Rune et al. 2002; Segal & Murphy 2001),
zum anderen reguliert es die Expression von synaptischem Protein (Kretz et al. 2004;
Prange-Kiel et al. 2006). Estrogen moduliert weiterhin die synaptische Plastizitat
(Warren et al. 1995) und hat eine neuroprotektive Funktion (Garcia-Segura et al.
2001). Auch die Langzeitpotenzierung (LTP) im Gehirn wird unter anderem durch
Estrogen reguliert (Warren et al. 1995; Foy et al. 1999; Mukai et al. 2007). Dartber
hinaus ist Estrogen an der Proliferation und Apoptose von Kodrnerzellen im
Hippocampus beteiligt (Fester et al. 2006). Eine weitere Rolle spielt Estrogen in der
Pathogenese der Epilepsie (Reddy 2009). Ursprunglich wurden diese Effekte dem
gonadalen Estradiol zugeschrieben, das moéglicherweise den Hippocampus Uber die
Blut-Hirn-Schranke erreicht (Woolley & McEwen 1992). Jedoch konnte die
Arbeitsgruppe um Prange-Kiel eine de-novo Synthese von Estradiol im Hippocampus
nachweisen (Prange-Kiel et al. 2003) und schlie3lich eine Regulation von lokalem E2
durch Gonadotropin-Releasing-Hormon zeigen (Prange-Kiel et al. 2008).

Die Aktivitat der Aromatase im menschlichen Gehirn wurde erstmals von Naftolin und
Mitarbeitern im fetalen Hypothalamus (Naftolin et al. 1971b) und im limbischen
System (Naftolin et al. 1971a) nachgewiesen, spater konnte das Vorhandensein von
Aromatase unter anderem auch im Cerebellum (Sakamoto et al. 2003), Neocortex
(Stoffel-Wagner et al. 1999) und im Hippocampus gezeigt werden (Wehrenberg et al.
2001; Hojo et al. 2004). Zudem wurden in zahlreichen Regionen des Gehirns die E2
Rezeptoren ERa und ERB nachgewiesen (Azcoitia et al. 1999; Gonzalez et al. 2008;
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Mitra & et al. 2003). In Aromatase Knockout-Mausen konnte unter anderem eine
vermehrte Apoptose im frontalen Cortex (Hill et al. 2009) und eine verminderte
Synaptogenese festgestellt werden (Sasahara et al. 2007). Als klinisches Beispiel
zeigte sich, verglichen mit Kontrollen, eine Herunterregulation der Aromatase-
Transkription im Hippocampus bei Morbus Alzheimer (Ishunina et al. 2007).

1.6 Reelin und Estradiol

Reelin und Estradiol zeigen interessante Uberschneidungen in den Effekten auf die
synaptische Plastizitat, wie Spinedichte, Spinebildung und synaptische Proteine,
aul3erdem zeigen beide Auswirkungen auf das LTP.

Die Frage nach Zusammenhangen und nach gegenseitiger Beeinflussung von
Estrogen und Reelin ist naheliegend und ist Gegenstand aktueller Forschung. Einen
ersten Hinweis einer Regulation lieferten Biamonte und Mitarbeiter (2009), die nach
Applikation von E2 erhohte Reelin RNA und Protein Spiegel im Cerebellum
mannlicher heterozygoter Reeler-Mause nachweisen konnten. Die These dieser
Regulation wird durch die Arbeit von Bender und Mitarbeitern (2010) bestétigt, die
eine starke Expression des Estrogenrezeptors ERa in Cajal-Retzius Zellen des
Hippocampus zeigen konnten. Die daraufhin durchgeflhrte exogene Applikation von
E2 auf Schnitt-Kulturen des Hippocampus flhrte zu einer Erhéhung der Reelin
Expression in den Cajal-Retzius Zellen. Die Inhibition der Aromatase flhrte
umgekehrt zu einer reduzierten Reelin Expression. Hier kann vermutet werden, dass
lokales E2 aus dem Hippocampus an der Regulation von Reelin beteiligt ist.

Ein weiterer Zusammenhang zwischen Reelin und Estrogen lasst sich mdglichweise
anhand der eingeschrankten Fertilitat der Reeler Maus beobachten. Zunachst wurde
die verminderte Fertilitdit vor allem dem Phanotyp und dem abnormen Verhalten
dieser Mutante zugeschrieben (Caviness et al. 1972). Neuere Erkenntnisse sprechen
jedoch fur Mechanismen auf zellularer Ebene als Ursache fiir eine eingeschréankte
Reproduktion. Cariboni und Mitarbeiter beschrieben 2005 eine Migrationsstérung von
GnRH-Neuronen in Gehirnen von Reeler-Mausen. GnRH Neurone sind involviert in
die Hypothalamus-Hypophysen-Gonadenachse und steuern die Sekretion von FSH
und LH, die wiederum wichtige Faktoren fir die Estrogensynthese in den Gonaden
darstellen. Eine gestorte Migration von GnRH-Neuronen kénnte ein Grund fir eine

Stoérung in dieser empfindlichen Achse sein. In einer vorangegangenen Arbeit wurde
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zudem eine verminderte Aromataseexpression in Tertiarfollikeln im Ovar der Reeler-

Maus im Vergleich zum Wildtyp gezeigt (Schmahl 2012).

1.7 Fragestellung und Zielsetzung

Die Synthese von Estradiol wird unter anderem von GnRH-Neuronen und der
Aromatase reguliert. Bender und Mitarbeiter (2010) konnten zeigen, dass die
exogene Applikation von E2 auf hippocampale Schnitt-Kulturen in einer erhthten
Expression von Reelin in Cajal-Retzius Zellen resultierte. E2 scheint also die
Expression von Reelin zu regulieren. In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob
Reelin im Umkehrschluss einen Effekt auf die Expression von E2 hat. Daflr soll
zunachst die Aromatase Transkription unter Einfluss von Reelin untersucht werden.
In einem Reportergen Assay mit Luciferase werden die Gehirn- und Ovar-
spezifischen Aromatasepromotoren in Neuro2A Zellen und hippocampale Zellen
kloniert und dann die Aktivitdt der Aromatase in An- und Abwesenheit von Reelin

gemessen.

Weiterhin soll mittels PCR das Expressionsprofil von Reelin in Abhangigkeit vom
Alter (bei mannlichen Tieren) beziehungsweise vom Ovarialzyklus (bei weiblichen
Tieren) und mittels in situ Hybridisierungen die genaue gonadale Lokalisation von

Reelin mRNA ermittelt werden.
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2 Material

2.1 Arbeitsmaterialien, Geréate, Software

Materialien/ Gerate/ Software

Hersteller

Autoklav

Bio Photometer

CO; Inkubator Function Line
Dampfsterilisator Varioklav
Deckglaser 24x60 mm
Disposable Cell Scraper

Entwickler Kodak D 19

Gelelektrophorese Kammer SUB-Cell GT

Heizblock A.J.H. 1559

Kodak Emulsion

Kodak Unifix

Kryostat "HM 560"

Klvetten 10x2x45 mm
Laborwaage

Mikrowelle

Objekttrager SuperFrost/Plus 75x25 mm
PCR Gerat Mastercycler gradient
Rontgenfilm Kodak Biomax MR
Schittelinkubator
Spannungsquelle

Ultraviolett Crosslinker
UV-Lampe

Vortex

Warmeschrank "Function Line"

Integra BioSciences
Eppendorf
HERAEUS

H+P

Roth

Greiner bio one
Kodak

BIO-RAD

Medax

Kodak

Kodak
MicromGmbH
Sarstedt

Sartorius

Sharp

Assistent
eppendorf

Kodak

Edmund Buhler
PeglLab
Amersham LIFE Science
Vilber

Scientific Industries

Heraeus Instruments
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Werkbank

Werkbank steril HERAsafe
Mikroskope:

Axioskop 2

Axiovert 100

Axiovert 25

Axiovert S 100

Kamera fur Axioskop AxioCam HRc
UV-Gerat fur Axioskop ebq 100 ISOLATED
Pipetten:

Einmalpipetten 5-25 ml

Pipetten, verschiedene Grof3en
Pipettenspitzen, Tip One 0,1-10 yl
Pipettenspitzen, Tip One, 101-1000 pl
Pipettenspitzen, Tip One, 1-20 yl
Pipettierhelfer accujet
Zellkulturgefalie:

Multiwell Platten steril verpackt; 12, 24, 48, 96 Well
Tissue Culture Dish 100x20mm
Zentrifugen:

Centrifuge 5415C

Centrifuge 5417R

Universal 32 R

Software:

AxioVision

Excel 2007

ImageJ

Powerpoint 2007

SPSS 20.0 fur Windows

Word 2007

HERAsafe

Heraeus

Zeiss
Zeiss
Zeiss
Zeiss
Zeiss

LEJ

Falcon

Eppendorf Research
Starlab GmbH
Starlab GmbH
Starlab GmbH
Brand

Falcon

Sarstedt

Eppendorf
Eppendorf

Hettich Zentrifugen

Zeiss

Microsoft

NIH

Microsoft

SPSS GmbH Software

Microsoft
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2.2 Chemikalien

Lésungen/ Chemikalien Hersteller
Agarose ultra pure Invitrogen
Ampicillin 2100 mg/ml Sigma Aldrich
Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments Roche
Anti-Digoxigenin-POD, Fab Fragments Roche
Antifluorescein-AP Conjugate (fir TSA) PerkinElmer
B27 Supplement GIBCO
BCIP Roche
Blocking Reagent Roche
Denhardt’s Losung Invitrogen
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dnTPS) Fermentas
Dextran sulfate sodium salt from Leuconostoc spp SIGMA
Diethylpyrocarbonat SIGMA

Dig RNA Labeling Kit Roche
Dimethyl sulfoxide (DMSO) SIGMA
Dithiothreitol (DTT) Sigma Aldrich
DMEM/F-12 (1:1) (Ham) GIBCO
Dulbecco’s PBS (1x), Steril PAA
Einbettmedium Tissue-Tek SAKURA
Essigsaureanhydrid Merck
Ethanol J.T Baker
Ethidium Bromid Solution 0,07% Genaxxon
Fast digest Green Buffer Fermentas
First Strand Buffer (FS-Buffer) Invitrogen
Formamid (molekul.) SIGMA

Gel Extraction Kit (50), QIAquick Qiagen
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H>O endotoxinfrei

Hering Sperm DNA

Hexamer Random Primer

Isopentan

LB Agar Ultrapure

LB Broth (fir LB-Medium)

L-Glutamine 200 MM

Luciferase Assay System, Dual-Glo®
Luciferase Assay System, One-Glo®
Mayers Hamalaun

Metafectene Pro Transfektionsreagenz
Methanol

Miniprep Kit (250), QIAprep Spin
Mounting Medium (fluoreszierend)
NBT

Neurobasal-A Medium (ohne Phenolrot)
Paraformaldehyd

PCR Mastermix

Penicillin/ Streptomycin

phosphatgepufferte Salzlésung (PBS Tablets)

Plasmid Maxi Kit (10), EndoFree
Plasmid Midi Kit (25), HiSpeed
Poly-dT-Primer

Protein Assay Reagenz

Proteinase K

RNA-Aufreinigungskit, Rneasy Mini Kit
RNase A

Saccharose

Salmon Sperm DNA

SDS ultra pure (Natriumlaurylsulfat)

PAA
SIGMA
Invitrogen
Roth

USB

SIGMA LifeScience

Sigma-Aldrich
Promega
Promega
Sigma Aldrich
Biontex

J.T Baker
QIAGEN
Dako

Roche
GIBCO
Merck
Genaxxon
Invitrogen
GIBCO
Qiagen
Qiagen
Invitrogen
BIO-RAD
Sigma-Aldrich
Qiagen
Fermentas
Roth
Invitrogen

Rpth
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SSC (Saline-Sodium Citrat Buffer)

Super Script Il Reverse Transkriptase ( SSII-RT)
TBE Puffer Ultrapure (10x)

Triethanolamin

tRNA, Ribonucleid acid, transfer, from Baker’s Yeast
Trypsin/EDTA solution 0,25% / 0,02% (w/v)
TSA Fluorescein Plus Evaluation Kit
Wasserstoffperoxid 30%

Xylol

Restriktionsenzyme (Fast digest):

EcoRI

Hindlll

Nhel

Xhol

Vektoren:

pCMS-EGFP

pGL3 basic

pDrive Cloning Vector

Invitrogen
Invitrogen

usB

Merck

SIGMA
BIOCHROM AG
Perkin Elmer
Merck

Roth

Fermentas
Fermentas
Fermentas

Fermentas

Promega

Promega

Qiagen
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3 Methoden

3.1  Zellkultur (Zellbiologische Methoden)

3.1.1 Verwendete Zelllinien

HEK?293 Zellen

Die HEK293 (,Human Embryonic Kidney®) Zellen sind aus humanen embryonalen
Nierenzellen hervorgegangen, die mit Adenovirus Typ 5 transformiert wurden
(Graham et al. 1977). Die Zellen wachsen adharent als Monolayer in den
verwendeten Zellkulturgefal3en (Abb. 6). Die in dieser Arbeit verwendeten HEK293
Zellen sind entweder stabil mit GFP transfiziert worden und sezernieren GFP ins
Kulturmedium oder sind stabil mit dem Reelin Klon pCrl transfiziert worden und
sezernieren Reelin in den Zelliberstand (Forster et al. 2002).

Abbildung 6 HEK 293 Zellen in Kultur mit DMEM/F-12
Entnommen von:
http://mww.pan-biotech.com/content/images/stories/serumfreiesysteme/panexinnt/nta-
hek.jpg, am 29.9.2012

Neuro2A Zellen
Diese neuronalen Zellen entstammen einem spontanen Neuroblastom einer Albino-
Maus (Olmsted et al. 1970). Die Zellen wachsen adharent als Monolayer und bilden

in Kultur langliche Auslaufer (Neuriten) aus (Abb. 7).
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Abbildung 7 Neuro2A Zellen in Kultur mit DMEM und 10% FCS
(entnommen aus Huang et al. 2009, S. 4)

KGN Zellen

Die KGN Zelllinie entstammt dem Rezidiv eines invasiven ovariellen
Granulosazelltumor einer 63jahrigen Frau und wurde von der Arbeitsgruppe um Nishi
etabliert (Nishi 2001). Die kultivierten Zellen wachsen adhasiv in einem Monolayer. In
niedriger Zelldichte weisen sie eine spindelartige Form auf, wéhrend sie in einer
hohen Zelldichte epithelartig wachsen (Abb. 8). Die von Nishi und Mitarbeitern
ermittelte Verdopplungszeit betragt in etwa 46,4 Stunden in vitro.

Abbildung 8 KGN Zellen in Kultur mit DMEM/F-12 und 10% FCS
(entnommen aus Nishi 2001)

Priméare hippocampale Zellkultur

Die verwendeten primaren Zellen entstammten dem Hippocampus von Ratten des
Stammes Wistar am Embryonaltag 18 (E18). Fur die Praparation wurden die
Embryonen den Uteri der Muttertiere entnommen, decapitiert und die Gehirne isoliert.
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Die Hippocampi wurden sorgfaltig herausprapariert. Die Aufbereitung des Gewebes
und die Anfertigung der Zellkultur erfolgten abgewandelt nach Protokoll von Kretz et
al. (2004) und wurden freundlicherweise von Frau Dr. Nicola Brandt fur die hier
durchgefiihrten Untersuchungen zur Verfligung gestellt.

Abbildung 9 Primére hippocampale Zellkultur
(entnommen aus Manelli et al. 1997, S.190)

3.1.2 Kultivierung der Zelllinien

Samtliche Arbeitsschritte der Zellkultur wurden unter einer sterilen Werkbank
durchgefiihrt. Es wurden ausschlie3lich Materialen verwendet, die explizit fur die
sterilen Bedingungen der Zellkultur ausgewiesen waren. Alle fir die Zellkultur
verwendeten Medien und L6sungen wurden zunachst im Wasserbad auf 37°C
erwarmt.

Fur die Kultivierung der verwendeten Zelllinien HEK293, KGN und Neuro2A wurde
Dulbecco’s Modified Eagle Medium Nutrient Mixture F-12 (DMEM F-12) der Firma
Gibco genutzt. Um eine bakterielle Besiedelung zu vermeiden, wurde diesem
Medium in einer Endkonzentration von 1 % Penicillin und Streptomycin hinzugefugt.
Weiterhin wurde Foétales Kalberserum (FCS) in einer Konzentration von 5% fir die
Kultivierung der Neuro2A Zellen und in einer Konzentration von 10% fir die
Kultivierung der HEK Zellen hinzugefigt.

Die Zellen wurden in 100x20 mm grof3en sterilen Petrischalen der Firma BD Falcon
kultiviert und wuchsen in 10 bis 20 ml Medium. Die Schalen wurden im CO;
Inkubator bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
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Ansetzten neuer Kulturen

Das Institut fur Neuroanatomie (UKE) verfiigt Gber einen Vorrat an verschiedenen in
flissigem Stickstoff kryokonservierten Zelllinien. Um neue Kulturen anzusetzen,
wurden die Zellen dem Stickstoffbehaltnis entnommen und zum Auftauen in einem
37°C warmen Wasserbad geschwenkt. Ein solches Tube enthielt einen Milliliter
konserviertes Zellsuspension, welches auf zwei Petrischalen mit je 10 ml
Kulturmedium aufgeteilt wurde. Nach 24 Stunden wurde bereits ein Mediumwechsel
durchgefiihrt, da durch den Auftauprozess reichlich Zelltrimmer im Kulturmedium

vorhanden waren.

Passagieren der Zellen

Je nach Zelllinie und Zelldichte mussten die Zellen etwa alle 2-3 Tage passagiert
oder fur anstehende Transfektionen in definierten Zellzahlen ausgesét werden. Dafur
wurde zunachst das alte Medium mit einer sterilen Pasteurpipette abgesaugt und die
Zellen anschlielend mit 5 ml 1x PBS gewaschen. Um die Zellen vom Boden der
Schale zu lésen, wurde 1 ml 0,25% Trypsin auf die Zellen gegeben. Nach etwa zwei
Minuten konnte die Aktivitat des Trypsins durch eine erneute Zugabe von 9 mi
Medium gestoppt werden. Durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren konnten die
Zellen nun im Medium suspendiert, dem Kulturgefa3 entnommen und in
verschiedenen Verdinnungen in neue Schalen uUberfliihrt werden. Um definierte
Zellzahlen auszusaden, wurde ein Tropfen der Suspension auf eine Neubauer
Zahlkammer gegeben und mit einem Deckglaschen abgedeckt. Unter dem Mikroskop
konnte somit die Zellzahl bestimmt werden, wodurch anschlieRend die gewlnschte
Anzahl an Zellen in neue Kulturgefal3e pipettiert werden konnte. Nach folgender

Formel wurde die Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension bestimmt:

Zellzahl in einem Quadranten (16 Felder) x 10 000 = Zellzahl / Milliliter

Kultivierung der primareren hippocampalen Zellkulturen
Soweit nicht anders angegeben, wurden diese Zellen in einem 12 Well Zellkultur
Gefall zu 180.000 Zellen und einem Milliliter Medium je Well kultiviert. Als

Kulturmedium wurde Neurobasal A Medium (Gibco, ohne Phenolrot) verwendet. Dem
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Medium wurde vor Verwendung 0,5 x B27 Supplement (Gibco), 0,5 mM Glutamin
und 1 % Penicillin und Streptomycin hinzugefugt.

3.1.3 Gewinnung von Reelin- und GFP-konditionierten
Uberstanden von HEK Zellen

Fur anstehende Versuche wurde Reelin bzw. GFP (griin fluoreszierendes Protein)
bendtigt. Spezifisch stabil transfizierte HEK Zellen sind in der Lage, Reelin bzw. GFP
zu exprimieren und in das Kulturmedium, in dem sie wachsen, abzugeben (Forster et
al. 2002).

Wie oben beschrieben, wurden die Zellen kultiviert und passagiert. Sobald die Zellen
unter dem Mikroskop subkonfluent erschienen, wurde das Kulturmedium von den
Zellen abgenommen und durch 10 ml serumfreies DMEM-F12 mit 1% Penicillin und
Streptomycin ersetzt. Nach 24 Stunden konnte der nun Reelin- bzw. GFP-
konditionierte Uberstand abgenommen werden. Die Uberstande mehrerer
Zellkulturschalen wurden in Zellkulturflaschen gesammelt, durchmischt und
anschlieRend in 40 ml Portionen in Falcon Rohrchen uberfihrt. Diese Uberstande

wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren.

Aufkonzentrierung der Uberstande der HEK Zellen

Da die verwendeten primaren hippocampalen Zellkulturen in Neurobasal A Medium
statt in DMEM-F12 wachsen, war es notwendig, die gesammelten HEK Zell-
Uberstande zunachst aufzukonzentrieren und danach in Neurobasal A Medium zu
verdiinnen. Um eventuelle Zelltrimmer zu entfernen, wurde das Rohrchen, welches
das Reelin bzw. GFP konditionierte Medium enthielt, zunachst 5 Minuten bei
Raumtemperatur und 5000 g zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Unter der
sterilen Werkbank wurden anschlieRend 4 ml des Uberstands in ein speziell
gefertigtes Amicon Ultra Tube der Firma Millipore tberfuhrt und dann 6 Minuten lang
bei 10 °C und 4000 g zentrifugiert. In einem Einsatz in dem Tube sammelte sich
dann der aufkonzentrierte Uberstand. Der Durchfluss wurde verworfen und der
Vorgang einige Male wiederholt. Das eingesetzte Volumen wurde im Anschluss ins
Verhaltnis zu dem Volumen des aufkonzentrierten Uberstandes gesetzt, wodurch
dessen Konzentration berechnet werden konnte. Ublicherweise wurden 20fach
konzentrierte Uberstande hergestellt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die

Konzentrate aliquotiert und bei -80 °C eingefroren.
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3.1.4 Vorbereitungen fur den Radioimmunassay

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die verwendeten Zelllinien
sowie die primaren hippocampalen Zellkulturen unter dem Einfluss von Reelin
Estrogen synthetisieren. Mittels eines Radioimmunassays, welcher freundlicherweise
von der Universitdtsmedizin Gottingen durchgefuhrt wurde, sollte vorhandenes
Estrogen in Zellkulturmedium detektiert werden. Dafur wurden die subkonfluent
gewachsenen KGN Zellen und Neuro2A Zellen mit 5 ml von den zuvor aus den HEK
Zellen gewonnenen Reelin-konditionierten Uberstanden versetzt. Nach definierten
Zeitpunkten wurden diese Uberstande abgenommen, in R6hrchen Gberfihrt und bis
zum Versand der Proben bei -20°C eingefroren. Als Kontrolle dienten die mit GFP
versetzten Uberstande.

