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1. Einleitung
1.1 Uberblick

Die Reeler-Mutante wird erstmals 1951 beschrieben (Falconer et al., 1951). In der
Reeler-Maus ist das Gen fiur das Protein Reelin mutiert und wird dadurch nicht
exprimiert (D’Arcangelo et al., 1995). Die Folge ist unter anderem eine gestOrte
neuronale Migration (Curran und D’Arcangelo, 1998, Forster et al., 2006) und
Synaptogenese im Hippocampus (D’Arcangelo et al.,, 1999, Herz und Chen, 2006,
Bender et al., 2010).

Im Zusammenhang mit den neuronalen Migrationsstérungen in der Reeler-Mutante ist
in der Literatur auch eine Mirgrationsstorung von GnRH (Gonadotropin-Releasing-
Hormon) -Neuronen beschrieben worden (Cariboni et al., 2005). Die Dichte der
GnRH-Neurone ist im Hypothalamus der Reeler-Mutante gegeniiber dem Wildtyp
reduziert, so dass eine Storung der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse
vorliegen konnte. GnRH-Neurone regulieren Uber die Ausschittung von
Luteinisierendem Hormon (LH) und Follikelstimulierendem Hormon (FSH) die
Reproduktion. Weiterhin wird Reelin in den Ovarien der Maus nachgewiesen (bisher
unveroffentlicht), sodass eine direkte Interaktion zwischen Reelin und Estrogen im
Ovar immer weiter in den Fokus aktueller Untersuchungen gerdat. Die bekannte
eingeschrankte Fertilitit der Reeler-Maduse (Caviness et al., 1972) lieRe sich
maoglicherweise auf diesem Hintergrund erklaren.

Bisher beobachtete Verénderungen in den Gonaden sind dilatierte und in ihrer Dichte
reduzierte Tubuli Seminiferi im mannlichen Hoden der Reeler-Mutante (Cariboni et
al., 2005), sowie ein veréndertes Reproduktionsverhalten der Tiere (Caviness et al.,
1972).

Diese Arbeit beschaftigt sich mit Markern der Reproduktion der weiblichen Gonaden
der homozygoten Reeler-Mutante im Vergleich zum Wildtyp. Untersucht werden der

genitale Zyklus, sowie die ovarielle Aromataseexpression.



1.2 Geno- und Phanotyp der Reeler-Mutante

Die Reeler-Maus, die durch eine Deletion des Reelin-Gens kein Reelin exprimiert
(Hirotsune et al., 1995, D’Arcangelo, 1996, Curran und D'Arcangelo, 1998).), ist eine
natirlich auftretende Mutante. Der Defekt wird autosomal-rezessiv vererbt
(D’Arcangelo et al., 1995).

Reelin kontrolliert die Migration von Neuronen in verschiedenen Regionen des
Zentralen Nervensystems (ZNS): Neocortex, Hippocampus, Cerebellum und
Rickenmark (Frotscher, 2010, D'Arcangelo et al., 1995, Rakic und Caviness, 1995,
Rice und Curran, 2001, Tessir und Goffinet, 2003, Soriano und Del Rio, 2005, Forster
et al., 2006, Yip et al., 2000, Forster et al., 2010).

Die Abwesenheit von Reelin wéahrend der embryonalen Entwicklung fiihrt zu einer
gestorten Einwanderung der Neurone in diese Areale und damit zu einer gestorten
Schichtung des Cortex (Curran und D'Arcangelo, 1998, Forster et al., 2006). Erste
Defekte der zerebralen Struktur sind ab Embryonaltag 14 erkennbar (Curran und
D'Arcangelo, 1998).

12 Tage nach der Geburt ist der Phénotyp der Reeler-Mutante erkennbar (Curran und
D’Arcangelo, 1998). Typisch ist die schwankende Gangart (,to reel® (englisch) =
schwanken, taumeln), eine eingeschrankte Motorik, Ataxie und ein Tremor niedriger
Amplitude. Caviness et al. studierten 1972 den Phé&notyp der Reeler-Mutante. Die
Reeler-Mutante kann sich, wenn sie auf die Seite gelegt wird, nicht ohne fremde Hilfe
wieder aufzurichten. Wenn die Tiere an der Taille aufgehangt werden, nehmen die
Extremitdaten meist eine tonisch flexierte Position gegen den Rumpf ein. Wahrend der
ersten Wochen der Entwicklung beobachteten Caviness et al. weiter, dass die Tiere
zunehmend entkréaftet wirkten und sich allein in einen Platz ihres Kafigs
zusammenkauerten. Keine der homozygoten Reeler-Parchen hat sich wéhrend der
Beobachtungszeit fortgepflanzt.

Die Reeler-Mutante zeigte desweiteren ein niedrigeres Korpergewicht als der
Vergleichswildtyp, sowie eine kiirzere Lebensdauer. Nur wenige Uberlebten die
Abstillphase. Neben der niedrigen Uberlebensrate tolerierten kaum Tiere

anasthesiologische oder operative Prozeduren (Caviness et al., 1972).



Reelin wird im Neocortex und im Hippocampus von den Cajal-Retzius-Zellen der
Marginalzone unter der Hirnoberflache synthetisiert (Retzius, 1893). Bei der Wildtyp-
Maus ist die Marginalzone zellarm. Bei der Reeler-Mutante hingegen sind zahlreiche
Zellen zu finden (Frotscher, 2010). Dies deutet daraufhin, dass Reelin bei der
Wanderung von migrierenden Neuronen von Ventrikularzone zur Kortikalplatte als ein
Stoppsignal fungiert. Die Neuronen migrieren tber ihren eigentlichen Platz hinaus
(Frotscher, 2010).

Histologisch ist erkennbar, dass die Schichtung des Neocortexes bei der Reeler-Maus
aufgehoben bzw. umgekehrt ist (Forster et al., 2006). Bei normaler Entwicklung der
Cortexschichtung durchdringen die einwandernden, neuronalen Vorlduferzellen die
vorherige Schicht, so dass die frih generierten Neuronen innen und die spat
einwandernden oberflachlicher liegen (Marin-Padilla M. und TM., 1982).
Dementsprechend bildet sich die typische Sechsschichtung des Cortex (Uyanik et al.,
2003). Bei der Reeler-Mutante ist dies nicht mdglich, die migrierenden Neuronen sind
unfahig die vorherige Neuronenschicht zu durchwandern (Frotscher, 2010). Es formt

sich dadurch eine inverse Schichtung (Caviness, 1982).
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Abbildung 1.2.1 Laminierung des Cortex (Tissir und Goffinet, 2003): Beim Wildtyp (links) kommt die
Schichtung des Neocortex dadurch zustande, dass die einwandernden neuronalen Vorlauferzellen
entlang der radialen Gliafasern immer die Subplatte und ihre vorherige Schicht durchdringen. Die

Schichtung der Kortikalplatte ist dann wie folgt aufgebaut: Innen liegen die friih migrierten Zellen und



die spat migrierten Neuronen liegen oberflachlicher (Marin-Padilla M. und TM., 1982).
Dementsprechend bildet sich die typische Sechsschichtung (Uyanik et al., 2003). Bei der Reeler-
Mutante (rechts) sind die migrierenden Neuronen unfahig die vorherige Neuronenschicht zu
durchwandern (Frotscher, 2010). Es formt sich dadurch eine inverse Schichtung (Caviness, 1982). Bei
der Wildtyp-Maus ist die Marginalzone zellarm, bei der Reeler-Mutante hingegen sind zahlreiche Zellen
zu finden. Die Neuronen migrieren Uber ihren eigentlichen Platz hinaus (Frotscher, 2010). Die Cajal-

Retzius-Zellen (CR), welche Reelin produzieren, sind oberflachlich gelegen.

Es wurden 2 Hauptarten der Migration fur kortikale Neurone beschrieben: die somale
Translokation und die Glia-abhangige Lokomotion (Book und Morest, 1990, Yip et al.,
2000, Nadarajah et al., 2001, Nadarajah und Parnavelas, 2002). Die Somale
Translokation, bei der sich das Soma in Richtung Pia bewegt, wird von
frihmigrierenden Neuronen genutzt, welche eine geringe Entfernung zur
Ventrikularzone aufweisen (Nadarajah et al., 2001). Spater migrierende Neurone
nutzen die Fortbewegung entlang der radialen Gliafasern; nur in der terminalen Phase
benutzen sie die somale Translokation. Bei der Reeler-Mutante gestaltet sich die
neuronale Migration als missorientiert (Frotscher, 2010).

Wahrend der Migration ist eine stetige Veranderung der Zellgestalt zu beobachten.
Dies geht auf eine kontinuierliche Neugestaltung des Aktinzytoskeletts zuriick
(Bamburg, 1999). Rezente Studien belegen, dass Reelin die Phosphorylierung von
Cofilin zu p-Cofilin induziert (Frotscher et al., 2009, Chai et al., 2009). Cofilin
depolymerisiert F-Aktin, welches Aktin-Monomere flir die Formation zu neuen Aktin-
Filamenten vorbereitet (Bamburg, 1999). Die Aktivitat dieser Proteine ist daher
essentiell fir die Veranderung der Zellgestalt wahrend des Migrationsprozesses. Durch
die Phosphorylierung von Cofilin stabilisiert Reelin das Aktinzytoskelett. Reelin ist
konzentriert in der Marginalzone. Vermutlich verankert es dort den terminalen Prozess
der neuronalen Migration, die somale Translokation (Chai et al., 2009, Frotscher,
2010).

In den Signalweg von Reelin sind die Transmembranproteine ApoER2
(Apolipoprotein-Rezeptor-2) und VLDLR (Very-Low-Density-Lipoprotein-Rezeptor)
sowie die intrazellulare Domaine Dabl (Disabled-1) involviert (Details: S. Abb. 1.3.2).
Eine Ubermigration von Neuronen in die Marginalzone wurde in der Reeler-Mutante,
sowie in ApoER2/VLDLR-Doppel-Knockout-Mutanten und in VLDLR-Single-



Knockout-Mausen gefunden, jedoch nicht in ApoER2-Single-Knockout-Mausen
(Frotscher, 2010). Ein reduziertes p-Cofilin wurde in Reeler-Mutante, Dabl- und
ApoEr2-Mutanten gefunden, nicht jedoch in VLDLR-Knockout-Mdusen (Frotscher,
2010). Die reduzierte p-Cofilin-Konzentration in der Reeler-Mutante konnte durch
Hinzugabe von rekombinantem Reelin wiederaufgehoben werden. Eine Ubermigration
von Neuronen in VLDLR-Knockout-Mausen ohne eine Reduktion von p-Cofilin
demonstriert, dass neben Reelin noch andere Mechanismen in diesen Prozess
eingreifen (Frotscher, 2010) oder dass Reelin diesen Prozess Uber weitere
Mechanismen beeinflusst.

Ein Experiment zeigte, dass der Reelin-induzierte p-Cofilin-Spiegel nach Zugabe eines
Inhibitors der Src-Kinase-Familie sank (Frotscher, 2010). Mitglieder dieser Familie
sind zustandig fir die Phosphorylierung von Dabl. Die p-Cofilin-Konzentration sank
zusétzlich nach Inhibition der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K), welche mit Dabl
interagiert. (Frotscher, 2010). Die Wirkung von Reelin auf Cofilin konnte auf einer
Interaktion mit Dab1 beruhen, welche die P13- und Src-Kinase involviert.

Die Veranderungen durch eine Reelin-Defizienz im Hippocampus sind im Detail
untersucht, da er sich durch seine einfache Schichtung gut als Modell fir die
GroRhirnentwicklung eignet (Forster et al., 2006, Frotscher et al., 2003). Er besteht aus
3 funktionellen Einheiten: dem Gyrus dentatus mit seinen 3 Schichten, bestehend aus
Kdrnerzellschicht, innerer und &uBerer Molekularschicht; dem Ammonshorn (Cornu
Ammonis = CA), welches geteilt ist in die 4 Abschnitte CALl bis CA4; sowie dem
Subiculum, einem Areal zwischen Cornu Ammonis und dem Entorhinalen Cortex (In:
Compact Lehrbuch Anatomie, 2005).

In der Wildtyp-Maus sind die Kornerzellen des Gyrus dentatus als deutlich
abgrenzbare Schicht unterhalb der inneren und dufReren Molekularschicht formiert.
Ihre Dendriten bilden zusammen mit den Commissuralen Fasern aus dem
gegenseitigen Hippocampus die Innere Molekularschicht und mit Axonen des
Entorhinalen Cortex die AuRere Molekularschicht (Forster et al., 2006). Frih in der
Morphogenese des Gyrus dentatus migrieren die Cajal-Retzius-Zellen zusammen mit
den radialen Glia-Zellen in die primitive Anlage (Retzius, 1893, Del Rio et al., 1997).
Die radialen Glia-Zellen leiten die Kornerzellen zu ihrem Platz (Sibbe et al., 2009).

Radiale Glia-Zellen exprimieren ApoER2 und VLDLR. Reelin stimuliert und reguliert



ihr Wachstum (Forster et al., 2006, Zhao et al., 2004). In der Reeler-Mutante sind die
Kdrnerzellen des Gyrus dentatus verstreut und die schichtspezifische Orientierung der
Commissuralen Fasern fehlt (Zhao et al., 2004). Das CA1-Band im Ammonshorn der
Reeler-Mutante ist in 2 Strange separiert und CA2 ist subluxiert (Caviness et al., 1972,
Zhao et al., 2004). Viele Kornerzellen des Gyrus dentatus sind durch den Hilus
verstreut und mit groBen CA4-Zellen vermischt.

Das Kleinhirn der Reeler-Mutante ist hypoplastisch und in der anatomischen
Organisation verandert (Curran und D'Arcangelo, 1998). Die Proliferation der
Vorlauferzellen beginnt normalerweise zwischen Embryonaltag 10 und 14 (E10 -
E14). Die Vorlauferzellen wandern von der Ventrikularzone zu tieferen cerebellaren
Kernen und Purkinjezellen. Eine andere Population von Zellen proliferiert in der
rhombischen Lippe und migriert tangential tber die Anlagenoberflache, wo es die
Externe Kornerzellschicht formt (EGL). Die Purkinjezellen wandern radial zur pialen
Oberflache und formen so die Purkinjezellschicht unter der EGL. Nach der Geburt
wandern postmitotische Kornerzellen durch die Purkinjezellschicht und formen die
Innere Kornerzellschicht (IGL) (Miyata et al., 1997).

Erste neuronale Migrationsdefekte in der Reeler-Mutante sind sichtbar ab E14. Die
Purkinjezellen sind nicht in der gewohnten Schicht geformt, sondern liegen verstreut in
subkortikalen Regionen (Miyata et al., 1997). Postnatal fallt auf, dass die EGL in der
GroRe reduziert ist und die Purkinjezellschicht fehlt (Miyata et al., 1997). Dies bedingt
eine Reduktion der KleinhirngréfRe und eine abnormale Schichtung. Die Ataxie der
Reeler-Mutante konnte hiermit erkléart werden.

Strukturelle Anderungen wurden zusétzlich in der unteren Olive und im Bulbus
Olfaktorius entdeckt (Curran und D'Arcangelo, 1998).

Reelin wurde im embryonalen Rickenmark nachgewiesen (Ikeda und Terashima,
1997, Schiffmann et al., 1997). Yip et al. dokumentierten (2000) durch Messung der
Reelin-Expression, sowie durch Blockade der Reelinwirkung mit dem CR-50-
Antikorper, dass die Migration der synaptischen préganglionaren Neurone von Reelin
beeinflusst wird. Auch hier wird von Reelin eine Art Barrierefunktion fiir die
Wanderung der Neuronen vermutet. Eine Reelindefizienz bedingt desweiteren eine

Migrationsstorung von Neuronen im Ruckenmark, welche in Verbindung stehen mit
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einer reduzierten mechanischen Sensitivitdt und einer ausgepragten thermischen
Hyperalgesie (Villeda et al., 2006), synaptische VVorgange der Nozizeption.

Sympatische, pragangliondare Neurone haben einen langen Migrationsweg; vom
Neuroepithel, anhand der radialen Glia-Fasern zum ventrolateralen Riickenmark, um
dann mit somatischen Motorneuronen eine primitive Saule zu bilden (Yip et al., 2000).
Danach isolieren sich die prégangliondren Neurone von den somatischen
Motorneuronen und folgen einer dorsolateralen Migration zur intermediolateralen
Saule (IML). Diese zweite Migration steht senkrecht zu den radialen Glia-Fasern und
ist von ihnen unabhéangig. In der terminalen Migrationsphase ordnen sich die meisten
pragangliondaren Neuronen in der IML an, nur ein kleiner Teil wandert weiter zum
Zentralkanal. In der Reeler-Mutante ist der Grofteil der pragangliondren Neurone im

Bereich des Zentralkanals zu finden und nur wenige in der IML (Yip et al., 2000).

Reelin wurde in einigen Orten des ZNS nachgewiesen: im Septumbereich, Striatum,
Nuclei habenulares, in mehreren Thalamuskernen, im Corpus geniculatum laterale, der
Kortikalplatte, Purkinjezellen, Neuronen der untern Olive und in der Retina.
Paradoxerweise wurde kein Reelin in radialen Gliazellen nachgewiesen (Schiffmann et
al., 1997).

1.3 Reelin und sein Signalweg

Reelin ist ein 388 kDA grofles Glykoprotein (D’ Arcangelo et al., 1997, 1999) und eine
Serinprotease (Quattrocchi et al., 2001). Das humane Reelin-Gen ist lokalisiert auf
Chromosom 7922 (Desilva et al., 1997), mit der Information fiir 3461 Aminoséuren.
Das Reelin-Gen der Maus liegt auf Chromosom 5 (Goffinet, 1997, Dernoncourt et al.,
1991). Reelin wird von den Cajal-Retzius-Zellen gebildet und sezerniert (D’ Arcangelo
et al., 1997, Del Rio et al., 1997). Diese Zellen sind unter den ersten, sich einlagernden
Zellen in das Stratum Molekulare des sich entwickelnden Cortex (Marin-Padilla M.
und TM., 1982, Bradford et al., 1977). Nach der Geburt wird Reelin zudem in einer
Gruppe von GABAergen Interneuronen exprimiert (Drakew et al., 1998, Pesold et al.,
1998, Alcantara et al., 1998, Ramos-Moreno et al., 2006).
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Abbildung 1.3.1 Schema des Reelin-Proteins (Tissir und Goffinet, 2003): Die Sequenz beginnt mit
einem Signalpeptid (S), gefolgt von einer Region, welche dem F-Spondin dhnelt und hier mit ,,SP*
gekennzeichnet ist (SP-Aminosdure: 28-190). Auf das Segment ,,H* (Aminosduren 191 — 500) folgen 8
Wiederholungen mit ca. 300 - 350 Aminosauren. (WDH 1, Rest 501-860; WDH 2, 861-1220; WDH 3,
1221-1596; WDH 4, 1597-1947; WDH 5, 1948-2314; WDH 6, 2315-2661; WDH 7, 2662—-3051;
WDH 8, 3052-3428).

Jede Wiederholung enthélt im Zentrum ein EGF-(Epidermal-Growth-Faktor)-Sequenzmotiv, welche die
Reelin-WDH in 2 Untergruppen teilt, A und B (Nogi et al., 2006). Das Protein schlief3t mit einer kurzen
C-terminalen Region mit 33 Aminosduren ab (+). Gekennzeichnet ist hier zusatzlich die Stelle an
welcher der Reelin-identifizierende CR-50-Antikorper bindet (Nakano et al., 2007).