Ahnlich wurde mit den primaren hippocampalen Zellen verfahren. Fir diesen
Versuch wurden die Zellen in einem 12 Well Format kultiviert. Nach 16 Tagen in
Kultur (DIV = Days in Vitro) wurde das Kulturmedium vorsichtig von den Zellen
abgesaugt und je Well 1 ml neues Medium hinzugeflgt, das entweder mit GFP oder
Reelin versetzt war. Aquivalent zu den Zelllinien wurde nun auch hier nach
definierten Zeitpunkten der Uberstand wieder entnommen und bis zum Versand der

Proben bei -20°C eingefroren.

3.1.5 Optimierung der Transfektionsbedingungen mit GFP

Fur die anstehenden Versuche mit dem Luciferase Assay musste zunachst die
optimale Transfektionseffizienz der Neuro2A Zellen ermittelt werden. Dies gelang
unter Einsatz eines Vektors, der die DNA Sequenz fir ein grun fluoreszierendes
Protein (GFP) tragt. Bei GFP handelt es sich um ein Protein, welches bei Anregung
mit blauem oder ultraviolettem Licht griin fluoresziert. Dieses Protein wurde erstmals
von Shimomura et al. (1962) beschrieben. Diese Arbeitsgruppe isolierte das Protein
aus der Qualle Aequorea victoria, wobei auch weitere Tierarten, wie Renilla
reniformis, ein GFP exprimieren. Die Primarstruktur des Proteins besteht aus 238
Aminosauren und hat eine Molekilmasse von 26,9 kDa. Douglas Prasher gelang es,
die cDNA von GFP zu isolieren und spater als Marker fur die Genexpression anderer
Proteine zu benutzen (Prasher et al. 1992; Chalfie et al. 1994). Die GFP-DNA kann
nun mit der DNA des zu untersuchenden Proteins fusioniert werden und als Vektor in

eine Zelle eingebracht werden, sodass sie das Fusionsprotein selbststandig herstellt.
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Mit dem Vektor pEGFP als Reportergen konnte in diesem Versuch die
Transfektionseffizienz unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden.
Als Transfektionsreagenz wurde Metafectene Pro (Biontex) verwendet. Dieses
Optimierungsprotokoll stammt aus dem mitgelieferten Manual der Firma Biontex.

In eine 12 Well Zellkultur Platte wurden je Well 30.000 Neuro2A Zellen ausplattiert
und in einem Milliliter DMEM/F12 (+ P/S, + Serum) kultiviert. Nach 24 Stunden
Inkubationszeit bei 37°C und 5 % CO, waren die Zellen zu etwa 90% konfluent. Das
Medium wurde vorsichtig abgesaugt und erneut ein Milliliter DMEM/F12

(+ P/S, + Serum) auf die Zellen gegeben.

In einer 96 Well Platte wurden nun die Transfektionsansatze hergestellt. In jedes
unten angegebene Well wurde zunachst 50 pl endotoxinfreies PBS pipettiert.
AnschlieRend addiert und durch einmaliges Auf und Abpipettieren vorsichtig

vermischt;

0,5 ug DNA in A1-A4

1,0 pg DNA in B1-B4

1,5 pg DNAin C1-C4

1, 2,4,6, yl Metafectene Pro in D1-D4

2,4,8,12 ul Metafectene Pro in E1-E4

4,8,12,16 pl Metafectene Pro in F1-F4

Beide Losungen (A1+D1, A2+D2 etc., B1+E1, B2+E2 etc., C1+F1, C2+F2 etc.) durch
einmaliges Auf- und Abpipettieren vermischt. Dabei ist unbedingt zu beachten
gewesen, dass die DNA Ldsung zur Metafectene Pro Lésung gegeben wurde und
nicht umgekehrt. Die so angesetzte Losung wurde 15-20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert.

Anschlieend wurden die nun gebildeten DNA-Lipid-Komplexe zu den Zellen
gegeben und das Zellkulturgefal® vorsichtig geschwenkt. Nach 3 Stunden erfolgte ein
Mediumwechsel.

Nach 24 Stunden Inkubationszeit bei 37°C und 5% CO, konnte der Test auf
Reportergenaktivitdt durchgefihrt werden, das heil3t in diesem Falle die

Begutachtung der Zellen unter dem UV-Fluoreszenzmikroskop.
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3.2 Luciferase Assay

In dieser Arbeit sollte unter anderem untersucht werden, ob die Aromatase
Transkription durch Reelin beeinflusst wird. Mit Hilfe eines Reportergen-Assays
wurden Promotorstudien durchgefiihrt. Promotoren sind bestimmte Bereiche der
DNA, die die Transkription regulieren. Um die Regulation von Genprodukten zu
messen, kann man das Reportergen als ,Stellvertreter” fur die Gene nutzen, die
durch diesen Promoter reguliert werden.

Als Reportergene wurden Firefly und Renilla Luciferasen verwendet. Luciferasen sind
Enzyme, die bestimmte Reaktionen katalysieren, bei denen unter anderem Licht
entsteht und die naturlicherweise bei verschiedenen Tierarten wie z.B. dem
amerikanischen Leuchtkafer Photinus pyralis (Firefly Luciferase) oder der Seefeder
Renilla reniformis vorkommen und sie zu deren Biolumineszenz beféahigen. Da
Luciferase in Saugerzellen nicht exprimiert wird, sind nur geringe Hintergrundwerte
im Assay zu erwarten.

Die Firefly Luciferase katalysiert in Gegenwart von ATP und Mg2+ die oxidative

Decarboxylierung von Luciferin. Abbildung 10 veranschaulicht diese Reaktionen.

Recombinant Firefly

HO . _~_g NTGOOH Luciferase 0.~ l__S /N]/O
. - — - .
“ |~-N’>_<s +ATP+O, -y “ -N">_<s— +AMP+PP +CO,+Light
Beetle Luciferin Oxyluciferin
SN TN
OL/_\\\_,;}_ OH Renilla o =(/_‘<\\\_,,;;f_OH
I +0, Luciferase \ +C0,+Light
/NI — NH
N . Ry o
T8 )
HO’ HO S & |
o S
Coelenterazine Coelenteramide

Abbildung 10  Darstellung der durch Firefly bzw. Renilla Luciferase katalysierten Reaktionen
(Promega Technical Manual Dual-Glo® 4/2011)

Fur die nachfolgenden Promotorstudien wurden die gewebsspezifischen Aromatase-
Promotoren fir das Gehirn und das Ovar vor das Reportergen Luciferase kloniert,
um spater deren Aktivitdt in Lumineszenz-Assays in An- und Abwesenheit von

Reelin zu bestimmen.



Methoden 35

Die Firma Promega bietet neben dem Assay System mit nur einem Reportergen
(Firefly Luciferase) auch einen dualen Reportergen-Assay an, bei dem zusétzlich die
Renilla Luciferase eingesetzt wird. Der Einsatz eines zweiten Reportergens dient als
interne Kontrolle und kann experimentelle Schwankungen wie
Pipettierungenauigkeiten oder Unterschiede in der Transfektionseffizienz und
Zelllyseeffizienz ausgleichen.

3.2.1 Herstellung der Vektoren fur den Luciferase Assay

Zur Herstellung der Vektoren fur den Luciferase Assay wurde vorliegende
genomische DNA genutzt, die zuvor aus KGN Zellen isoliert worden war. Zur
Amplifikation der DNA wurde eine Polymerasekettenreaktion (PCR) nach dem
Protokoll von Genaxxon® durchgefuhrt mit 1ug DNA als Template, 2pl Primer, 25ul
Mastermixx und 21pl H»O. Folgende Primer wurden zur Amplifikation der Gehirn-

bzw. Ovar-spezifischen Aromatase Promotorsequenzen verwendet:

Tabelle 3 Primer Sequenzen der verwendeten Gehirn- bzw. Ovar-spezifischen Aromatase
Promotoren
. . Basen-
Promotor Primer-Sequenz Richtung
paare
Brain Aromatase human 5" GCTAGCTATCCCAAAATATAAGCCACAAAGAZ’ forward
Brain Aromatase human 5"CTCGAGTGGGTCTGCTGGTCACTTCTAGT3 reverse 1694
Ovar Aromatase human 5"GCTAGCTGAGCTTTATTTTCTTATAATTTGGC3’ forward
Ovar Aromatase human 5'"CTCGAGCTGTGGAAATCAAAGGGACAGAA 3 reverse 341
Brain TATA Aromatase 5" GCTAGCTATCCCAAAATATAAGCCACAAAGAZ’ forward
Brain TATA Aromatase 5"CTCGAGTAAAAAAATATATATGTCAGGGGCCAACAZ’ reverse 1521

Fur spatere Versuche wurde der Gehirn-spezifische Aromatase Promotor mit
deletierten Exon 1 aus humaner genomischer DNA (KGN Zellen) isoliert und
aquivalent durch eine PCR amplifiziert. Die forward Primer fur den Gehirn- und Ovar-
spezifischen Aromatase Promotor verfligen Uber eine Nhel Schnittstelle, die reverse

Primer Uber eine Xhol Schnittstelle.
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Klonierung von PCR Produkten in den Vektor pDrive

Die PCR Produkte wurden nach vorherigem Restriktionsverdau in einem 1%
Agarosegel aufgetrennt und die gewinschte Bande unter UV-Licht mit einem
Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten. Mit Hilfe des Kits QIAquick Gel Extraction
wurde die DNA aus dem Gel extrahiert und konnte anschlie3end nach dem Protokoll
von Qiagen als blunt End Fragment in den pDrive-Vektor (Abb. 11) kloniert werden.
Die Produkte der Ligation wurden in kompetenten Staémmen von E.coli transformiert.

(Siehe unten)

T7 promoter

AccbSl
Kpnl
Sphl
Pstl
Mlul
SnaBl
BamHI

origin

Q_SOJ‘\ EcoRl
3
5 EcoRl
= pDrive Cloning Vector 1 sall
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3.85kb U Hincl
Hindlll
Xhol
Avrll/ Sty
Nhel
Xbal
Eco72I
{\'\Q Bsi|
EcoO109
el A
Sacl
Notl
iSPé promoter

Abbildung 11  Darstellung des pDrive Cloning Vektors
http://www.giagen.com/products/cloning/pcrcloningsystem/giagenpcrcloningkit.aspx#T
abs=t1, 18.07.2012, 14:03 Uhr)

Klonierung von DNA Fragmenten in den Vektor pGL3

Mittels den Nhel und der Xhol Schnittstellen wurde das PCR Fragment in den pGL3
basic Vektor umkloniert (Abb. 12, Abb. 13). AnschlieRend wurde eine
Sequenzanalyse mit den Primern RV Primer2 und GLPrimer2 durchgefuhrt um die

Identitat des Klons zu Uberprufen (Tabelle 4).
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Synthetic poly(A)
signal / transcriptional
pause site

(for background
reduction)

Kpnl 5
Sacl 11
Miul 15
Nhel |21
Smal |28
pGL3-Basic Xhol |32
Vector Balll |36
(4818bp) Hindlll |53
S Ncol 86
2010 |Sall
2004 |BamHI Narl 121

SV40 late
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(for luc+ reporter)
Hpal 1902 Xbal 1742

Abbildung 12 pGL3-Basic Vektor luc+ codiert fur die modfizierte Firefly-Luciferase
(http://www.promega.com/resources/protocols/technical-manuals/0/pgl3-luciferase-
reporter-vectors-protocol/ 18.07.2012, 14:26 Uhr)

RVprimer3
5 ... CTAGCAAAATAGGCTGTCCCCAGTGCAAGTGCAGGTGCCAGAACATTTCTCTATCGATA

8V40 >
Promoter

GGTACCGAGCTCTTACGCGTGCTAGCCCGGGCTCGAGATCTGCGATCTAAGTAAGCTTGG .
| IL I L I (]

Kpnl Sacl Miul Nhel XAl ol Bglll Hindlll

Smal

SV40
luc+ Coding Region

Acces|

Start
CATTCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCATGGAAGACGCCAAAAACATAAAG . .. (1892bp) . . . GGATCCGTCGAC
| I | I
BamHI Sall

Ncol GlLprimer2

CGATGCCCTTGAGAGCCTTCAACCCAGTCAGCTCCTTCCGGTGGGCGCGGGGCATGACTATCGTC . .. 3

RVprimer4

Abbildung 13 Multiple Klonierungsregionen im pGL3 Basic Vektor
Gezeigt sind die upstream und downstream Klonierungsregionen der Primer GLprimer
2, RVprimer3 und RVprimer4)
(http://mww.promega.com/resources/protocols/technical-manuals/O/pgl3-luciferase-
reporter-vectors-protocol/ 18.07.2012, 14:26 Uhr)

Tabelle 4 Sequenzen der Primer RV Primer3 und GL Primer2
Primer Primer-Sequenz
RV Primer3 5" CTAGCAAAATAGGCTGTCCC 3

GL Primer2 5"CTGCTATCAGTACGGGGCGCG 3
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Amplifikation von Plasmid DNA

Zur Amplifikation wurden die Promotor-tragenden Plasmide in kompetente Bakterien
des Stammes XL1 Blue kloniert.

Hierzu wurde ein Reaktionsgefall mit 100 ul Bakterien aus der -80°C Kuihlung
entnommen und 10 Minuten lang vorsichtig unter mehrmaligen Schwenken auf Eis
aufgetaut. Der jeweilige Vektor wurde auf 10 ng/ul verdinnt und auf die Bakterien
gegeben, was meist einem Volumen von 0,5 bis 1 ul entsprach. Nach 30 Minuten auf
Eis wurden die Bakterien fur 90 Sekunden in einem 42°C warmen Wasserbad einem
Hitzeschock ausgesetzt wurden und nachfolgend nochmals weitere 2 Minuten auf Eis
gestellt.

Anschliel3end wurden die Bakterien mit 900 ul LB Medium versetzt und eine Stunde
lang bei 37°C inkubiert und dabei bei 220 rpm (Umdrehungen pro Minute)
geschittelt. Danach wurden sie eine Minute lang bei 10 000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde nun bis auf 150 pl abgenommen und das Zellpellet in dem
verbleibenden Volumen geldst.

Auf je eine mit LB Agar + Ampicillin (100 mg/ml) (Ampicillin:LB Agar=1:1000)
beschichtete Petrischale wurden einmal 20ul bzw. einmal 100 pl der Ldsung
gegeben und moglichst gleichmafiig mit einem sterilen Spatel auf dem Agar verteilt.
Die so mit Bakterien benetzten Agarplatten wurden Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Das Ampicillin, ein antibiotisch wirksamer Stoff aus der Gruppe der B-Lactam
Antibiotika, diente als Selektionsmedium fir nicht transformierte Zellen. Der Vektor
pGL3 basic tragt zusatzlich die Information fur eine Ampicillin Resistenz, sodass am
Ende nur diejenigen Zellen Uberlebten, die den Vektor und damit die Resistenz
aufgenommen haben.

Nach Ablauf dieser Zeit hatten sich einzelne Bakterienkolonien gebildet. Drei
einzelne Kolonien wurden nun mit einer Pipettenspitze entnommen und in je 5 ml LB
Medium mit 5 pl Ampicillin (100 mg/ml) in ein 10 ml Falcon Réhrchen gegeben und
dann tber Nacht im Schattler bei 37 °C und 225 rpm inkubiert.

Anschliel3end wurden von einer Vorkultur 200 ul in einen Erlenmeyer Kolben mit 100
ml ampicillinhaltigen LB Medium gegeben. Dieser Kolben wurde nun ein weiteres Mall
Uber Nacht bei 200 rpom und 37 °C inkubiert und danach auf Eis gestellt. Der Inhalt
des Kolbens wurde nun in zwei 50 ml Réhrchen gegeben und 15 Minuten lang bei
5000 Umdrehungen abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die

verbliebenden Zellpellets bis zur weiteren Verwendung bei - 20°C eingefroren.
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Um die DNA endotoxinfrei zu isolieren, wurde das EndoFree Plasmid Maxi Kit der
Firma Qiagen verwendet und genau nach dem mitgelieferten Protokoll gearbeitet.
Die Konzentration der DNA in der LOsung wurde anschlielend im Photometer

bestimmt.

Restriktionsenzymverdau

Nach Beendigung der Isolierung der DNA wurde mit Hilfe eines Enzymverdaus der
Klonierungserfolg Uberprift. Bestimmte Restriktionsenzyme zerschneiden den
jeweiligen Vektor an definierten Stellen. Die so entstandenen Fragmente muissen
nun im Fall einer erfolgreichen Klonierung mit denen der Ausgangsvektoren
Ubereinstimmen. Die Grol3e der Fragmente konnte mittels Gelelektrophorese sichtbar
gemacht und mit Hilfe eines 1 kb Markers bestimmt werden.

Als Restriktionsenzyme fur die drei klonierten Vektoren wurden verwendet:

- Nhel und Xhol fur den Gehirn-spezifischen sowie Ovar-spezifischen
Aromatase Promotor
- Xhol und BamHI fur den pGL3 basic Vektor

Je 0,5 pl der Enzyme, aulBerdem 1 pul der isolierten DNA, 2 pl fast digest buffer (10 x
FastDigest® Green Buffer, Fermentas) und 16 ul H,O wurden zusammen pipettiert
und 20 Minuten bei 37°C inkubiert.

Agarosegelelektrophorese

Fur die Analyse der geschnittenen Plasmide wurden Gele mit 1% Agarose
hergestellt. Das Agarosepulver wurde unter Aufkochen in der entsprechenden
Menge TBE Puffer geldst und anschlieRend in einer geringen Konzentration von
1:120 000 Ethidiumbromid hinzugegeben. Ethidiumbromid ist eine Substanz, die
zwischen den Basen von DNA bzw. RNA interkaliert und zur Darstellung von
Nukleinsauren in der Gelelektrophorese verwendet wird.

Nach Erstarren des Gels in einer Gelkammer wurden die Proben, sowie ein 1 kb
Referenzmarker aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion und

Dokumentation erfolgte unter ultraviolettem Licht.
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3.2.2 Transfektion von Neuro2A Zellen

Ausgehend von den Vorversuchen mit dem pEGFP Vektor wurden die Neuro2A
Zellen mit den Luciferase-Vektoren transfiziert. In einem 6 Well Kulturgefald wurden
750.000 Zellen je Well ausplattiert und in 3ml Kulturmedium DMEM- F12 bei 37°C
und 5% CO; inkubiert. Nach 24 Stunden waren die Platten etwa 80-90% konfluent
und konnten mit den verschiedenen Vektoren transfiziert werden. Der

Transfektionsansatz fur ein Well bestand aus:

3,2 pug DNA in 450 pl endotoxinfreiem PBS
13 pl Metafectene Pro in 450 pl endotoxinfreiem PBS

und wurde nach Protokoll der Firma Biontex angefertigt. Nach 3 Stunden erfolgte ein
Mediumwechsel. Fiur die Transfektion mit zwei Reportergenen (Firefly- und Renilla-
Luciferase) wurde zundchst eine Versuchsreihe durchgefuhrt, bei der
unterschiedliche Verhdaltnisse von Firefly- zu Renilla-DNA von 50:50 bis 90:10
ausgetestet wurden (siehe Ergebnisteil).

Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen in weil3e 96 Well Platten zu 75 000
Zellen je Well in 100 pl Medium (nur Firefly Luciferase) oder 75 ul Medium (Firefly
und Renilla Luciferase) umplattiert. Direkt in den Wells konnten die Zellen nun fir
unterschiedliche Zeitdauern mit Reelin stimuliert werden. Nach weiteren 24 Stunden
wurden die Zellen nach Protokoll von One Glo® bzw. Dual Glo® (Promega) lysiert

und im Luminometer die Aktivitat der Luciferase gemessen.

3.2.3 Transfektion von primaren hippocampalen Zellen

Die primaren hippocampalen Zellen wurden ebenfalls mit Metafectene Pro (Biontex)
als Transfektionsreagenz transfiziert. Zum Zeitpunkt der Transfektion waren die
Zellen, sofern nicht anders angegeben, 7 Tage in Kultur. Das Transfektionsprotokoll
fur die hippocampalen Zellen wurde freundlicherweise von Herrn Dipl. Biolog. Philipp
Imholz zur Verfigung gestellt. In einem 12 Well Format, in dem die Zellen in einem
Milliliter Neurobasal A Medium kultiviert wurden, wurde fir ein Well folgender
Transfektionsansatz hergestellt:

1 pg DNA in 50 ul PBS

4 pl Metafectene Pro in 50 ul PBS.
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Hier erfolgte ebenfalls nach 3 Stunden ein Mediumwechsel. Nach 24 bzw. 48
Stunden wurden die Zellen fur unterschiedliche Zeitdauern stimuliert. Daftr wurde
das alte Medium abgesaugt und 400 pl (One Glo®-Assay) bzw. 300 pl (Dual Glo®
Assay) mit Reelin versetztes Neurobasal A Medium wieder auf die Zellen gegeben.
AnschlieRend erfolgte die Lyse nach Protokoll von Promega direkt in den
ZellkulturgefalRen. Erst dann wurde das Zelllysat zu 100 pl bzw. 75 pl je Well in eine
96 Well Platte mit weillem Boden pipettiert, um die Luciferase-Aktivitat im

Lumineszenzgerat zu bestimmen.

3.2.4 Stimulierung der Zellen fiur den Luciferase Assay

Fur die Luciferase Assay Versuche wurden die Zellen mit dem 20-fach
aufkonzentrierten Reelin stimuliert, das aus den Uberstanden der transformierten
HEK293 Zellen stammte. Das konzentrierte Reelin wurde fir die Stimulation in

Kulturmedium auf eine 1-fache Konzentration herunterverdiinnt.

3.3 Semiquantitative PCR Analyse zum Nachweis von Reelin
MRNA in Gonaden

Um die Menge an Reelin mRNA in verschiedenen Geweben von Ratte und Maus
(Hoden, Nebenhoden, Ovar und Uterus) zu bestimmen, wurden semiquantitative
PCRs durchgefihrt. Daflr wurde zunachst mit Hilfe des RNeasy Kits (Qiagen) aus
dem stickstoff-gefrorenen Gewebe die RNA extrahiert und ein DNase Verdau
durchgefiihrt, um eventuell vorhandene genomische DNA zu eliminieren. Die reverse
Transkription erfolgte mit einem Primer-Mix aus ,Hexamer Random Primer‘ und
,Poly-dT-Primer* in Gegenwart von 10 mM dNTPs, 5x FS-Buffer, 0,1 M DTT und
SSII-RT. Die anschlieende Amplifikation der Reelin-cDNA mittels PCR erfolgte in
Gegenwart von 2ul cDNA, 6ul H,O je 1 pl Primer (100 pmol) und 10 pl 2x
Genaxxon-Master-Mix. Als interner Standard wurde entweder 18S, 13S oder Aktin in
einem parallelen Ansatz amplifiziert. Die Primersequenzen sind in Tabelle 5 und 6
aufgelistet. Nach Ablauf der PCR fur 27 (Reelin Primer) bzw. 20 (13S, 18S, Aktin)
Zyklen wurden die Proben mit 4 pl 6x Loading Dye versetzt und auf ein 1,5%
Agarose-Gel aufgetragen. Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurden die Gele

dokumentiert und die Banden mit Hilfe des ImageJ Programms quantifiziert.
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Tabelle 5 Primersequenzen fir die semiquantitative PCR Analyse (Ratte)

Primer Ratte Sequenz Richtung Basenpaare
rat 18S 5" GTGCCTACCATGGTGACCACGGG 3’ forward 400

rat 18S 5"GGACACTCAGCTAAGAGCATCGAG 3 reverse

rat reelin 5"GGGCTCCTGAGGAGGACTCGGCC 3’ forward 659

rat reelin 5"GCCATCCTCATTGAAGAAGAGGTTGT 3 reverse

Tabelle 6 Primersequenzen fir die semiquantitative PCR Analyse (Maus)

Primer Maus Sequenz Richtung Basenpaare
mu b-actin 5"CAGCCATGTACGTAGCCATCCAG 3 forward 640

mu b-actin 5"GCCACCGATCCACACAGAGTACT 3 reverse

mu ribosom S13 5" TCATGGGTCGCATGCACGCTCC 3 forward 475

mu ribosom S13 5" GCTTGTGCACACAACAGCATTTATGC 3 reverse

mu reelin 5 GTATGCAGTGACTCATGACCTGAC 3’ forward 510

mu reelin 5"CCTTCCAAGGACATCCATAAGTCAG 3 reverse

mu aromatase 5 GATGTATGGAGAGTTCATGAGAGT 3’ forward 685

mu aromatase 5"GCAATCAGCATCTCCAGTATGCAC 3 reverse

3.4 In Situ Hybridisierung

Mit der In Situ Hybridisierung koénnen spezifische Nukleinsduresequenzen in
morphologisch fixierten Gewebeschnitten, Zellen oder Chromosomen detektiert
werden. Daflr wird eine DNA- oder RNA-Sonde verwendet, die gegen die zu

untersuchende Sequenz gerichtet ist.
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3.4.1 Materialien fur die In Situ Hybridisierung

Substanzen :
Tyramide Signal
Amplification (TSA)

Proteinase K

BCIP und NBT

Antikorper:
Anti-Digoxigenin-AP,
Fab Fragments (Roche)

Anti-Digoxigenin-POD,
Fab Fragments (Roche)

Sonden :

Digoxigenin-markierte

Polymerase Promotor)

Reelin

Stocklosung nach Protokoll (PerkinElmer) mit 0,15 ml Dimethyl
Sulfoxid ansetzen, vor Verwendung in 1x Plus Amplification

Diluent (im Kit enthalten) verdinnen.

Stocklosung nach Protokoll in Wasser (1mg/ml) ansetzen.

Zum Ansetzen der Farbelésung je 1:333 in DIG II Puffer

verdinnen.

Fab-Fragmente vom Anti-Digoxigenin-Antikdrper (Schaf),
konjugiert mit Alkalischer Phosphatase)
Fab-Fragmente vom Anti-Digoxigenin-Antikérper  (Schaf),

konjugiert mit Meerrettichperoxidase (horse-radish peroxidase,
POD oder HRP)

MRNA-Antisense Sonde (synthetisiert mit T7

Digoxigenin-markierte Reelin mRNA- Sense Sonde (synthetisiert mit T3 Polymerase

Promotor)

Ldsungen:
DEPC Wasser
500 ml H20

500 ul Diethylpyrocarbonat

Uber Nacht stehen lassen, autoklavieren
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PBS (in DEPC Wasser)
1 Tablette PBS (,PBS Tablets“ Gibco) in 500 ml DEPC Wasser |0sen

Hybridisierungslosung
4x SSC
50% Formamid (molekularbiol. Grade)
5% Dextransulfalt
1x Denhardt’s Ldsung
250pg/ml Heringsperm DNA
100 pg/ml E.coli tRNA

Blockierungslésung 3%
3g Blocking Reagent (Roche)
ad 100 ml DIG | Puffer

TNB-Blockierungslésung
145,5 ml Blockierungslésung 3% (Roche)
4,5ml NaCI5M

DIG | Puffer
100 mM TrispH 7,5
150mM NaCL

DIG Il Puffer
100 mM Tris pH 9,5
100 mM NacCl
50 MgCI2

20x SSC
3,0 M NacCl
0,3 M Natriumcitrat

In DEPC Wasser lo6sen. Den pH mit HCI auf 7,0 einstellen, autoklavieren.
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Herstellung der Sonden durch Alkalische Hydrolyse

Mittels der Alkalischen Hydrolyse wurden die bereitstehenden gegen Reelin
gerichteten Digoxigenin-markierten Sonden, welche eine Lange von 1,278 kb
aufwiesen, in Fragmente von je 400 bp L&nge zerteilt. Dafur wurde zunachst die
bendtigte Inkubationszeit nach folgender Formel (Angerer et al. 1987) berechnet:

Lol __1278-04 _
“k-Lo-L; 011-1278-04 0"

mit
k= 0,11 cuts/kb/min
Lo Ausgangslange in kb
L gewtinschte Lange in kb

Daraus ergab sich eine Inkubationszeit von 15,6 Minuten.

50 ul der Digoxigenin-markierten Probe wurde in 30 pl H,O-DEPC, 10ul 0,4 M
NaHCO3; und 10ul 0,6 M Na,COs; bei 60°C im Wasserbad fur die genannte
Inkubationszeit inkubiert. Anschlie3end wurde die Probe auf Eis gestellt und durch
Zugabe von 0,65 pl Eisessig und 3,3 ul 3 M NaAc pH 5,2 neutralisiert. Unter Zugabe
von 3 Volumen absolutem Ethanol erfolgte die Fallung des Ansatzes Uber Nacht bei
-20°C. Nach zweimaligem Waschen der RNA-Pellets mit 80% Ethanol und 15
minutigem Zentrifugieren bei 14000 rpm wurde die RNA bei Raumtemperatur
getrocknet und dann in 100 pl H,O-DEPC aufgenommen. Mit dieser Methode wurden

sowohl eine Sense- als auch eine Antisense-Sonde hergestellt.

3.4.2 Dot Blot

Mit einem Dot Blot kénnen Proteine, in diesem Fall die verwendete RNA, mittels
eines Antikdrpers detektiert werden. Daflr wird die Probe punktformig (,Dot*) auf
eine Nitrocellulosemembran aufgetragen (,Blot“). Ein primarer Antikorper bindet
spezifisch an das zu detektierende Antigen, ein sekundarer Antikdrper bindet dann
an den primaren und kann durch eine enzymatische Farbreaktion nachgewiesen
werden.

Mit Hilfe des Dot Blots sollte in diesem Fall die Konzentration der Sense- und
Antisense-Proben fur die In Situ Hybdridisierung ermittelt werden. Als Kontrolle
wurde Digoxigenin markierte RNA aus dem DIG RNA Labeling Kit (Vial 5, 100 ng/ul)
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der Firma Roche verwendet. Mit RNAse freiem H,O wurde mit dieser RNA zuné&chst
eine Verdunnungsreihe von 1:10 bis 1:10.000 erstellt. Die Sense- und Antisense
Proben wurden je 1:10 und 1:100 verdunnt. Je 1 pl der verdinnten Kontrolle bzw.
Proben wurde auf die Nitrocellulosemembran aufgetragen. In einem Crosslinker
Gerat (Ultraviolett Crosslinker ,Amersham LIFE SCIENCE") wurde die Membran mit
1200 kJ/cm?inkubiert. AnschlieRend wurde sie 10 Minuten in DIG | Puffer gewaschen
und dann fuar 30 Minuten in 1% Blockingldsung inkubiert, wodurch freie
Bindungsstellen auf der Membran blockiert wurden. Nun wurde der Blockingldsung
Anti-Digoxigenin-Alkalische Phosphatase in der Endverdinnung 1:5000 zugegeben
und 30 Minuten inkubiert. Danach wurde die Membran erneut in DIG | Puffer
gewaschen, 2 mal fir 10 Minuten und dann nochmals fur 5 Minuten in DIG 1l Puffer.
Fur die anschliel3ende Farbereaktion wurden 66 pl NBT und 67 pl BCIP in 20 ml DIG
Il Puffer gelost. Fur etwa 20 Minuten wurde die Membran in die Farbeldsung gelegt
und sobald eine deutlich sichtbare Farbereaktion eintrat, mit Aqua dest. gespilt und

auf Filterpapier getrocknet.

3.4.3 Durchfihrung In Situ Hybridisierung

Gewebe

Fur die Versuche wurden insgesamt zwei mannliche Ratten im Alter von 12 Wochen
und eine neugeborene mannliche Ratte (P0O) des Stammes Wistar verwendet. Nach
Narkotisierung der Tiere wurden die Organe mit 4% PFA Lésung (Paraformaldehyd)
perfusionsfixiert und die benétigten Organe, Gehirn und Nebenhoden, entnommen.
Fur eventuelle spéatere Versuche wurden aul3erdem die Hoden entnommen. Nach
Entnahme wurde das Gewebe bei 4 °C weiterfixiert und nach 24 Stunden in 25 %
Succrose/PBS uberfuhrt. Sobald das Gewebe abgesunken war, hierzu musste es
zunachst maglichst vollstandig von Fett frei prapariert werden, wurde es in Isopentan
eingefroren, welches zuvor auf Trockeneis heruntergekihlt wurde. Nach kurzem
Durchfrieren konnte das Gewebe dem Isopentan enthommen werden und dann bei

-80 °C verwahrt bzw. direkt auf dem Kryostat geschnitten werden.

Gewebeschnitte
Am Kryostat wurde das Gewebe in Schnitte von 16-22 um geschnitten, wobei die
Schnitte moglichst duinn sein sollten. Als geeignete Temperaturen zum Herstellen der

Schnitte erwiesen sich -19°C fiur das Gewebe der 12 Wochen alten Ratten und -22°C
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fur das Gewebe der neugeborenen Ratten. Die Schnitte wurden direkt auf
Objekttrager aufgebracht und vor Verwendung mindestens 1,5 Stunden bei
Raumtemperatur getrocknet.

Die Objekttrager wurden nach dem Trocknen des Gewebes in eine Feuchtkammer
gelegt. Am ersten Tag der In Situ Hybridisierung muss komplett frei von
Ribonukleasen (RNasen) gearbeitet werden, d.h. alle verwendeten Losungen und
Materialien missen zuvor entsprechend behandelt und vorbereitet werden. RNasen
sind bestimmte Nukleasen, die die Spaltung von RNA in kleinere Fragmente
katalysieren, ein Vorgang, der bei der in situ Hybdridisierung mdglichst
auszuschlieRen ist. Waschschritte finden entsprechend in Kivetten statt, die vorher

bei 220°C gebacken und mit Alufolie abgedeckt wurden.

Quenchen der endogenen Peroxidase-Aktivitat
Um die endogene Peroxidase-Aktivitat zu quenchen, wurden die Schnitte mit 1 %
H,O, in MeOH betraufelt und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und

danach 5 Minuten lang in PBS getaucht.

Permeabilisierung des Gewebes

Mit Proteinase K, einer Serinprotease welche uspringlich aus dem Schimmelpilz
Tritirachium album isoliert wurde, wurde das Gewebe permeabilisiert. Die
Arbeitslosung der Proteinase K wurde aus der Stocklésung (1mg/ml) 1:150 in PBS
(DEPC) hergestellt und musste stets frisch angesetzt werden. Um die Aktivitat der
Proteinase K zu steigern, wurde der Arbeitsldsung noch 0,5% Natriumlaurylsulfat
(SDS) zugegeben. Die Proteinase K-Losung wurde auf die Schnitte getropft, etwa
300 pl pro Objekttrager, und verschiedene Inkubationszeiten zwischen 7 Minuten und
60 Minuten ausgetestet. Zur Inaktivierung der Proteinase K wurden die Schnitte in
frischem PBS (DEPC) gewaschen und anschlieBend auf dem Heizblock bei 85 °C fir
2 Minuten inkubiert. Nacheinander wurden die Schnitte dann fir 5 Minuten in PBS
(DEPC), fur 2 Minuten in H20 (DEPC) und fir 3 Minuten in 2x SSC (in H,O DEPC)

gewaschen.

Vorhybridisierung und Hybridisierung
Nach der Proteinase K Behandlung wurden die Schnitte in der Feuchtekammer

zundchst mit 2x SSC/Hybridisierungspuffer (1:1) und nach kurzem Abtropfen mit
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reinem Hybridisierungspuffer betraufelt, um dann fur 60 Minuten bei 45°C inkubiert
zu werden. Wahrenddessen wurden die Digoxygenin-markierten RNA-Sonden,
Reelin-Sense und -Antisense, vorbereitet. Diese wurden thermisch in
Hybridisierungspuffer bei 95 °C denaturiert, auf Eis abgekihlt und kurz auf der
Tischzentrifuge zentrifugiert. Die Proben wurden 1:700 in auf 45°C erwarmten
Hybridisierungspuffer verdinnt und je 300 ul pro Schnitt aufgetragen. Die Schnitte
wurden mit einem Deckglaschen bedeckt und bei 45°C iber Nacht inkubiert.
Unspezifisch und uUberflissig gebundene Sonden wurden anschlieRend durch
aufeinanderfolgende Waschschritte entfernt, zunachst 20 min bei Raumtemperatur
in 2x SSC. Die weiteren Waschschritte erfolgten bei 10°C Uber
Hybridisierungstemperatur, also bei 55 °C: 25 min in 2x SSC/ 50% Formamid, 25 min
in 0,2 x SSC/ 50 % Formamid, 25 min in 0,1 x SSC.

Antikdrperbindung ohne TSA

Die Schnitte wurden fir 60 min mit 3% Blockierungsldsung in einer feuchten Kammer
(Kunststoffschale ausgelegt mit Aqua dest. getrédnktem Filterpapier) inkubiert. Der mit
alkalischer Phosphatase gekoppelte Anti-Digoxigenin-Antikorper wurde 1:1500 in
DIG | Puffer (pH 7,5) verdiinnt und fir 3 Stunden bei Raumtemperatur, alternativ bei
4°C Uber Nacht, inkubiert. Uberschiissiger Antikorper wurde durch 2 x 10 min
Waschen bei Raumtemperatur in DIG | Puffer und 15 min Waschen in DIG Il Puffer
(pH 9,5) entfernt.

Visualisierung

Die erfolgte Hybridisierung wurde chromogen sichtbar gemacht und konnte unter
dem Durchlichtmikroskop beurteilt werden. Die Detektion der gebundenen Sonde
erfolgte somit durch die Bindung markierter Antikbrper an das Digoxigenin der
Sonde. Als Substrat fir die an den anti-Digoxigenin-Antikdrper gebundene Alkalische
Phosphatase diente der Farbstoff 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat, 4-toluidine
Salz (BCIP). BCIP reagiert spontan mit Sauerstoff, wodurch eine wasserunlésliche
violett-indigo artige Farbung eintritt. Anstatt von Sauerstoff kbnnen auch andere
Elektronenakzeptoren zum Einsatz kommen, wie etwa der Stoff Nitro Blue
Tetrazolium Chlorid (NBT), der auch in dieser Arbeit benutzt wurde. BCIP und NBT
wurden je 1:333 in DIG Il verdinnt und die Schnitte in Klvetten in die Farbeldsung

gestellt. Nach 2-4 Stunden war die Farbereaktion abgeschlossen und die
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Uberschissige Losung wurde mit Aqua dest. entfernt. An den Stellen, an denen die
Sonde im Gewebe gebunden hatte, war eine Blaufarbung zu erkennen.

Antikorperbindung mit TSA

Bei TSA (engl.: Tyramide Signal Amplification) handelt es sich um eine von NEN Life
Science patentierte Substanz, die sowohl chromogene als auch fluoreszierende
Signale verstarkt. Das System ist angewiesen auf die Anwesenheit von HRP (engl.:
Horseradish Peroxidase), welche die Anlagerung von Fluoreszenz-markiertem
Tyramid Reagenz an Gewebeschnitte katalysiert. Die Reaktion erfolgt sehr schnell
und fuhrt dazu, dass mehrere Substratmolektile von der HRP umgesetzt werden und
ein Fluoreszenzsignal in der unmittelbaren Umgebung der Antikorperbindung erzielt
wird. Mit Hilfe dieses Systems kann eine hohere Sensitivitéat des Fluoreszenzsignals,
auch bei schwach exprimierten Proteinen, erreicht werden. Die Schnitte wurden fir
60 min mit TNB-Blockierungslésung in einer feuchten Kammer inkubiert. Ein mit HRP
konjugierter Anti-Digoxigenin-Antikdrper wurde in TNB-Puffer 1:100 verdinnt, zu
300ul je Schnitt aufgetragen und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Um
Uberschissige Antikorper zu entfernen, wurden die Schnitte 3 x 5 min in TNT-Puffer
gewaschen. Die TSA Stocklésung wurde 1:50 in 1x Plus Amplification Diluent
verdinnt, zu 300 pl je Schnitt aufgetragen und 7 min inkubiert. Anschliel3end erfolgte

ein weiterer Waschvorgang von 3 x 5 min in TNT-Puffer.

Visualisierung

Die mit TSA versetzten Schnitte konnten durch das mit einem Fluoreszenz-Farbstoff
markierte Tyramid direkt in Mounting Medium eingedeckt und mit einem Floureszenz-
Mikroskop (Axioskop 2, Zeiss) dokumentiert werden.

Alternativ konnte eine chromogene Visualisierung fir das Durchlichtmikroskop mittels
NBC und BCIP, analog zu den Schnitten, die nicht mit TSA behandelt wurden,
durchgefiihrt werden. Daftir musste die Alkalische Phosphatase wieder in das
System eingebracht werden, was mittels einer Antifluorescein-Alkalischen
Phosphatase erfolgte. Diese wurde 1:100 in TNB-Blockinglésung verdiinnt, zu 300 pl
je Schnitt aufgetragen und fur 30 min in einer feuchten Kammer inkubiert.
Uberschiissige Antifluorescein-Alkalische Phosphatase wurde durch 3x5 min
Waschen in TNT-Puffer entfernt. Nun erfolgte die Farbereaktion wieder durch

Umsetzung von BCIP und NBT durch die Alkalische Phosphatase.
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3.5 In Situ Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden

Als sensitiverer Nachweis von Reelin im Gewebeschnitt wurde eine In Situ
Hybridisierung mit einer mit **S UTP markierten Reelin-cRNA Sonde als
radioaktivem Marker durchgefihrt. Die Zusammenarbeit fir diese In Situ
Hybridisierung erfolgte mit Frau Dr. Susanne Fehr (ZMNH/ UKE) und Frau Prof. Dr.

Felicitas Prols.

Gewebe und Gewebeschnitte

Fur die In Situ Hybridisierung mit radioaktivmarkierten Sonden wurde ebenfalls
Nebenhodengewebe einer drei Monate alten Ratte des Stammes Wistar verwendet.
Daruber hinaus wurden Gewebeschnitte von Maus-Uteri und -Ovarien angefertigt.
Das Gewebe wurde direkt nach dem Pré&parieren in Trockeneispulver eingefroren
und bei -70 °C gelagert. Am Kryostat wurden 16 pum dicke Schnitte angefertigt und
auf einen auf -20°C gekihlten Superfrost Objekttrager aufgebracht und anschliel3end

wieder bei -70°C gelagert.

Fixieren der Schnitte
Die angefertigten Schnitte wurden in 4% Paraformaldehyd in PBS 10 Minuten lang

bei 4°C fixiert und dann 2 x 5 Minuten in PBS gewaschen.
Acetylierung
Nach dem Fixieren wurden die Schnitte fir 10 Minuten in Acetylierungspuffer

acetyliert.

Acetylierunsgpuffer

Triethanolamin 0,1M
NaCl 0,9%
Essigsaureanhydrid 2,5 ml/l

Danach wurden die Schnitte fir je 5 Minuten in eine aufsteigende Alkoholreihe
gegeben (60%, 80%, 90%, 100%), dann fir 5 Minuten in Chlorform, nochmals in
100% Alkohol und daraufhin luftgetrocknet.
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Vorhybridisierung
Die Objekttrager wurden in eine feuchte Kammer gelegt und je 0,5-1 ml

Vorhybridisierungspuffer aufpipettiert und 2-3 Stunden bei 50°C inkubiert.

Hybridierungspuffer
Entionisiertes Formamid 50%
20x Hybrdisierungssalze 5x
100 Denhardt’s Lésung 5x
10% SDS 0,2%
I1MDTT 10mM
Dextransulfat 10%
Heringsperm DNA 250 pg/mi
Hefe tRNA 250 pg/mi

20x Hybridisierungssalze
3 M NacCl, 0,1 M PIPES, 0,1 M EDTA, pH 6,8

100x Denhardt’s Lésung
2% Ficoll, 2% Polyvinylpirrolidon, 2% BSA

Der Vorhybridisierungspuffer enthalt die gleichen Bestandteile ohne Dextransulfat.

Hybridisierung

Nach der Inkubationszeit wurde der Vorhybridisierungspuffer vorsichtig ablaufen
gelassen und dann je Objekttrager 100 pl Hybridisierungspuffer mit 2x 10° cpm
(counts per minute) radioaktiv markierter Probe aufpipettiert. Die Schnitte wurden mit

einem Deckglaschen bedeckt und bei 50 °C tber Nacht inkubiert.

Waschen und RNase-Behandlung

Zum Waschen wurden die Objekttrager in 4x SSC gehalten und die Deckglaser
vorsichtig mit einer Pipette abgeschoben und dann 3 x 5 Minuten in 4x SSC
gehalten, anschlielRend 30 Minuten in einem Puffer aus 0,5 M NaCl, 10mM Tris-HCL
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pH 7,5, 1 mM EDTA und 40 pg RNase A/ml bei 37°C und nochmals 30 Minuten im
gleichen Puffer ohne RNase bei 37°C gewaschen. Abschlielend wurden die
Objekttrager 2 x 15 Minuten in 2x SSC bei 50°C gewaschen.

Autoradiografie

Die Schnitte wurden nach dem Waschvorgang durch eine Alkoholreihe dehydriert
und auf einen Roéntgenfilm gelegt (Kodak Biomax MR). Die Exposition dauerte tber
Nacht bis mehrere Tage an. Danach erfolgte eine Beschichtung mit Kodak Emulsion,
in dem die Objekttrager in bei 42 °C geschmolzene Emulsion getaucht wurden und
Uber drei Stunden getrocknet wurden. Die anschlielende Exposition erfolgte fur

mehrere Tage bei 4°C in einem Kasten, der mit Trockenmitteln versehen war.