Es sind mehrere Elemente des Reelin-Signalweges bekannt. Die Signalweiterleitung
lauft in einer Vielzahl der Falle uUber die Bindung von Reelin an 2
Transmembranproteine: die Lipoprotein-Rezeptoren ApoLipoprotein E-Rezeptor 2
(ApoER2) und Very-Low-Density-Lipoprotein-Rezeptor (VLDLR) (D’Arcangelo et
al., 1999, Hiesberger et al., 1999, Trommsdorff et al., 1999). Die Bindung von Reelin
induziert die Phosphorylierung von Dabl, ein intrazelluldres Adaptorprotein, welches
mit intrazelluldren Domainen von ApoER2 und VLDLR interagiert (Nlu et al., 2004).
Méuse mit Mutation fir VLDLR, ApoER2 und Dabl (= Scrambler-Maus, Sheldon et
al., 1997) besitzen einen Reeler-dhnlichen Phanotyp mit Ataxie, cerebellarer
Hypoplasie und anormaler, kortikaler Schichtung (D’Arcangelo et al., 1999). Dabl
interagiert mit der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) (Frotscher et al., 2003) und
der LIM Kinase 1 (LIMK1) (Frotscher, 2010). LIMK1 bewirkt die Phosphorylierung
von Cofilin am Serin-Rest 3, welches F-Aktin depolymerisierungsunfahig macht (Chai
et al., 2009). Dieser Prozess findet auch bei der somalen Translokation, der terminalen
Phase der neuronalen Migration statt. Reelin stabilisiert das Aktinzytoskelett und
verankert diesen Prozess in der Marginalzone. Bei Reelin-Defizienz bleibt dieser
Prozess aus und die neuronale Migration verlauft missorientiert und instabil

(Frotscher, 2010). Bei Untersuchung der Zellbewegung wurde desweiteren
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herausgefunden, dass Reelin insbesondere die Haptotaxis, nicht aber die Chemotaxis
beeinflusst (Cariboni et al., 2005).

[NMDA
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A\
@ X
S
N
O A,
F-Aktin
Nervenzelle

Abbildung 1.3.2 Hauptelemente des neuronalen Reelin-Signalweges: Reelin binded an den VLDL- oder
den ApoE-Rezeptor 2. Dies fiihrt zur Phosphorylierung von dem intrazellularen Adapterprotein Dabl
(D’ Arcangelo et al., 1999).

1. Reelin reguliert uber ApoER2, VLDLR und Dabl die Funktion des NMDA (N-Methyl-D-
Aspartat)-Rezeptors (Bacskai et al., 2000, Qui et al., 2002, 2003, May et al., 2005). Dies
geschieht durch Tyrosin-Phosphorylierung der NR2a- und NR2b-Untereinheiten (Chen et al.,
2005). Die Phosphorylierung von NR2-Untereinheiten erhéht die Expression von NMDA-
Rezeptoren und wirkt ihrer Endozytose entgegen (Snyder et al., 2005, Beffert et al., 2005).

2. Reelin stabilisiert tiber den Notch-Signalweg das Aktinzytoskelett und wirkt dadurch auf das
Neuritenwachstum migrierender Neuronen (Sibbe et al., 2009). Die Verbindung zwischen
Notch und Reelin kénnte Uber Dabl funktionieren. Nach der Phosphorylierung von Dab1 wird
die intrazellulare Domaine des Notchl-Rezeptors (NICD) durch die gamma-Sekretase
gespalten und in den Zellkern transloziert. NICD induziert die Transkription zahlreicher
Target-Gene (Frotscher, 2010).

3. Dabl interagiert mit der Phosphatidylinositol 3-Kinase (P13K) und der LIM Kinase 1 (LIMK1).
LIMK1 bewirkt die Phosphorylierung von Cofilin am Serin-Rest 3 (Chai et al., 2009), welches

F-Aktin depolymerisierungsunfahig macht. Cofilin depolymerisiert normalerweise F-Aktin,
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welches Aktin-Monomere fiir die Formation zu neuen Aktin-Filamenten vorbereitet. Die
Aktivitat dieser Proteine ist demzufolge essentiell fur die Veranderung der Zellgestalt wahrend
des Migrationsprozesses (Chai et al., 2009).
Ein Experiment demonstrierte, dass der Reelin-induzierte p-Cofilin-Spiegel nach einer Zugabe
eines Inhibitors der Src-Kinase-Familie sank (Frotscher, 2010). Mitglieder dieser Familie sind
zusténdig fir die Phosphorylierung von Dabl. Die p-Cofilin-Konzentration sank zudem nach
Inhibition der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K), welche mit Dabl interagiert. (Frotscher,
2010). Die Wirkung von Reelin auf Cofilin konnte demnach uber Dabl verlaufen und PI3K
und Src involvieren.
4. Reelin fuhrt Gber ApoEr2-Rezeptoren zu einer Herunterregulierung der Aktivitat von Glykogen

Synthase Kinase 3 (GSK3p). GSK3p ist fiir die Tau-Phosphorylierung zustandig (Beffert et
al., 2002, Ohkubo et al., 2003).

*Reelin hat intrazellular noch eine Vielzahl anderer Wirkungen. Es fihrt unter anderem zu einer

verdnderten Expression von den Estrogenrezeptoren o und B (noch nicht vergffentlich). Reelin ist

desweiteren ein Ligand von LRP8, welches vermutlich bei der Follikulogenese von Bedeutung ist

(Fayad et al., 2007).

Dulabon et al. fanden 2000 eine Verbindung zwischen Dabl und dem Oberflachen-
Adhéasions-Rezeptor A3B1. Ein Fehlen vom Rezeptor A3B1 fihrt zu einer Reduktion
von Dabl. Der Gedanke war, dass neuronale Migration durch Bindung von Reelin an
A3B1 reguliert wird, welches die Integrin-vermittelte Zelladh&sion moduliert. Cariboni
et al. konnten dies jedoch (2005) im Bezug auf die Reelin-abhéngige Lenkung der
Migration der GnRH-Neuronen in den Bulbus Olfaktorius nicht bestatigen.

Reelin wurde in Interaktion mit Notch-1 beobachtet (Sibbe et al., 2009). Der Notch-
Signalweg ist Bestandteil von zahlreichen Entwicklungsprozessen. Es wurde z.B.
belegt, dass Notch in das Neuritenwachstum migrierender Neuronen involviert ist.
Durch hohe Konzentrationen von Notch konnte ein neuronaler Wachstumsstillstand
beobachtet werden und niedrige Konzentrationen bedingten ein fortlaufendes
Wachstum. Im Detail geschieht dies durch Bindung der Notch-Liganden Delta und
Jagged an den Notch-Rezeptor, woraufhin die intrazellulare Domaine (NICD) durch
die gamma-Sekretase gespalten wird und in den Zellkern transloziert. NICD bildet
einen transkritptionalen Komplex mit CBF-1, ein DNA-bindendes Protein der CSL-
Familie und induziert die Transkription zahlreicher Target-Gene (Frotscher, 2010).
Arbeiten zur Interaktion zwischen Reelin und Notch zeigen, dass die Inhibition des

Notch-Signalweges zu einem Reeler-ahnlichen Bild des Hippocampus fiihrt (Sibbe et
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al.,, 2009). Die Verbindung zwischen Notch und Reelin konnte (ber Dabl
funktionieren, einem Bestandteil der Reelin-Signalkaskade, welches den Notch-Abbau
behindert und mit Notch kolokalisiert (Sibbe et al., 2009).

Reelin hat desweiteren eine Wirkung auf die Aktivitat der NMDA-Rezeptoren und
dadurch unter anderem Einfluss auf die synaptische Plastizitdt. ApoER2 und VLDLR
regulieren die Funktion des NMDA-Rezeptor (Bacskai et al., 2000, Qui et al., 2003,
2002, May et al., 2005) und zwar durch Tyrosin-Phosphorylierung der NR2a- und
NR2b-Untereinheiten des NMDA-Rezeptors (Chen et al., 2005). NR2-Tyrosin-
Phosphorylierung erhoht die Expression von NMDA-Rezeptoren und wirkt ihrer
Endozytose entgegen (Snyder et al., 2005, Beffert et al., 2005).

Eine vermehrte Endozytose von NMDA-Rezeptoren, wie es z.B. bei Morbus
Alzheimer beobachtet wird, flhrt zu einem Verlust von Synapsen und damit auch zum
Neuronentod (Durakoglugil et al., 2009).

Dab1l interagiert mit intrazellularen Domainen von Amyloid-Precurser-Protein(APP).
Durch einen veranderten APP-Metabolisierungsprozess kommt es zur Bildung von B-
Amyloidplaques. B-Amyloid induziert eine Synapsendysfunktion, welche eine
veranderte Funktion und vermehrte Endozytose von AMPA- und NMDA-Rezeptoren
bewirkt. In einer Studie wird dargestellt, dass Reelin die Suppression der LTPs (Long
term potentiation) und die Reduktion der NMDA-Rezeptoraktivitdt verhindert
(Durakoglugil et al., 2009). Bei sehr hoher Konzentration von $-Amyloid kann Reelin
die Suppression der LTPs jedoch nicht mehr aufhalten. Es folgt eine komplette
Blockade der Reelin-abhéngigen Phosphorylierung von NR2-Untereinheiten, sowie
eine Suppression der NMDA-AKktivitat (Durakoglugil et al., 2009).

Reelin flhrt Gber ApoEr2-Rezeptoren zu einer Herunterregulierung der Aktivitat von
der Glykogen Synthase Kinase 3p (GSK3p), eine der Kinasen, welche fur die Tau-
Phosphorylierung zusténdig sind (Beffert et al., 2002, Ohkubo et al., 2003). Bei einer
Reelin-Defizienz kommt es zu einer vermehrten Phosphorylierung von Tau, welches
zu einer veranderten Anordnung der Neurofibrillen fihrt und damit neurodegenerative

Veranderung, wie z.B. M. Alzheimer, mitbedingt.
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1.4 Klinik

Beim Menschen fiihrt die Abwesenheit von Reelin zum Krankheitsbild der
Lissenzephalie mit Kleinhirnhypoplasie (LCH) (Chang et al., 2006, Hong et al., 2000,
Zaki et al., 2007). Es ist eine autosomal-rezessive Form der Lissenzephalie, welche
assoziiert ist mit Verdnderungen des Cerebellums, Hippocampus und des
Hirnstammes, welche zurtickzuverfolgen sind zum Chromosom 7g22 (Hong et al.,
2000).

Typisch fur Patienten mit LCH ist das Auftreten eines Lymphédems und daruber
hinaus mentale Retardierung. Wie bei der Reeler-Mutante ist auch hier eine neuronale
Migrationsstérung zu sehen. Die Gyrierung der Gehirnoberflache kann vollstandig
fehlen (Agyrie) oder vergrobert sein (Pachygyrie). Ebenfalls typisch ist eine kortikale
Verdickung mit pathologischer Schichtung (Uyanik et al., 2003).

Klinisch weisen LCH-Patienten eine Entwicklungsverzégerung, Hypotonie, Ataxie
und Anfallsleiden mit teils tonischen Krampfen auf (Chang et al., 2007). Im EEG
wurde eine a-theta-Hintergrundaktivitdt und multifokale Spike-und Slow-Wave-
Aktivitat beobachtet.

Weiter geforscht wird nach der Rolle von Reelin bei der Entstehung von Epilepsie,
speziell bei der Temporallappenepilepsie (TLE) (Kobow et al., 2009, Forster et al.,
2006, Frotscher et al., 2003). Die TLE ist oft vergesellschaftet mit einer Streuung der
Kdrnerzellen im Gyrus Dentatus, auch Granule Cell Dispersion (GCD) genannt (Haas
et al.,, 2002). Die GCD erinnert an das Bild der verstreuten Kornerzellen im
Hippocampus der Reeler-Mutante. Studien veranschaulichen weiter, dass bei TLE-
Patienten eine verminderte Reelin-Konzentration vorhanden ist (Haas und Frotscher,
2010). Das Ausmal} der Reelin-Defizienz korreliert mit dem Ausmal der GCD (Haas
et al., 2002, Frotscher et al., 2003). Die Kornerzellmigrationsdefekte von TLE-
Patienten korrelieren umgekehrt mit der Anzahl an Cajal-Retzius-Zellen (Haas und
Frotscher, 2010).

Um die Entwicklung der GCD nachzustellen, injizierte die Arbeitsgruppe von Heinrich
et al. (2006) unilateral Kainat in den Hippocampus (Agonist des exzitatorischen
Transmitters Glutamat). Dies fiihrte zu einer Reduktion von Reelin und zur

unilateralen Granule Cell Dispersion. Die kontralaterale Seite blieb unbeeinflusst.
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Zusétzlich wurde belegt, dass die migrierenden Neuronen voll differenziert waren.
Dies bedeutet, dass GCD nicht durch eine Verédnderung neu migrierender Neuronen
entsteht, sondern ein Prozess differenzierter Kornerzellen beeinflusst wird (Heinrich
et al., 2006, Haas und Frotscher, 2010). Ahnliche Ergebnisse tber den Einfluss von
Reelin auf Prozesse im adulten Hirn kamen auch durch die Injektion eines Reelin-
Antikorpers (CR-50-Antikorper) zustande (Heinrich et al., 2006). Dariber hinaus
konnte die GCD bei Kainat-Infusion durch gleichzeitige Gabe von rekombinantem
Reelin verhindert werden (Frotscher et al., 2010).

Reelin wird mit weiteren Erkrankungen in Verbindung gebracht (Frotscher, 2010). Zu
nennen sind hier Schizophrenie (Impagnatiello et al., 1998), Autismus (Fatemi et al.,
2002), Bipolare Storungen, Depressionen (Fatemi et al., 2000) und Morbus Alzheimer
(Botella-Lopez et al., 2006). Neben der Erkenntnis, dass eine Defizienz von Reelin
Stérungen in der neuronalen Entwicklung bewirkt, wirkt es auf Prozesse im adulten
Gehirn. Reelin wirkt Giber ApoER?2 auf die synaptische Plastizitat und das Gedéchtnis
(Beffert et al., 2005). Die Modulation der Synaptischen Plastizitat involviert ein
unterschiedliches SpleiRen von ApoER?2 (Beffert et al., 2005). Dieser Mechanismus ist
in den Reelin-abhéngigen Anstieg von LTP integriert, eine Form der Synaptischen
Plastizitét, welche mit Lernen und Gedéchtnis assoziiert ist.

Es gibt einige Umsténde, welche Alzheimer bedingen kdnnen oder mit der Entstehung
von Alzheimer assoziiert sind. Reelin ist in mehrere dieser Ereignisse involviert.
Reelin, ApoE und seine Rezeptoren, Cholesterol und B-Amyloid regulieren die
synaptische Ubertragung und Aktivitat von NMDA-Rezeptoren (Herz und Chen, 2006,
Bacskai et al.,, 2000, Qui et al., 2006, 2007). Reelin erhoht die Tyrosin-
Phosphorylierung von NR2a und auch NR2b-Untereinheiten. Dies wiederum erhoht
die Expression von NMDA-Rezeptoren und wirkt ihrer Endozytose entgegen (Snyder
et al., 2005, Beffert et al., 2005). Reelin flhrt iber ApoEr2 zu einer Downregulierung
der Aktivitdt von GSK3p, eine der Kinasen, welche fiir die Tau-Phosphorylierung
zustandig sind (Beffert et al., 2002, Ohkubo et al., 2003). Bei einer Reelin-Defizienz
kommt es zu einer vermehrten Phosphorylierung von Tau, gefolgt von einer
veranderten Anordnung der Neurofibrillen. Desweiteren wurde herausgefunden, dass
Mause mit Mutation fur Dabl, ApoEr2 und/ oder VLDLR erhohte Werte an
hyperphosphoryliertem Tau im Gehirn aufweisen (Hiesberger et al., 1999).
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Morbus Alzheimer wird durch die Ablagerung von B-Amyloid-Plaques hervorgerufen,
sowie vermehrte Tau-Phosphorylierung, welche ein intrazellulares
Neurofibrillengewirr bedingt und die vermehrte Endozytose von NMDA-Rezeptoren.
Dies alles fiihrt zu einer Reduktion der synaptischen Plastizitdt und zu einem
vermehrten Synapsen-, wie auch Neuronenverlust. Eine Reduktion von Reelin
begunstigt solche Prozesse und koénnte mdglicherweise als neuronaler Marker flr
dementielle Prozesse fungieren (Herz und Chen, 2006).

1.5 Reelin inhibiert die Wanderung der GnRH-Neurone

Reelin ist im olfaktorischen Epithel, im Bulbus olfaktorius und Bulbus olfactorius
accessorius, sowie im Vomeronasalen Organ und deren Nervenendigungen stark
exprimiert (Ikeda und Terashima, 1997, Alcantara et al., 1998, Teillon et al., 2002).
Demnach ist Reelin auf dem Pfad stark exprimiert, auf welchem die GnRH-Neurone
wahrend der Entwicklung ins Gehirn wandern. Die GnRH-Neurone selbst sind jedoch
Reelin-negativ (Cariboni et al., 2005).

Die GnRH-Neurone entstehen im nasalen Kompartiment auf Hohe der medialen
olfaktorischen Plakode (Dubois et al., 2002). Sie migrieren assoziiert mit den
VVomeronasalen Nerven (VNN) und passieren die Lamina cribrosa. Die VNN splitten
sich dann auf, wobei die Mehrheit in den Haupt- und Nebenriechkolben ziehen. Der
kaudale Anteil der VNN dreht sich nach kaudal und ventral und tritt ins basale
Vorderhirn ein (Schwarting et al., 2004). Die GnRH-Neurone folgen den VNN bis
zum Hypothalamus, in welchem sie verbleiben. Nur ein kleiner Teil migriert in den
zerebralen Cortex (Cariboni et al., 2005).

Reelin inhibiert in der Wildtyp-Maus die Wanderung der GnRH-Neurone und fihrt
damit zu der korrekten Positionierung der Neurone im mediobasalen Anteil des
Hypothalamus (In: Biochemie und Pathobiochemie, 2007). In der Reeler-Mutante
hingegen sind die GnRH-Neurone im Bulbus olfaktorius, sowie im basalen VVorderhirn
in ihrer Gesamtzahl signifikant reduziert, wéhrend die Zahl der Neurone im Cortex, im
Vergleich zum Wildtyp, erhoht ist (Cariboni et al., 2005).
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Es wurden jedoch keine Migrationsdefekte oder Anzahlunterschiede der GnRH-
Neurone in den Maus-Mutanten festgestellt, welche ApoER2, VLDLR oder Dabl
nicht exprimieren (Cariboni et al., 2005). Hier wird vermutet, dass die

Signalweiterleitung von Reelin auf einer anderen Kaskade beruht.

1.6 Kallmann-Syndrom

Beim Menschen fihrt eine gestérte Migration der GnRH-Neurone zum Kallmann-
Syndrom, erstmalig 1856 durch Aureliano Maestre de San Juan beschrieben (Rugarli
et al., 1996).

Wahrend der Gehirnentwicklung senden die olfaktorischen Neurone ihre Axone in
Richtung des Bulbus olfaktorius. Auf selbigem Pfad migrieren auch die GnRH-
Neurone durch den Bulbus zum Hypothalamus. Beim Kallmann-Syndrom ist dieser
Prozess unvollstdndig. GnRH-Neurone und die olfaktorischen Axone verbleiben
unterhalb der Siebplatte. Das Kallmann-Syndrom ist charakterisiert durch Anosmie
und hypogonadotropen Hypogonadismus mit Hoden- bzw. Ovarialhypoplasie
(Kallmann et al., 1944).

Es gibt mehrere Formen des Kallmann-Syndroms, wobei die X-chromosomal-bedingte
Form die hadufigste ist. Bei kompletter GnRH-Defizienz sind die FSH- und LH-
Konzentration erniedrigt und es kann kein Nachweis einer sexuellen Reife vorgelegt
werden (Rugarli et al., 2011). Bei partieller GnRH-Defizienz ist die sexuelle Reife
unvollstdndig. Das Krankheitsbild wird meist wéhrend der Pubertat entdeckt (Rugarli
und Ballabio, 1993).
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1.7 Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse

Die GnRH-Neurone senden pulsatil GnRH (Gonadotropin-Realeasing-Hormon) aus
und bilden die oberste Instanz der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse (In:
Biochemie und Pathobiochemie, 2007). GnRH wird in der Eminentia mediana ins
portale System des Hypophysenstiels abgegeben. Ein wichtiger Pulsationsmodulator
von GnRH st das Kisspeptin. Kisspeptin bindet an den G-Protein-gekoppelten
Rezeptor KISS1R (auch GPR54), welcher von GnRH-Neuronen exprimiert wird und
stimuliert dadurch die GnRH-Abgabe (Colledge, 2009). Neurone, die Kisspeptin
exprimieren, stehen unter Modulation von Estrogen und sind damit Bestandteil des
Feedbackmechanismus der Reproduktionsachse. Der Kisspeptin-GPR54-Signalweg
wird als essentiell fur die Ovulation und damit fur die Fertilitdt begriffen (Clarkson
und Herbison, 2009, Clarkson et al., 2008).