Entwickeln und Féarben

Das Entwickeln der Bilder erfolgte bei 16 °C durch 5 Minuten Kodak D 19 Entwickler,
1 Min H20, 2x 5 Minuten Kodak Unifix, 3x5 Minuten H20, 5 Minuten Mayers
Hamalaun. Dann wurden die Objekttrager gespult, in 1% HCI/ 70% Athanol entfarbt
bis die Emulsion farblos war. AbschlieRend wurden die Schnitte durch Alkohol
dehydriert, 2x 10 Minuten in Xylol gegeben und dann in Mounting Medium

eingebettet.
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4  Ergebnisse

4.1 Reelin Expression in den Gonaden

Mit Hilfe von semiquantitativen RT-PCR Reaktionen wurden in den Geweben
vorhandene Mengen an Reelin mRNA amplifiziert und anhand eines internen
Standards (,Housekeeping-“ Gene 13 S, 18 S oder Aktin) quantifiziert. Fur diese
Analysen wurden Hoden- und Nebenhodengewebe von Tieren verschiedenen Alters
(bei mannlichen Tieren) oder Ovar- und Uterusgewebe verschiedener Zyklusphasen
(bei weiblichen Tieren) isoliert.

4.1.1 Altersabhangige Reelin mRNA Expression im Nebenhoden

Abbildung 14 zeigt die Ergebnisse aus den PCRs mit Nebenhodengewebe von
Ratten unterschiedlichen Alters von 2 bis 12 Wochen postnatal. Nach 10 und 12
Wochen sind die Reelin mRNA Mengen im Nebenhoden deutlich hoéher als in

jungeren Tieren (2 bis 8 Wochen).
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Abbildung 14 Semiquantitative PCR Analyse: Altersabhéangige Reelin mRNA Expression in
Nebenhodengewebe der Ratte, n=1
A: Agarosegelelektrophorese mit Proben der jeweiligen PCR, Kontrollwert 18S
B: Quantifizierung der in A dargestellten Banden mit Hilfe des Software Programms
ImageJ. Die Reelin mMRNA Banden wurden auf die jeweiligen 18S Mengen normiert.
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4.1.2 Altersabhangige Reelin mRNA Expression im Hoden

In Abbildung 15 sind die Ergebnisse aus den PCRs mit Hodengewebe von Ratten im
Alter von 2 bis 12 Wochen dargestellt. Im Gegensatz zum Nebenhodengewebe zeigt
sich hier klar eine mit zunehmenden Alter abnehmende Menge an Reelin RNA.
Besonders deutlich sinkt die die Reelinexpression zwischen den Alterszeitpunkten 2
und 4 Wochen.
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Abbildung 15 Semiquantitative PCR Analyse: Altersabhéangige Reelin mRNA Expression in
Hodengewebe der Ratte, n=1

A: Agarosegelelektrophorese mit Proben der jeweiligen PCR, Kontrollwert 18S

B: Quantifizierung der in A dargestellten Banden mit Hilfe des Software
Programms ImageJ. Die Reelin mRNA Banden wurden auf die jeweiligen 18S
Mengen normiert

4.1.3 Reelin Expression in verschiedenen Zyklusphasen in
Gonaden der weiblichen Maus

Ebenfalls mittels semiquantitativer PCR sollte analysiert werden, ob es im Ovar und
im Uterus weiblicher Mause zyklusabhangige Schwankungen in der Reelin mRNA
Expression gibt. Der gonadale Zyklus der weiblichen Maus dauert 4 bis 5 Tage an
und gliedert sich in die Phasen Diestrus, Proestrus, Estrus und Metestrus. Diestrus
dauert etwa 55 bis 57 Stunden (je nach Autor auch in Diestrus 1 und 2 aufgeteilt),
Proestrus 12-14 Stunden, Estrus 25-27 Stunden, Metestrus 6-8 Stunden (Westwood
2008). Die Proestrus-Phase ist aquivalent zu der Follikularphase im menschlichen
Menstruationszyklus und durch einen hohen Estrogenspiegel charakterisiert.
Weiterhin sind auch LH, FSH, Prolaktin und Progesteron wahrend des Proestrus
erhoht. Die Ovulation findet wahrend des Estrus statt, diese Phase ist aquivalent zur
Lutealphase des Menschen. Metestrus und Diestrus-1 sind spate Lutealphasen,

Diestrus-2 entspricht der Menstruationsphase (Schedin et al. 2000). Das
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Vaginalepithel der Maus unterliegt typischen morphologischen Schwankungen
wahrend der einzelnen Zyklusphasen. Mittels Vaginalabstrich und anschlieender
Beurteilung des Zellmaterials unter dem Mikroskop konnte die Zuordnung zu den
Zyklusphasen erfolgen. Abbildung 16 zeigt hormonelle Veranderungen des Ratten-
Zyklus. Vereinfacht wird in dieser Arbeit von der Vergleichbarkeit von weiblichen
Maus- und Rattengonaden ausgegangen.
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Abbildung 16 Relative Veranderungen der Serumhormonspiegel von Estrogen, Progesteron
und Luteinisierenden Hormon (LH) wahrend eines normalen 4 Tages Zyklus der
Ratte (enthommen aus Schedin et al. 2000, S. 212)

4.1.4 Zyklusabhangige Reelin Expression im Ovar

Abbildung 17 zeigt die relative Menge von Reelin mRNA zu Aktin im Ovar der Maus
wahrend der einzelnen Zyklusphasen in geschlechtsreifen Mausen. Die Menge an
Reelin mRNA nimmt von Diestrus tber Proestrus bis Estrus leicht zu und erreicht

dann im Metestrus wieder das Ausgangsniveau.
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Abbildung 17 Semiquantitative PCR Analyse: Reelin mRNA Expression im Ovar der Maus in
verschiedenen Zyklusphasen
Quantifizierung der Banden aus der durchgefiihrten Gelelektrophorese mit Hilfe des
Software Programms ImageJ, die Reelin mRNA Banden wurden auf die jeweiligen
Aktin Mengen normiert, n=Anzahl durchgefiihrter Versuche

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der Menge an Reelin mRNA und
Aromatase mRNA im Ovar zu Uberprifen, wurde ebenfalls eine semiquantitative
PCR Analyse fur Aromatase mRNA durchgefiihrt (Abb 18). Im Proestrus lasst sich
gegenuber den ubrigen Zyklusphasen ein Anstieg der Aromatase mRNA Menge
erkennen, ein deutlicher Zusammenhang zwischen zyklusabhangiger Reelin und
Aromatase Expression kann hier jedoch nicht gezeigt werden.
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Abbildung 18 Semiquantitative PCR Analyse: Aromatase mRNA Expression im Ovar der Maus
in verschiedenen Zyklusphasen
Normierung mit Aktin
Quantifizierung der Banden aus der durchgefiihrten Gelelektrophorese mit Hilfe des
Software Programms ImageJ, die Reelin mRNA Banden wurden auf die jeweiligen
Aktin Mengen normiert, n=Anzahl durchgefiihrter Versuche
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4.1.5 Zyklusabhangige Reelin Expression im Uterus

Abbildung 19 veranschaulicht die relative Menge an Reelin mRNA normiert auf S13
im Uterus der Maus. Im Diestrus ist die héchste Reelin mMRNA Menge nachzuweisen,
im Metestrus fallt die Reelin mMRNA Menge etwa auf die Halfte der Diestrus Menge
ab. Im Proestrus zeigt sich hier eine deutlich geringere Reelin mRNA Expression als
in den ubrigen Zyklusphasen. Die parallel durchgefiihrten PCR-Analysen zum
Nachweis von Aromatase ergaben, dass Aromatase zu keiner Zyklusphase im
Uterus transkribiert wird.
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Abbildung 19 Semiquantitative PCR Analyse: Reelin mRNA Expression im Uterus der Maus in
verschiedenen Zyklusphasen
Quantifizierung der Banden aus der durchgefuhrten Gelelektrophorese mit Hilfe des
Software Programms ImageJ, Reelin mRNA Banden wurden auf die jeweiligen 13S
Mengen normiert, n=Anzahl durchgeftihrter Versuche

4.2 Radioimmunassay

Estradiol, das von Zellen synthetisiert wird, wird bei kultivierten Zellen in das
umgebende Medium sezerniert. Mit Hilfe eines Radioimmunassays, mit dem auch
kleinste Mengen an Hormonen detektiert werden kénnen, sollte Uberprift werden, ob
die Zugabe von Reelin-haltigem Zelliberstand die Estradiolsekretion ins Medium
moduliert. Als Kontrollstimulus wurde GFP-konditioniertes Medium verwendet. KGN
Zellen, Neuro2A Zellen und primare hippocampale Zellen wurden fur verschiedene
Zeitdauern mit GFP- bzw. Reelin-konditionierten Medium versetzt und die
Zelliberstande nach entsprechender Inkubationszeit gesammelt. Da vorhandenes
Serum den Radioimmunassay verfalschen kann, wurde auf die Zugabe von Serum in
das Medium verzichtet. Mittels eines Radioimmunassays, der in Zusammenarbeit mit
der Universitdtsmedizin Goéttingen durchgeftihrt wurde, wurde die vorhandene

Estradiolkonzentration in pg E2/pl Medium in den Zelliberstdnden gemessen. Da die
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Estradiolmenge aufgrund von internen Einflissen wie unterschiedliche Zellvitalitat
zwischen einzelnen Versuchsreihen schwanken konnte, wurde hier zur besseren
Ubersicht stets das Verhaltnis zwischen E2 im GFP-haltigen Medium (=Control) und
E2 Gehalt im Reelin-haltigen Medium abgebildet. An diesem Verhéltnis kann die
relative Auswirkung von Reelin auf die Menge an sezerniertem Estradiol abgelesen
werden. Es wurden stets die Mittelwerte der Kontrollgruppe (=GFP) mit den
Mittelwerten der Testgruppen (=Reelin) der jeweilgen Stimulationszeiten verglichen.
Als Fehlerbalken ist die Standardabweichung (x SEM) dargestellt. Mittels Student’s
t-Test wurde Uberprift, ob sich die Mittelwerte der jeweiligen Gruppen (8h, 24h, 48h)
signifikant vom Kontrollwert unterscheiden. Das Signifikanzniveau wurde auf a=0,05
festgelegt. Die Auswertung erfolgte mit dem Software Programm Excel. Da die
Kontrollen (=GFP) in den Saulendiagrammen fur jeden Zeitpunkt 100% entsprechen,
ist zur besseren Ubersicht in jedem Diagramm nur eine Saule als Kontrollwert

dargestellt.

4.2.1 Radioimmunassay in den Zelllinien KGN und Neuro2A

Zunachst wurde der Assay an den Uberstanden von den Zelllinien KGN und
Neuro2A durchgefihrt. Bei beiden Zelllinien zeigte sich zu keinem Zeitpunkt ein
signifikanter Unterschied zwischen der Inkubation mit GFP oder Reelin hinsichtlich

der sezernierten E2 Mengen ins Medium (Abb. 20).

A B
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Abbildung 20 Radioimmunassay: Estradiol (E2)-Bestimmung in Uberstanden von KGN Zellen
(A) und Neuro2A Zellen (B) nach Stimulation mit Reelin
Abgebildet ist die Ratio zwischen E2 Gehalt im GFP- konditionierten Medium (Control)
und E2 Gehalt im Reelin- konditionierten Medium. A: KGN Zellen (n=2) B: Neuro2A
Zellen (n=2), n=Anzahl durchgefiihrter Versuche
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4.2.2 Radioimmunassay in gemischt weiblicher und mannlicher
primarer hippocampaler Zellkultur

Bei den Messungen der E2 Konzentration in den Uberstanden der primaren
hippocampalen Zellen zeigten sich uneinheitliche Ergebnisse. Zunachst wurden die
Versuche an Zellkulturen durchgefuhrt, in denen Zellen ohne Berticksichtigung des
Geschlechts isoliert und kultiviert worden waren. In der ersten durchgefuhrten
Versuchsreine konnte dabei ein signifikanter Unterschied zwischen der E2
Konzentration in der Kontrolle und der mit Reelin inkubierten Testgruppe nach 24
Stunden ermittelt werden (Abb. 21).
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Control (GFP) Reelin Reelin
24h 48h

Abbildung 21 Radioimmunassay: Estradiol (E2)-Bestimmung in Uberstanden priméarer
hippocampaler Dispersionskulturen, gemischt weiblich und maéannlich, nach
Stimulation mit Reelin (Versuch 1)
Abgebildet ist die Ratio zwischen E2 Gehalt im GFP-konditionierten Medium (Control)
und E2 Gehalt im Reelin-konditionierten Medium (n=2), Stern=signifikanter
Unterschied bei p<0,05, n=Anzahl durchgefiihrter Versuche

Um dieses Ergebnis zu verifizieren, wurde die Versuchsreihe nur unter
Berucksichtigung des 24h Wertes mehrfach wiederholt. Das deutliche Ergebnis aus
Abbildung 21 war jedoch nicht reproduzierbar. Obwohl methodische Einflisse
konstant geblieben sind, zeigt sich in Abbildung 22 keine Beeinflussung der

Estradiolkonzentration durch Reelin.
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Abbildung 22 Radioimmunassay: Estradiol (E2)-Bestimmung in Uberstanden primarer
hippocampaler Dispersionskulturen, gemischt weiblich und maéannlich, nach
Stimulation mit Reelin (Versuch 2)
Abgebildet ist die Ratio zwischen E2 Gehalt im GFP- konditionierten Medium (Control)
und E2 Gehalt im Reelin-konditionierten Medium (n=5), n=Anzahl durchgefihrter
Versuche

4.2.3 Radioimmunassay in getrennt weiblicher und méannlicher
primarer hippocampaler Zellkultur

Aufgrund der inhomogenen Ergebnisse aus Abschnitt 4.2.2 wurde der Assay
nochmals mit getrennt weiblichen und mannlichen primaren hippocampalen Zellen
durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich tatsachlich ein Unterschied zwischen weiblichen
und mannlichen Zellen: Wahrend es in den weiblichen Zellen keinen Unterschied
zum Kontrollwert gibt (Abb. 23), zeigt sich in den mannlichen Zellen eine signifikante

Herunterregulation der Estradiolmenge bei Zugabe von Reelin.

An dieser Stelle kann jedoch bereits angemerkt werden, dass die grolien
Schwankungen mdoglicherweise unter anderem auch auf unterschiedlichen

Zyklusphasen beruhen kdnnten, die hier nicht bertcksichtigt wurden.
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Abbildung 23 Radioimmunassay: Estradiol (E2)-Bestimmung in Uberstanden primarer
hippocampaler Dispersionskulturen, nur weibliche / nur ménnliche Hippocampi,
nach Stimulation mit Reelin
Abgebildet ist die Ratio zwischen E2 Gehalt im GFP- konditionierten Medium (Control)
und E2 Gehalt im Reelin-konditionierten Medium (n=3), Stern=signifikanter
Unterschied bei p<0,05, n=Anzahl durchgefuhrter Versuche

4.3 Untersuchung der Wirkung von Reelin auf die Aromatase-
Transkription

Bender et al. (2010) haben gezeigt, dass die exogene Applikation von Estradiol auf
hippocampale Schnitt Kulturen signifikant die Expression von Reelin in Cajal Retzius
Zellen erhoht. Die Inhibition der Aromatase-Aktivitat durch Letrozol verringerte
hingegen die Expression von Reelin.

Es soll hier untersucht werden, ob Reelin im Umkehrschluss einen Effekt auf die
Expression von Estradiol hat. Die lokale Estradiolsynthese wird durch mehrere
Faktoren bestimmt, wie z.B. durch GnRH, die Estradiol-Konzentration selbst und die
Aromatase-Aktivitdt. Aromatase ist ein wichtiges Enzym, das aus den Vorstufen
Testosteron und Androstendion die Synthese von Estradiol katalysiert.

Mit Hilfe eines Luciferase Assays wurde zunéchst untersucht, ob Reelin einen Effekt
auf die Aromatase Transkription zeigt. Dafir wurden die im Folgenden
beschriebenen Promotorstudien durchgefihrt, bei denen die gewebespezifischen
Aromatase-Promotoren fur Gehirn (If) und Ovar (Pll) vor das Reportergen Luciferase
kloniert wurden und deren Aktivitat in Lumineszenz-Assays in An- und Abwesenheit
von Reelin bestimmt wurden. Die Versuche wurden an Neuro2A Zellen sowie an

primaren hippocampalen Zellkulturen durchgefiihrt.
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4.3.1 Transfektionseffizienz in Neuro2A Zellen

Um die Neuro2A Zellen moglichst optimal mit den bereitstehenden Plasmiden zu
transfizieren, wurde wie unter Abschnitt 3.2.2 beschrieben zunachst anhand eines
Optimierungsprotokolls das am besten geeignete Verhaltnis von dem eingesetzten
Transfektionsreagenz Metafectene Pro zur DNA Uberprft (Abb. 24).

Abbildung 24 Transfektionseffizienz in Neuro2A Zellen mit Green fluorescent Protein (GFP)
Mittels eines Optimierungsprotokolls wurden verschiedene Verhaltnisse zwischen
Metafectene Pro und DNA (Vektor eGFP) verglichen. 3x10* Zellen je Well in einem 12
Well Format (3,9 cm? Wachstumsflache je Well)

A: 1 ug DNA + 2 ul Metafectene Pro,
B: 1 ug DNA + 4 ul Metafectene Pro,
C: 1 ug DNA + 8 pul Metafectene Pro,
D: 0,5 ug DNA + 1 pul Metafectene Pro,

Das Mengenverhaltnis von DNA zu Metafectene Pro aus B und C wurde als optimal
beurteilt und fur die Luciferase Versuche verwendet. Dafir wurden die Verhéltnisse
fur ein 6 Well Format mit 9,6 cm? Wachstumsflache je Well umgerechnet (siehe
Abschnitt 3.2.2).
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Nach demselben Optimierungs-Protokoll wurde wiederholt eine Transfektion von
KGN Zellen (humane Granulosazellen) versucht, allerdings lie3 sich bei dieser
Zelllinie keine nennenswerte Transfektionsrate erzielen, sodass in dieser Arbeit auf

die Uberprifung der Promotoren in dieser Zelllinie verzichtet wurde.

4.3.2 Luciferase Assay

Nach Transfektion der Zellen mit den verschiedenen Vektoren und Stimulation mit
Reelin wurden die Zellen in spezielle weil3e 96 Well Platten umplattiert und dann im
Luminometer gemessen (Abschnitt 3.2). Die Lichtemission wurde in jedem Well fur
10 Sekunden detektiert. Fur jeden Wert erfolgte eine Triplet-Bestimmung um
Pipettierungenauigkeiten auszugleichen.

Bei jedem Versuch wurden parallel Werte von Zellen gemessen, die nur mit dem
Basisvektor pGL3 basic transfiziert wurden. In diesen Vektor wurden keine
Promotoren hineinkloniert, sodass durch den Vergleich mit dem pGL3 basic Vektor
alleinige Effekte durch den Klonierungsvektor ermittelt werden konnten. Weiterhin
wurden stets Kontrollwerte mit nicht stimulierten Zellen gemessen.

Die Auswertung der Daten erfolgte zunachst anhand eines Streudiagramms. Um
mogliche Effekte von Reelin zu ermitteln, wurde fir jede Versuchsreihe, fir jeden
Vektor und jeden Zeitpunkt einzeln das Verhaltnis zu den jeweiligen Kontrollwerten
(=ohne Stimulation) gebildet. Dann wurden fur diese normierten Daten die jeweiligen
Mittelwerte der Zeitpunkte gebildet. So konnte statistisch Uberprift werden, ob
sowohl zwischen den einzelnen Mittelwerten als auch zwischen den Mittelwerten und
dem Kontrollwert signifikante Unterschiede bestehen. Die statistische Auswertung
erfolgte mit Hilfe der Software SPSS 20.0 fur Windows. Als statistisches Verfahren
wurde eine Univariate Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Adjustierung
durchgefiihrt. Als Fehlerbalken ist stets die Standardabweichung der Mittelwerte

(x SEM) angegeben. Das Signifikanzniveau wurde auf a=0,05 festgelegt.



Ergebnisse 64

4.3.2.1 Promotorstudien in Neuro2A Zellen
Etablieren der Vektoren in Neuro2A Zellen

Zunachst wurde Uberprift, ob sich in den Neuro2A Zellen bei definierten Zeitpunkten
nach Stimulation mit Reelin Effekte in der Luciferase-Aktivitat ergaben. Dabei stellte
sich heraus, dass die Zellen nach einer Verweildauer von mehr als 24 Stunden in
den 96 Wells vermehrt abstarben, sodass hier nicht langer als 24 Stunden stimuliert
wurde.

Abbildung 25 zeigt ein Streudiagramm, welches die Streuung der gemessenen
Lumineszenz Uber alle neun durchgefuhrten Versuche zeigt. Die Lumineszenz wird
durch den Luminometer in RLU (=Relative Luminescence Units) angegeben. Die y-
Achse ist zur besseren Ubersicht logarithmisch skaliert. Es sind die Werte furr alle vier
eingesetzten Vektoren dargestellt: pGL3 basic ohne zuséatzliche Sequenzen, pGL3
basic mit Gehirn-spezifischem Aromatase-Promotor (If), mit Ovar-spezifischen
Aromatase Promotor (PII) und mit If mit deletiertem Exon 1 (If TATA).

In der Abbildung wird deutlich, dass die Werte fur If deutlich unterhalb des pGL3
basic Vektors lagen. Dariiber hinaus lag das Verhaltnis der Lumineszenz von If zu PII
in allen Versuchen mit Neuro 2A Zellen bei etwa 1:90 bis 1:100. Hier stellte sich die
Vermutung Uber eine eventuelle Silencer Sequenz innerhalb des If Promotors, die fur
die geringere Expression der Luciferase und damit der Aromatase verantwortlich sein
kénnte. Eine solche Silencer Region wurde innerhalb des Exon 1, welches
gewebespezifisch transkribiert wird, vermutet. Somit wurde ein neuer Vektor ohne
das Exon 1 konstruiert, bei dem die Sequenz fur das Aromatase Gen direkt auf die
TATA-Box innerhalb des Vektors folgt (If TATA, siehe Abschnitt 3.2). Die RLU lag
dennoch auch nach der Transfektion mit dem neuen If TATA Vektor auf demselben

Niveau wie nach der Transfektion mit If (siehe Abb. 25).
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Abbildung 25 Streudiagramm: Streuung der gemessenen Firefly RLU in Neuro2A Zellen nach
Stimulation mit Reelin
Stimulationszeit (Reelin): 0= ohne Reelin, 1=1,5h, 2=3h, 3=24h
RLU=Relative Luminscence Units; y-Achse logarithmisch skaliert

4.3.2.2 Einfluss von Reelin auf die Aromatase Transkription in
Neuro2A Zellen

Die Absolutwerte der Lumineszenz zwischen den einzelnen Versuchen schwankten
relativ stark (Abb. 25), was durch unterschiedliche Zellvitalititen oder
unterschiedliche Chargen der verwendeten Chemikalien und Substrate zu erklaren
ist. Um jedoch alle Versuche vergleichen zu kénnen, war es sinnvoll, die relative
Auswirkung von Reelin nach den unterschiedlichen Stimulationszeiten (1,5 h, 3 h,
24 h) ins Verhéltnis zum Kontrollwert zu setzen. So kann in Abbildung 26 die

Auswirkung von Reelin nach unterschiedlichen Stimulationszeiten in Prozent zum
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Kontrollwert abgelesen werden. Es sind die Mittelwerte tber alle durchgefiihrten

Versuche dargestellt, jeweils fur pGL3 basic, If, Pll und If TATA. Es zeigt sich bei

keinem der vier Vektoren ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den

Mittelwerten der Stimulationszeiten.
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Abbildung 26 Neuro2A Zellen transfiziert mit Firefly Luciferase Vektoren (pGL3 basic,

Promotor If, Promotor Pll, Promotor If TATA), stimuliert mit Reelin

Relative Luciferase Aktivitat in % des Control-Wertes, Control= unstimulierte Zellen
75x10* Zellen in einem 6 Well Format transfiziert mit 3,2 ug DNA, umplattiert nach 3
Tagen in Kultur in 96 Well Luminometer-Platte zu 7,5 x10* Zellen in 100 pl DMEM-F12
(+5%FBS, Penicillin/Streptomycin), stimuliert mit 3,75 pl 20-fach konzentriertem
Reelin  (konditionierter ~Uberstand von Reelin-transformierten HEK-Zellen),
Verwendung des OneGlo® Systems (Promega), Lichtemission tber 10s gemessen,
statistische Analyse mit ANOVA, n=Anzahl durchgefiihrter Versuche

Es konnte in den Neuro2A Zellen mittels Luciferase Assay zu den gemessenen

Stimulationszeitdauern keine signifikante Regulation der Luciferase Aktivitat und

damit der Aromatase Transkription durch Reelin gezeigt werden. Die Werte lagen in
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allen gemessenen Zeitunkten bei allen verwendeten Vektoren auf dem Niveau des

Kontrollwertes.

4.3.2.3 Renilla Luciferase als interner Standard in Neuro2A Zellen

Um zuverlassigere Werte zu erhalten und die Standardabweichungen innerhalb der
Messungen moglichst klein zu halten, konnen die Zellen zur internen Kontrolle
gleichzeitig mit einem Vektor transfiziert werden, der die Sequenz fir Renilla
Luciferase enthdlt. Durch Bildung des Verhéltnisses zu Firefly Luciferase kdnnen nun
Streuungen durch Zelltod oder verminderte Transfektionsraten gering gehalten
werden. Diese Normierung ist insbesondere fir sehr empfindliche Zellen, wie priméare
Zellkulturen, sinnvoll. Aufgrund geringer Verfigbarkeit von primaren Zellen wurde
das System zunachst in Neuro2A Zellen etabliert. Abbildung 27 zeigt eine Reihe von
verschiedenen Verhaltnissen zwischen Firefly und Renilla Luciferase, mit denen

Neuro2A Zellen transfiziert wurden und die jeweils resultierende Lumineszenz.
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Abbildung 27 Neuro2A Zellen Verhdltnisoptimierung Firefly /Renilla Luciferase
75x10" Zellen in einem 6 Well Format transfiziert mit 3,2 pg DNA (verschiedene
Verhaltnisse von Renilla: Firefly Luciferase), umplattiert nach 3 Tagen in Kultur in 96
Well Luminometer-Platte zu 7,5 x10* Zellen in 75 pl DMEM-F12 (+5%FBS,
Penicillin/Streptomycin), Verwendung des Dual Glo® Systems (Promega),
Lichtemission Uber 10s gemessen
RLU= Relative Luminescence Units
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Die hochste Lumineszenz ergab sich bei einem Verhéltnis von Firefly zu Renilla von
90:10. Durch die ohnehin hohe Transfektionseffizienz in den Neuro2A Zellen und die
Unempfindlichkeit dieser Zelllinie war kein grof3er Effekt durch den Einsatz von
Renilla zu erwarten, was Abbildung 28 fur das Beispiel von mit Pl transfizierten
Zellen zeigt. Es wurde zunachst die Ratio Firefly/Renilla gebildet und dann wieder auf
den Kontrollwert normiert. Es zeigt sich bei diesen Verhéaltnissen kein Unterschied
zwischen dem ausschlie3lichen Einsatz von Firefly Luciferase oder dem Einsatz von

Firefly und Renilla Luciferase.
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Abbildung 28 Neuro2A Zellen Vergleich Firefly und Firefly/Renilla (90:10) in PII
Relative Luciferase Aktivitat in % des Control-Wertes, Control= unstimulierte Zellen
75x10* Zellen in einem 6 Well Format transfiziert mit 3,2 Hg DNA, umplattiert nach 3
Tagen in Kultur in 96 Well Luminometer-Platte zu 7,5 x10" Zellen in 75 ul DMEM-F12
(+5% FBS, Penicillin/Streptomycin), Verwendung des Dual Glo® Systems (Promega),
Lichtemission Uber 10s gemessen, n=1 (beispielhafte Darstellung eines Versuches),
Standardabweichungen entstehen durch Triplet-Messung
RLU= Relative Luminescence Units, n=Anzahl durchgefiihrter Versuche

4.3.2.4 Promotorstudien in Zellen des Rattenhippocampus

Ein moglicher Effekt von Reelin auf die Aromatase Transkription sollte zuséatzlich in
primaren Zellen Uberprift werden. Es wurden Hippocampuszellen von Ratten
(Wistar) vom Embryonaltag 18 (E18) verwendet, wobei in den Kulturen sowohl

weibliche als auch mannliche Zellen enthalten waren.
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Etablieren der Vektoren in hippocampalen Zellen

Auch fur die Versuche mit den hippocampalen Zellen wurde ein Streudiagramm
erstellt, welches die Hohe der RLU fur die einzelnen Vektoren veranschaulicht sowie
einen Vergleich zwischen den Vektoren ermdglicht (Abb. 29). Wahrend in den
Neuro2A Zellen das Verhéltnis der Lumineszenz zwischen If und Pl bei etwa 1:100
lag, ist die relative Lumineszenz zwischen beiden Vektoren in den hippocampalen
Zellen auf vergleichbar hohem Niveau. Wichtig anzumerken ist weiterhin, dass der
Einsatz des Vektors If in den hippocampalen Zellen im Gegensatz zu den Neuro2A
Zellen immer Werte deutlich oberhalb des pGL3 basic Vektors ergab. Unter If TATA
konnte nur eine sehr geringe Lumineszenz deutlich unterhalb von pGL3 basic erzielt
werden.

Insgesamt wurde in den hippocampalen Zellen absolut eine niedrigere Lumineszenz
erzielt, was mit der schlechteren Transfektionseffizienz primarer Zellen einhergeht.
Aufgrund von geringerer Verfligbarkeit von primaren Zellen wurden zunachst nur

Stimulationszeiten mit Reelin von 1,5 und 3 Stunden gemessen.
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Abbildung 29 Streudiagramm: Streuung der gemessenen Firefly RLU in priméaren
hippocampalen Zellen nach Stimulation mit Reelin
Stimulationszeit (Reelin): 0= ohne Reelin, 1=1,5h, 2=3h
RLU=Relative Luminscence Units; y-Achse logarithmisch skaliert

4.3.2.5 Einfluss von Reelin auf die Aromatase Transkription in
hippocampalen Zellen

In Abbildung 30 ist die Auswirkung von Reelin auf die Luciferase Aktivitat in
hippocampalen Zellen dargestellt. Um mehrere Messreihen vergleichen zu kénnen,
wurde ebenso wie in den Neuro2A Zellen auf den Kontrollwert (=ohne Stimulation)
standardisiert. Es kann nun in Prozent die relative Auswirkung von Reelin abgelesen
werden. Signifikante Unterschiede bestehen bei pGL3 basic zwischen Control und
1,5 Stunden Reelin Stimulation. Weiterhin ist bei Pl die Luciferase Aktivitat nach 3

Stunden signifikant hoher als der Kontrollwert, bei If TATA ist die Luciferase Aktivitat
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nach 1,5 Stunden signifikant héher als der Kontrollwert. Bei If zeigen sich keine

signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 30 Hippocampale Zellen transfiziert mit Firefly Luciferase Vektoren (pGL3 basic,
Promotor If, Promotor Pll, Promotor If TATA), stimuliert mit Reelin
Hippocampale Zellen, Ratte Wistar & und @ , E18, 7 Tage in Kultur, 24 Well Format,
12x10* Zellen je Well in 1 ml Neurobasal A Medium, stimuliert mit 20fach
konzentriertem Reelin aus transformierten HEK-Zellen, nach Lysieren mit DualGlo®
System Uberfiihrung in 96 Well Luminometer Platten, Lichtemission (iber 10s
gemessen, standardisiert auf pGL3 und Control
RLU=Relative Luminescence Units, Control= unstimulierte Zellen,
statistische Analyse mit ANOVA, Stern=signifikanter Unterschied bei p<0,05

4.3.2.6 Renilla Luciferase als interner Standard in hippocampalen
Zellen

Aufgrund der im Vergleich zu den Neuro2A Zellen schlechteren
Transfektionseffizienz der priméren hippocampalen Zellen und einer hdheren

Empfindlichkeit wurde zusatzlich Renilla Luciferase als interner Standard eingesetzt,
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was zuvor in den Neuro2A Zellen etabliert wurde. Abbildung 31 zeigt eine
Verhaltnisoptimierung zwischen eingesetztem Firefly und Renilla Luciferase Vektor in
den hippocampalen Zellen. Durch geringere Verfligbarkeit von priméaren Zellen wurde
hier auf ein gréfReres Optimierungsprotokoll verzichtet und lediglich die Verhaltnisse
50:50, 90:10 und nur die Renilla Aktivitat Uberprift. Dabei ergab das Verhéaltnis 90:10
zwischen Firefly und Renilla Luciferase die hdchste Luciferase Aktivitat. Dieses

Verhéltnis wurde fur die Transfektion in Folgeversuchen eingesetzt.

2,5 -

1,5 -

0’5 _J .
0 .

nur Renilla 50/50 90/10

RLU Firefly / Renilla

Abbildung 31 Verhéltnisoptimierung Firefly : Renilla Luciferase in Priméren Hippocampalen
Zellen
Hippocampale Zellen, Ratte Wistar® und @, E18, 7 Tage in Kultur, 48 Well Format,
6x10* Zellen je Well in 0,5 ml Neurobasal A Medium , nach Lysieren mit Dual Glo®
System Uberfiihrung in 96 Well Luminometer Platten, Lichtemission tiber 10s
gemessen
RLU=Relative Luminescence Units

In Abbildung 32 sind fur zwei Versuchsdurchfihrungen die normierten Firefly/Renilla
Werte dargestellt, wieder bezogen auf den Kontrollwert. Hier konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen gezeigt werden, allerdings sei

dabei auch auf die geringe Anzahl von Versuchen von n=2 hingewiesen.
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32 Hippocampale Zellen transfiziert mit Firefly Luciferase Vektoren (pGL3 basic,
Promotor If, Promotor PII, Promotor If TATA) und Renilla Luciferase (90:10),
stimuliert mit Reelin
Hippocampale Zellen, Ratte Wistar & und @ , E18, 7 Tage in Kultur, 24 Well Format,
12x10* Zellen je Well in 1 ml Neurobasal A Medium, stimuliert mit 20fach
konzentriertem Reelin aus transformierten HEK-Zellen, nach Lysieren mit DualGlo®
System Uberfiihrung in 96 Well Luminometer Platten, Lichtemission (iber 10s
gemessen, standardisiert auf pGL3 und Control
RLU=Relative Luminescence Units, Control=unstimulierte Zellen,
statistische Analyse mit ANOVA, n=Anzahl durchgefihrter Versuche
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4.4  ldentifizierung der Reelin-produzierenden Zellen

4.4.1 In Situ Hybridisierung

Wie in Abschnitt 4.1. beschrieben, liel3 sich durch semiquantitative PCR Analyse ein
deutlicher Anstieg von Reelin RNA im Nebenhoden einer 12 Wochen alten Ratte
nachweisen. Um das regionale Verteilungsmuster der Reelin mRNA im Nebenhoden
zu untersuchen, wurde Nebenhodengewebe von 12 Wochen alten Ratten mit Hilfe
der Methode der In Situ Hybridisierung analysiert. Als Sonde wurde eine mit
Digoxigenin markierte RNA-Sonde angefertigt, die gegen die mRNA von Reelin
gerichtet war. Die Visualisierung erfolgte sowohl chromogen mit NBT und BCIP
(siehe Abschnitt 3.4) als auch fluoreszierend. Als Positivkontrolle diente das Gewebe
vom Gehirn neugeborener Ratten (P0), in deren Cortices aufgrund der noch
vorhandenen Cajal-Retzius-Zellen Reelin nachzuweisen war (D'Arcangelo et al.
1995; Derer & Derer 1990). Es wurde durchgehend mit Antisense- und Sense-
Sonden gearbeitet, um echte Signale von eventuell auftretender Hintergrundfarbung

unterscheiden zu kdnnen.
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Dot Blot

Mit Hilfe eines Dot Blots (siehe Abschnitt 3.4.2) wurde die Markierungseffizienz der
jeweiligen Sense- und Antisense-Sonde ermittelt. Anhand der chromogenen
Intensitat der Proben auf dem Filterpapier konnte die Sondenmarkierung abgeschatzt
und insbesondere das Verhéaltnis von Sense zu Antisense bestimmt werden. Dabei
ergab sich, dass die Sense Probe deutlich besser markiert war als die Antisense
Probe (etwa im Verhéltnis 10:1, siehe Abb. 33). Da die Sense Proben im
behandelten Gewebe trotz erheblich besserer Markierung kein Signal ergaben,
stellen sie in jedem Fall eine glltige Kontrolle dar.

[&] = Q Kontrollreihe
unverdinnt  1:10 1:100 1:1000 1:10 000
. ] ® Sense
Q ® A Antisense
unverdinnt 1:10 1:100

Abbildung 33 Dot Blot mit Sense- (T3) und Antisense- (T7) Sonde

44.1.1 Reelinim Gehirn

In den Gewebeschnitten aus den Gehirnen der PO Ratten lie3en sich deutlich Zellen
Uber den gesamten Cortex anfarben. In diesen Bereichen hatte die
Antikdrperbindung an Reelin mRNA stattgefunden. Die Visualisierung von Reelin
MRNA erfolgte nur in den mit T7 behandelten Schnitten und blieb in den mit T3
behandelten Schnitten aus, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die

verwendeten Sonden ein gutes Signal ermdglichen (siehe Abb. 34). Das Signal in
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dem PO Gehirn war bereits in einer 10-fachen Vergrof3erung deutlich unter dem
Mikroskop zu erkennen.

T7 A e o T3

[AF)

E A
~ n ook S * e k]
] =N - s

Abbildung 34: Reelin mRNA lasst sich durch In situ Hybridisierung im Rattengehirn darstellen,
Funktionsfahigkeit der verwendeten Sonden,
Standardprotokoll (siehe Abschnitt 3.4.3)
Die Aufnahmen zeigen 20 um dicke Gewebeschnitte aus einem PO Rattengehirn,
mannlich, Visualisierung mit NBT und BCIP. Die T7 Probe (Antisense-Sonde) weist
eine deutliche Anfarbung von Reelin mRNA in Zellen des Cortex auf (Pfeile) wéhrend
die T3 Probe (Sense-Sonde) keine spezifischen Anfarbungen zeigt. Balken=500 pum

4.4.1.2 Optimierung des Signals in der In Situ Hybridisierung

Im gonadalen Gewebe konnte mit Hilfe des Standardprotokolls jedoch kein Signal
erhalten werden. Um ein optimales Signal zu Hintergrund Verhaltnis bei
groRtmoglicher Sensitivitat zu erzielen, wurde der Versuchsaufbau mit verschiedenen
Parametern optimiert, welche hier anhand von Bildern (Abb. 35) aus dem Gehirn
exemplarisch dargestellt werden sollen. Die Optimierung erfolgte parallel ebenso in
den Praparaten des Nebenhodens. Zunachst wurde mit der Serinprotease
Proteinase K gearbeitet, um ungewollte RNA-Nukleasen zu eliminieren (Lizardi &
Engelberg 1979).

In den ersten Durchlaufen wurde zunachst die optimale Inkubationszeit der
Gewebeschnitte mit Proteinase K ermittelt. Dafiir wurden Inkubationszeiten von 0O

min (=ohne Proteinase K), 3,5 min, 7 min, 15 min, 30 min und 60 min gewahlt.

Bis zur 15 mindtigen Inkubationszeit lie3 sich das Signal verstarkt darstellen, eine
Inkubationszeit dartber hinaus ergab keine weitere Verstarkung des Signals, sodass
in Folgeversuchen stets ein 15 mindtiger Proteinase K Verdau durchgefuhrt wurde
(siehe Abb. 35).



Ergebnisse 77

Abbildung 35 In Situ Hybridisierung, Optimale Inkubationszeit mit Proteinase K
20 pum dicke Gewebeschnitte aus einem PO Rattengehirn, mannlich, Visualisierung mit
NBT und BCIP, alle Schnitte mit T7 (Antisense) behandelt. Es wurden verschiedene
Inkubationszeiten mit Proteinase K Uberprift. Nach 15 Minuten Inkubationszeit
erscheint das Signal im Cortex am deutlichsten. Balken= 500um

Um die Aktivitat der Proteinase K zu optimieren, wurde der Arbeitsldsung im weiteren
Verlauf 0,5 % SDS hinzugefiigt (Hilz et al. 1975). Abbildung 36 zeigt das Ergebnis
der hierdurch erzielten Verbesserung.

Im Folgenden wurde dann wie in Abschnitt 3.4.3 beschrieben mit der
Verstarkersubstanz TSA gearbeitet, um eventuell schwache Signale verstarkt
sichtbar machen zu kénnen (van Gijlswijk et al. 1996). In den PO Gehirnen liel3 sich
das bisherige Signal im Cortex verstarkt darstellen, wobei allerdings zusatzlich auch
eine starkere Hintergrundfarbung zu beschreiben ist (Abb. 36).

Zusatzlich wurde bei einigen Schnitten die Fluoreszenz-Farbstoff Markierung des
eingesetzten Tyramids genutzt, um das Signal unter dem Fluoreszenzmikroskop
darstellen zu kénnen.

An dieser Stelle kann festgehalten werden, dass die Visualisierung des Reelin
Signals im Gehirn in samtlichen Schritten gelang und durch die eingesetzten
Optimierungsparameter zusatzlich verbessert werden konnte.
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T715min ProtK.+SDS T3 15min Prot.K. + SDS

o

Abbildung 36 In Situ Hybridisierung: Optimierung mit SDS, TSA und Fluoreszenz-Farbstoff
18 um dicke Gewebeschnitte aus einem PO Rattengehirn, mannlich, jeweils T7 und T3
Proben im Vergleich, Balken jeweils= 500um
A Inkubation zusatzlich mit SDS, Visualisierung mit NBT und BCIP
B Inkubation zusatzlich mit TSA, Visualisierung mit NBT und BCIP
C Visualisierung mittels Fluoreszenz-Markierung des verwendeten Tyramids
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4.4.1.3 Reelin im Nebenhoden

Der Nachweis und die Visualisierung von Reelin mRNA durch In Situ Hybridisierung
stellte sich im Nebenhoden sehr viel schwieriger dar als im Gehirn, da die Signale
insgesamt schwacher ausfielen und in feineren Gewebestrukturen auszumachen
waren. Es wurden dieselben Optimierungen, die an den PO Gehirnschnitten
erfolgten, parallel auch im Nebenhoden vorgenommen. Diese werden an dieser
Stelle jedoch nicht separat dargestellt, da die verbesserte Darstellung des Signals

durch die eingesetzten Parameter im Gehirn eindeutiger zu erkennen war.

Abbildung 37 zeigt Beispiele von Gewebeschnitten, an denen Signale im
Nebenhoden zu erkennen sind. Sofern in den Versuchen ein Signal im Nebenhoden
zu erkennen war, stellte sich dieses im basalen Anteil des Epithels als dunkel
gefarbtes Areal dar. In einer Versuchsreihe konnte ein Signal in den Spermien
innerhalb des Ductus gezeigt werden. Die jeweiligen T3 Kontrollen zeigten in den

vorliegenden Beispielen kein oder nur ein schwaches Signal.

In einer fluoreszierenden Aufnahme (Abb. 38) konnte ebenfalls ein Signal in der T7
Probe gezeigt werden. Das Signal zeigt sich in Form von fluoreszierenden Punkten,

verteilt Gber das gesamte Epithel.

Insgesamt muss jedoch an dieser Stelle festgehalten werden, dass die Darstellung
eines Signals im Nebenhoden nicht zu jedem Zeitpunkt in dieser Eindeutigkeit
reproduzierbar war, wie in diesen Beispielen gezeigt. Wiederholt gab es Schnitte,

bei denen weder in T7 noch in T3 ein eindeutiges Signal zu erkennen war.