Uber das venose System gelangt GnRH zu den gonadotropen Zellen des Hypophysen-
Vorderlappens (Adenohypophyse). Diese Zellen produzieren und sezernieren
daraufhin Luteinisierendes Hormon (LH) und Follikel-Stimulierendes Hormon (FSH)
(Dubois et al., 2002). Diese Gonadotropine regulieren die Produktion der weiblichen
sowie ménnlichen Sexualhormone in den Gonaden und damit die ovarielle
Estrogensynthese (In: Molekularmedizinische Grundlagen von para- und autokrinen
Regulationsstdrungen, 2006). Es gibt jedoch auch einen direkten Einfluss von GnRH

auf die Estrogensynthese im Ovar (Parinaud et al., 1988).
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Abbildung 1.7.1 Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse (In: Biochemie und Pathobiochemie,
2007):

Im Hypothalamus befinden sich GnRH-Neurone (1), welche GnRH sezernieren. lhre Axone enden am
portalen Gefalsystem des Hypophysenstiels. Freigesetztes GnRH gelangt zur Adenohypophyse (2), wo
es die Freigabe vom Luteinisierenden Hormon (LH) und Follikelstimulierenden Hormon (FSH)
reguliert. FSH und LH erreichen tber den Blutkreislauf die Gonaden (3). Unter Anderem stimuliert LH
im Ovar durch einen starken Konzentrationsanstieg (LH-Peak) die Ovulation. Desweiteren steigert €s in
den Thekazellen (5) die Androgensynthese, welche in den Granulosazellen zu Estrogen umgewandelt
werden. FSH stimuliert die Proliferation der Granulosazellen, die Synthese von LH-Rezeptoren und die
Estradiol-Synthese durch Induktion der Aromatase. Aromatase ist verantwortlich fir das
Follikelwachstum sowie dessen Reifung.

Die Follikulogenese im Ovar (4) beinhaltet mehrere Entwicklungsstufen. Angefangen beim
Primordialfollikel, wobei die Eizelle nur von einem flachen Follikelepithel umgeben ist. Dieses Epithel

ist beim Primarfollikel bereits zylindrisch und von einer Basalmembran umgeben. Bei der weiteren
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Entwicklung wird das Follikelepithel zur mehrschichtigen Granulosazellschicht (Stratum granulosum)
und als Sekundarfollikel bezeichnet. In diesem Reifestadium wird die Eizelle von einer Schicht aus
Glykoproteinen umgeben, der Zona pellucida, und die umliegenden Granulosazellen ordnen sich radiér
zur Corona radiata an. Die nachstfolgende Entwicklungsstufe ist der Tertidrfollikel (Im Detail: Abb.
3.2.1.1.) Der Tertiarfollikel ist gekennzeichnet durch einen mit Follikelflussigkeit gefullten Hohlraum:
das Antrum follikulare. Die Eizelle ist nun im Eihugel, dem Cumulus oophorus gelegen und das
follikelumgebende Bindegewebe ist in die Theka Interna und Externa differenziert. Einer der
Tertialfollikel reift weiter bis zum Graafschen Follikel, welcher bei der Ovulation die Eizelle freigibt.
(5) Estradiol-Synthese im Tertiarfollikel: Stimuliert durch LH wird in den Theka Interna-Zellen
Cholesterin (ber Progesteron zu Androstendion umgesetzt. Nachdem dies durch die Basalmembran
(BM) in die Granulosazelle lbergetreten ist, kann Androstendion durch das Enzym 17p-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase (17B-Hyd.-Steroid-DH) zu Testosteron umgesetzt werden und dann weiter durch die
Aromatase zu Estradiol. Androstendion kann zusétzlich durch Aromatase zu Ostron umgesetzt werden
und dann durch die 17p-Hydroxysteroid-Dehydrogenase zu Estradiol.

(6) Das produzierte Estradiol tritt Ober in die Follikelflissigkeit und ist nun Induktor vieler
verschiedener Reaktionen. Eine Wirkung des Hormons ist die Stimulation der Endometriumentwicklung
im Uterus und dessen Vaskularisierung, demnach die Vorbereitung fiir die Einnistung der Eizelle nach
Befruchtung. Es ist ebenso verantwortlich fiir die zyklische Veranderung des Vaginalepithels. Estradiol
hemmt, zusammen mit von Granulosazellen gebildetem Inhibin, die FSH-Ausschittung (negativer
Feedbackmechanismus) und fordert wiederum ab Zyklusmitte Gber Hypothalamus und Hypophyse die
LH-Ausschittung (positiver Feedbackmechanismus).

In dieser Arbeit werden die Reprodukionsorgane der homozygoten Reeler-Mutante mittels
Vaginalabstrich hinsichtlich zyklischer Veranderungen untersucht (6) und die Aromataseexpression

gemessen (5).

1.8 Estrogen — zerebral und ovariell

Ein Teil der Estrogensynthese findet in den Follikeln der weiblichen Maus statt. Die
Synthese wird katalysiert durch das Enzym Aromatase, welches hauptséchlich in
Granulosazellen heranreifender Follikel zu finden ist. Aromatase und ihr Produkt
Estrogen sind essentiell fiir Reifung und Wachstum der ovariellen Follikel. Estrogen
ist das entscheidende Hormon, welches verantwortlich ist fur die zyklischen
Veranderungen der weiblichen Geschlechtsorgane. Es ist fur die Fertilitdt unabdingbar,
da sein Anstieg Voraussetzung fur die Ausschittung von LH aus der Hypophyse ist,

welches die Ovulation einleitet.
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Neben der Funktion als Sexualhormon wurde Estrogen die Rolle als Neurosteroid
anerkannt (Prange-Kiel, 2003). Alle Enzyme der Steroidbiosynthese werden auch im
Gehirn exprimiert (Prange-Kiel und Rune, 2006). Naftolin et al. fanden 1971 erstmalig
Aromataseaktivitat im Diencephalon der Ratte (Fester et al., 2007). Bis heute wurden
Vorkommen und Aktivitit der Aromatase in unterschiedlichen Hirnregionen
untersucht (Flores et al., 1973, Roselli et al., 1985, Stoffel-Wagner et al., 1998, Beyer
et al., 1994a,b, Yague et al., 2006, 2008). Unter anderem wurde auch eine de novo
Estrogensynthese aus Cholesterol im adulten Hippocampus entdeckt, welche sich
durch Hinzugabe von einem Aromatasehemmer (Letrozol) inhibieren und durch
Cholesterin wieder stimulieren lie3 (Prange-Kiel et al., 2003, Hojo et al., 2008, Fester
et al., 2009).

Lokalisiert wurde die Aromatase in Perikaryen und in neuronalen Fortsatzen (Roselli
et al., 1985, Prange-Kiel et al., 2006, Yague et al., 2006, 2008). Der ultrastrukturelle
Nachweis von Aromatase in prasynaptischen Terminalen (Balthazart und Ball, 2006)
legte den Gedanken nahe, dass Estradiol als Transmitter fungieren konnte. Die
Aromataseaktivitat wird glutamaterg moduliert (Hojo et al., 2008).

Die lokale Estrogensynthese reguliert die  Expression  hippocampaler
Estrogenrezeptoren ER o und ER B (Prange-Kiel et al., 2003). Estrogenrezeptoren
fungieren nach Ligandenbindung und Dimerisierung als Transkriptionsfaktoren. Sie
binden im Kern an Estrogen-Responsive-Elements (ERES) und verandern die
Transkription bestimmter Gene. Neben diesem genomischen, werden vermutlich auch
membrangebundene Effekte, so z.B. Signalkaskaden, wie MAPK (Mitogen-aktivierte
Proteinkinase), PI3K, AKT und GSK3, durch Estradiol induziert (Morissette et al.,
2008a,b) (S. Abb.4.2.3.2.2).

Estrogen hat lokal in den verschiedenen Hirnarealen auto- und parakrine Funktion
(Simpson et al., 2001, Mukai et al., 2005, Prange-Kiel et al., 2006, 2008).

Die Spinesynapsendichte in der CA1-Region im Hippocampus &andert sich im
Monatszyklus und ist abhangig von lokaler Aromatase bzw. Estrogen (Prange-Kiel et
al., 2008, Kretz et al., 2004). Ein aktuelle Studie (Zhou et al., 2010) konnte die
friheren in vitro Erkenntnisse auch in vivo bestétigten. Hier wurde durch die
systemische Applikation eines Aromatasehemmers (Letrozol) bei zyklischen und

ovarektomierten Mausen eine signifikante Reduktion der Spinesynapsendichte
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beobachtet, sowie ein reduziertes Axonwachstum (von Schassen et al., 2006). Dies
deutet daraufhin, dass lokal synthetisiertes, hippocampales Estrogen, nicht gonadales,
verantwortlich ist fir die zyklische Variation der Synapsendichte.

Auch GnRH hat einen stimulierenden Effekt auf die Synapsendichte im Hippocampus
und flhrt zur Erhéhung des postsynaptischen Markers Spinophilin (postsynaptischer
Marker), in beiden Fallen durch die Induktion der Estrogensynthese (Prange-Kiel et
al., 2008). Es wurde zuséatzlich eine Abhéangigkeit der GnRH-Rezeptordichte von
lokalem Estradiol festgestellt (Prange-Kiel et al., 2008). Eine Hemmung der
Aromatase durch Letrozol fuhrt zur Erhohung der GnRH-Rezeptoren, welche durch
Hinzugabe von Estrogen nicht aufhebbar ist (Prange-Kiel et al., 2008). Neueste, bisher
noch unverdffentlichte Ergebnisse zeigen, dass die zyklische Synapsendichteédnderung
GnRH als Ursprung hat. Die Blockade von GnRH durch GnRH-Antagonisten fiihrte
dort zu einem signifikanten Synapsenverlust (Prange-Kiel et al., 2008)

Durch Hinzugabe von GnRH in hippocampale Kulturen wird die Estrogensynthese
stimuliert (Prange-Kielet al., 2008). Mit Regulation der Estrogensynthese durch GnRH
wird auch die synaptische Plastizitdt im Hippocampus reguliert (Prange-Kiel et al.,
2008).

Der Aromatase bzw. ihrem Produkt Estradiol wird eine Rolle in der Modulation des
affektiven Verhaltens zugesprochen (Dalla et al., 2004, Alejandre-Gomez et al., 2007,
Sinopoli et al., 2006). Neueste Ergebnisse belegen zusatzlich eine Beeinflussung der
Langzeitpotenzierung durch Gabe eines Aromatasehemmers. LTP sind ein Teil der
Prozesse, die mit Lernen und Gedé&chtnis verbunden sind (Grassi et al., 2009).
Vermittelt wird dieser Effekt durch die NR2b- Untereinheit des NMDA-Rezeptors.
Verstarkte LTPs wurden wiederum kurz nach Estradiolbehandlung festgestellt (Smith
und McMahon, 2005, 2006).

Der Aromatase wurde zusatzlich eine neuroprotektive Wirkung zugesprochen, da sich
in pathologischen Situationen die Anzahl Aromatasepositiver Astrozyten erhoht
(Azcoitia et al., 2001, Garcia-Segura, 2008). Eine protektive Wirkung von Estrogen
wurde hinsichtlich Morbus Alzheimer, bei Schizophrenie und Epilepsie bestatigt
(Garcia-Segura et al., 2001).

Ob Aromatase oder Estradiol wahrend der neuronalen Entwicklung wichtig sind, ist

vorerst noch unklar. Bekannt ist, dass eine Hemmung der Aromataseaktivitit die
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Proliferation von dissoziierten hippocampalen Neuronen inhibiert (Fester et al., 2006).
Eine Aromataseaktivitat wurde zudem in radialen Gliazellen nachgewiesen, welche fir
die neuronale Migration (gliaabh&ngige Lokomotion) verantwortlich sind (Pellegrini et
al., 2007, Garcia-Segura, 2008).

1.9 Reelin und Estrogen

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass im Hippocampus der Reeler-Mutante
eine verminderte Spinesynapsendichte gefunden wurde (Nlu et al., 2004). Ob dieses
Phanomen auch von Estrogen abhédngig sind, wird zurzeit an unserem Institut
untersucht. Zudem wurde in unserem Institut in einer vorausgegangenen Doktorarbeit
herausgefunden, dass die Aromataseaktivitét, das finale Enzym der Estrogensynthese,
im Hippocampus der Reeler-Mutante inhibiert ist (bisher unverdffentlicht). Wie auch
in friheren Ergebnissen bereits dargestellt wurde, ist eine Veranderung in der
Expression der Estrogenrezeptoren in der Reeler-Mutante zu beobachten. Wie nach
Behandlung mit Letrozol, einem Aromatase-Inhibitor (Prange-Kiel et al., 2003) ist der
Estrogenrezeptor (ER) a herunter reguliert und ER B herauf reguliert

Aktuell gibt es einige Hinweise flr eine Verbindung zwischen Reelin und Estrogen.
Die Reelin-Expression in Cajal-Retzius-Zellen kann durch exogenes Estrogen
stimuliert werden, wéhrend eine Aromatasehemmung durch Letrozol die Reelin-
Expression drosselt (Bender et al., 2010). Anders als bei der Reeler-Mutante, stellte
sich jedoch nach Letrozolgabe keine gestorte kortikale Schichtung dar, sondern
lediglich eine gestorte Synaptogenese (Bender et al., 2010). Desweiteren wurde eine
deutliche Expression von ER a in den Cajal-Retzius-Zellen gefunden.

Wie schon zuvor erwahnt, wurde eine Interaktion von Reelin mit Notch-1 bei der
kortikalen Schichtenbildung herausgefunden. Die Reelin-Notch Interaktion ist
involviert in das Neuritenwachstum migrierender Neuronen. Interessant ist, dass
Notchl ebenfalls durch Estradiol reguliert wird (Bender et al., 2010).

Zudem st Estradiol in der Lage Langzeitpotenzierung in CA3-CA1-Synapsen zu
induzieren (Foy et al., 1999). Dies ist nach neusten Untersuchungen auf eine Balance
zwischen NMDA- und AMPA-Rezeptoren zurtickzufiihren (Smith und McMahon,
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2005). Auch Reelin reguliert die Aktivitat von NMDA-Rezeptoren und beeinflusst
damit die Langzeitpotenzierung.

Estradiol wirkt auflerdem uber Cofilin auf das Zytoskelett (Kramar et al., 2009).
Estrogen erhoht die Spinesynapsenkonzentration von F-Aktin und fordert seine
Polymerisierung, welche mit LTP assoziiert ist. In diesem Zusammenhang wurde
dargelegt, dass Estrogen die GTPase RhoA aktiviert und Cofilin phosphoryliert
(inaktiviert). Ein Antagonist der RHoA-Kinase (ROCK) blockiert die synaptischen
Effekte von Estrogen. Folglich agiert Estrogen als ein positiver Modulator des
Signalweges RhoA > LIMKinasel > Cofilin und beeinflusst damit das synaptische
Zytoskelett (Kramar et al., 2009). Die LIMKinasel ist auch ein wichtiger Bestandteil
des Reelin-Wirkungspfads auf das Aktinzytoskelett (Chai et al., 2009).

In dieser Doktorarbeit wird die Verbindung zwischen Reelin und Estrogen, bezlglich
der veranderten Fertilitit der Reeler-Mutante (Caviness et al., 1972) und ihrer

geringeren Nachwuchszahl untersucht.

1.10 Fragestellung und Vorgehensweise

Vor diesem Hintergrund soll folgende Frage beantwortet werden:

Hat die Reelin-Mutation Auswirkungen auf die Reproduktionsorgane der Reeler-
Mutante?

In der vorliegenden Arbeit soll diese Frage fiir das Ovar untersucht werden. Neben der
Erfassung des ovariellen Zyklus stehen Untersuchungen zur Aromataseexpression im

Fokus. Dies konnte moglicherweise die reduzierte Fertilitat erklaren.
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2. Material und Methoden
2.1 Material

Wildtyp: Black 6 C 57, Herkunft: Tierstall UK Eppendorf, Deutschland
Homozygote Reeler-Mutante:
Zucht aus der Verpaarung von Wildtyp-Mausen (Black 6 C57,
UK Eppendorf) und homozygoten Reeler-Mausen (B6 C3 Fe a/a
Reelin, Herkunft: Charles River Laboratory, Deutschland)

Verhaltnisse im Tierstall:

Lichtrhythmus: 7.00 - 19.00 Uhr Lichtphase, 19.00 - 7.00 Uhr Dunkelphase
Temperatur: 19 -21°C

Luftfeuchte: 50 — 60%

Futtermittel: Trockenfutter Panacur + Ssniff R/M Haltung

Einstreu: Espenholz

Hygienekontrolle:  Vierteljahrlich

2.2 Methoden

Es wurden 3 Methoden gewahlt, um die Reproduktionsorgane der Reeler-Mutante zu
untersuchen. Als Erstes wurden die Mé&use mittels PCR genotypisiert, um die
homozygoten Reeler-Mutanten von den heterozygoten und den Wildtypmé&usen zu
unterscheiden.

Bei Beginn der Geschlechtsreife (friihestens 6.-8.Woche) wurde der Zyklus der Mé&use
mit Vaginalabstrichen auf L&nge und RegelmaRigkeit untersucht.

Diese Zykluskontrolle war zudem Grundvoraussetzung fur die Untersuchung der
ovariellen  Aromataseexpression mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens und der

Immunhistochemie.
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2.2.1 Genotypisierung

Zur Sicherung, ob es sich bei der Maus um einen Wildtyp, eine heterozygote oder
homozygote Reeler-Mutante handelt, wurde der Genotyp bestimmt. Die homozygote
Reeler-Mutante ist zusatzlich ab der 2.-3. Woche an ihrer schwankenden Gangart zu
erkennen.

Die PCR-Methode ist ein Verfahren, mit dem geringe Mengen an DNA amplifiziert
und nachgewiesen werden koénnen. Die Genotypisierung besteht aus der
Materialgewinnung und -aufbereitung, der Vervielfaltigung der DNA durch die PCR
und schlieflich der Anordnung der DNA-Fragmente in der Gelelektrophorese,
wodurch die Zuordnung moglich ist. Alle Untersuchungen wurden von einer
Negativkontrolle begleitet.

Fur die Genotypisierung wird entweder ein Teil vom Mausschwanz oder vom Ohr als
DNA-Quelle benutzt.

Zur Verdauung des Gewebes wird es mit je 200ul Puffer und je 5Sul Proteinkinase K
(rekombinant, PCR Grade, Firma: Roche) versetzt, anschlieBend gemischt, kurz
zentrifugiert und dann bei 55°C bis zur vollstandigen Zersetzung aufbewahrt.

Zur Weiterverarbeitung und Reinigung des Gemisches wird das Réhrchen bei 13 000
rpm fiir 3 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand (ca. 180ul) wird in
einen neues Rohrchen iiberfiihrt und dort mit 20ul SM NaCl (Verhéltnis 1:10) und
450ul 100% Ethanol (Verhéltnis 2,5mal, vorgekiihlt auf — 20°C) versetzt. Alle Proben
verweilen dann mind. 20 min bei — 25°C. Danach werden sie 15 min bei 4°C und 14
000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wird nach Entfernen des Uberstandes 3mal mit 500ul
70%igem Ethanol gewaschen (Auswaschen des Salzes). Beim letzten Durchgang wird
etwas langer zentrifugiert (5min bei 13 000 rpm) und danach wird so viel Flussigkeit
wie moglich abpipettiert, sodass nur noch ein kleines Pellet im Reagenzgefald
verbleibt.

Je nach Temperaturverhéltnissen im Labor werden die Proben 20-60min bei
Raumtemperatur luftgetrocknet und anschlieBend in 50ul purem Wasser (RNAse und

DNAse freies Wasser) wieder aufgenommen.
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Um die Aktivitat der Proteinkinase K zu stoppen, werden die Proben entweder vor
oder nach der Reinigungsphase fiir 10 min auf 95°C erhitzt.
Fur die Vervielfdltigung der DNA werden 3 Primer benutzt (Firma: Eurofins

mwg/operon, Konzentration: 10uM).