Interessant war weiterhin, dass es haufig innerhalb eines Praparates positive und
negative Areale gegeben hat, das heil3t, es lagen mehrere Anschnitte des Ductus
epididymis vor, in denen eine Farbung im Epithel oder in den Spermatozoen
stattgefunden hat neben einer Gruppe von Anschnitten, in denen Uberhaupt keine
Farbung stattgefunden hat. Dabei war es nicht der Fall, dass es einen flieRenden
Ubergang von gefarbten tber weniger gefarbte zu ungefarbten Anschnitten gab.
Vielmehr gab es stets eine scharfe Begrenzung und einen abrupten Wechsel
zwischen gefarbten und ungeféarbten Arealen. Zudem gab es wiederholt Bereiche, in
denen entweder nur im Epithel oder nur in den Spermatozoen ein Signal

auszumachen war.
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Abbildung 39 zeigt ein typisches Beispiel dieser Beobachtung. Auf der rechten
Bildhéalfte sind Ductusanschnitte zu erkennen, in denen deutlich eine violette Farbung
im Nebenhodenepithel stattgefunden hat, in der linken Bildhalfte ist bis auf eine helle,
gleichmallige Hintergrundfarbung keine spezifische Farbung bestimmter Strukturen
zu erkennen. Die Begrenzung zwischen diesen Arealen ist scharf und zusatzlich
durch eine gestrichelte Linie kenntlich gemacht. Dieser Sachverhalt wird sich an

spaterer Stelle in der radioaktiven ISH wiederholen.
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Abbildung 37 In Situ Hybridisierung Reelin im Nebenhoden,
Anschnitte des Ductus Epididymis
25 um dicke Gewebeschnitte, Nebenhoden einer 12 Wochen alten Ratte, jeweils T7
und T3 im Vergleich
A Gewebeschnitte inkubiert mit Proteinase K 15 Minuten, Visualisierung mit NBT und
BCIP, Balken=200 pm
B AusschnittvergroBerung von A, Pfeile deuten auf die basalen angefarbten Areale
des Ductus Epididymis
C Gewebeschnitte inkubiert mit Proteinase K 15 Minuten+SDS+TSA, Visualisierung
mit NBT und BCIP, innerhalb der Ductuli sind Signale im Bereich der Spermatozoen
zu erkennen (weil3e Pfeile)
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Abbildung 38

In Situ  Hybridisierung Reelin  im
Nebenhoden, Anschnitte des Ductus
Epididymis, Fluoreszierend

18 pm dicke Gewebeschnitte, Nebenhoden
einer 12 Wochen alten Ratte, méannlich, T7
und T3 im Vergleich

A Gewebeschnitte inkubiert mit Proteinase K
15 min + SDS + TSA, Visualisierung mittels
Fluoreszenz-Markierung, Balken=50 pum

B AusschnittvergréRerung von A

Abbildung 39
In Situ Hybridisierung im
Nebenhoden, Anschnitte

des Ductus Epididymis,
inhomogenes Signal

25 um dicke Gewebeschnitte,
Nebenhoden einer 12 Wochen
alten Ratte, mannlich.

In  der rechten Bildhalfte
erkennt man deutlich
angefarbte Areale im basalen
Bereich des Epithels, wahrend
in der linken Bildhéalfte nur
eine schwache Hintergrund-
farbung zu erkennen st
(Bereiche durch Markierung
getrennt), Balken = 200 um
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4.4.2 Radioaktive In Situ Hybridisierung

Parallel zu den Optimierungsversuchen der nicht-radioaktiven In Situ Hybridisierung
wurde auch die hochsensitive radioaktive In Situ Hybridisierung durchgefiuhrt. Die
Visualisierung erfolgte jeweils parallel mit einer Dunkelfeld- und einer
Hellfeldaufnahme der Préparate. Unter Durchfiihrung dieses Protokolls konnte nun
zweifelsfrei Reelin im Nebenhoden visualisiert werden. Das Signal bildet in diesem
Fall eine Ansammlung von Punkten, die in der Dunkelfeldaufnahme hell und in der
Hellfeldaufnahme schwarz erscheinen.

Zur Veranschaulichung sind in den unten stehenden Abbildungen jeweils die
zusammengehorigen Dunkelfeld- und Hellfeldaufnahmen gegenubergestellt.
Zusatzlich zum Nebenhoden wurde die Reelin mRNA im Uterus und im Ovar von 12
Wochen alten weiblichen Ratten lokalisiert.

4.4.2.1 Reelin im Nebenhoden

Tendenziell fanden sich die Signale eher am apikalen Pol des Epithels und im Lumen
des Ductus epididymis und weiterhin erneut sehr eindricklich in den Spermatozoen.
Die T3 Kontrolle wies keinerlei Signal auf. Abbildung 40 veranschaulicht diese
Befunde. Ahnlich wie in der In Situ Hybridisierung unter Abschnitt 4.4.1.3
beschrieben, lieRen sich auch in der radioaktiven In Situ Hybridisierung Bereiche
darstellen, in denen signalreiche Ductusabschnitte scharf begrenzt neben
Abschnitten ohne Signal zu finden waren (siehe Abb. 41). In der Dunkelfeldaufnahme
ist dieser Unterschied deutlicher zu erkennen als in der Hellfeldaufnahme. Weiterhin
lassen Abbildung 40 und 41 erkennen, dass es, ahnlich wie in der chromogenen In
Situ Hybridisierung wiederum Bereiche gab, in denen nur eine Anfarbung im Bereich
des Epithels beziehungsweise nur eine Anfarbung in den Spermatozoen

stattgefunden hat.
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Abbildung 40 Radioaktive In Situ Hybridisierung gegen Reelin im Nebenhoden. Nebenhoden einer 12
Wochen alten Ratte, jeweils eine Dunkelfeldaufnahme (=DF) und eine Hellfeldaufnahme (=HF) im Vergleich. A)
Antisense-Sonde, Die Pfeile deuten auf die schwarzen Punkte, hauptséachlich im Bereich des apikalen Bereich
des Epithels der Ductuli hin, die in diesem Fall das Signal darstellen. B) Antisense-Sonde, In dieser Probe weisen
die Spermatozoen innerhalb des Lumens ein positives Signal auf (Pfeile). C) Antisense-Sonde, Positives Signal
in den Spermatozoen. D) Sense-Sonde, Kontrolle. Balken=200um
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Abbildung 41 Radioaktive In Situ Hybridisierung gegen Reelin im Nebenhoden, inhomogenes
Signal
Nebenhoden einer 12 Wochen alten Ratte, jeweils eine Dunkelfeldaufnahme(=DF)
und eine Hellfeldaufnahme (=HF) im Vergleich
A Der rechte Bildbereich zeigt deutlich ein Signal, wohingegen links kein Signal
erkennbar ist (Bereiche durch Markierung getrennt) Balken=200um
B Ausschnittvergréf3erung von A

4.4.2.2 Reelinim Ovar

Innerhalb des Ovars einer 12 Wochen alten Ratte konnte Reelin mRNA mittels
radioaktiver In Situ Hybridisierung in den Granulosazellen von Sekundarfollikeln
dargestellt werden (siehe Abb. 42). Weiterhin wurde Reelin mRNA in interstitiellen
Zellen nachgewiesen. Das Signal stellt sich auch hier als Ansammlung von hellen
Punkten in der Dunkelfeldaufnahme und schwarzen Punkten in der Hellfeldaufnahme
dar. Sowohl in der Dunkelfeld- als auch in der Hellfeldaufnahme ist das Signal sehr

deutlich zu erkennen.
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Abbildung 42

Radioaktive In Situ Hybridisierung gegen Reelin im Ovar

Ovar einer 12 Wochen alten Ratte, jeweils eine Dunkelfeldaufnahme(=DF) und eine
Hellfeldaufnahme (=HF) im Vergleich. Dargestellt sind Sekundéarfollikel, in deren
Granulosazellschicht deutlich Reelin Signal zu erkennen ist (Pfeile). Signalreiche
Bereiche lieRen sich auch im Interstitium nachweisen (Sterne), Balken=100pm
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4.4.2.3 Reelin im Uterus

Auch im Uterus einer 12 Wochen alten Ratte konnte Reelin mRNA dargestellt
werden (siehe Abb. 43). Das Endometrium des vorliegenden Uteruspréaparates
befand sich in der Proliferationsphase. Das Reelin-Signal ist im Bereich des
Oberflachenepithels zu erkennen und ist hier deutlicher in der Dunkelfeldaufnahme

Zu sehen.

Abbildung 43 Radioaktive In Situ Hybridisierung gegen Reelin im Uterus
Uterus einer 12 Wochen alten Ratte, Dunkelfeldaufnahme(=DF) und Hellfeldaufnahme
(=HF) im Vergleich. Dargestellt ist das Endometrium des Uterus in der
Proliferationsphase, die Pfeile zeigen auf Reelin-Signal innerhalb des
Oberflachenepithels. Balken=200um
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5 Diskussion

Eine Regulation von Reelin durch E2 wurde bereits nachgewiesen (Bender et al.
2010; Biamonte et al. 2009). Vor diesem Hintergrund sollte geklart werden, ob Reelin
seinerseits regulatorischen Einfluss auf die Freisetzung von Estradiol hat. In dieser
Arbeit wurden zur Untersuchung der Frage zwei Ansatze parallel durchgefuhrt:
Mittels Radioimmunassay sollte herausgefunden werden, ob die Zugabe von Reelin
die Estradiolsynthese ins Zellmedium moduliert und gleichzeitig wurde Uberpruft, ob

Reelin die Transkriptionsrate von Aromatase beeinflusst.

5.1 Beeinflussung der Aromatase Aktivitat durch Reelin

In den Zelllinien KGN (humane Granulosazelllinie) und Neuro2A (murine
Neuroblastomazelllinie) zeigte sich in den Radioimmunsassays keine Veranderung
der E2 Konzentration im Medium nach Zugabe von Reelin. In den hippocampalen
Zellen zeichnete sich dagegen ein uneinheitliches Bild ab. In einer ersten
Versuchsreihe liel3 sich ein deutlicher Anstieg der E2 Mengen nach 24 stindiger
Reelin Stimulation verzeichnen, wohingegen in einer zweiten Versuchsreihe kein
Effekt durch Reelin zu detektieren war. Aufgrund der héheren Anzahl an Versuchen
der zweiten Versuchsreihe von n=5 vs. n=2 in der ersten Versuchsreihe, muss eher
zu dem Ergebnis tendiert werden, dass Reelin keinen Effekt hat. Ursache flr diese
Unterschiede konnten unterschiedliche Zellvitalitaten, die Verwendung von
verschiedenen Chargen an Reelin-Konzentraten oder unterschiedliche Verhaltnisse
von weiblichen zu mannlichen hippocampalen Zellen sein. Im Laufe dieser Arbeit
konnten in dem eingeschrankten Zeitrahmen nicht all diese Parameter Uberprift
werden, zumal sich mitunter groRe zeitliche Abstadnde zwischen Versand der Proben
und Erhalt der Ergebnisse des Radioimmunassays ergaben. Allerdings fuhrte das
uneinheitliche Ergebnis dazu, dass in einer nachsten Versuchsreihe weibliche und
mannliche hippocampale Zellen getrennt betrachtet wurden. Dabei zeigte sich
tatsachlich ein geschlechtsspezifischer Unterschied: bei einer Fallzahl von n=4 zeigte
sich in den weiblichen Zellen keine Regulation der E2 Menge durch die Zugabe von
Reelin, wahrend die ménnlichen Zellen gegeniiber dem Kontrollwert GFP signifikant

niedrigere E2 Mengen sezernierten. In diesem Zusammenhang ist nochmals auf die
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Arbeit von Biamonte und Mitarbeitern (2009) hinzuweisen. Diese Arbeitsgruppe
zeigte, dass die Zugabe von E2 zu einer Hochregulation von Reelin mRNA und
Protein im Cerebellum von heterozygoten Reeler Mausen fihrte. Eine signifikante
Hochregulation war hier nur bei den mannlichen Tieren zu erkennen. Zwar sind die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nur eingeschrankt mit denen der Arbeitsgruppe
von Biamonte vergleichbar, da hier hippocampale Zellen von Wildtyp Ratten
verwendet wurden, jedoch kdnnte dies einen ersten Hinweis auf eine gegenseitige
Regulation von Reelin und E2 geben, zumindest in Bezug auf mannliche Tiere.
Zusammenfassend lasst sich folgende These formulieren: In mannlichen Tieren
reguliert Estradiol Reelin Protein herauf (Biamonte et al. 2009) und Reelin reguliert
Estradiol herunter (siehe Ergebnisse des Radioimmunassays in der vorliegenden
Arbeit).

5.2  Einfluss von Reelin auf die Aromatase Transkription

Die Aromatase wird in unterschiedlichen Geweben und Organen exprimiert, wie
Gonaden, Gehirn, Fettgewebe, Placenta oder malignen Tumoren. Die
gewebespezifische Expression wird durch gewebespezifische Promotoren
ermoglicht, beispielsweise Promotor I, der die Aromatase Expression hauptsachlich
im Ovar antreibt oder Promotor If, der fir die Aromatase Expression im Gehirn
verantwortlich ist (Adams et al. 2001; Honda et al. 1994b). Die Aktivierung der
gewebespezifischen  Promotoren  fihrt zum  alternativen  Splicing der
5’untranslatierten Exons (vgl. Abb. 5) was zu alternativen Aromatase Transkripten
mit spezifischen 5 Enden fihrt (Simpson 1993). Da die 5 Enden nicht translatiert
werden, sind die resultierende codierende Aromatase Sequenz und die
Proteinsequez identisch, unabhangig davon, welcher Promotor verwendet wurde
(Simpson 1993; Boon et al. 2010). Die Gewebespezifitat der Promotoren basiert auf
dem Vorliegen unterschiedlicher Bindungsmotive bzw. der An- oder Abwesenheit von
gewebsspezifischen Transkriptionsfaktoren. So bindet der gonadale Promotor
(Promotor II) die Transkriptionsfaktoren cyclic AMP response element binding protein
(CREB) und steroidogenic factor-1 (SF-1), wodurch die Aromatase Expression im
Ovar durch zyklisches Adenosin Monophosphat (cAMP) und Gondadotropine
reguliert werden kann (Michael et al. 1995; Fitzpatrick & Richards 1994). Im Gehirn

kommt die Aromatase in unterschiedlichen Regionen wie Amygdala, Nucleus
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preopticus, Nucleus paraventricularis oder Hippocampus vor. Interessanterweise
wurden auch unterschiedliche Aromatase Transkripte in verschiedenen Hirnregionen
gefunden. Sowohl Gehirn-spezifische Transkripte des Promotor If, aber auch
Transkripte der Promotoren Il und 1.4 wurden im Gehirn nachgewiesen (Simpson
2004; Sasano et al. 1998), sodass wahrscheinlich je nach Hirnregion verschiedene
Regulationsmechanismen stattfinden. Abdelgadir und Mitarbeiter (1994) zeigten,
dass die Aromatase Expression im Gehirn durch Androgene erhdht wird und durch
CAMP entweder verringert oder gar nicht beeinflusst wird. Auch durch weitere
Substanzen wie al-adrenerge Agonisten, Substanz P, Neurotensin, Cholezystokinin
oder cGMP liel3 sich eine Erhohung der Aromatase Expression im Gehirn zeigen
(Abe-Dohmae et al. 1997). In neuronalen hypothalamischen Zelllinien wurde kurzlich
gezeigt, dass der Promotor If durch Estrogenrezeptor a und durch Progesteron
reguliert wird (Yilmaz et al. 2009; Yilmaz et al. 2011). Fur maligne Brustkrebszellen
ist weiterhin bekannt, dass die Aromatase Transkription durch Prostaglandin E2 und
in Gegenwart von Glucocorticoiden auch durch verschiedene Zytokine, wie IL-6, IL-
11, TNF-a und IL-1 reguliert wird (Bulun et al. 2009; Zhao et al. 1996; Shozu et al.
2001).

Zusammengefasst fiihrten diese Ergebnisse zu der Frage, ob Reelin, ahnlich wie
oben aufgezahlte Substanzen, Uber bestimmte Signalwege zu einer Beeinflussung
der Aromatase Transkription fuhrt. Reelin ist in eine Reihe von Signalwegen
involviert, die alle Gegenstand derzeitiger Forschung und noch nicht komplett
verstanden sind. Das Binden von Reelin an seine extrazellularen Rezeptoren
ApoER2 und VLDLR fluhrt zur Phosphorylierung von Dab-1 durch Kinasen der Src-
Familie. Dadurch werden verschiedene Signalkaskaden aktiviert. Zu nennen sind
beispielswiese die Phosphorylierung von n-Cofilin, der Notch-Signalweg, die
Aktivierung von Cdc42 oder die Regulation von Rho GTPasen durch Reelin (Chai et
al. 2009; Hashimoto-Torii et al. 2008; Sibbe et al. 2009; Leemhuis & Bock 2011).
Ware Reelin tatsachlich in die Regulation der Aromatase auf transkriptioneller Ebene
eingebunden, ware diese Regulation ebenfalls Uber intrazellulare Signalkaskaden
denkbar. Interessant ware in diesem Zusammenhang die Identifizierung der
Transkriptionsfaktoren, die durch Reelin aktiviert werden und an der Promotorregion
von Target-Genen, wie vielleicht der Aromatase, binden. Derzeit ist hierzu jedoch

noch nichts bekannt.
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Daruber, ob Reelin Einfluss auf die Genexpression anderer Gene als der Aromatase
hat, gibt es bisher kaum Veroffentlichungen. Kirzlich konnten jedoch Tian et al.
(2012) einen Zusammenhang zwischen Reelin und dem Transkriptionsfaktor FoxG1
zeigen. FoxG1l ist ebenso wie Reelin in die Entwicklung und Formierung des
Hippocampus involviert und wird darliiber hinaus auch in Cajal-Retzius Zellen
exprimiert. Tian und Mitarbeiter stellten erstmals die Hypothese auf, dass Reelin
durch den Transkriptionsfaktor FoxGl agiert und damit auf die postnatale
Entwicklung des Gyrus Dentatus Einfluss hat. Garcia-Miranda et al. (2012) zeigten
zudem, dass der Verlust von Reelin einen Einfluss auf die Genexpression im
Dunndarm der Maus hat. Von 45.101 untersuchten Genen wiesen 62 in isolierten
Epithelzellen und 82 im intakten Dinndarm eine Verédnderung der Genexpression in
Reeler-Mausen im Vergleich zur Wildtyp-Maus.

Um eine mogliche Beeinflussung der Aromatase Transkription durch Reelin zu
detektieren, wurden in dieser Arbeit Luciferase Assays durchgefiihrt. Dabei wurden
die gewebsspezifischen Aromatase Promotoren fir Gehirn (If) und Ovar (PII) vor
eine Luciferase Sequenz kloniert und dann die Lichtintensitat bei Zugabe von Reelin
im Vergleich zu einer Kontrolle ohne Reelin gemessen (siehe Abschnitt 3.2). In der
verwendeten Zelllinie Neuro2A lie3 sich unter den gegebenen Versuchsbedingungen
weder nach Transfektion mit If noch mit PIl ein Effekt durch die Zugabe von Reelin
zeigen. Bei den primaren hippocampalen Zellkulturen zeigt sich ein uneinheitliches
Bild. Wahrend sich unter Verwendung des Promotors If keine signifikanten
Unterschiede zeigen lassen, gibt es bei Pll nach 3 Stunden Reelin-Stimulation und
bei If TATA nach 1,5 Stunden Reelin-Stimulation eine signifikante Erhéhung der
Luciferase-Aktivitat. Allerdings ist auch bei Verwendung des Vektors pGL3 basic ein
signifikanter Effekt nach 1,5 Stunden Reelin-Stimulation ein Effekt entstanden, was
die Effekte in den Vektoren PIl und If TATA in Frage stellt. Dabei ist jedoch
anzumerken, dass primare Zellen, anders als die stabilen Zelllinien, eine deutlich
geringere Transfektionseffizienz aufweisen und viel starker duReren Einfllissen wie
Temperatur oder pH-Wert unterliegen. Dies kdnnte einen scheinbaren Effekt durch
Reelin in pGL3 basic erklaren. Durch den Einsatz der Renilla Luciferase konnten
mogliche Schwankungen in der Transfektionseffizienz und der Vitalitat der einzelnen
Zellkulturen zwar vermindert, jedoch nicht vollkommen beseitigt werden. Durch die
niedrige Fallzanl von n=2 (vergl. Abb. 32) ergaben sich allerdings hohe

Standardabweichungen und es konnten keine signifikanten Unterschiede gezeigt
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werden. Eine Wiederholung der Versuche mit mehr Versuchswiederholungen bietet
einen Ausblick fur weitere Studien.

Nicht nur die geringe Fallzahl, auch andere Faktoren kbnnen zu der Entstehung der
Unterschiede beitragen. Interessanterweise konnte in hippocampalen Schnitt-
Kulturen gezeigt werden, dass die Aromatasexpression im Hippocampus regionale
Unterschiede aufweist (Prange-Kiel et al. 2006). Diese regionalen Unterschiede
konnten in den hier verwendeten Dispersionskulturen nicht bertcksichtigt werden,
sodass hier ein zusatzlicher Faktor fir die Unterschiede zwischen einzelnen
Versuchsreihen moglicherweise mit hineinspielt.

Moglicherweise resultieren die groRen Standardabweichungen aber auch auf
Unterschieden zwischen weiblichen und ménnlichen hippocampalen Zellen;
Unterschiede, die bisher durch die Verwendung gemischter Kulturen im Luciferase
Assay nicht mit beriicksichtigt wurden. Eine weitere Uberlegung ware, dem
Testsystem hohere Konzentrationen an Reelin hinzuzugeben. Zwar konnten Sibbe
und Mitarbeiter (2009) durch dieselbe Reelin Konzentration wie in dieser Arbeit in
hippocampalen Schnitt-Kulturen Effekte auf die Gliafaserdichte erzielen. Dabei wurde
allerdings die Interaktion zwischen Notch-Protein und Reelin-Protein untersucht und
keine transkriptionale Regulierung wie in dieser Arbeit. Bezogen auf E2 zeigt sich
beispielsweise auch erst bei hohen pharmakologischen Dosen ein signifikanter Effekt
auf das Wachstum von Axonen (von Schassen et al. 2006). Auch Bender und
Mitarbeiter (2010) verwendeten in ihren Versuchen E2 Konzentrationen von 107 M,
was deutlich tiber dem physiologischen Serumgehalt bei weiblichen Tieren von 10™*°
M liegt. Es ist daher mdglich, dass auch Reelin erst in hohen Dosen auf die
Aromatase Transkription in vitro wirkt.

Weiterhin waren noch kirzere Stimulationszeiten mit Reelin interessant, etwa 20, 40
und 60 Minuten, um mogliche, schnelle Effekte auf die Transkription zu detektieren.
Aul3er der transkriptionellen Regulation der Aromatase kénnte Reelin jedoch auch
posttranskriptional, translational oder posttranslational auf die Aromatase wirken.

Da die Transfektion mit dem Gehirn-spezifischen Promotor (If) in den Neuro2A Zellen
zu einer 100fach niedrigeren Lumineszenz als mit dem Ovar-spezifischen Promotor
(PIl) fahrte, ergab sich der Verdacht auf eine Silencer Sequenz im Gehirn-
spezifischen Promotor, an die bestimmte Regulatorproteine aus den Neuro2A Zellen
binden. Vermutet wurde eine solche Sequenz innerhalb des Exon 1 im If Promotor.

Somit wurde eine Variante des If konstruiert, in der das Exon 1 deletiert wurde und
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die Sequenz der Luciferase cDNA direkt auf die TATA Box folgten (If TATA).
Innerhalb der Neuro2A Zellen zeigte sich durch den Einsatz des If TATA keine
Besserung des Lumineszenzsignals.