Tabelle 2.2.1.1 Bindungspunkte der verwendeten Primer

Nr. | Bezeichnung | Sequenz Temp.(°C)

1 Int-for-wt 5’ - GGT AGA ATATAT GAGAGAGC -3 53,1

2 Int-rew-wt 5’ — CAT AAA AAG AGG AAT GAAGC -3’ 51,2

3 Int-rew-rl 5’-GTCATTTAAATTTAATTGATGG-3" | 491

Zusammengestellt sind die 3 verwendeten Primer (D’Arcangelo et al., 1996, Chai, 2006), nummeriert
(Nr.), mit der Bezeichnung (wt-Wildtyp, rl-Reeler), der Bindungssequenz und der spezifischen
Wirktemperatur (Temp.) in Grad Celsius.

Der Genort fir das humane Reelin-Gen befindet sich auf Chromosom 7 (7q22) (DeSilva et al., 1997,
Royaux et al., 1997).

Primer 1 ist ein wildtypspezifischer, aufwarts der Laufrichtung gerichteter Primer. Er bindet an eine
Sequenz 79 Basenpaare (bp) unter dem Bruchpunkt. Diese Sequenz fehlt im Genom der Reeler-
Mutante.

Primer 2 ist ein zweiter, aufwérts gerichteter Primer. Er bindet eine Sequenz, die 176 Basenpaare
abwaérts des Bruchpunktes liegt. Diese Sequenz ist im Wildtypgenom vermutlich noch weiter entfernt.
Primer 3 ist ein abwarts der Laufrichtung gerichteter Primer. Er bindet an eine Sequenz, welche 187
Basenpaare aufwarts des Bruchpunktes liegt.

PCR-Amplifikate des Wildtyp-Reelin-Gens enthalten ein 266 Basenpaare groRes Fragment und die der
homozygoten Reeler-Mutante ein 363 Basenpaare grofies Fragment. In heterozygoten Reeler-Mutanten

werden beide Fragmente amplifiziert.

Es werden 2 pl Protein-Gemisch mit 6 pl Primer versetzt (3 pl je Primer), je nachdem

ob fir Wildtyp oder Reeler-Mutante. Damit die folgende Reaktion im Thermocycler
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(Firma: Biometra) korrekt ablauft, mussen sich in jedem Reagenzgefal genau 50 pl
befinden. Folgende Rechnungen beziehen sich darauf.

Das PCR-Reaktionsgemisch enthédlt pro Reagenzgefdl 2ul dNTP (Nukleotidmix,
Konzentration 10mM jeweils, Firma: Fermentas), Sul Puffer (10fach Reaktionspuffer,
Firma: Invitrogen), Sul MgCI2 (50mM, Firma: Invitrogen) und wird anschlieBend mit
Wasser (H20 ultrapure) aufgefiillt, sodass 42 pl pro Rohrchen verbleiben. Erst kurz
bevor das Gemisch zu den Proben gegeben wird, werden 0,2ul Tag-DNA-Polymerase
(rekombinant, hitzestabil, Konzentration 5U/ul, Firma: Invitrogen) hinzugegeben.
Alles wird grindlich vermischt und nun ausschlieBlich auf Eis transportiert. Das
geforderte Reaktionsvolumen von 50pul ist somit erreicht und kann nun in den

Thermocycler gegeben werden.

Tabelle 2.2.1.2 PCR-Reaktionsprofil

Anzahl Durchlédufe | Temperatur Dauer
1 94°C 60sek
35 94°C Denaturierung | 30sek

49°C Renaturierung | 30sek

72°C Elongation 30sek

1 72°C 600sek

1 4°C Bis zur Entnahme

Das Schema veranschaulicht die Anzahl der Durchldufe (links) mit der entsprechenden Temperatur in
Grad Celsius (Mitte) und Dauer in Sekunden (rechts). Die DNA wird zuerst auf 94°C erhitzt. Im Schritt
der Denaturierung trennen sich die DNA-Doppelstrange, so dass nur noch Einzelstrénge vorliegen. An
diese lagern sich wéahrend der Renaturierung (Primerhybridisierungsphase) die Primer an. In der letzten
Zyklusphase fullt die DNA-Polymerase die fehlenden Strange mit freien Nukleotiden auf (Elongation).
Die DNA-Polymerase beginnt am 3’Ende des Primers, welcher nun den Anfang des neuen
Einzelstranges bildet. Die Phase der Denaturierung, Renaturierung und Elongation wird 35mal
wiederholt. Danach werden die Proben fur 600 sek auf 72°C temperiert, um dann bis zur Entnahme bei

4°C zu verweilen.
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Gelelektrophorese zur Analyse der PCR-amplifizierten DNA-Fragmente:

Die Auftrennung der PCR-Fragmente findet in einem 2%igen Agarosegel statt. Die
Agarose wird in 0,5 TBE gel6st und ca. 5 min in der Mikrowelle aufgekocht, bis alles
gelost ist. AnschlieRend wird Ethidiumbromid (ethidium bromide aqueous solution 1%
w/v, Firma: Serva) hinzugegeben und in ein Gelbett gegossen, in das Kamme
eingesetzt sind.

Die Rohrchen aus dem Thermocycler werden mit je 10ul Lade-Puffer (5fach DNA
Loading Buffer, blue, Firma: Bioline) bestiickt und davon je 20ul pro Lauftasche
eingebracht. In jede Lauftasche des Agarosegels kommen zusétzlich 5ul eines DNA-
Grolken-Markers (Rezept fiir 3 Taschen: 10ul 0,5 TBE, 2ul 1Kb-Marker (1 Kb Plus
DNA Ladder, Firma: Invitrogen) und 3 ul Lade-Puffer. Die Elektrophorese erfolgt bei
einer Spannung von 120V fir ca. 1Stunde.

Durch die Farbung mit Ethidiumbromid werden die aufgetrennten Proteine als Banden
im UV-Licht sichtbar. Das fertige Gel wird mittels ,,Electrophoresis Documentation
and Analysis System 120 von Kodak (UV-Licht) fotographiert.

Abbildung 2.2.1.1 Fotographie einer Genotypisierung unter UV-Licht (Chai, 2006):

Es sind 4 Spalten zu sehen. Links ist der 100bp DNA-Marker (L). Daneben ist die Bande einer Wildtyp-
Maus (+/+ ) bei 266 bp. Die homozygote Reeler-Mutante weist eine Bande bei 363bp (-/-) und die
heterozygote Reeler-Mutante beide Banden auf (+/-). Rechts ist die Negativkontrolle (C).
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Verwendete LOsungen:

Puffer zum Zersetzen der Mausschwénze/ Ohren:
100mM Tris-Hydrochlorid (Tris-HCI) pH 8,5
5mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
pH 8,0
0,2% w/v Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
200mM Natriumchlorid (Nacl)

TBE (Rezept fur 5faches TBE): 549 Tris Base
27,59 Borsaure
20ml 0,5M EDTA (PH 8,0)
Auffillen auf 1 Liter mit destilliertem Wasser
(A.dest.)
Fur 0,5faches TBE: 100ml 5faches TBE mit 900ml H20 verdiinnen.

2.2.2 Vaginalabstriche

Zur Untersuchung des Vaginalzyklus der Maus wurden Vaginalabstriche angefertigt,
nach Pappenheim gefarbt und am Lichtmikroskop ausgewertet.

Die Abstriche der M&use werden mit ausgediinnten Wattestabchen angefertigt. Sie
werden in steriles PBS (Phosphat gepufferte Salzlésung) getaucht, vaginal eingefiihrt
und schlieRlich wird der Abstrich auf einen Objekttrager aufgebracht. Diese trocknen
fir mindestens 30 min. Die Abstriche wurden jeden Tag in einem festgelegten
Zeitraum angefertigt, um eine Kontinuitdt zu gewéhrleisten.

Fur die Auswertung der Abstriche wird nach Pappenheim geférbt. Daflir werden die
Objekttrager auf eine Farbebank gelegt und mit Hilfe einer Pipette mit May-Griinwald-
Eosin-Methylenblauldsung betrdufelt (Firma: Merck). Nach 3 min wird die gleiche
Menge destilliertes Wasser dazu getropft. Dies wird nach 1 min abgegossen. Die
Objekttrager werden kurz in A.dest. abgespult und gelangen dann fir 15 bis 20 min in

Giemsa-Azur-Eosin-Methylenblauldsung (2ml auf 100ml A.dest., Firma: Merck).
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AnschlieRend werden die Praparate in A.dest. abgespult und mit Filter-Papier (Firma:
Schleicher & Schill) abgepresst. Zum weiteren Entwassern werden die Praparate in
100% Ethanol getaucht. Die Praparate konnen nach 5 min im Xylol-Ersatz (XE-200,
Firma: Vogel) mit Eukitt (Firma: O.Kindler) und Deckglaschen eingedeckt werden.

Die Auswertung der gefarbten Abstriche findet unter dem Lichtmikroskop (Axiolab,

Firma: Zeiss) statt.

~ Abbildung 2.2.2.1 Vaginalabstrich
gefarbt nach Pappenheim:

Die Zellkerne féarben sich rétlich-
violett, das Zytoplasma blaulich. Hier
zu sehen: Vaginalabstrich in der
ZyKlusphase Prodstrus, mit vielen blau
geférbten, verhornten Epithelzellen
(Stern) und einigen Epithelzellen mit
rotlichem Zellkern (Pfeil).

Die Zykluskontrolle diente zum Einen zur Untersuchung der RegelmaRigkeit und der
Verteilung der Zyklusphasen. Zum Anderen war sie essentiell fir die weitere
Untersuchung der Ovarien hinsichtlich der Aromataseexpression. Nur Ovarien der
Zyklusphase Proostrus besalen ausreichend Proteinmenge um im Western Blot
untersucht zu werden. Dies geht auf eine Arbeit von Stocco (2008) zurlick. Er
untersuchte die zyklusabhangige Aromataseexpression im Ovar der Ratte im
Zusammenhang mit der hormonellen und molekularen Regulation. Erkenntnis seiner
Arbeit war unter anderem, dass im Prodstrus mehr Aromatase in den préovulatorischen
Follikeln vorhanden war, als in anderen Zyklusphasen. Dies stimmt mit der lang
bestehenden Kenntnis uber die Estrogenerh6hung kurz vor Ovulation tberein. Gemeint
ist der Zeitpunkt des Wechsels von Prodstrus zu Ostrus, da diesem Wechsel eine
Erh6hung von Aromatase vorausgehen muss. Diese Erkenntnisse wurden auf die Maus

ubertragen.

33



Die Untersuchungen dieser Arbeit fanden aufgrund dieser Ergebnisse ausschlieBlich
im Pro0strus statt und gewahrleisten damit auch eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse.

Ein weiteres Ergebnis der Arbeit von Carlos Stocco (2008) war, dass die Verteilung
von Aromatase innerhalb des antralen Follikels adulter Mause nicht gleichmaRig ist. In
der Immunhistochemie wurde die hdchste Dichte an Aromatase in den randnahen

Granulosazellen der Follikelperipherie entdeckt.

2.2.3 Entnahme der Ovarien

Fir die Entnahme der Ovarien werden die Mduse andsthesiert oder mittels Trockeneis
getotet. Der Bauchraum wird mit einem L&ngsschnitt entlang der Linea Alba erdffnet,
danach folgt ein Entlastungsschnitt nach lateral auf Hohe des Rippenbogens.
AnschlieRend werden die Ovarien freiprapariert und entnommen. Diese werden sofort
in ein frisches Rohrchen Gberflhrt, in flissigem Stickstoff tiefgefroren und dann bei -

80°C gelagert.

2.2.4 Immunhistochemie

Mit Hilfe der Immunhistochemie werden die Ovarien der Reeler-Mutante und des
Wildtyps hinsichtlich der Aromataseexpression untersucht.

Die Methode basiert auf der Anlagerung von Antikdrpern, welche gegen Aromatase
gerichtet sind. Fluoreszenz-markierte Sekundarantikérper binden an diesen
Primarantikdrpern. Unter UV-Licht werden die Schnitte fotographiert und die Starke
der Anlagerung beurteilt. Die Auswertung erfolgt mit dem Computerprogramm ImageJ
(Siehe 2.2.6). Alle Untersuchungen wurden von einer Negativkontrolle begleitet.

Fur die immunhistochemische Farbung werden Gefrierschnitte vom Ovar am Kryo-
Mikrom (HMS560) angefertigt (12um Schnittdicke, Objekttemperatur -21°C,
Messertemperatur -18°C). Sie werden mit einem Objekttrdger aufgenommen und
mind. 30 min getrocknet, bevor sie fir 10min in Aceton fixiert werden. Auch danach

wird wieder mind. 10min getrocknet. Die Schnitte werden bei -25°C gelagert.
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Die eingefrorenen Schnitte werden zundchst fur mind. 20 min aufgetaut und
anschlieBend fiir 10 min getrocknet. Fixiert wird nun mit Paraformaldehyd 4% (PFA,
geldst in PBS) fir 10 min. Danach wird 3mal fir 5 min mit PBS gewaschen.

Die Schnitte werden in eine feuchte Kammer gelegt. Zur Blockierung von
unspezifischen Bindungsstellen werden sie mit 10% Normal Goat Serum (NGS, PBS
als Basislosung, Firma: Sigma) benetzt, 100l pro Schnitt. Nach 30 min wird es
abgeschdttet und es folgt der Primé&rantikorper (Anti-Aromatase-Antikorper, geldst in
3%iger NGS-PBS-Losung, 100ul pro Schnitt). Die Préparate verbleiben iber Nacht
gekuhlt in einer feuchten Kammer. Eine Blockierung mit 10%iger NGS-Lodsung, wie
auch die Blockierung der Pufferldsung war notig, da in den Testreihen mit weniger
NGS eine zu hohe Hintergrundfarbung entstand.

Am nachsten Tag wird 3mal fir 5 min mit PBS gewaschen. Die folgenden
Arbeitsschritte werden im Dunkeln abgefertigt.

Der Sekundérantikorper wird auf die Praparate gegeben (GAR — Goat anti rabbit).
Nach 1 Stunde wird 2mal fir 5min und 1mal fur 10min mit PBS gewaschen. Zur
Markierung der DNA werden die Schnitte fiir exakt 1 min in Dapi (4°,6-Diamidino-2-
phenylindol, Verdinnung 1:1000) getaucht. Anschliefend wird 2mal 5 min mit PBS
gewaschen. Nachdem die Schnitte mit A.dest. gewaschen wurden, wird mit
Deckglaschen und Kleber eingedeckt (Dako, Fluorescent Mounting Medium). Die
fertigen Objekte werden im Kihlschrank gelagert, bis die Deckglaschen fest auf den
Objekttragern haften.

Photographiert werden die Schnitte am Konfokalen Mikroskop (Axiovert 100,
MikroSystems LSM, Firma: Zeiss) in 40facher VergréRRerung, im UV-Licht mit Cy3-

Filter. Die Fotos wurden mit dem Programm ImageJ ausgewertet.
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Abbildung 2.2.4.1 Ausschnitt vom Rand des Tertidrfollikels eines Wildtyps: Immunhistochemische

Markierung der Aromatase und Cy3-Farbung. Fotographiert wurden die Schnitte bei 40facher

VergroRerung unter einem Cy-3-Filter mit dem konfokalen Mikroskop.

Markiert sind die Granulosazellschicht (1) und das flussigkeitsgefiillte Antrum follikulare (2).

Verwendete Materialien:

PBS (Phosphat gepufferte Salzlésung):

Dapi:

Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)+2H20 17,89

NaCl 16,09

Losen in 1,8 Liter A.dest., pH-Einstellung auf 7,4, anschlieRend
mit A.dest. auf 2 Liter auffullen.

4¢,6-Diamidino-2-phenylindol, Fluoreszenzfarbstoff,
Verdunnung 1:1000, Absorptionsmaximum (Amax) liegt bei
einer Wellenldnge von 358nm und das Emissionsmaximum
(Emax) bei 461nm
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Antikorper:
Primdrantikdrper:  Anti-Aromatase-Antikorper (Garcia-Segura et al., 1999, Yague

et al., 2006, 2008), polyklonal, Wirt: Hase, Verdinnung: 2:1000
in PBS mit 3% NGS

Sekundarantikorper: GAR: Goat-anti-rabbit (1:2 in Glycerol, Verdinnung 2:500),
Cy3-konjugiert (Fluoreszenz, Amax: 550nm, Emax: 570nm),
affinitatsgereinigt, Firma: Jackson Immuno  Research

Laboratories

2.2.5 Westernblot

Mit Hilfe des Westernblot-Verfahrens wurde das Aromatasevorkommen in den
Ovarien der Reeler-Mutante und des Wildtyps untersucht. Dies geschah mit 2
Aromatase-Antikorpern: der GP1- und der Acris-Antikorper. Alle Untersuchungen
wurden von einer Negativkontrolle begleitet.

Fir das Verfahren wird das Ovar zerkleinert und die Proteine des Homogenats werden
in einem Acrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Die getrennten Proteine werden
auf eine Membran tbertragen. Die dadurch entstehenden Banden kénnen nun mit Hilfe
spezifischer Antikdrperbindungen zugeordnet werden. Die fertigen Blots werden mit
dem Computerprogramm ImageJ ausgewertet (Siehe 2.2.6).

Aufbereitung der Ovarien:

Die eingefrorenen unfixierten Ovarien werden jeweils mit 192ul RIPA-Puffer und 8pul
Proteaseinhibitor (Pi+EDTA) versetzt und auf Eis mit einem Glas-Homogenisator
zerkleinert. Wenn das Ovar genligend zerkleinert ist, wird das Homogenat in ein
Réhrchen tberfuhrt und ruht fir 30min auf Eis.

AnschlieBend wird es fir 20min bei 13000g (RCF) und 4°C zentrifugiert und der
Uberstand wird in ein neues Rohrchen tberfiihrt.

Das Material wird in mehrere Aliquots aufgeteilt, z.B. a 20ul, um zu verhindern, dass

jedes Mal die gesamte Menge aufgetaut wird und die Proteine eventuell degradieren
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konnten. AnschlieBend werden die Aliquots in flussigem Stickstoff eingefroren und

bei — 80°C gelagert.

Bestimmung der Proteinkonzentration im Homogenat:

Die Proteinkonzentration wird mit dem Test nach Bradford bestimmt und erfolgt im
Eppendorf Bio-Photometer. Diese Bestimmung der Gesamtproteinmenge ist notig, um
die Proben im Proteingehalt aneinander anzugleichen, damit eine exakte Messung der
Aromataseexpression gewahrleistet ist.

Fur die Eichreihe misst man Oug, 1,25ug, 2,5 ug, 5ug, 7,5 pg und 10 pg BSA (Bovine
Serum Albumin) in einem Volumen von 800ul H20 und 200 ul Biorad Protein Assay
Reagenz (+ 1 pl RIPA-Puffer im Probenansatz, um eventuelle Farbabweichungen, die
durch den Puffer entstehen kdnnten, zu berlicksichtigen).

Fir die Messung der Probe setzt man ein: 1pl Probe + 800ulH20 + 200ul Biorad
Protein Assay. Es empfiehlt sich mindestens 3 Rohrchen pro Probe zu richten, um
einen Mittelwert zu berechnen. Die Eichreihe und Proben werden mindestens 5
Minuten stehen gelassen, um dann die Absorption bei 595 nm zu messen.

Fur das Beschicken der Lauftaschen des Gels wurden jeweils 15ug Proteingemisch in
der entsprechenden Menge H20 und Laemmli ProbenPuffer gemischt und fur 5min
auf 95°C erhitzt. Danach kuhlt es kurz auf Eis ab.

Zur ldentifizierung der genauen ProteingréfRe der Aromatase beim Gellauf, lieken wir

bei den ersten Messungen eine Probe Ratten-Ovar mitlaufen.

Vorbereitung der Gelelektrophorese:

Fur die optimale Auftrennung der zu untersuchenden Proteine (Aromatase, 55 kd) wird
ein 10% Acrylamidgel verwendet.
Rezept fur 4 Gele (10%):

Trenngel: H20 8ml
30% Acrylamid RotiphoreseGel 30 (37, 5:1) 6,6ml
1,5M Tris-Puffer pH 8,8 5ml
10% SDS 200ul
10% Ammoniumpersulfat 200ul
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TEMED 8ul
(N,N,N*,N*-Tetramethylethylendiamin)

Sammelgel: H20 5,5ml
30% Acrylamid Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) 1,7ml
0,5M Tris-Puffer pH 6,8 2,5ml
10% SDS 100ul
Bromphenolblau (in H20 gesattigt) 100ul
10% Ammoniumpersulfat 100ul
TEMED 10ul

Fur das Trenngel und das Sammelgel gelten: Ammoniumpersulfat und TEMED
werden erst unmittelbar vor dem Beflllen der Kammern zum Gemisch hinzugegeben.
Zuerst wird das Trenngel fertig gemischt, unverziglich in die Gelkammer eingebracht
und mit Wasser beschichtet. Hier zeichnet sich nach ca. 20-30min deutlich eine
Schicht zwischen Gel und Wasser ab. Das Wasser wird nach dem Auspolymerisieren
entfernt.

Nun kann das Sammelgel gemischt und auf das Trenngel gegeben werden.
AnschlieRend schiebt man vorsichtig einen Kamm hinein. Dieser formt die spéteren
Lauftaschen. Nach 15-20 min ist das Sammelgel fest und der Kamm kann entnommen
werden.

Die Gele werden nun in die Elektrophoresegelkammer eingebracht. Der Raum
zwischen den Gelen wird mit Laemmli Proben Puffer sowie rund herum ca. 2-3 cm
hoch gefillt. Nun kdnnen die Taschen beladen werden.

Jede Tasche wird einzeln mit einer langen Pipettenspitze beladen. Fur die spatere
Bandenzuordnung wurde der Benchmark prestained protein ladder (Firma: Invitrogen,
#10748-010) als Marker benutzt.

Die Proteine werden anschlieBend fiir eine Stunde bei 200V getrennt.

In der Zeit kénnen die Filterpapiere (Firma: Whatman) in Semidryblotpuffer eingelegt

werden (je Gel 2 diinne und 2 dicke Papiere).
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Nach ca. einer Stunde kénnen nun die fertigen Gele aus dem Gerdt entnommen
werden. Die Gelkammerplatten werden mit Hilfe eines Spatels auseinander gehebelt.
VVom Gel wird der obere Teil (Sammelgel) mit einen Skalpell entfernt und verworfen.

Blot (Semi dry):
Um die Proteine des Gels auf eine Membran zu tibertragen, werden die Gele wie folgt

in die Transferapparatur (Firma: Bio-Rad, Semidry-Transfer-Cell) eingebracht:

1 dickes, 1 diinnes Whatman-Filterpapier, eine Membran, das Gel, 1 dinnes und 1
dickes Whatman-Filterpapier.

Es wird eine Nitrocellulosemembran BA 85 mit einer PorengroRe von 0,45um benutzt
(Firma: PROTRAN, Whatman). Die Membran und das Gel werden vor Platzierung
kurz in Semidryblotpuffer getaucht. Die Ubertragung der Proteine lauft bei 35V.

Nach einer Stunde werden die Gele verworfen und die fertig geblotteten Membranen
fir eine Minute in Ponceau S ROT (Firma: Sigma) getaucht, um die Ubertragene
Proteinmenge zu 0berpriifen und zu markieren. Danach werden die Membranen
vorsichtig mit Wasser gewaschen.

AnschlieBend werden die Membranen je nach Primarantikérper zurechtgeschnitten.
Zur Blockierung unspezifischer Proteinbindungsstellen werden sie mit 5%iger
Milchpulverldsung (Bio-Magermilch-Pulver, Firma: Heirler, gelést in 0,3% PBS
Tween) fiir eine Stunde auf den Schiittler bei Raumtemperatur inkubiert.

Dieser Schritt wurde variiert und die Blockierung wurde bei 4°C (ber Nacht belassen.

Es werden 2 verschiedene Primarantikorper gegen Aromatase eingesetzt:
e Monoklonaler Antikdrper von Acris (Wirt: Maus)

e Polyklonaler GP1-Antikorper (Wirt: Meerschwein)

Der Primérantikorper wird mit 5%igem Milchpulver (gel6st in 0,3% PBS Tween)
verdinnt und zu den Proben gegeben. Zur Kontrolle der verwendeten Proteinmenge
wird der GapDH-Antikorper genutzt. Die Proben werden (ber Nacht gekihit
geschuttelt.

Am néchsten Tag wird der Primérantikdrper entfernt und die Membranen werden 3mal

fir 20min mit 0,3%igem PBS Tween gewaschen.
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Dann wird der Sekundarantikdrper hinzugegeben, gelost in Milchpulver-Lésung
(5%iges Milchpulver, gel6st in 0,3% PBS Tween). Der Sekundarantikorper wird flr
eine Stunde bei Raumtemperatur belassen.

Fur die mit Acris-Aromatase- und GapDH-behandelten Proben wird der Anti-Mouse-
Monoklonal-Sekundérantikorper benutzt (gelést in 0,3% PBS Tween, Verdlinnung
1:2500). Fir die Proben, welche mit GP1 als Primarantikérper behandelt wurden, wird
der Anti-Guinea-Pig-Antikorper sekundér hinzugegeben (Verdinnung 1:5000).
Anschlieend wird 3mal mit 0,3% PBS Tween gewaschen.

Entwickelt werden die Blots mit Pierce ECL Western Blotting Substrat. Die 1:1-
Mischung wird flachendeckend auf die Membran pipettiert und nach einer Minute
abgegossen. Nun werden die Blots in der richtigen Anordnung in die
Entwicklungskassetten gelegt und mit einem Rontgenfilm bedeckt (Firma: AGFA
CRONEX 5). Der Rontgenfilm verbleibt fur variable Zeiten auf dem Blot in der
Kassette, um dann in der Entwicklermaschine entwickelt zu werden. Die fertigen Blots

wurden eingescannt und mit dem Programm ImageJ ausgewertet.

HM1 HM2 HM3 WT1 WT2 WT3

-

- Aromatase

A SRS SSn—— D T ey —— 02pDH

Abbildung 2.2.5.1 Scan eines Western Blots:

Jede Bahn (von oben nach unten) entspricht einer Maus, wobei das Ovar-Homogenat in Banden
aufgetrennt vorliegt. Links 3 homozygote Reeler-Mutanten (HM 1-3) und rechts 3 Wildtyp-Méause (WT
1-3). Verwendet wurde der Aromatase-Antikdrper GP1 und der GapDH-Antikdrper, zur Bestimmung
der Proteinmenge der jeweiligen Probe. Die Aromatase-Bande ist bei 55 kDA rot markiert und die
GapDH-Bande griin markiert bei 36kDA.
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Verwendete Losungen und Materialien:

Primarantikorper:

Sekundarantikorper:

RIPA Puffer:

Monoklonaler Aromatase-Antikdrper, Cytochrom P450
19A1, Wirt: Maus, Firma: Acris Antibodies GmbH,
Verdinnung 1:200

Polyklonaler,  nicht  affinitatsgereinigter ~ Aromatase-
Antikorper aus dem Meerschwein (Guinea Pig 1= GP1), aus
eigenem Labor, Immunisierung der Tiere durch die Firma
Pineda, Verdinnung 1:500

Anti-GapDH, monoklonaler  Maus-Antikdrper  gegen
Glyceraldehyde-3-Phosphat-Dehydrogenase (GapDH),
Firma: Applied Biosystems/ Ambion, Verdinnung 1:20 000

Ziege-Anti-Maus 1gG (H+L, monoklonal), Meerrettich-
Peroxidase konjugiert, Firma: Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Verdunnung: 1:2500

Peroxidase-konjugierter  affinitatsgereinigter  Esel-Anti-
Meerschwein 1gG (H+L), Firma: Jackson ImmunoResearch

Laboratories, Verdiunnung: 1:5000

150mM NacCl

50mM Trisphosphat 7,5
1% Nonidet P-40 (NP40)
0,1% SDS

0,5% Natriumdesoxycholat
SmM EDTA

Frisch hinzugegeben wird ein Proteaseinhibitor (Firma: Roche, Pi complete,

Konzentration 1:25, fur das tatsachlich benétigte Volumen). Alle Schritte geschehen

auf Eis.
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5fach Laemmli ProbenPuffer: 0.5M Dithiothreitol (DTT)
10% SDS
0,4M Tris-HCI, pH 6,8
49,5% Glycerin

Spatelspitze Bromphenolblau

Semi-Dry Transfer-Puffer: 25 mM Tris-Base
150 mM Glycin
10% Methanol
0,05% SDS

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) pH 7,4:
150mM NacCl
10mM NaH2P0O4 +H20
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2.2.6 ImageJ

ImageJ ist ein Bildbearbeitungs - und Verarbeitungsprogramm. Es wurde am National
Institut of Health in den USA entwickelt. Mit Hilfe dieses Programms fand die
Auswertung der Immunhistochemie und des Western Blots statt.

Zur  Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Schnitte wird die
fluoreszenzmarkierte Aromatase-Antikdrperbindung mit Hilfe des Programms in
Graustufen (bersetzt. Dadurch kann ein durchschnittlicher Grauwert einer
ausgewdhlten Flache gemessen werden. Bezeichnet wird dies als Integrated Density
(Int Den). Der Int Den-Wert entspricht der Aromataseexpression.

Beim Westerblot wird mit Hilfe von ImageJ die Aromatase-Bande des jeweiligen
Tieres untersucht. Hierfiir wird die Bandenfarbung in eine Kurvenform (bersetzt,
wobei die Starke der Farbung dem Ausschlag der Kurve auf der Y-Achse entspricht.
Diese Peaks konnen dann miteinander verglichen werden. Die MaReinheit der

Aromataseexpression ist auch hier Int Den.
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Abbildung 2.2.6.1 Darstellung des Programms ,Image]‘ mit seinen Bildverarbeitungsmoglichkeiten

(Quelle: http://rsbweb.nih.gov/ij/).
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden die Ovarien und der gonadale Zyklus der Reeler-Mutante
untersucht. Der Vaginalzyklus wurde taglich mittels Vaginalabstrichen erhoben. Die
ovarielle Aromataseexpression wurde mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens und der

Immunhistochemie analysiert.

3.1 Vaginalzyklus

Waéhrend des Zyklus verdndern sich Epithel und Lamina propria der Vagina und
konnen daher zur Zyklusdiagnostik herangezogen werden. Innerhalb eines Zyklus wird
das gesamte Epithel ausgetauscht.

Mit Hilfe von Vaginalabstrichen wurde der genitale Zyklus von insgesamt 8
weiblichen Reeler-Mutanten und 13 Wildtyp-Mausen hinsichtlich der RegelmaRigkeit,
Lange und Haufigkeitsverteilung der Zyklusphasen untersucht.

Der Vaginalzyklus der Maus gliedert sich generell in 4 Phasen: Didstrus, Prodstrus,
Ostrus und Metdstrus (Nelson et al., 1982). Die Aufzahlung entspricht auch der
physiologischen Abfolge der Zyklusphasen. Alle Abstriche wurden nach Pappenheim
gefarbt und in 20facher VergroRerung fotographiert (Mikroskop: Zeiss, Axiolab 2).
Definition der Zyklusphasen (Nelson et al., 1982, Solberg, 2004):
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Beispielhafte Darstellung des Vaginalzyklus einer Reeler-Mutante und einer
Wildtyp-Maus:

= Wildtyp
Ostrus = == Reeler-Mutante

Metdstrus

Prodstrus

Didstrus
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Abbildung 3.1.5 Genitaler Zyklus einer homozygoten Reeler-Mutante (griin-gestrichelt) und einer
Wildtyp-Maus (blau). Dargestellt ist die Zyklusphase pro Tag Uber einen Zeitraum von 19 Tagen. Eine
Zykluslinge entspricht der Entwicklung von Ostrus zu Ostrus (rot markiert). Bei Messunterbrechungen

wurde die Entwicklungstendenz nachvollzogen.

Der genitale Zyklus der Reeler-Mutante weist in diesem Zeitraum knapp 3 Zykluswiederholungen mit
unterschiedlicher Dauer von 4 und 8 Tagen auf. Es gibt eine Plateaubildung im Met6strus (Tag 5-11)
und eine unvollstandige Zyklusentwicklung ohne Ostrus (Tag 12-15). Die Wildtyp-Maus zeigt einen
regelmaRigen Zyklus und knapp 4 Zykluswiederholungen mit Schwankungen in der Gesamtzykluslange
von 4 bis 6 Tagen. In der Literatur wird der Zyklus der Maus als polydstrisch beschrieben, mit einer
alters- und rasseabhangigen Dauer von 4-6 Tagen im Durchschnitt (Morrow, 1986).

Bei der Reeler-Mutante liegt ein unregelméBiger Zyklus vor. Die Gesamtzykluslange schwankt, wie
auch die Lénge der einzelnen Zyklusphasen. Die nachstfolgende Entwicklungsphase wird nicht immer
erreicht. Der genitale Zyklus der Wildtyp-Maus variiert in der Gesamtlange nicht so stark wie bei der
Reeler-Mutante und weist keine Zyklusabbriiche auf.

Bei der Auswertung der Abstriche war aufféllig, dass die der homozygoten Reeler-Mutante haufig nicht
eindeutig einer Zyklusphase zu zuordnen waren. Es waren vielmehr Zwischenstufen der eigentlichen
Zyklusphasen
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Zykluslange im High-Low-Diagramm:
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Abbildung 3.1.6 Mittelwert der Zykluslédnge der homozygoter Reeler-Mutante (links) und der Wildtyp-
Maus (rechts) in Tagen. Semilogarithmische Darstellung mit minimaler und maximaler beobachteter
Zykluslange. Basis sind Daten von 5 homozygoten Reeler-Méausen und 4 Wildtyp-Méausen. Als
Zykluslange gilt der Abstand zwischen 2 aufeinanderfolgenden Ostrusphasen. Die Zykluslange betragt
bei der Reeler-Mutante im Mittel 5,33 Tage mit einer maximalen Zykluslange von 11 und einer
minimalen von 2 Tagen. Beim Wildtyp liegt der Mittelwert bei 3,49 Tagen, mit einer maximalen

Zyklusléange von 5 und einer minimalen von 2 Tagen.

Tabelle 3.1.1 Haufigkeit der Zyklusphasen:

Zyklusphase Wildtyp Homozygote Reeler-Mutante
Diostrus 18,04% 24,32%
Prodstrus 23,88% 17,36%
Ostrus 43,76% 27,08%
Metostrus 14,39% 31,23%

Héufigkeitsverteilung der Zyklusphasen der Wildtyp-Maus (links) und der Reeler-Mutante (rechts). Die
Prozentzahlen sind der jeweilige Anteil der Zyklusphase an der gesamten Beobachtungszeit
(Durchschnittswert von 13 Wildtyp-Mausen und 8 Reeler-Mutanten).
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Die Phase Ostrus nimmt beim Wildtyp mit 43,76% die groRte Zeit des Zyklus in Anspruch (rot). Der
Prodstrus ist mit 23,88% vertreten, dicht gefolgt von Didstrus mit 18,04% und dem Metdstrus mit
14,39%.

Bei der homozygoten Reeler-Mutante ist die am haufigsten vertretene Phase der Metdstrus mit 31,23%
(rot). Ostrus (27,08%) und Didstrus (24,32%) nehmen einen ahnlichen Anteil am Gesamtzyklus ein. Das
Schlusslicht bildet der Prodstrus mit 17,36%.

3.2. Aromataseexpression im Ovar

Zur Untersuchung der Frage, ob die Abwesenheit von Reelin Auswirkungen auf
Estrogensynthese im Ovar hat, wurde die Aromatase mit den Verfahren
Immunhistochemie und Western Blot untersucht.

Fir den Vergleich wurden die Ovarien von insgesamt 3 homozygoten Reeler-Mutanten
und 3 Wildtyp-Mausen untersucht. Dabei gelang jeweils ein Ovar des paarigen Organs
in das Westernblot-Verfahren und eins wurde immunhistochemisch gefarbt.

In der Immunhistochemie wurde das Aromatasevorkommen gezielt in den
Tertiarfollikeln untersucht, beim Western Blot wurde das Aufgebot im gesamten Ovar,
als Homogenat, gemessen.

Die Ergebnisse beider Verfahren wurden anhand des Gemischten Modell-Verfahrens
(hierarchisches Modell) auf Signifikanz getestet, um die Identitaten der einzelnen
Mause zu bertcksichtigen.

Die Auswertung fand unter den (blichen Kriterien statt: a-Fehler wurde bei 0,05
vorher festgelegt und der p-Wert gilt als hochsignifikant bei < 0,001.

Der Vollstandigkeit halber wurde auf Normalverteilung gepriift. Von dieser ist bei
einer Probengrofe von jeweils 3 Mausen nur eingeschrankt auszugehen. Im
Histogramm stellte sich die Verteilung als symmetrisch und eingipflig dar.

Die Erhebung der Daten erfolgte mit dem Programm ImageJ. Die statistische

Auswertung mit dem Statistikprogramm SPSS 14 und 18 fiir Windows.

49



3.2.1. Immunhistochemie

Fur die immunhistochemische Farbung wurden Cryostatschnitte mit einer Dicke von
12um groRe Scheiben verwandt. Die durch Antikérper markierte Aromatase wurde mit
Hilfe eines Cy3-gebundenen Antikdrpers sekundar sichtbar gemacht. Alle Messungen
wurden von einer Negativkontrolle begleitet.

Schaubild eines Tertiarfollikels

Theka Externa

Theka Interna

Granulosazellschicht

Cumulus ocophorus

Eizelle

Antrum Follikulare

Abbildung 3.2.1.1 Schema eines Tertidrfollikels: Die Eizelle ist im Ovarium in Primordialfollikeln
angelegt, welche sich durch den Einfluss von FSH (und LH) zyklisch tber den Zustand des Primar- und
Sekundarfollikels bis zum Tertiarfollikel weiterentwickeln. In diesem Stadium ist die Eizelle in einen
Hugel aus Follikelepithelzellen, den Cumulus oophorus, eingebettet. Die Eizelle wird direkt von der
Eihaut, die Zona pellucida und angrenzenden Zellen, der Corona radiata, welche sich radiar ausrichten,
umschlossen. Das den Follikel auskleidende, mehrschichtige Epithel wird aus Granulosazellen gebildet.
In ihnen werden mit Hilfe von Aromatase Androgene zu Estradiol umgewandelt. Im Inneren des
Follikels ist das Antrum folliculi, ein Hohlraum gefillt mit Liquor follikuli..

Den Follikel umgibt eine bindegewebige Schicht, welche in Theka Interna und Extrena unterteilt ist,

wobei in der Theka Interna die Androgensynthese stattfindet.

Aromatasevorkommen im Tertialfollikel

Bei der Betrachtung der geféarbten Ovarschnitte mit dem Axioskop ist ein Unterschied
im Aromatasevorkommen zwischen homozygoter Reeler-Mutante und Wildtyp-Maus
sichtbar. Auffallend war zusétzlich, dass die Ovarien der Reeler-Mutante im Ganzen

kleiner waren.
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Ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit ist, dass die Aromataseproduktion Uberwiegend in
den antralen bzw. préaovulatorischen Follikeln stattfindet. Desweiteren ist die
Verteilung der Aromataseexpression innerhalb der antralen Follikel nicht gleichméaRig.
Dieselben Beobachtungen machte auch Carlos Stocco (2008) bei der Untersuchung
von Ratten beztglich der ovariellen Aromataseexpression. In der Immunhistochemie
wurde die hochste Dichte an Aromatase in den randnahen Granulosazellen der
Follikelperipherie entdeckt. Die Granulosazellen nahe des Antrums sowie des
Comulus zeigten deutlich weniger Aromatase-Immunreaktivitat..

Dargestellt sind folgend ein Tertiarfollikel einer Wildtyp-Maus und einer
homozygoten Reeler-Mutante. Ein deutlicher Unterschied, wie auf diesen
Beispielbildern, war nicht bei allen Untersuchungen zu sehen. In anderen
Follikelentwicklungsstadien war kein Unterschied zwischen Reeler-Mutante und

Wildtyp unter dem Mikroskop erkennbar.