In den hippocampalen Zellen war die Promotoraktivitait von Pl und |If
interessanterweise vergleichbar, der Einsatz des deletierten If TATA Promotors
zeigte jedoch so gut wie gar keine Aktivitat. Diese Ergebnisse fiihrten zu der neuen
Hypothese, dass in den hippocampalen Zellen mindestens zwei spezifische
Transkriptionsfaktoren (TF1 und TF2) vorhanden sein mussen. Dabei ist die Bindung
von TF1 an den Promotor If und die Bindung von TF2 an das Exon 1 fur die
Aktivierung notwendig. Fehlt Exon 1, wie im If TATA Konstrukt, und damit die
Bindung von TF2, kann die Aktivitdt des Promotors nicht induziert werden. Dieser
These entsprechend sind in der Zelllinie Neuro2A beide Transkriptionsfaktoren nicht
vorhanden, sodass eine Transkription des Promotors If unterbleibt. Die Hypothese ist
in den Abbildungen 44 und 45 schematisch veranschaulicht.

A Hippocampale Zellen

Luciferase }

If-Promotor Exon 1
TATA

B Neuro2A Zellen

Keine
If Aktivitat
If-Promotor Exon 1

TATA

Abbildung 44 Schematische Darstellung der Hypothese (1)
Hippocampale Zellen besitzen Transkriptionsfaktoren (beispielhaft dargestellt als
Transkriptionsfaktor 1 und 2 = TF1 und TF2), die an spezifische Motive der DNA
binden und fur die Aktivitat des Promotors If essentiell sind. Die Neuro2A Zellen
verfligen nicht Uber diese Transkriptionsfaktoren, sodass die Aktivitat des Promotors
unterbleibt und kein Lumineszenzsignal zu detektieren ist.
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Kann nicht an

Exon 1 binden
A Hippocampale Zellen '

Keine
Luciferase ]-
If TATA-Promotor Kein Exon 1
TATA
B Neuro2A Zellen
Keine
Aktivitat
If TATA
Luciferase ]-
If TATA-Promotor Kein Exon 1

TATA

Abbildung 45 Schematische Darstellung der Hypothese (2)
Fehlt Exon 1, kann TF 2 nicht binden, wodurch die Aktivitéat der Luciferase unterbleibt.
In den Neuro2A Zellen sind nun weder Exon 1 noch Transkriptionsfaktoren
vorhanden, sodass in dieser Zelllinie erneut kein Lumineszenzsignal zu detektieren ist

5.3 Reguliert Reelin Estradiol méglicherweise auf
posttranslationaler Ebene?

Viele Regulationsmechanismen der Aromatase wurden in Hinblick auf
gynakologische Neoplasien wie Mamma Carcinom, Endometrium Carcinom oder
Endometriose untersucht. Aromatase wird in malignen Tumorzellen der Brust viel
starker exprimiert als in normalen Brustgewebe (Harada 1997). Die Induktion der
Aromatase in den Tumorzellen kann zu hoheren E2 Spiegeln fihren und damit
wiederum das Tumorwachstum anregen. Aromatasehemmer als endokrine Therapie
werden daher seit einigen Jahren exzessiv erforscht (Santen & Harvey 1999;
Altundagé& Ibrahim 2006).

Die Regulation der Aromatase auf posttranskriptionaler und translationaler Ebene
wird in der Literatur nicht explizit erwahnt, Gber die Regulation auf posttranslationaler
Ebene ist jedoch bereits einiges bekannt.

Balthazart und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die Aktivitat der Aromatase uber
Phosphorylierung reguliert wird (Balthazart et al. 2001; Boon et al. 2010). Die

Aromataseaktivitat konnte von MgCl,, einem limitierenden Faktor fur Kinasen,
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signifikant herunterreguliert werden. Die Aromatase hat wunter anderem
Phosphorylierungsstellen fur Proteinkinase A, Proteinkinase C und Tyrosinkinase
(Balthazart et al. 2001). Verschiedene Studien zeigen weiterhin in unterschiedlichen
Zelltypen, dass die Aromatase Aktivitat auf posttranslationaler Ebene durch Zugabe
von Wachstumsfaktoren wie EGF, TPA und TGFB und Inhibierung von Kinasen
reguliert werden kann (Richards et al. 2002; Kinoshita& Chen 2003; Shozu et al.
2001; Catalano et al. 2009).

Zudem scheint es zell- oder speziesspezifische Unterschiede darin zu geben, ob eine
Phosphorylierung eher zu einer erhohten oder einer verminderten Aromatase-
Aktivitat fuhrt: Miller et al. (2008) zeigten, dass das Aromatase-Serin 118 (S118A)
eine potente Phosphorylierungsstelle im murinen Aromatase Protein darstellt. Eine
Mutation in S118A in COS7 Zellen fuihrte zur Blockierung der Phosphorylierung der
Aromatase und zu einer erhéhten Aromatase Aktivitat. Im Gegensatz dazu konnte in
einer bestimmten Brustkrebszelllinie (MCF-7) eine schnelle Erh6hung der humanen
Aromatase Aktivitat durch Phosphorylierung nach Inkubation mit Estradiol gezeigt
werden (Catalano et al. 2009). Die Zugabe von Estradiol fihrte zu einer erhéhten
Phosphorylierung eines Tyrosinrestes der Aromatase, wobei die nicht-Rezeptor-
standige Tyrosinkinase c-Src entscheidend beteiligt war. Die Erhéhung der Tyrosin-
Phosphorylierung der Aromatase ist offenbar abhéngig von ERa (Catalano et al.
2009).

Interessant ist an dieser Stelle, dass auch Reelin nicht-Rezeptor-standige
Tyrosinkinasen der Src Familie aktiviert (Bock & Herz 2003). Das Binden von Reelin
an seine Rezeptoren ApoER2 und VLDLR fuhrt zur Phosphorylierung des
intrazellularen Adapterproteins Dabl, was Uber Tyrosinkinasen der Src Familie
geschieht. Wirde sich eine Regulation von Estradiol durch Reelin auf
postranslationaler Ebene zeigen, ware eine Regulation tGber Phosphorylierung durch
Reelin-aktivierte Tyrosinkinasen denkbar. Dies wirde zu einer Hemmung der
Aromatase-Aktivitat durch Reelin fuhren. Ein Befund, der durch Ergebnisse dieser
Arbeit, bei hippocampalen Neuronen aus mannlichen Tieren, gestitzt wird.

Catalano et al. (2009) konnten die Erhéhung der Aromatase Aktivitdt durch Zugabe
von E2 in verschiedenen Zelllinien nachweisen, sodass dies ein Hinweis auf einen
generellen Mechanismus ist. Bisher ist der genaue Mechanismus Uber die
Phosphorylierung tber Tyrosinkinase c-src jedoch nur flr die MCF Zellen gezeigt

worden.
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Eine Regulation der Aromatase Aktivitat, ohne den mRNA Spiegel zu erhéhen, wurde
weiterhin durch IGF-1 nachgewiesen. Dieser Wachstumsfaktor erhoht die Aromatase
Aktivitdt in verschiedenen Zelltypen wie Granulosazellen, Brustkrebszellen,
Leydigzellen oder Fettzellen, die unterschiedliche Promotoren benutzen (Reed et al.
1993; Steinkampf et al. 1988; Chabrolle et al. 2009).

Eine Untersuchung des Phosphorylierungsgrades der Aromatase muss demzufolge
auch die genauen Phosphorylierungsstellen berlcksichtigen, da offenbar die
Phosphorylierung verschiedener Stellen gegenteilige Effekte auf die Aktivierung der

Aromatase haben.

5.4  Bedeutung von Reelin fur die mannliche Fertilitat

Nicht nur im Gehirn, auch in zahlreichen anderen Organen konnte das
Vorhandensein und die Bedeutung von Reelin gezeigt werden (vgl. Abschnitt 1.1.2).
In der semiquantitativen PCR Analyse in dieser Arbeit konnte das Vorhandensein
von Reelin mRNA im Hoden und im Nebenhoden von Wistar Ratten gezeigt werden.
Dabei war von besonderem Interesse, dass es eine Altersabhangigkeit der Reelin
Expression gibt. Im Hoden zeigte sich die hoéchste Expression im Alter von 2
Wochen.

Im Nebenhoden zeigte sich im Gegensatz zum Hoden ein starker Anstieg von Reelin
MRNA Menge im Alter von 10 und 12 Wochen (70-84 Tage). Diese Ergebnisse
fuhrten zu der Frage, welche physiologischen Vorgange innerhalb der méannlichen
Gonaden der Ratte zu den entsprechenden Altersstufen ablaufen und ob so
mogliche Zusammenhange fur die Bedeutung von Reelin zu erkennen sind.

Nach Robb et al. (1978) erreichen méannliche Ratten ihre volle Geschlechtsreife nach
100 Tagen, da erst dann die endglltige Grole des Nebenhodens und die volle
Spermienproduktion erreicht ist. Vor dem 45. Lebenstag sind nur wenige
Spermatozoen im Nebenhoden enthalten. Ab Lebenstag 50 steigt die Menge an
gespeicherten Spermatozoen im Nebenhoden stark an (Robb et al. 1978). Sie
erreichen zu diesem Zeitpunkt erstmals die Cauda Epididymis, was Robb und
Mitarbeiter als Eintritt in die Pubertat werten. Auch der erste signifikante Anstieg von
Plasmatestosteron beginnt um den 40.-50. Lebenstag und steigt auf ein Maximum
am 76. Lebenstag an, um bis zum 96. Lebenstag auf die Konzentration einer

erwachsenen Ratte abzusinken. Vergleicht man diese Kinetik mit der von Reelin, so
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kbnnte Testosteron die Reelin Transkription induzieren, die unseren Messungen
entsprechend an Tag 70 bis 84 auf hohem Expressionsniveau ist. Umgekehrt ist die
FSH Konzentration um den 22. Lebenstag hoch, nimmt bis zum 40. Lebenstag weiter
zu und fallt vom 76. bis zum 97. Lebenstag auf ein etwas niedrigeres Plateau
(Zanato et al. 1994). Nach Short und Woodnott (Short & Woodnott 1969) tritt die
Geschlechtsreife mannlicher Ratten nach 70-80 Tagen ein, was sowohl mit dem
hohen Testosteronspiegel als auch niedrigen FSH-Spiegeln und mit dem Anstieg von
Reelin mRNA im Nebenhoden korreliert.

Eine funktionelle Bedeutung von Reelin fur die mannliche Fertilitat scheint
naheliegend. Mannliche Mause, denen der Reelin Rezeptor ApoER2 fehlt, weisen
eine eingeschrankte Fertilitat auf (Trommsdorff et al. 1999). Stockinger et al. (2000)
zeigten eine starke Expression des ApoER2 Rezeptors in den Hauptzellen des
Nebenhodens. Andersen et al. (2003) haben schliel3lich eine starke Expression des
Reelin Rezeptors ApoER2 im initialen Segment des Nebenhodens darstellen
kénnen, der dort die funktionale Expression von Clusterin und Hydroperoxid
Glutathionperoxidase (PHGPX) beeinflusst. Diese beiden Proteine sind wichtig ftir die
Reifung und Beweglichkeit von Spermien (Godeas et al. 1997; Rosenberg &
Silkensen 1995). Eine verringerte PHGPx Expression in ApoER2 Knockout-Mausen
fuhrt zu abnormen Morphologien und zu Immobilitat der Spermien und somit zur
Infertilitat.

Im Hoden der Maus Ubernimmt ApoER2 zudem eine wichtige Rolle fur die Aufnahme
von Selen durch Endozytose des Selenoproteins P (Seppl) (Burk & Hill 2005).
Knockout-Mause fur ApoER2 oder Seppl zeigen strukturelle Spermiendefekte und
Infertilitat (Burk & Hill 2005; Valentine et al. 2008). Mehr noch, es wurde eine
ApoER2-Mutante gezichtet, die Mutationen in drei Aminosauren der
zytoplasmatischen intrazellularen Domane des Rezeptors (ICD) direkt neben dem
NPxY motif aufwies (Masiulis et al. 2009). Diese Mutationen hindern den Rezeptor
daran, das Adapter Protein Dab-1 zu binden, einem obligatorischen Protein des
Reelin Signal Weges, sodass die Transmission des Reelin Signals durch ApoER2
unterbrochen wurde. Diese Knockout-Maus produzierte immotile und fehlgestaltete
Spermien, wies jedoch einen normalen Spiegel an Selen auf. Diese Ergebnisse
lassen den Schluss zu, dass die Entwicklung und Motilitdt der Spermien zwar

abhangig ist von ApoER2, jedoch unabh&ngig von Selen. Dartiber hinaus waren die
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Spermien dieser Maus in der Cauda epididymis fehl- und unterentwickelt (Masiulis et
al. 2009).

Cariboni et al. (2005) wiesen nach, dass Reelin die Migration der GnRH-Neuronen
beeinflusst. Sie untersuchten in diesem Zusammenhang auch histologisch die
Gonaden auf mogliche morphologische Verdnderungen. Dabei wurde in Reeler-
Mausen eine Reduktion der Anzahl und eine Dilatation der Tubuli seminiferi
festgestellt. Die Spermatogenese wurde als scheinbar komplett dargestellt, allerdings
wurde nicht wie in oben beschriebenen Studien auf die Morphologie und Motilitat der

Spermien eingegangen.

5.5 Reelin im Nebenhoden

Mit Hilfe der semiquantitativen PCR konnte die relative Menge an Reelin mRNA in
homogenisiertem Gewebe von Gonaden ermittelt werden. Die Ergebnisse zeigten,
dass mit zunehmendem Alter der Tiere die Reelin-Transkript-Mengen ansteigen. Die
Untersuchung Uber die regionale Verteilung der mRNA im Gewebe erfolgte mittels In
Situ Hybridisierung an 12 Wochen alten Ratten. Reelin mRNA konnte im
Nebenhoden sowohl im Epithel des Ductus Epididymis als auch in den
Spermatozoen innerhalb des Ductus nachgewiesen werden. Bei den In Situ
Hybridisierungen (ISH) fiel schnell auf, dass es immer wieder Antisense
Gewebeschnitte gab, in denen kein Signal darzustellen war, wahrend in anderen
Schnitten signalreiche Ductusabschnitte neben Abschnitten ohne Signal lagen (siehe
Abbildungen 41 und 43). Interessant ist an dieser Stelle, dass Andersen et al. (2003)
den Reelin Rezeptor Apo ER2 in Wildtypmausen mittels Immunhistochemie nur im
Initialsegment des Epididymis darstellen konnten, nicht aber in Caput, Corpus und
Cauda. Diese ungleichmallige Expression der Rezeptoren im Nebenhoden kénnte
einen Hinweis auf Heterogenitéat der Nebenhoden-Ductuli-Abschnitte geben, der sich
auch in der Reelin-ISH darstellte. Mehrere Arbeitsgruppen liefern jedoch noch
deutlich differenziertere Betrachtung zu den physiologischen Vorgdngen im
Nebenhoden und vor allem deren regionalen Unterschieden. Das Epithel des
Nebenhodens hat je nach Region (Caput, Corpus, Cauda) unterschiedliche Muster
in Genexpression und Proteinsynthese (Cornwall & Hann 1995) und dartber hinaus
unterschiedliche Funktionen bezogen auf Speicherung und Reifung von

Spermatozoen. Jede dieser Regionen ist durch bindegewebige Septen weiter in
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intraregionale Segmente unterteilt (Abou-Haila & Fain-Maurel 1984), wobei die
Anzahl der Segmente je nach Spezies variiert (Abe et al. 1983). Fur die Ratte wurden
19 verschiedene morphologische Segmente innerhalb des Nebenhodens
beschrieben (Jelinsky et al. 2007). Die funktionelle Bedeutung dieser Segmente
wurde durch verschiedene Studien unterstitzt, die gezeigt haben, dass die
individuelle Gen- oder Proteinexpression scharf durch die Segmentgrenzen getrennt
ist (Garrett et al. 1991; Cornwall et al. 1992; Turner et al. 2003). Turner et al. (2003)
stellten diese Segmentation beispielsweise fur das Markerprotein p-Galaktosidase
dar und zeigten zudem, dass die bindegewebigen Septen eine Art Barrierefunktion
fur Molekile ab einer bestimmten Grof3e darstellen (Molekilmasse im Bereich von
Wachstumsfaktoren und anderer Proteine). Abbildung 46 zeigt die dazugehdrige
Aufnahme, die auffallige Ubereinstimmungen mit der segmentspezifischen Verteilung
der Reelin mRNA in den ISHs dieser Arbeit zeigt (siehe Abbildungen 39 und 41).
Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass sich durch die Septen die
,Mikroumgebung“ in nebeneinanderliegenden Segmenten unterscheidet und dass
die Signalkette zwischen Epithelzellen und Stroma dadurch ebenso
segmentspezifisch ist. Jelinsky et al. (2007) befassten sich dartber hinaus mit dem
Transkriptom im Ratten Epididymis. Sie fanden insgesamt 16.360 Transkripte und
ordneten die Transkripte den einzelnen Segmenten zu. Die lokal sehr
unterschiedliche Nachweisbarkeit von Reelin mRNA im Nebenhoden in der
vorliegenden Arbeit zeigt deutliche Ubereinstimmungen in Hinblick auf die
umfangreichen Erkenntnisse zur segmentspezifischen Verteilung von Gen- und
Proteinexpression im Nebenhoden. Im Rahmen dieser Arbeit war es nicht mdglich,
die signalreichen Abschnitte einem der 19 Segmente zuzuordnen, da es dazu
kompletter, unversehrter Langsschnitte bedarf und diese zudem beispielsweise mit
Haematoxylin-Eosin gegengefarbt werden missten, um das Bindewebe darzustellen.

Dies kann jedoch einen Anreiz fur Folgestudien bieten.
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Abbildung 46 Farbung von B-Galactosidase im Ratten Epididymis (Caput)
(entnommen aus Turner et al. 2003, S. 875)
Das Epithel in Segment 4 ist positiv fir das Protein (rechte Bildseite), wahrend
Segment 5 negativ ist (linke Bildseite). Die Trennung der Bereiche erfolgt durch das
Bindegewebe, welches die Segmente voneinander trennt (durch Markierung
gekennzeichnet),Balken=350 pum

Fur die Reifung der Spermatozoen innerhalb des Lumens ist ein spezielles Milieu
notwendig, welches von den verschiedenen epithelialen Zellen durch Endozytose
und Sekretion verschiedener Stoffe und Molekile aufrechterhalten wird. Unter
anderem wird eine Vielzahl an Glykoproteinen an der apikalen Seite des Epithels
sezerniert, die an Spermatozoen binden koénnen und dort am Umbau der
Plasmamembran beteiligt sind (Sun et al. 2000; Eccleston et al. 1994; Flickinger et
al. 1988).

Neben dem Nachweis in Epithelzellen konnte in dieser Arbeit Reelin mRNA in den
Spermatozoen innerhalb des Lumens des Ductus epididymis nachgewiesen werden,
sowohl durch Farbung als auch durch radioaktiven Nachweis. Bisher wurde noch
kein Reelin Rezeptor innerhalb der Spermatozoen nachgewiesen, jedoch
unterstreicht das Vorhandensein von Reelin mRNA sowohl im Epithel als auch den
Spermatozoen weiterhin die mogliche Bedeutung von Reelin fur die Reifung und
Entwicklung der Spermien. Interessant ware an dieser Stelle zusatzlich, in welchen
Kompartimenten der Spermatozoen Reelin vorhanden ist, was in Zukunft noch
einmal durch Protein-Nachweis mittels Immunogold-Farbung nachgewiesen werden
konnte.

Zu weiteren Uberlegungen fuhrt die Beobachtung, dass in einigen Arealen des
Nebenhodens nur Signale innerhalb des Epithels beziehungsweise nur Signale

innerhalb der Spermatozoen gezeigt werden konnten. Fir eine genaue Deutung
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dieses Ergebnisses ware die Zuordnung der angeschnittenen Ductusabschnitte zu
verschiedenen Abschnitten des Epididymis sinnvoll, was jedoch im Rahmen dieser
Arbeit nicht moglich war. Die Spermatozoen erreichen auf Grundlage von
verschiedenen Studien ihr Fertilitatspotential in unterschiedlichen Abschnitten des
Epdidymis. Uber 90% der Spermatozoen bleiben im Caput epididmyis immotil,
wahrend der Anteil der motilen Spermatozoen im Corpus rapide ansteigt (Dacheux et
al. 1987). Die Mehrheit der Spermatozoen erlangen ihr Potential zur Fertilitat
nachdem sie Corpus und Cauda epididymis passiert haben (Moore 1998; Liu et al.
2000).

Das Erlangen der Fertilitat der Spermatozoen kann in Zukunft sicher noch
differenzierter den segmentspezifischen Gegebenheiten zugeordnet werden, die von
Jelinsky et al. (2007) beschrieben worden sind (siehe oben). Durch Zuordnung der
Areale, in denen Reelin mRNA entweder im Epithel oder innerhalb der
Spermatozoen nachgewiesen wurde, kénnte gemutmal3t werden, ob und an welcher
Stelle eher die Sekretion von Reelin aus dem Epithel oder aus den Spermatozoen fiur
die Reifung der Spermatozoen von Bedeutung ist. Interessant ware dabei auch, ob
eine von Reelin induzierte Signalkaskade im Nebenhoden eher auf autokrinem oder

parakrinem Weg verlauft.

5.6 Estrogene und mannliche Fertilitat

Lange Zeit wurde der Existenz von Estrogen im mannlichen Organismus keine grol3e
Bedeutung zugeschrieben, was sich spatestens mit der Entdeckung der Aromatase
im Hoden anderte (Weniger & Zeis 1983; Rommerts et al. 1982; Carreau & Hess
2010, Papadopoulos et al. 1986). Im Hoden kommt die Aromatase hauptséachlich in
den Keimzellen und den Leydigzellen vor, wobei es speziesabhangige Unterschiede
dahingehend gibt, in welchem Zelltyp die Aromatase hauptsachlich exprimiert wird.
Weiteres Vorkommen von Aromatase im mannlichen Genitaltrakt gibt es in den
Spermatozoen im Nebenhoden, im sogenannten zytoplasmatischen Tropfchen, und
in Epithelzellen des Nebenhodens (Janulis et al. 1998; Carreau et al. 2011,
Wiszniewska 2002). Estrogenrezeptoren sind in spezifischen Zellen des Hodens, im
Ductus efferentes und im Nebenhoden vorhanden, jedoch sind auch hier beachtliche
Unterschiede zwischen einzelnen Spezies zu finden (Hess 2003; Carreau & Hess
2010). Die Charakterisierung von Knockout-Mausen fur das Aromatase Gen oder flr

die Estrogenrezeptoren ERa und ERP erbrachte weitere Erkenntnisse Uber die
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Funktion von Estrogen fur die Fertilitat und Spermiogenese. ERa-Knockout Mause
sind steril und zeigen ein abnormes Sexualverhalten sowie eine reduzierte Anzahl
und Motilitat von Spermatozoen innerhalb des Nebenhodens (Eddy et al. 1996;
Ogawa et al. 1997). ERB-Knockout Mause weisen eine normale Histologie von
Hoden und Nebenhoden sowie mobile Spermatozoen auf, sind jedoch trotzdem aus
bisher ungeklartem Grund steril (Couse & Korach 1999). Die mannlichen Aromatase-
Knockout Maus (ArKO) weist zwar ebenfalls eine normale Anatomie auf, entwickelt
aber ab dem ersten Lebensjahr eine abnormale Spermiogenese Uber die Blockade
der Keimzellausreifung und eine erhdhte Rate an Apoptose (Robertson et al. 1999;
Carreau et al. 2010).