Wildtyp

Abbildung 3.2.1.2 Tertiarfollikel einer Wildtyp-Maus: Immunhistochemische Markierung der
Aromatase mit Hilfe des Anti-Aromatase-Antikérpers (Garcia-Segura et al., 1999, Yague et al., 2006,
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2008), sowie sekundare Cy3-Farbung (orange Farbung). Fotographiert in 20facher Vergréferung am
Axioskop mit Cy-3-Filter.

Das grofite Aromatasevorkommen ist in der Granulosazellschicht (1). Die Granulosazellen sind tber die
ganze Schicht homogen gefarbt, mit einer Abschwachung im Bereich des Cumulus oophorus mit Eizelle
(2). Das Antrum ist nicht gefarbt (3). Der Tertiarfollikel ist deutlich abgegrenzt von der unmittelbar

anliegenden Theka Interna.

Homozygote Reeler-Mutante

Abbildung 3.2.1.3  Tertidrfollikel einer homozygoten Reeler-Mutante: Immunhistochemische
Markierung der Aromatase mit Hilfe des Anti-Aromatase-Antikorpers (Garcia-Segura et al., 1999,
Yague et al., 2006, 2008), sowie sekundare Cy3-Farbung (orange Farbung). Fotographiert in 20facher
VergroRerung am Axioskop mit Cy-3-Filter.

Die randbildenden Granulosazellen (1) des Follikels grenzen sich durch ihre Féarbung von der
umliegenden Thekazellschicht ab, sind jedoch schwécher angeférbt als bei der Wildtyp-Maus
(Abb.3.2.1.2). In der Granulosazellschicht ist von auBen nach innen eine Abstufung der Farbung zu
erkennen. Auch hier sind die Eizelle, wie auch die umliegenden Zellen, schwécher (2) und das Antrum

follikulare nicht gefarbt (3).
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Analyse der Aromataseexpression

Fur eine genaue Analyse wurden die Schnitte mit einem konfokalen Mikroskop
fotographiert und mit dem Programm ImageJ ausgewertet. Im Folgenden sind
Abbildungen von Randabschnitten der Tertidrfollikel einer Wildtyp-Maus und einer

homozygoten Reeler-Mutante mit dem konfokalen Mikroskop zu sehen.

Wildtyp

Abbildung 3.2.1.4 Ausschnitt vom Rand des Tertidrfollikels eines Wildtyps: Immunhistochemische
Markierung der Aromatase und Cy3-Farbung. Fotographiert wurden die Schnitte bei 40facher
Vergrofierung und Cy3-Filter mit dem konfokalen Mikroskop.

Abgebildet ist die Granulosazellschicht (1), welche das flussigkeitsgeflllte Antrum follikulare (2)
umschlieft. Die Granulosazellen sind stark angefarbt und nehmen zum Antrum hin etwas an Farbung
ab.
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Homozygote Reeler-Mutante

Abbildung 3.2.1.5 Ausschnitt von einem Tertidrfollikelrand einer homozygoten Reeler — Mutante:
(Methode und Einstellungen wie beim Wildtyp, S. Abb. 3.2.1.4)

Auch hier ist die Granulosazellschicht (1) angefarbt und umgibt das nicht gefarbte Antrum (2). Die
Farbung ist hier jedoch schwécher als beim Wildtyp.
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Auswertung mit ImageJ

Hier liegen 2 Datenséatze vor, diese werden als IHC 1 und IHC 2 bezeichnet
(Immunhistochemie 1. Versuch und 2. Versuch). Die Untersuchungen unterscheiden
sich dadurch, dass bei der IHC 2 Ausschnitte des Tertidrfollikelquerschnitts und bei

der IHC 1 der gesamte Tertiarfollikelquerschnitt untersucht wurden.

Ergebnisse der Immunhistochemie IHC 1:

Im hierarchischen Modell ergab sich bei den Auswertungen der IHC 1 eine Differenz
der Mittelwerte zwischen Reeler-Mutanten und den Wildtyp bei 1,47 mit einem
95%igen Kl (Konfidenzintervall) von [1,25, 1,72] und einem p-Wert von < 0,001.

100 000
- *
= |
50000
2
) -—
c
]
O L
T
EJ‘ —
g
o —
: I
c |

Reeler-Mutante ~ Wildtyp

Abbildung 3.2.1.6: High-Low-Diagramm der Immunhistochemie IHC 1:

Abgebildet sind die Mittelwerte der Reeler-Mutanten und Wildtyp-Mé&use mit ihren Ober- und
Untergrenzen in der MaReinheit Int Den (Integrated Density). Dies entspricht der Aromatase-
Antikdrperbindung und damit der Aromataseexpression einer bestimmten Flache (Details S. 2.2.6
ImageJ).

Die Messungen ergaben fiir die Aromataseexpression in den Tertidrfollikeln der homozygoten Reeler-
Mutanten (links) einen Mittelwert von 8871 (Unter-/Obergrenze: 1914 / 41020) und beim Wildtyp
(rechts) von 12971 (Unter-/Obergrenze: 2857 / 59020).

55



Ergebnisse der Immunhistochemie IHC 2

Im hierarchischen Modell ergab sich bei der Testung IHC 2 ein Unterschied der beiden
Gruppen vom Faktor 2,47 (95% KI [1,99, 3,08]), mit einem p-Wert von < 0,001.

Integrated Density

150 000  m—

100 000 m—

Reeler-Mutante Wildtyp

Abbildung 3.2.1.7 High-Low-Diagramm der Immunhistochemie IHC 2:

Abgebildet sind Mittelwerte der Reeler-Mutanten und Wildtyp-Mé&use mit ihren Ober- und
Untergrenzen in der Malieinheit Int Den (Integrated Density), wie bei IHC 1 (Abb. 3.2.1.6).

Der Mittelwert der Aromataseexpression der homozygoten Reeler-Mutanten betrug 32284 (Unter-
/Obergrenze: 18578 / 56234) und der der Wildtypen 79799 (Unter-/Obergrenze: 44977/ 141579).

Die Ergebnisse der Testungen IHC 1 und 2 lassen sich nicht miteinander vergleichen,

da der Messbereich keine fixe Skala darstellt, sondern sich bei jeder Messung neu

definiert. Entscheidend sind die Relationen innerhalb der Messungen.
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3.2.2 Western Blot

Dieses Verfahren ist mit 2 verschiedenen Aromatase-Antikérpern durchgefiihrt
worden: der GP1-Antikorper und der Acris-Antikorper (siehe Material und Methoden).
Die genaue Auswertung mittels ImageJ war nur mit dem GP1-Antikérper moglich, da
sich unter dem Acris-Antikorper vereinzelt Doppelbanden darstellten, welche die
exakte Analyse mit dem Programm behinderte (S. Abb. 3.2.2.3). Anstelle der
Programmanalyse erfolgt eine deskriptive Beurteilung.

Western Blot mit dem GP1-Antikorper:

HM1 HM2 HM3 WT1 WT2 WT3
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Abbildung 3.2.2.1 Scan eines Western Blots:

Es wurden von 6 Mé&usen jeweils ein Ovar verwendet. Jede Bahn (von oben nach unten) entspricht einer
Maus, wobei das Ovarhomogenat in Banden aufgetrennt vorliegt. Links 3 homozygote Reeler-Mutanten
(HM 1-3) und rechts 3 Wildtyp-Mduse (WT 1-3).

Verwendet wurde der Aromatase-Antikérper GP1 und der GapDH-Antikorper, zur Bestimmung der
Proteinmenge der jeweiligen Probe. Die Aromatase-Bande ist bei 55 kDA rot und die GapDH-Bande
griin markiert bei 36kDA.
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Auswertung der Western Blot-Ergebnisse:

Die Auswertung der Banden und damit die Messung der Aromataseexpression fand
mit dem Programm ImageJ statt und wurde anschlieBend mit SPSS analysiert.
Grundlage der Ergebnisse sind 8 Blots von jedem Tier. Getestet wurde auf einen

signifikanten Unterschied hinsichtlich der Gruppen (Reeler-Mutante/Wildtyp).
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Abbildung 3.2.2.2 Analyse der Aromataseexpression im Western Blot-Verfahren:

Dargestellt sind die Mittelwerte der beiden Gruppen im High-Low-Diagramm in logarithmischer
Skalierung in der Einheit Integrated Density (Int Den).

Der Mittelwert der Schétzer liegt bei den homozygoten Reeler-Mutanten (links) bei 0,14 (Unter-
/Obergrenze 0,11/ 0,17) und bei den Wildtyp-Mé&usen (rechts) bei 0,41 (Unter-/Obergrenze 0,34 / 0,51).
Im hierarchischen Modell ergab sich eine 3,03 fache Differenz zwischen den beiden Gruppen mit einem
95%igem Kl von [2,25, 4,08]. Es stellte sich ein statistisch signifikanter Unterschied bei einem p-Wert
von < 0,001 dar.
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Westernblot mit dem Acris-Antikdrper:

HM1 HM2 HM3 WT1 WT2 WT3
ﬂ
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Abbildung 3.2.2.3 Scan eines Western Blots mit dem Aromatase-Antikorper ,Acris‘:

Es wurde Material derselben Mé&use untersucht, welche auch mit dem GP1-Antikoérper behandelt
wurden (Abb. 3.2.2.1).

Jede Laufspur entspricht einer Maus. Untersucht wurden 3 homozygote Reeler-Mutanten (HM 1-3,
links) und 3 Wildtyp-Méause (WT 1-3, rechts). Gekennzeichnet sind jeweils die Aromatase-Bande
(55kDA) und die GapDH-Bande (36 kDA).

Die oben bereits erwéhnte Problematik der Doppelbandenbildung ist hier bei der Aromatase-Bande von
WT 1 und 2 zu erkennen. Die Aromatase-Bande ist dort nicht klar als einzelne Bande zu erkennen.
Vielmehr sind es 2 Banden, bei der nicht mit vélliger Sicherheit die richtige Aromatase-Bande
identifiziert werden konnte. Flr die Auswertung mit dem Programm ImageJ ist eine klare Abgrenzung
der Bande notwendig, sodass hier das Programm nicht angewendet werden konnte. Was der Antikorper
dort farbt, ob ein anderes Aromatase-Isotop oder ein anderes Gewebe, bleibt vorerst unklar. Dieses
Phédnomen der Doppelbanden-Bildung zeigte sich auch bei den anderen Messungen (insgesamt 5
Messungen).

Erkennbar ist die Tendenz der Ergebnisse: Die 3 homozygoten Reeler-Mutanten wiesen eine
schwéchere Farbung der Aromatase-Bande auf, als die der Wildtypen. Dies entspricht den Ergebnissen
mit dem GP-1-Antikdrper.
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3.3 Weitere Beobachtungen und Zusammenfassung

Weitere Beobachtungen im Zuge der Untersuchungen waren, dass die Reeler-Mutante
nur eingeschrankt tberlebensféhig ist. Ab der 2.-3. Lebenswoche nahm die Zahl der
uberlebenden Méuse drastisch ab. Die Beobachtungen von Caviness et al. (1972) tber
die Verhaltensweise von Reeler-Mutanten in der Gruppe, wie auch deren Mobilitét,
konnten wir bestétigen.

In dieser Doktorarbeit wurden zusatzlich heterozygote Reeler-Mutanten mit den
bekannten Methoden untersucht. Eine Heterozygotie der Reeler-Mutation fuhrt nicht
immer zur Ausbildung des Reeler-Phanotyps (Niu et al., 2004, Biamonte et al., 2009,
Lombardero et al., 2007). Bei manchen Maus-Mutanten geniigte eine Reduktion der
Reelin-Konzentration um 50% um ein Phdnomen auszubilden, bei anderen sind erst
bei vollstandigem Reelin-Mangel die typischen Reeler-Phdnomene zu erkennen. Bei
der Analyse der Vaginalabstriche war kein deutlicher Unterschied zwischen einer
heterozygoten Reeler-Mutante und dem Wildtyp feststellbar. Auch in den anderen
Verfahren fanden sich keine eindeutigen Ergebnisse. Deshalb wurde sich in dieser
Arbeit auf die homozygoten Reeler-Mutanten konzentriert.

Zusammengefasst sind die Ergebnisse der Untersuchungen, eine signifikante Differenz
in der Aromataseexpression in den Tertiarfollikeln (IHC) bzw. Ovar (WB) zwischen
weiblichem Wildtyp und Reeler-Mutante sowie ein unregelmaRiger und verlangerter
ovarieller Zyklus (mit veranderter Verteilung der Zyklusphasen) in der Reeler-
Mutante.

Die Ergebnisse deuten daraufhin , dass die Abwesenheit von Reelin im Organismus
der Maus auf die Vorgange im Ovar Einfluss hat. Sie fiihrt zu einer Suppression der
Aromataseproduktion in den Tertialfollikeln des Ovars und dadurch zu einer
Verénderung des gonadalen Zyklus. Wie diese Verdnderung zustande kommt, ob
Reelin direkt auf die Aromatase wirkt oder dies durch die veranderte Migration der
GnRH-Neuronen im Gehirn hervorgerufen wird , wird weiter unten diskutiert (S.
4.2.3.1). Zusammengenommen jedoch kénnten diese Veranderungen die verminderte

Fertilitat der Reeler-Mutante erklaren.

60



4. Diskussion

4.1 Methodische Uberlegungen

Der genitale Zyklus der Reeler-Mutante ist unregelméfig (Verlangerte Zyklusphasen,
unvollistandige Zyklusentwicklung), mit einer Gesamtlange von 5,33 Tagen im Mittel
und einer minimalen Lange von 2 und einer Maximalldnge von 11 Tagen. Die
Wildtyp-Maus zeigt eine Gesamtzykluslange von 3,49 Tagen im Durchschnitt, mit
Schwankungen von 2 bis 5 Tagen, ohne Zyklusabbriiche. Die Lénge der einzelnen
Zyklusphasen ist bei der homozygoten Reeler-Mutante anders verteilt (S. Tabelle
4.1.1). Bei der homozygoten Reeler-Mutante ist der Metdstrus die langste Phase des
Zyklus und beim Wildtyp der Ostrus.

Tabelle 4.1.1 Haufigkeitverteilung der Zyklusphasen

Zyklusphase Wildtyp Reeler-Mutante
Didstrus 18,04% 24,32%
Proostrus 23,88% 17,36%
Ostrus 43,76% 27,08%
Metdstrus 14,39% 31,23%

Haufigkeitverteilung der Zyklusphasen der Wildtyp-Maus (links) und der Reeler-Mutante (rechts). Die
Prozentzahlen sind der jeweilige Anteil der Zyklusphase an der gesamten Beobachtungszeit (S.
Tab.3.1.1).

Grenzen der Methode:

Bei der Anfertigung des genitalen Abstriches ist eine Differenz in der
Materialgewinnung durch die Mechanik und die individuelle Anatomie des Tieres
maoglich. Messlucken sind nur bedingt interpretierbar, jedoch wurde zur Anfertigung
der Beispielkurven (S. Abb. 3.1.5) ihre Entwicklungstendenz veranschaulicht. Es ist
maoglich, dass durch die GroRe der Messabstande (alle 24  Stunden)
Zyklusentwicklungen nicht berlicksichtigt werden konnten.

Es wurde zudem beobachtet, dass sich der genitale Zyklus von Tieren in Gesellschaft

nach einem gewissen Zeitraum aneinander angleicht. Umgebungseigenschaften, wie
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Schwankungen in Temperatur, Luftfeuchtigkeit etc. sind zu vernachlassigen, da sie auf
beide Gruppen gleichermal3en wirken.

Bei der Auswertung der Abstriche war auffallig, dass die Abstriche der homozygoten
Reeler-Mutante haufig nicht eindeutig einer Zyklusphase zu zuordnen waren. Es waren

vielmehr Zwischenstufen der eigentlichen Zyklusphasen.

In beiden immunhistochemischen Nachweisen (IHC 1 und 2) wurde eine signifikante
Differenz zwischen Reeler-Mutante und Wildtyp hinsichtlich der Aromataseexpression
beobachtet. Bei der IHC 1 ergab sich eine Differenz der Mittelwerte von 1,47
(95%igen KI von [1,25; 1,72]) und bei der IHC 2 ein Unterschied vom Faktor 2,47
(95% K1 [1,99; 3,08]).

Entscheidend bei den beiden immunhistochemischen Messungen sind die Relationen
der Gruppen zueinander. Die Ergebnisse der beiden Messungen sind einzeln zu
beurteilen und nicht miteinander vergleichbar. Der Unterschied zwischen den beiden
Messungen bezuglich der Hohe der Differenz kénnte jedoch auch darauf zuriick zu
fiihren sein, dass bei der IHC 2 Ausschnitte des Tertiarfollikelquerschnitts untersucht
wurden und bei der IHC 1 der gesamte Tertiarfollikelquerschnitt. Entscheidend ist,
dass in beiden Messungen ein signifikanter Unterschied bezlglich der
Aromataseexpression der beiden Gruppen zu ersehen ist.

Veranderung der Ergebnisse durch z.B. die Temperatur wahrend der Bearbeitungszeit,
die Antikorper-Verteilung auf dem Objekttrager, Verweildauer im Strahl des
konfokalen Mikroskops etc. sind zu vernachléssigen, da sie sich auf beide Gruppen

gleichermal3en auswirken.

Auch im Western Blot wurde ein Unterschied zwischen Reeler-Mutante und Wildtyp
festgestellt, mit einem hoheren Aromatasevorkommen in der Wildtyp-Maus. Es ergab
sich eine signifikante Differenz vom Faktor 3,03 (95% KI von [2,25; 4,08]).

Die Préperation der Ovarien fiir den Western Blot wurde akkurat durchgeftihrt. Jedoch
sind eventuelle Messabweichungen, durch belassene Anteile von umliegendem
Gewebe mdoglich. Auch hier kénnen Schwankungen bezliglich der Messergebnisse
auftreten durch Temperatur wahrend der Bearbeitungszeit, die Antikorper-Verteilung

auf den Blots, Belichtungszeit des Réntgenfilms etc..
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Fur die Untersuchungen des Aromatasevorkommens wurden insgesamt 3 homozygote
Reeler-Mé&use und 3 Wildtyp-Maduse untersucht. Dabei wurde jeweils ein Ovar des
paarigen Organs immunhistochemisch und das andere mittels Westernblot-Verfahren
untersucht. Alle Ovarien wurden in der derselben Zyklusphase (Prodstrus)
entnommen, um dieselben Grundvoraussetzungen zu garantieren, da die
Estrogenproduktion und damit die Aromtaseexpression in den einzelnen Zyklusphasen
variiert. Zu beachten ist, dass nicht beide Ovarien dieselbe Aromataseaktivitat besitzen
mussen.

Es wurden diese 2 Verfahren zum Aromatasenachweis gewahlt, da sich im Western
Blot das Vorkommen im gesamten Ovar untersuchen l&sst. In der Immunhistochemie
hingegen l&asst sich die Aromatase gezielt in den einzelnen Strukturen des Ovars

beobachten. Auch eine Beurteilung der Morphologie war mdglich.

4.2 Reelin und Reproduktion
4.2.1 Reelin und Estrogen

Die Forschung an der Reeler-Mutante bezog sich Uberwiegend auf das Gehirn. Erst
spater wurden andere Organe bzw. die der Peripherie, auf das Auftreten von Reelin
oder auf Veranderungen durch eine Reelin-Defizienz untersucht.

Bender et al. fanden aktuell (2010) einige Hinweise fur eine Verbindung zwischen
Reelin und Estrogen bzw. der Aromatase im Hippocampus. Sie untersuchten die Rolle
von 17B-Estradiol im Bezug auf die Reelin-Expression, wie auch die Synaptogenese
im Gyrus dentatus. Dabei fanden sie heraus, dass die Cajal-Retzius-Zellen, welche
Reelin synthetisieren, den Estrogenrezeptor a (ER o) stark exprimieren. Die
Applikation von exogenem Estrogen in hippocampalen Slice-Kulturen fiihrte zu einem
Anstieg der Reelin-Expression in den Cajal-Retzius-Zellen. Dieser Effekt liel3 sich
wiederum durch eine Blockade von Estrogenrezeptoren aufheben. Auch eine Blockade
der Aromatase durch Letrozol flhrte zu einer reduzierten Reelinexpression. Dies hat
wiederum Storungen in der Synaptogenese zur Folge, nicht aber in der neuronalen

Migration.
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In hippocampalen Neuronen der Reeler-Mutante wurde eine veranderte Expression der
Estrogen-Rezeptoren beobachtet (bisher nicht vertffentlicht), Wie nach Hemmung der
Aromatase durch Letrozol (Prange-Kiel et al., 2003) ist der ER a herunter und ER
herauf reguliert.Weitere, bisher unverdffentlichte Ergebnisse einer Doktorarbeit
unseres Institutes demonstrieren zusatzlich, dass die Aromatase im Hippocampus der
Reeler-Mutante inhibiert ist.