Es gibt nicht nur hinsichtlich der Lokalisation sondern auch funktionell (wahrend der
Spermiogenese) Uberschneidungen zwischen der Aromatase und Reelin. In dieser
Arbeit wurde sowohl im Epithel, als auch in den Spermatozoen im Nebenhoden der
Nachweis von Reelin mRNA erbracht. Aul3erdem weisen Reeler-Mause eine deutlich
eingeschrankte Fertilitat auf und das Fehlen des ApoER2 Rezeptors fihrt zu

immotilen, abnorm geformten Spermien.

5.7 Reelin in den weiblichen Gonaden

Obwohl natirlich  speziesabhangige Unterschiede zwischen Maus- und
Rattengonaden vorhanden sind, wird in dieser Arbeit zur Vereinfachung von einer
Vergleichbarkeit zwischen den Gonaden von Mausen und Ratten ausgegangen. Fur
die In Situ Hybridisierung wurde Gonadengewebe von 12 Wochen alten weiblichen
Ratten verwendet, um einen ersten Eindruck vom regionalen Verteilungsmuster von
Reelin mRNA in den weiblichen Gonaden zu erhalten. In der radioaktiven In Situ
Hybridisierung konnte Reelin mRNA sehr eindricklich in den Granulosazellen von
Sekundarfollikeln und in Interstitialzellen gezeigt werden. Ikeda und Mitarbeiter
(Ikeda & Terashima 1997) befassten sich mit der Darstellung von Reelin mRNA in
embryonalen und adulten Organen von Mausen. Im Ovar konnte die Arbeitsgruppe
Reelin mRNA mittels **S markierter Reelin Antisense-Sonden nur im Interstitium und
nicht in den Follikeln darstellen. Argov und Sklan (2004) haben in bovinen Theca-
und Granulosazellen in frihen und praovulatorischen Follikeln und im Corpus Luteum
mittels PCR erstmals mRNA von VLDLR nachweisen konnen. Weiterhin wurde
MRNA von LRP8 in Thecazellen von mittelgrof3en und grol3en Follikeln sowie in

Granulosazellen von Follikeln jeglicher Gré3e gefunden. Ein anderer Name fiir LRP8
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ist ApoER2 (Mouse Genome Informatics), was bedeutet, dass beide bekannten
Reelin Rezeptortypen, ApoER2 und VLDLR, in den Granulosazellen des Ovars
exprimiert werden. Dies bekraftigt den Nachweis von Reelin mRNA in den
Granulosazellen aus der vorliegenden Arbeit. In der Arbeit von Argov und Sklan
(2004) wurde das Vorhandensein der Lipoproteinrezeptoren in den Follikeln eher in
Hinblick auf die Steroidsynthese gesehen. Lipoproteine aus dem Plasma sind die
Hauptquellen fir Cholesterol, welches von den Thecazellen und Granulosazellen fur
die Steroidsynthese benétigt werden (Wiltbank et al. 1990). Mit Hilfe von bestimmten
Transport- und Endozytosemechanismen, wie das Binden an Lipoproteinrezeptoren,
gelangen Cholesterin-Ester aus den Lipoproteinen in die Zelle (Schneider et al.
1982). Zwar besitzen ApoER2 und VLDLR eine Vielzahl von Liganden, doch das
gleichzeitige Vorhandensein von Reelin mRNA und Reelin Rezeptoren lasst die
Uberlegung zu, dass Reelin im Ovar ebenso wie Steroide eine Bedeutung fir das
Wachstum und die Differenzierung der Follikel hat.

Eine andere Arbeitsgruppe hat weiterhin mittels RT-PCR und Immunoblot Analysen
nachgewiesen, dass LRP8/ApoER2 verglichen mit anderen Follikeln sehr viel starker
in (bovinen) Granulosazellen dominanter Follikel exprimiert wird (Fayad et al. 2007).
Die Expression von anderen Lipoproteinrezeporen, wie LDLR und VLDLR zeigte
dabei keine Unterschiede. Mittels Immunhistochemie hat diese Arbeitsgruppe
dariber hinaus die zellulare Lokalisation von LRP8/ApoER2 in der
Granulosazellschicht, dort vor allem in der zytoplasmatischen Membran, nicht aber in
den Thecazellen oder dem Stroma zeigen kénnen. Zumindest das Vorhandensein
von ApoER?2 in den Thecazellen bleibt fraglich, wenn man die Arbeiten von Fayad
(2007) und Argov (2004) vergleicht, das Vorhandensein von ApoER2 in den
Granulosazellen wurde jedoch bestatigt. Mit Hilfe von semiquantitativen PCR
Analysen hat die Arbeitsgruppe um Fayad nun untersucht, ob sowohl Reelin als
bekannter Ligand fir ApoER2 als auch Dab-1, MAPKS8IP1 und MAPKS8IP2 als
bekannte intrazellulare Segmente von ApoER2 im Reelin Signalweg im dominanten
Follikel co-exprimiert werden. Dabei konnte Reelin mRNA vor allem in den
Thecazellen von sprungreifen Follikeln, nicht aber im Corpus Luteum oder in den
Granulosazellen nachgewiesen werden. Dies widerspricht den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit (siehe Abschnitt 4.4.2.2), in der Reelin mRNA in den
Granulosazellen von Sekundarfollikeln nachgewiesen wurde. Jedoch sei an dieser
Stelle auf die unterschiedliche Methodik, RT-PCR vs. In Situ Hybridisierung und die
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andere Spezies hingewiesen (Rind vs. Ratte). Ahnlichkeiten der Aminosauresequenz
von ApoER2 zwischen verschiedenen Spezies werden bei Fayad (2007) zumindest
nur fur Rind, Mensch und Maus angegeben. MAPK8IP1 mRNA wurde in
Granulosazellen nachgewiesen, wahrend MAPK8IP2 und Dab-1 mRNA nicht in
Granulosazellen nachgewiesen werden konnten. Die Arbeitsgruppe schlie3t aus
diesen Beobachtungen eine Interaktion von Theca- und Granulosazellschicht durch
Reelin, ApoER2 und MAPKS8IP1 und eine mogliche Rolle dieser Interaktion im
Follikelwachstum.

Neben dem Vorhandensein im Ovar konnte in dieser Arbeit mittels radioaktiv
markierter Sonden ein Vorhandensein von Reelin mRNA im Stratum functionale
eines Rattenuterus in der Proliferationsphase nachgewiesen werden. Es existieren in
der derzeitigen Literatur bisher keine Daten, die auf das Vorhandensein von Reelin

MRNA oder Protein im Uterus hinweisen.

5.8 Reelin und Aromatase in weiblichen Gonaden -
zyklusabhéangig?

Die Aktivitat der Aromatase in den weiblichen Gonaden ist von entscheidender
Bedeutung fur die Aufrechterhaltung des Zyklus.

Mittels semiquantitativer PCR Analyse konnte das Vorhandensein von Reelin mMRNA
im Ovar gezeigt und dieses spater in der radioaktiven ISH bestatigt werden. Von
Interesse war dabei eine mogliche zyklusabhéngige Schwankung der Reelin mRNA
Menge in den Geweben. Die Reelin mMRNA Menge stieg im Ovar von Diestrus tber
Proestrus nach Estrus etwas an und fiel dann im Metestrus wieder etwas ab. Ob dies
eine tatsachliche zyklusabhangige Schwankung darstellt, ist bisher nicht zweifelsfrei
geklart, zumindest ware diese nicht so deutlich wie fir den Uterus gezeigt (im
nachsten Absatz beschrieben). Der Nachweis von zyklusabhéngiger Aromatase
MRNA im Ovar deckte sich weitestgehend mit den Ergebnissen gangiger Literatur,
mit hdochsten Estradiol Serum Spiegeln wéahrend des Proestrus (Schedin et al. 2000)
was mit hohen Aromatase Transkript Spiegeln korreliert. Folglich misste in dieser
Phase die hochste Aromatase-Aktivitat vorherrschen. In Abbildung 18 ist zu
erkennen, dass die htchste Aromatase mMRNA Menge im Proestrus nachzuweisen
war. Zumindest auf Grundlage der PCR Analysen konnte an diesem Punkt jedoch

kein Zusammenhang zwischen der Menge an Reelin bzw. Aromatase mRNA
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festgestellt werden. Bemerkenswert ist jedoch, dass in den In Situ Hybridisierungen
in den Granulosazellen des Ovars das hochste Reelin mRNA Signal dargestellt
wurde, in jenen Zellen, in denen auch hauptsachlich Aromatase vorkommt (McNatty
et al. 1974). Im Zusammenhang mit der reduzierten Fertilitdt von Reeler-Mausen
wurde in einer vorangehenden Doktorarbeit eine reduzierte Aromatase Aktivitat in
Ovarien von homozygoten Reeler Mutante gezeigt (Schmahl 2012). Weiterhin
wurden verlangerte Zyklusphasen und eine unvollstandige Zyklusentwicklung
gezeigt. Die Hinweise fur ein Zusammenwirken von Reelin und Aromatase im Ovar
bezogen auf Estrogensynthese, Follikelreifung und Beeinflussung anderer Organe
wie dem Uterus, haufen sich. Eine eindeutige Aussage Uber eine zyklusabhangige
Regulation steht fir das Ovar derzeit jedoch noch aus.

Bezogen auf eine mdgliche zyklusabhangige Reelin Expression zeigte sich im Uterus
ein vollkommen anderes Muster als im Ovar. Die héchste Reelin mMRNA Expression
wurde im Diestrus nachgewiesen und eine auffallend niedrige Menge von etwa 1/5
der Diestrus Menge ist im Proestrus nachgewiesen worden. Im Proestrus kann
wahrend des Zyklus die hochste Menge an Serum Estrogen nachgewiesen werden
(Schedin et al. 2000). Aromatase mRNA konnte in der PCR zum Zeitpunkt dieser
Arbeit im Uterus nicht nachgewiesen werden, was sich jedoch mit dem
gegenwartigen Stand der Forschung deckt. Die Datenlage, ob Estrogene im Uterus
Uberhaupt de novo durch die Aromatase synthetisiert werden, ist noch lickenhatft.
Das und Mitarbeiter (2009) haben die Expression von Aromatase mRNA zunachst
nur in den Dezidualzellen des Maus Uterus ab Tag 5 und 6 der Schwangerschaft
nachweisen kénnen und schreiben den uteruseigenen Estrogenen eine wichtige
Bedeutung fur die Implantation des Embryos zu. Vor Tag 4 der Schwangerschaft
konnte die Arbeitsgruppe keine Aromatase mRNA im Uterus nachweisen.
Uteruseigene Aromatase mRNA und Protein wurden auf3erhalb der Schwangerschaft
bisher sonst nur in pathologisch verandertem Uterusgewebe, wie bei Endometriose,
Leiomyomen oder Adenomyosis nachgewiesen, wobei vermutet wird, dass die lokal
synthetisierten Estrogene einen Einfluss auf das Wachstum dieser Tumoren haben
(OImos Grings et al. 2012; Velasco et al. 2006; Bulun et al. 2005; Burney & Giudice
2012). In gesundem, unveranderten Uterusgewebe gelang der Nachweis bisher noch
nicht. Unumstritten ist dagegen die Bedeutung von ovariellen Estrogenen z.B fir die

normale, zyklische Endometriumproliferation (Leidenberger et al. 2009). Der Uterus
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scheint somit eines der Gewebe zu sein, in denen Reelin, aber nicht Aromatase
exprimiert werden.

Der beschriebene Uterus in Abschnitt 4.4.2.3 befand sich in der Proliferationsphase,
die bekannterweise estrogenabhéngig ist und die Phase vor der Ovulation
beschreibt. In dieser Phase konnte Reelin mRNA in der In Situ Hybridisierung gezeigt
werden. In der PCR Analyse wurde jedoch im Proestrus, die Phase die durch ein
hohes Serum E2 gekennzeichnet ist, am wenigsten Reelin mRNA nachgewiesen. Da
keine Uteri in anderen Phasen als der Proliferationsphase in der In Situ
Hybridisierung untersucht wurden, kann auf Grundlage der PCRs davon
ausgegangen werden, dass in anderen Zyklusphasen mehr Reelin mRNA im
Uterusgewebe vorliegt. Verglichen mit dem Reelin Signal im ovariellen
Sekundarfollikel war im Uterus zudem weniger Reelin mRNA vorhanden. In
Folgestudien sollten diese Sachverhalte noch einmal Uberprift werden.
Zusammengefasst zeigt sich hier jedoch, dass ein hoher E2 Spiegel im Serum mit
einer niedrigen Reelin mRNA Expression im Uterus korreliert. Dies fuhrt zu der
Frage, ob exogenes Estrogen aus anderen Organen, wie etwa Ovar oder
Fettgewebe, einen regulatorischen Einfluss auf die Reelin Synthese im Uterus hat
und falls ja, worin der Sinn dieser Regulation besteht. Da bisher weder Daten zu dem
Vorhandensein von Reelin im Uterus noch zu Reelin-assoziierten Rezeptoren oder
Adaptermolekilen vorhanden sind, bleibt diese Frage zunadchst offen. Rein
hypothetisch kdnnte Uber die Bedeutung einer niedrigen Reelin Menge fir eine
eventuell anstehende Schwangerschaft gemutmafdt werden. Allerdings wurde
wiederum fur die Placenta der Reelin Rezeptor ApoER2 nachgewiesen (Kim et al.
1996; Brandes et al. 2001), sodass die Bedeutung und die Zyklusabhangigkeit von

Reelin im Uterus zunachst ungeklart bleiben.

5.9 Relevanz und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstitzen gangige Thesen, dass Reelin auch
aulRerhalb des zentralen Nervensystems wichtige funktionelle Aufgaben in Organen
Ubernimmt. Hier wurde der Fokus auf weibliche und mannliche Gonaden gelegt.
Durch In Situ Hybridisierung konnte Reelin mRNA in den Gonaden beider

Geschlechter nachgewiesen werden. Im Ovar wurde Reelin mRNA vorrangig in den
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Granulosazellen detektiert, in der Zellschicht also, in der auch hauptséchlich die
Aromatase exprimiert wird. Eine zyklusabhéangige Reelin mRNA Expression konnte
fur das Ovar in der PCR nicht eindeutig geklart werden. Im Uterus konnte Reelin
mMRNA im Epithel wahrend der Proliferationsphase nachgewiesen werden, die
semiquantitativen PCRs zeigten dariber hinaus im Gegensatz zum Ovar eine
deutliche Zyklusabhéngigkeit von der Reelin mRNA Menge im Uterus. Um diese
Ergebnisse zu vervollstindigen und deutlicher zu verstehen, wéare es fur
Folgestudien beispielsweise sinnvoll, die In situ Hybridisierungen mit gonadalen
Gewebe von gestageten Tieren durchzufihren, sodass auch Informationen lber die
zyklusabhangige Expression von Reelin mRNA im Gewebeschnitt vorliegen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit wie auch die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen (siehe
Abschnitt 5.7) implizieren jedoch, dass Reelin und die Reelin Rezeptoren ApoER2
und VLDLR mdglicherweise eine Bedeutung fir die Ausdifferenzierung und das
Wachstum von Follikeln haben. Im Nebenhoden konnte Reelin mRNA sowohl im
Epithel als auch innerhalb der Spermien detektiert werden, weiterhin zeigte sich in
der semiquantitativen PCR die héchste Menge an Reelin mRNA zum Zeitpunkt der
Geschlechtsreife. Bezogen auf die mannlichen Gonaden héaufen sich die Hinweise,
dass Reelin und Reelin-Rezeptoren essenzielle Bedeutungen fiir die Ausreifung und
Motilitdt von Spermien haben, sodass sie ein mogliches Ziel fir die Behandlung von
mannlicher Infertilitdt darstellen. Morphologische Unterschiede zwischen mannlichen
Gonaden von Reeler- und Wildtyp-Mausen sind zudem Gegenstand derzeitiger
Forschungen.

E2 und Reelin sind beide in mannlichen und weiblichen Gonaden vorhanden. Die
Bedeutung von E2 fir Wachstum und Regulierung gonadaler Funktionen in beiden
Geschlechtern ist gesichert. Es mehren sich die Daten, die in diesem
Zusammenhang auch auf eine entsprechende Bedeutung von Reelin hinweisen. Ob
tatsachlich eine gegenseitige Beeinflussung von Reelin und E2 in den Gonaden
stattfindet und falls sie vorhanden ist, ob sie auf autokrinen oder parakrinen Weg
erfolgt, ist noch nicht ausreichend geklart. Diese Frage bietet jedoch einen Anreiz fir
weitere Studien. Dabei ware auch interessant, in wie fern sich die Aromatase
Expression in Gonaden von Reeler- und Wildtyp-Méausen unterscheidet. Fir das
Ovar wurde bereits ein signifikanter Unterschied gezeigt (Schmahl, 2012), fur die

mannlichen Gonaden stehen diese Untersuchungen jedoch noch aus.
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Auf Grundlage der Arbeiten von Bender et al. (2010) und Biamonte et al. (2009)
wurde der Frage nachgegangen, ob Reelin regulatorischen Einfluss auf E2 hat.
Dabei ergaben sich bezogen auf hippocampale Zellkulturen in dieser Arbeit Hinweise
auf einen geschlechtsspezifischen Unterschied. Nach Behandlung mit Reelin wurde
in mannlicher Zellkultur deutlich weniger E2 im Medium nachgewiesen als nach der
Kontrollbehandlung mit GFP, bei weiblichen Zellkulturen hingegen ergab sich kein
Unterschied. Auch bei der Untersuchung einer moglichen Regulation der Aromatase
Transkription ergaben sich indirekt Uberlegungen zu geschlechtsspezifischen
Unterschieden. Wahrend in der Zelllinie Neuro2A keine Regulation der Aromatase-
Promotoraktivitdt nachzuweisen war, zeigten erste Versuche mit hippocampalen
Zellkulturen deutliche Unterschiede zwischen einzelnen Versuchen. Aquivalent zu
den E2 Messungen im Medium ergab sich hier die dringende Uberlegung, dass auch
hier geschlechtsspezifische Unterschiede vorhanden sind und die gegensétzlichen
Messwerte durch unterschiedliche Verhéltnisse von ménnlichen zu weiblichen Zellen
zustande kamen. Als Ausblick fur zukinftige Projekte ware hier eine getrennte
Betrachtung von weiblichen und mannlichen hippocampalen Zellen interessant,
weiterhin auch die Betrachtung von Zellen anderer Hirnregionen, wie Kkortikale
Neurone, in denen Reelin synthetisiert wird.

AbschlieRend kann an dieser Stelle festgehalten werden, dass die Hypothese einer
Regulation von Estradiol durch Reelin zunachst bestehen bleiben kann. Auf
transkriptioneller Ebene konnte eine Regulation der Aromatase durch Reelin nicht
zweifelsfrei geklart werden, jedoch besteht immer noch die Mdoglichkeit einer
Regulation auf posttranskriptioneller, translationeller oder posttranslationeller Ebene.
Estradiol und Reelin werden in denselben Geweben exprimiert und zeigen
Ubereinstimmungen bei der Verwendung von Rezeptoren und Interaktionspartnern
von intrazellularen Signalwegen. Die Untersuchung einer gegenseitigen Regulation
von Reelin und Estradiol auf verschiedenen Ebenen bietet weiterhin viel Potential fur

die zukinftige Forschung.
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6 Zusammenfassung

Reelin ist ein extrazellulares Matrixprotein, welches in Cajal-Retzius Zellen
synthetisiert wird. Reeler-M&use haben einen Defekt in der Reelin-Synthese und
zeichnen sich durch motorische Defizite aus. Histologische Analysen haben gezeigt,
dass deren kortikale Organisation sowohl im Kleinhirn, GroB3hirn als auch im
Hippocampus gestort ist. Reeler-Mause verfiigen dartuber hinaus Uuber eine
eingeschrankte Fertilitat und zeigen eine gestorte Migration von GnRH Neuronen.
Weibliche Reeler-Mause zeigen zudem eine verminderte Aromataseexpression in
Tertiarfollikeln des Ovars. In méannlichen heterozygoten Reeler-Mausen wurden nach
Applikation von Estradiol (E2) erhohte Reelin RNA und Protein Spiegel
nachgewiesen, umgekehrt konnte nach Inhibition der Aromatase eine reduzierte
Reelin Expression im Hippocampus gezeigt werden. Die lokale Estradiolsynthese
wird durch mehrere Faktoren bestimmt, wie z.B. durch GnRH, die E2-Konzentration
selbst und die Aromatase-Aktivitdt. Aromatase ist ein wichtiges Enzym, das aus den
Vorstufen Testosteron und Androstendion die Synthese von Estradiol katalysiert.

In dieser Arbeit wurde zunachst untersucht, ob Reelin die Aromatase Transkription
moduliert. Dafir wurde der Aromatase-Promotor vor ein Reportergen (Luciferase)
kloniert und dessen Aktivitdt in Lumineszenz-Assays in An- und Abwesenheit von
Reelin bestimmt. In hippocampalen Zellkulturen konnte auf Transkriptionsebene
keine eindeutige Regulation gezeigt werden, es konnte jedoch die Hypothese
aufgestellt werden, dass bei einer moglichen Regulation Unterschiede zwischen
weiblichen und ménnlichen Zellen vorhanden sind. In méannlichen hippocampalen
Zellkulturen wurde zudem nach Reelin-Zugabe eine Herunterregulation der in das
Medium sezernierten E2-Menge nachgewiesen. Mittels semiquantitativer PCR
konnte ein deutlicher Anstieg von Reelin mRNA im Nebenhoden von 12 Wochen
alten Ratten gezeigt werden. In Situ Hybridisierungen zeigten dartber hinaus die
zellulare Lokalisation von Reelin in Gonaden: Im Nebenhoden lieRen sich
interessanterweise deutliche regionale Unterschiede in der Reelin mRNA Expression
beobachten. Reelin scheint auch in Gonaden von grofRer Wichtigkeit zu sein und
tragt moglicherweise sowohl zur Follikelreifung als auch zur Ausdifferenzierung und

Mobilitat von Spermatozoen bei.
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