Die Arbeitsgruppe von Biamonte et al. (2009) untersuchte Beziehungen von
neuroaktiven Steroiden und Reelin im Wildtyp und in der heterozygoten Reeler-
Mutante im Bezug auf die Anzahl von Purkinje-Zellen im Cerebellum. Sie fanden eine
Reduktion von Purkinje-Zellen in den ménnlichen Heterozygoten, welche sich durch
Behandlung von 17p-Estradiol wieder anheben liel. Desweiteren stieg die Reelin-
MRNA-Expression nach Behandlung mit 17p-Estradiol in den mannlichen
Heterozygoten. Nach Gabe eines Estrogen-Antagonisten (Tamoxifen) war eine
Reduktion von Purkinje-Zellen nur in den weiblichen Mausen feststellbar.

Estrogen und Reelin interagieren beide mit Lipoproteinen bzw. ihren Rezeptoren.
ApoE und seine Rezeptoren spielen hierbei eine besondere Rolle. ApoE-
Polymorphismen erhéhen das Risiko fur eine Demenz-Erkrankung (Cheng et al.,
2007).

Estrogen scheint einen protektiven Effekt auf Synapsen und Gedéchtnis zu haben, wie
z.B. bei der Entstehung von neurodegenerativen Erkrankungen, wie der Alzheimer
Demenz (Blanc et al., 2010, Cztonkowska et al., 2003). Rezente Studien belegen, dass
dieser Effekt auf einer Interaktion von Estrogen und ApoE4 beruht. Estradiol stimuliert
das Neuritenwachstum und die Abgabe von glial synthetisiertem ApoE. Das durch
Estrogen induzierte Neuritenwachstum benétigt ApoE. Zudem erhohte eine
Estradiolgabe in OVX-Mausen neben der ApoE-Expression, auch die von LRP
(Lipoproteinrezeptor-related-Protein) (Cheng et al., 2007) und Synaptophysin im
Gehirn (Struble et al., 2007, Gibbons et al., 2011).

Apo E spielt eine wichtige Rolle bei der Metabolisierung und Verteilung von
Lipoproteinen und Cholesterol (Raber, 2004). Es gibt 3 bekannte ApoE-Isoformen
(2,3,4). Sie unterscheiden sich in den Cystein- und Arginin-Vorkommen an Position
112 und 158 und in ihren metabolischen Prozessen (Mahley and Huang, 1999). ApoE4
(Arg-112, Arg-158) bindet an den LDL-Rezeptor und ist assoziiert mit erhdhten
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Cholesterolkonzentrationen. AuRerdem zeigt es einen Lipoprotein-Preferenz flr
VLDL.

ApOE ist in Prozesse des Neuritenwachstums und Neuroprotektion involviert (Mahley,
1988). Diese Effekte werden wahrscheinlich durch die Bindung von ApoE an das
LDLR-related Protein (LRP) moduliert und involviert dabei den Androgen-Rezeptor
(Holtzman et al., 1995 Nathan et al., 2002). ApoE4 reduziert die Androgenbindung an
den Androgenrezeptor. Die Grundlage der Androgen-Therapie bei Alzheimer ist, dass
die Bindung von Androgenen an den Androgen-Rezeptor die Bindung von ApoE
antagonisieren konnte. Dies konnte sich protektiv gegenliber der Entstehung
neurodegenerativer Erkrankungen auswirken.

ApoE und Reelin binden beide an Lipoprotein-Rezeptoren (Herz und Chen, 2006) und
funktionieren als Komponenten der neuronalen Signaliibertragung (Rogers und
Weeber, 2008). Reelin und ApoE modulieren zusatzlich hippocampale LTPs und
wirken auf AMPA und NMDA-Rezeptoren, welches im Zusammenhang mit der
Entstehung von Alzheimer wichtig ist (Seripa et al., 2008). Reelin bindet an den
Lipoprotein-Rezeptor ApoER2. Die Interaktion von ApoER2 und Reelin ist an
Prozessen der Neuronenmigration wahrend der Gehirnentwicklung sowie bei der
Modulation der synaptischen Plastizitdt im adulten Gehirn beteiligt. In der ApoER2-
defizienten Maus kommt es zu einem Reeler-ahnlichen Phanotyp mit neuronalen

Migrationsstorungen (D’ Arcangelo et al., 1999).

Miettinen et al. (2005) untersuchten den Zusammenhang zwischen einem Genotyp
welcher mit dem Auftreten der familidren Alzheimerform (AD) (APP/PS1) und der
Reelinkonzentration verbunden ist. Zusétzlich wurden die Tiere mit einem Second-
Risk-Faktor fir das Auftreten von Alzheimer belastet: der Ovarektomie (OVX). In
OVX-Méusen war die Zahl der Reelin-exprimierenden Zellen (Cajal-Retzius-Zellen,
hippocampale Interneurone) signifikant reduziert, in den Mausen mit dem AD-
Genotyp ohne OVX nicht signifikant. Eine zuséatzliche Hemmung der gonadalen
Hormone fiihrte jedoch nicht zu einer weiteren Abnahme von Reelin-positiven Zellen.
Die Arbeitsgruppe schloss aus diesen Untersuchungen, dass Veranderungen in Reelin-
produzierenden Zellen an Stérungen von Repariermalnahmen gekoppelt sind, in
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welche APP/PSI und gonadale Hormone, wie z.B. bei der Pathogenese von Alzheimer

involviert sind.

Es wurde jedoch nicht nur der Estrogenstoffwechsel in Bezug auf Reelin, sondern auch
der des Testosterons untersucht. Auch hier gibt es Vermutungen tber eine Interaktion.
Es gibt bisweilen nur wenige Studien zum Thema Testosteron und Reelin und die
bisherigen Forschungen weisen teils divergierende Ergebnisse auf.

Untersuchungen am européischen Star von Absil et al. (2003) zeigten, dass der
Hirnkern, welcher den Gesang der Tiere kontrolliert (HVC) und der Nucleus
uvaeformis Reelin positiv sind. In der Studie wurde die Reelin-Expression in diesen
und anderen Hirnregionen gemessen, mit und ohne Zugabe von exogenem Testosteron.
Die Reelinexpression war nach Testosterongabe im HVC und im Nucleus uvaeformis
stark reduziert.

In einer anderen Studie Uber den Zusammenhang von Reelin und dem Gesang-
Kontrollsystem vom Singvogeln (Serinus canaria) im Bezug auf ihre saisonale
Plastizitat, wurde jedoch kein Effekt von Testosteronbehandlung auf die Dichte von
Reelin-positiven Strukturen gefunden (Balthazart et al., 2008)

Die 2 im Folgenden vorgestellten Studien besché&ftigen sich nicht mit der direkten
Interaktion von Reelin und Estrogen, sind jedoch in einem anderen Zusammenhang
interessant.

Die Arbeitsgruppe von Stein et al. (2010) befasst sich mit dem Zusammenhang von
Reelin und seiner Rolle bei der Prognose von Brustkrebs. Sie fanden heraus, dass
Reelin im luminalen Epithel und im Myoepithel der normalen Brust exprimiert wird,
nicht aber in der von Krebs befallenen. Es gibt eine Korrelation zwischen dem Verlust
von Reelin im Gewebe und reduziertem Uberleben sowie positivem
Lymphknotenstatus bei Brustkrebs.

Beim ,Triple negativen‘ Brustkrebs (ER-, PR- (Progesteronrezeptor) und HER2-
(Human Epidermal Growth Faktor Rezeptor 2) -negativ, welche nicht fiir Tamoxifen-
und Hercepin-Therapie zugéanglich sind) gibt es die Option einer Chemotherapie mit
Decitabin. Dieses methyliert Estrogenrezeptoren, welche durch Methyl- oder Histon-
Gruppen-Besetzung inaktiviert sind. Dadurch sind sie wieder zugénglich flr eine

Tamoxifen-Behandlung.
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In dieser Studie wurde ein Bezug zwischen Reelin und der Promotormethylierung vor
und nach Decitabine-Behandlung untersucht. Sie fanden eine umgekehrte Korrelation
zwischen der Promotormethylierung und der Reelin-Expression. Folglich erhoht eine
Demethylierung durch Decitabine die Expression von Reelin mRNA. Zusétzlich
supprimiert eine Reelin-Uberexpression sowie eine Behandlung mit rekombinantem
Reelin die Zellmigration als auch die Invasivitat im tumordsen Gewebe.

Lintas et al. untersuchten (2010) die Methylierung des Reelin-Promotors vor und nach
Pubertatsbeginn,  sprich in  Abhangigkeit von der Ausschuttung der
Geschlechtshormone. Es wurde die Reelin-Promotormethylierung pra- und postpuberal
in temperokortikalem Gewebe gemessen. Es stellte sich heraus, dass im Gegensatz
zum préapuberalen, es im postpuberalen Gewebe eine starke DNA-Methylierung am
Reelin-Promoter gibt. Geschlechtshormone scheinen die DNA-Methylierung am
Reelin-Promotor zu erhéhen.

Die Reelin-Expression konnte demnach durch die Promotor-Methylierung in
Brustkrebszellen kontrolliert werden (Stein et al., 2010). Zum anderen erhoht das
Auftreten der Sexualhormone im Gehirn die Methylierung des Reelin-Promotors
(Lintas et al., 2010).

4.2.2 Reelin und mannliche Infertilitat

Das Aromatase- oder Estrogen-Vorkommen wurde in den Ovarien der Reeler-Mutante
bisweilen noch nicht untersucht. Deshalb ist das einzige vergleichbare Ergebnis, das
der Arbeitsgruppe von Coriboni et al. (2005), welche die Hoden von 2 méannlichen
Reeler-Mutanten in Paraffinschnitten auf Verdnderungen untersuchten. Sie fanden eine
Dilatation der Tubuli Seminiferi und eine Reduktion ihrer Dichte im Vergleich zum
Wildtyp. Die Spermatogenese schien in beiden Tiergruppen vollstdndig zu
funktionieren. Sertoli-Zellen waren vorhanden und es war keine Hypoplasie, aber eine
sichtbare Reduktion der Leydig-Zellen zu sehen. Durch die fehlende Hypoplasie
vermutete die Arbeitsgruppe, dass es sich eher um einen hypogonadotrophen
Hypogonadismus handelt, als um intrinsische Defekte des Hodens (Mason et al., 1986;

Corradi et al., 2003). Die gonadalen Veranderungen werden hier in Zusammenhang
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mit der reduzierten Fertilitdt der Reeler-Mutante gesetzt. Diese These entspricht dem
Krankheitsbild des Kallman Syndroms, wobei es durch eine Migrationsstorung der
GnRH-Neuronen und olfaktorischen Axone in den Bulbus Olfaktorius zur Anosmie
und hypogonadotropen Hypogonadismus mit Hoden- bzw. Ovarialhypoplasie kommt
(Kallmann et al., 1944). Die Reeler-Mutante zeigt demnach ein &hnliches Bild.

Es beschéftigten sich noch andere Arbeitsgruppen mit dem Thema Reelin und
méannlicher Infertilitdt. Es gibt 2 Studien, die sich mit der Spermienentwicklung und
dem Lipoprotein-Rezeptor ApoER2, einem Bestandteil der Reelin-Signalkette,
beschéftigten. Cariboni et al. (2005) fanden keine deutliche Verdnderung der
Spermiogenese der Reeler-Mutante. lhrer Theorie nach liegt der Infertilitat eine
Storung der Hypothalamus-Hypophysenachse zugrunde. Jedoch wurde in ApoER2-
Knockout-Mausen keine Migrationsstérung der GnRH-Neurone beobachtet (Cariboni
et al., 2005).

Andersen et al. belegten 2003, dass ApoER2 ein wichtiger Faktor bei der
Spermienentwicklung ist. ApoER?2 ist involviert in die Expression von Clusterin und
Phospholipid Hydroxyperoxid Glutathion Peroxidase (PHGPx), welche fur die
Spermienentwicklung zustandig sind. In ApoER2-Knockouts fanden sich reduzierte
PHGPx-Level, welche zu anormaler Spermienmorphologie und Immotilitdt und damit
zur Infertilitat fuhrten. Auch hier wurden keine Unterschiede in Gewicht, Grolie oder
Gewebemorphologie der Hoden sowie Nebenhoden zwischen den Knockouts und
Wildtyp-Mausen gefunden.

Laut dieser Studie spielt ApoER2 eine wichtige Rolle bei der Expression von
spermalem PHGPx im Nebenhoden. Ein Fehlen fiihrt zu strukturellen sowie
funktionalen Defiziten der Spermien-Mitochondrien und zur
Zellvolumendysregultation. Dies mindet in Immobilitdt der Spermien und somit in
méannlicher Infertilitat.

ApoER2 beeinflusst noch Uber einen anderen Weg die Spermienmotilitat. ApoER2
reguliert die Aufnahme von Selenium in Gehirn und Hoden der Maus uber die
Endozytose vom Selenoprotein P (Seppl). Eine Defizienz von ApoER2 oder Seppl
munden in hypomotilen Spermien und Infertilitat (Masiulis et al., 2009).

Es wurde herausgefunden, dass in den Hoden mit Hilfe der Aromatase Estrogen
produziert wird (O'Donnell et al., 2001). Auch ER o und f sind in testikuldren Zellen
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und epididymalem Epithel vorhanden (Carreau und Hess, 2010). Desweiteren wurde
herausgefunden, dass die Spermienmotilitat in ER o-mutierten M&usen gestort ist
(Joseph et al., 2010). Diese Spermiendefekte sind nicht intrinsisch, sondern am

wahrscheinlichsten durch ein verandertes Milieu im Nebenhoden bedingt.

In einer Studie von Allan et al. (2010) wurde herausgefunden, dass Estradiol die
Spermatogenese induziert und zirkulierendes FSH erhoht. Mit ER a- und B-Knockout-
Méusen testeten sie den Einfluss von Estrogen auf den Hoden. In der Wildtyp-Maus
und in der ERB-Knockout, nicht aber in der ER a-Knockout, erhohte eine
Estrogengabe das Gewicht von Hoden und Nebenhoden und das FSH im Serum. Nach
Gabe von ER-Agonisten stieg nur beim ERa das Gewicht von Hoden und
Nebenhoden, die Anzahl an Sertolizellen, Spermatogonien sowie meiotische und
postmeiotische Keimzellen. Nur der ERa-Agonist fuhrte zu markanten FSH-

Erh6hungen im Serum.

Die Arbeitsgruppe schloss daraus, dass Estrogen-induzierte Spermotogenese ERa

involviert und zu einer Erhéhung von FSH im Blut und der Sertolizellfunktion fihrt.
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4.2.3 Reelin-Estrogen-Crosstalk

Eine Reelindefizienz hat Auswirkungen auf Ovar und Testis, vermutlich auch auf die
Spermiogenese und Follikulogenese. Neben den Verénderungen, die die Basis der
Fertilitdt betreffen, stehen die rein korperlichen Mdglichkeiten der Reeler-Mutante.
Die Reeler-Mutante ist durch die Ataxie und ihre typisch schwankende Fortbewegung
in ihrer Mobilitat eingeschrankt. Auch die Arbeitsgruppe von Cariboni et al. (2005)
sah die reduzierte Mobilitdt der Reeler-Mutante als mogliche Erklarung fir die
reduzierte Fertilitat.

4.2.3.1 Reelin - direkte vs. indirekte Wirkung auf das Ovar

Die Reelin-Defizienz fuhrt zu einer reduzierten Aromatasekonzentration in den

Ovarien. Auf welchem Weg Reelin auf die Gonaden wirkt, ist noch nicht vollends

geklart. Hier werden nun einige Theorien diskutiert.

1. Direkte Interaktion von Reelin und Aromatase im Ovar:

Aktuelle Ergebnisse unseres Institutes haben Reelin mRNA und das Protein im
Ovar nachgewiesen (bisher unveroffentlicht). Die Arbeitsgruppe von Fayad et al.
fand 2007 Reelin in den Thecazellen der dominanten Follikel. lkeda und
Terashima wiesen 1997 eine Reelinexpression im ovariellen Interstitium, nicht
aber im Follikel nach. Jedoch geben sie an, dass ein geringes Aufkommen
maoglichweise tbersehen worden sein kann.
Die Theorie ist, dass Reelin im Ovar direkt auf die Aromataseproduktion wirkt,
wie es auch im Hippocampus vermutet wird. Unser Institut wies eine
Aromatasereduktion im Hippocampus der Reeler-Mutante nach (bisher
unveréffentlicht). Aulerdem wurde im Hippocampus eine verénderte Expression
der Estrogenrezeptoren ER o und 3 in Abhangigkeit von der Reelin-Konzentration
nachgewiesen. Es konnte durch die verdnderte Expression der ER’s zu einer
Reduktion der Aromataseproduktion kommen.
Wichtig ist in diesem Zusammenhang die Arbeit von Fayad et al. (2007).
Untersucht wurde das Auftreten von Low-density Lipoprotein Rezeptor-related
Protein 8 (LRP8), einem Mitglied der LDL-Rezeptorfamilie, welches in VVorgange

der Endozytose und Signaltransduktion, in verschiedenen Follikelstadien des
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ovariellen Zyklus involviert ist. Exprimiert wird LRP 8 in den Granulosazellen.
Die LRP8-Expression war im dominanten Follikel gegenuber allen anderen
Stadien erhoht. Es wurden keine Unterschiede der LDLR- und VLDLR-
Expressionen in den verschiedenen Follikeln gefunden. Nach hCG- (humane
Choriongonadotropin) -Behandlung sank die LRP8-Konzentration in den
Granulosazellen. Reelin ist ein Ligand von LRP8 und ist hoch exprimiert in den
Thecazellen der dominanten Follikel, im Gegensatz zu anderen
Entwicklungsstadien. Mitogen-aktivierte Proteinkinase 8-interacting Protein 1
(MAPKS8IP1) kodiert fur intrazelluldare Interaktionspartner von LRP8. Seine
MRNA wird in den Granulosazellen exprimiert.

In dieser Studie wurde eine Verbindung zwischen Reelin, LRP8 und MAPKS8IP1
gezogen. Die Arbeitsgruppe vermutet, dass sie auf die follikularen Veranderungen
regulatorische Effekte oder zumindest einen Einfluss auf die regulatorischen
Prozesse haben.

Aufgrund dieser Ergebnisse wéare es moglich, dass Reelin z.B. durch die
verdnderte Expression der Estrogenrezeptoren (ER a) direkt zu einer Erniedrigung
der Aromatase im Ovar fihrt. Desweiteren konnte Reelin, als Ligand von LRP8,
die Follikulogenese beeinflussen und damit auch die Estrogenproduktion, welche
v.a. in den heranreifenden Follikeln stattfindet.

. Aromatasereduktion als Auswirkung der zerebralen Veranderungen:

Durch die Reelindefizienz kommt es zu neuronalen Migrationsstérungen (Forster
et al., 2006), auch der GnRH-Neurone (Cariboni et al., 2005). Zusétzlich kommt
es zu einer Verminderung der Anzahl der GnRH-Neuronen. Die ortliche und
zahlenmallige Veranderung kénnte zu einer Stérung ihrer Funktion und damit zu
einer verminderten Produktion und Sezernierung von GnRH fihren.

Eine reduzierte Abgabe von GnRH wirde in der Hypophyse zu einer verminderten
Produktion und Abgabe von LH und FSH fiihren. Eine verminderte Konzentration
der hypophysaren Hormone wuirde wiederum zu einer reduzierten Aromatase und
damit Estrogenproduktion fuhren.

Demnach mussten der LH- und FSH- Spiegel bei einer Reduktion von GnRH

erniedrigt sein.
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Jedoch gibt es noch 2 zu beachtende Feedbackmechanismen, bei denen gonadal
gebildetes Estrogen die zerebrale Hormonausschittung beeinflusst (In: Biochemie
und Pathobiochemie, 2007).

Eine reduzierte Estrogenkonzentration im Blut wirkt auf die GnRH-Neurone im
Hypothalamus und fihrt zu einer Erhohung ihrer Abgabe (positiver
Feedbackmechanismus). Durch die erniedrigte Anzahl und eine mdgliche
Veranderung der Funktion der GnRH-Neurone, kdnnte diese Feedbackachse zum
Erliegen kommen.

Der Estrogenspiegel im Blut wirkt auch auf die Sezernierung der hypophyséren
Hormone. Estradiol hemmt, zusammen mit von Granulosazellen gebildetem
Inhibin die FSH-Ausschuttung (negativer Feedbackmechanismus) und fordert
wiederum ab Zyklusmitte Uber Hypothalamus und Hypophyse die LH-
Ausschittung (positiver Feedbackmechanismus).

Eine erniedrigte Estrogenkonzentration misste folglich zu einer erhohten
Ausschittung von GnRH flhren, welche eine Erhohung der FSH- und LH-
Ausschittung bedingen wirde. Ab Zyklusmitte waére die LH-Konzentration
maoglicherweise im Vergleich erniedrigt, da Estradiol von diesem Zeitpunkt an ein
Stimulus fur die LH-Ausschttung ist.

Bei einer Insuffizienz der GnRH-Neuronen in der Reeler-Mutante misste der
GnRH-Spiegel trotz geringem Estradiol erniedrigt sein (positive Feedbackachse).
Die FSH- und LH-Konzentration waren durch den fehlenden hypothalamischen
Reiz auch reduziert. Die Hemmung der FSH-Ausschittung im Zusammenspiel mit
Inhibin bleibt aus (negativer Feedbackmechanismus). Die LH-Konzentration ware
ab Zyklusmitte noch dramatischer erniedrigt sein, da Estradiol als Stimulus fehlt.
Die Arbeitsgruppe von Lombardero et al. (2007) untersuchten die Hypophyse der
homozygoten und heterozygoten Reeler-Mutante auf endokrine Aktivitdt und
morphologische Unterschiede zur Wildtypmaus. Sie untersuchten es auf der Basis,
dal} die Reelindefizienz zu zerebralen Veranderungen fuhrt und bei der Reeler-
Mutante eine Wachstumsstorung sowie eine reduzierte Fertilitdt festgestellt
wurde. Gefunden wurden statistisch signifikante Unterschiede zwischen den 3
Gruppen beziiglich des Korpergewichtes sowie in den Konzentrationen von
ACTH (Adrenocortikotropes Hormon) und LH in den Blutgefalien. Die ACTH-
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Konzentration war in den Reeler-Mutanten niedriger, die LH-Konzentration
héher, als in den Wildtypméusen. Das Growthhormone (GH) wies eine hohe
individuelle Variation und keine Reduktion in der Reeler-Mutante auf. AuRerdem
wurden keine Unterschiede in den Zelltypen der Hypophyse gefunden. Daraus
schlossen sie, dass eine Hypophysenhypofunktion nicht verantwortlich fir die
Wachstumsretardierung ist. Die LH-Konzentration war in ihren Messungen
erhoht. Dieses Ergebnis widerspricht der Theorie von der gestorten GnRH-
Aktivitdt durch die Reelindefizienz. Jedoch wére es auch mdglich, dass
unabhéngig von der Funktion der GnRH-Neurone, der niedrige Estrogenspiegel
direkt auf die Hypophyse wirkt und dort zu einer Erhéhung der LH-Ausschittung
fuhrt. In diesem Zusammenhang, ohne direkte Wirkung von Reelin im Ovar,
wirde man allerdings auch eine steigende Estrogenkonzentration erwarten.

Zu dem Ergebnis der Lombardero-Arbeitsgruppe ist einzurdumen, dass diese
Untersuchung unabhéngig von der ovariellen Zyklusphase der Mé&use geschah. Da
der LH- und FSH-Spiegel wéhrend des Zyklus extrem variiert, kdnnte hier auch
eine Beeinflussung der erhobenen Daten durch die jeweilige Zyklusphase
vorliegen.

. Weitere Ideen:

. Neben der Rolle von Reelin fir die zerebrale Neuronenmigration reguliert es auch
im Riuckenmark die axonale Migration. Es ist involviert bei der Wanderung der
Nozizeptionsneurone im dorsalen Anteil des Ruckenmarks (Villeda et al., 2006,
Akopians et al.,, 2008) und beeinflusst die Positionierung der Somata der
Motoneurone. Bei Reelindefizienz kommt es zur einer verénderten Positionierung
der Neurone im Rickenmark und im Gehirn fuhrt es zu einem veranderten
axonalem Wachstum (Forster et al., 2006). Dies kénnte die periphere Innervation
oder Reizleitung von Organen beeinflussen.

. Zyklusstérungen sieht man bei der Frau oft in Zusammenhang mit Stress.

Neben der Uberlegung wie Reelin auf die Gonaden wirkt, ist zudem interessant,
welche Trigger es fur die Reelinausscheidung gibt.

Es gibt eine Studie von Lussier et al. (2009), welche die Reelin-Produktion mit
stressinduzierter Ausschuttung von Kortikosteroiden in Verbindung setzt. Basis ist

die Assoziation zwischen Reelin und hippocampaler Plastizitat und die Annahme,
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dass reduzierte Plastizitit mit dem Auftreten von Depressionen im
Zusammenhang steht. Die Gabe von Corticosteroiden fiihrte bei der Ratte zur
Abnahme von Reelin-positiven Zellen in der hippocampalen CAl-Region.
Zusétzlich wurde herausgefunden, dass erhdhte Kortikoidsteroidkonzentrationen
die Inzidenz von depressivem Verhalten erhdhen. Die Ergebnisse lassen vermuten,
dass der Reelinsignalweg bei der Expression von depressivem Verhalten nach
Exposion von hohen Glucokortikoidkonzentrationen eine Rolle spielen kdnnte.
Auch die Arbeitsgruppe von Gross et al. (2010) beschaftigte sich mit der Wirkung
von Stress, hier Early-Life-Stress, auf die Reelin-Expression. Basis der
Untersuchungen ist die Erkenntnis, dass Early-Life-Stress die Entwicklung von
psychiatrischen Stérungen préadisponiert. Der Stress wurde durch Kortikoidgabe
immitiert. Es stellte sich eine geschlechtsspezifische Wirkung von Stress auf die
Reelinexpression dar. Nur in den Ménnchen fiihrte die Simulation von Early-Life-
Stress zu einer Abnahme der Reelin-Expression.

Diese beiden Studien belegen, dass Stress die Ausschuttung von Reelin, wie auch
die Anzahl der Reelin-positiven Zellen beeinflusst. Stress steht wieder im
Zusammenhang mit dem Auftreten von psychatrischen Stérungen, wie z.B.

Depression. Diese sind wiederum oft assoziiert mit Zyklusstérungen.
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4.2.3.2 Schnittstellen der Estrogen- und Reelin-Signalkette

Estrogen und Reelin beeinflussen sich gegenseitig. Beide sind in Prozesse der
neuronalen Migration, in der Modulation von LongTermPotentiation (LTP’s)
involviert und beiden wurde eine neuroprotektive Wirkung nachgewiesen. Nun bleiben
einige Fragen offen:

In was flr einer Beziehung stehen sie zueinander? Wie moduliert Estrogen die
Reelinexpression im Hippocampus? Wie fuhrt vermindertes Reelin zur veranderten

Estrogenrezeptor- und Aromataseexpression?

Reelin

Estrogen

Abbildung 4.2.3.2.1 Verbindung Reelin und Estrogen — wer reguliert wen?

Um diesen Fragen weiter auf den Grund zu gehen, ist hier zusammengetragen, welche
Schnittstellen der beiden Signalwege es gibt und welche Interaktionspartner eine

maogliche Verbindung der beiden Signalwege darstellen konnten.

75



Estrogen Reelin

be, wog"?ﬂ'
@ ‘;:;I:”%ﬂ @ \1\-“5“'?! o @

gy
Notch
(NICD)

H
e,
NMDA
—
S
Cofilin
RhoA/LIMK

S
PI3K

GSK3

Abbildung 4.2.3.2.2: Schnittstellen der Signalwege von Estrogen und Reelin (Ubersicht: Siehe 1.3 und

1.9).

Estrogen und Reelin haben nach Bindung an die Zelle gemeinsame Interaktionspartner. In dieser

Abbildung sind entsprechende Midiatoren dargestellt,; Notchl, NMDA-Rezeptor, Cofilin und

PI3K/GSK3.

(1) Estrogen hat verschiedene intrazelluldre Wirkungsmdglichkeiten (Roman-Blas et al., 2009). Nach
Ligandenbindung des Estrogenrezeptors (ER) dimerisiert der Rezeptor, wandert in den Zellkern und
kann dort an ERE’s (Estrogen-Response-Elements) oder anderen Trankriptionsfaktoren binden. Der
ER kann auch mit einem G-Protein-gekoppelten-Rezeptor 30 (GP30) membrangebundene
Signalkaskaden aktivieren, wie z.B. die PI3K oder die PKC/MAPK-Signalkette und damit die
Extrazellulér-regulierte Kinase (ERK 1/2) aktivieren.

(2) Reelin bindet an den VLDL- oder den ApoE 2- Rezeptor. Dies fiihrt zur Phosphorylierung des
intrazelluldren Adapterproteins Dabl.

(3) Reelin und Estrogen regulieren:

- Notchl: Der Notchl-Rezeptor hat eine intrazellulare Domaine NICD, welche nach Stimulation die
Transkription zahlreicher Targetgene induzieren kann (Frotscher, 2010). Notch1 ist involviert beim
Neuritenwachstum migrierender Neuronen (Sibbe et al., 2009).

Reelin wirkt vermutlich durch das phosphorylierte Dabl auf NICD (Frotscher, 2010). Desweiteren
fuhrt die Inhibition des Notchl-Signalweges zu einem Reeler-dhnlichen Bild des Hippocampus
(Sibbe et al., 2009, Hashimoto-Torii et al., 2008).

Von Estrogen wird angenommen, dass es nicht die Expression, wohl aber die Aktivierung von
Notchl beeinflusst (Bender et al., 2010, Rizzo et al., 2008). Bender et al. fanden signifikant
reduzierte Level von NICD nach Estrogenbehandlung.
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NMDA-Rezeptor: NMDA -Rezeptoren modulieren die LongTermPotentation (LTP), welche
Effekte auf Lernen und Gedachtnis haben (Bi et al., 2001).

Reelin induziert ApoER2, VLDLR und Dab1, diese regulieren die Funktion des NMDA-Rezeptors
(Bacskai et al., 2000, Qui et al., 2003, 2002, May et al., 2005). Dies geschieht durch Tyrosin-
Phosphorylierung der NR2a- und auch NR2b-Untereinheiten (Chen et al., 2005).

Estradiol ist in der Lage Langzeitpotenzierung in CA3-CA1-Synapsen zu induzieren (Foy et al.,
1999). Dies ist nach neusten Untersuchungen auf eine Balance zwischen NMDA- und AMPA-
Rezeptoren zuriickzufiihren (Smith und McMahon, 2005). Estrogen kann durch eine verdnderte
Transkription von Genen im Zellkern, als auch via ERK/MAPK-Weg auf NMDA-/AMPA-
Rezeptoren wirken.

Cofilin: Die Phosphorylierung von Cofilin macht F-Aktin depolymerisierungsunféhig und
stabilisiert dadurch das Aktinzytoskelett einer Zelle. Die Verédnderung des Zytoskeletts ist essentiell
beim Migrationsprozess von Neuronen.

Durch Reelinbindung phosphoryliertes Dabl interagiert mit der Phosphatidylinositol 3-Kinase
(P13K) und der LIM Kinase 1 (LIMK-1). LIMK-1 bewirkt die Phosphorylierung von Cofilin am
Serin-Rest 3 (Chai et al., 2009), welches F-Aktin depolymerisierungsunfahig macht und somit das
Aktinzytoskelett stabilisiert.

Estrogen ist wiederum ein positiver Modulator des Signalweges RhoA > LIMKinase > Cofilin
(Kramar et al., 2009). Es aktiviert die GTPase RhoA und phosphoryliert Cofilin. Estrogen erhéht die
Spinesynapsenkonzentration von F-Aktin und fordert ihre Polymerisierung, welche auch ist mit der
Generierung von LTPs assoziiert.

P13K/ GSK3: Reelin flhrt iber ApoER2-Rezeptoren zu einer Herunterregulierung der Aktivitat von
GSK3p, eine der Kinasen, welche flr die Tau-Phosphorylierung zustandig ist (Beffert et al., 2002,
Ohkubo et al., 2003). Desweiteren reagiert phosphoryliertes Dab1 mit der PI3K.

In neuronalen Zellen wird laut Mendez und Garcia-Segura (2006) der Estrogenrezeptor durch die
P13- und die GS 3-Kinase reguliert.
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Tabelle 4.2.3.2.1 Interaktionspartner von Reelin und Estrogen

Interaktionspartner Reelin Estrogen
VLDLR
APOER2

ApoE

LRP 8

ER o/p

Dabl

PI3K

GSK3

LIMKZ1 (Cofilin)
Notchl

NMDA

X[ X[ X[ X| X| X|e| e

Aktivierung von Notchl
X

X| X[ X| X]| X]| X| X| X| 2| X]| X

Dargestellt sind alle in der Literatur rezensierten Interaktionspartner von Reelin und Estrogen. In der
linken Spalte sind die Interaktionspartner aufgezahlt. In der mittleren Spalte sind die Interaktionspartner
mit einem ,X‘ markiert mit denen Reelin und in der rechten Spalte die mit denen Estrogen jeweils

interagiert. ‘0° steht fiir keine bekannte Interaktion.

Anhand des Schaubilds und der Tabelle lassen sich einige Ubereinstimmungen der
Interaktionspartner und Signalwege von Reelin und Estrogen berblicken.

Ob die einzelnen Faktoren und wenn, auf welche Weise sie die beiden Signalwege
miteinander verbinden, desweiteren wie Reelin auf den Estrogenstoffwechsel wirkt
und umgekehrt, lasst sich jedoch aus den aktuellen Ergebnissen nicht erschlie}en. Dies
wird den Anreiz fur weitere Forschungen bilden.

Aus den bisherigen Ergebnissen ist jedoch ersichtlich, dass beide Substanzen sich
gegenseitig regulieren. Mdglich scheint auBerdem, dass der Estrogen-Reelin-Crosstalk
eine Homaostase in der Zelle bildet sowie, dass die gegenseitige Regulation flr den

Erhalt von bestimmten zellularen Basisaktivitaten essentiell ist.
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5. Folgen und Auswirkungen

Das Ergebnis dieser Arbeit ist, dass es durch die Reelindefizienz im Organismus der
homozygoten Reeler-Mutante zu einer Reduktion der Aromataseexpression im Ovar
kommt. Im Folgenden werden die mdglichen Auswirkungen beschrieben.

Die Aromatase der Granulosazellen katalysiert die Estrogensynthese (S. Abb. 1.7.1).
Durch eine geringere Aromatasekonzentration kommt es vermutlich zu einer
verminderten Estrogensynthese. Estrogen ist ein Induktor vieler Reaktionen.

Eine Wirkung dieses Hormons ist die Stimulation der Endometriumentwicklung im
Uterus und dessen Vaskularisierung, sprich die Vorbereitung fir die Einnistung der
Eizelle nach Befruchtung (In: Basislehrbuch Physiologie, 2006). Es ist auch
verantwortlich fir die zyklische Verdnderung des Vaginalepithels. Durch eine
vermutliche Estrogenreduktion bei Reelinmangel kommt es zu Zyklusstérunen.
Estrogen wird nicht nur in den Follikeln produziert, es ist auch essentiell fur deren
Reifung und Wachstum. Die maximale Estradiol-Konzentration zur Mitte des
Menstruationszyklus bewirkt die Ausschittung von LH (LH-Peak), welche die
Ovulation  bedingt.  Auferdem  reguliert das gebildete  Estrogen via
Feedbackmechanismus die hypothalamischen und hypophysare Hormonausschittung.
Zusammenfassend ist eine Stérung der gonadalen Prozesse von Follikelreifung tber
Ovulation bis hin zu Schleimhautdifferenzierungen denkbar, welche die Fertilitat
beeintrachtigen wirden.

Neben den gonadalen Auswirkungen einer Estrogenreduktion gibt es noch weitere
Wirkorte des Hormons. Bei einer Estrogenreduktion kodnnten Folgeerscheinungen
auftreten, &hnlich denen einer Menopause.

Der menopausale Estrogenmangel ist mit einem erhdhten Risiko flr die Entstehung
von Morbus Alzheimer und Parkinson assoziiert (Bhavnani, 2003). Estrogenabhangige
zerebrale Prozesse stehen nicht nur unter dem Einfluss von zerebral synthetisiertem
Estrogen, sondern auch dem zyklisch schwankenden gonadalen Estrogen. Es fihrt zu
einer zyklischen Zu- und Abnahme der Synapsendichte im Hippocampus. Dies kénnte

durch ein reduziertes Aufkommen von Estrogen in der Reeler-Mutante gestort werden.
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Eine hédufige Erkrankung der Menopause ist die Osteoporose (In: Biochemie und
Pathobiochemie, 2007). Ein Estrogenmangel fihrt zu einer Reduktion des
Knochenstoffwechsels und der osséren Stabilitat.

6. Fragen und Projekte

Die Erkenntnisse dieser Arbeit gehen Hand in Hand mit weiteren Fragen.

Bis zu diesem Zeitpunkt bleibt es weiterhin ungeklart tber welche Mechanismen die
Reproduktionsorgane der Reeler-Mutane beeinflusst werden.

Wird die Aromatase durch die GnRH-Migrationsdefizienz und eine dadurch
verénderte GnRH-Ausschittung supprimiert? Dann wirde dies unweigerlich zu einer
reduzierten hypophysaren LH- und FSH- Ausschittung fiihren. Die genannten
Releasinghormone konnten in einem weiteren Projekt im Serum gemessen werden.
Auch eine Messung der Estradiolkonzentration im Serum ware sinnvoll, um genaue
Auswirkungen der ovariellen Aromatasesuppression zu erfassen und ihre Folgen
besser abzuschéatzen.

Reelin mRNA und Protein wurden bereits im Ovar nachgewiesen (bisher
unverdffentlicht). In unserem Institut wird gegenwartig untersucht, ob Reelin die
Aromatase im Ovar moduliert, folglich eine direkte Interaktion vorliegt. Zusammen
mit einer Estradiol-Messung im Serum und einer LH- und FSH-Bestimmung
versprechen wir uns mehr Klarheit tber den Wirkungsweg von Reelin auf die
gonadalen Prozesse.

In Kollaboration mit einer Arbeitsgruppe in Dusseldorf untersucht unser Institut
zurzeit die mannlichen Gonaden der Reeler-Mutante. Sie suchen nach Veranderungen,
wie z.B. Vakuolen im Epithel der Tubuli Seminiferi und anderen Zeichen fir eine
erniedrigte Bluthodenschranke. Desweiteren Uberprifen sie die Tight Junctions des
Tubuli-Epithels und messen den Durchmesser der Tubuli Seminiferi.

Bei einer Reelindefizienz kommt es zu einer verminderten Spinesynapsendichte, zu
einer geringeren Aromatasekonzentration (bisher unverdffentlicht) und einer
veranderten Estrogenrezeptor-Expression im Hippocampus. Um weitere Erkenntnisse

uber die Beziehung von Estrogen und Reelin zu erlangen, beschéftigt sich unser
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Institut mit der Mdglichkeit, dass die Reelinbedingte Synapsenreduktion Estrogen-
abhadngig passiert. In den Untersuchungen wird Estradiol zu den Neuronenkulturen
einer Reeler-Mutante gegeben und anschlie3end die Synapsendichte gemessen.

In einem weiteren Projekt mit der Frage nach einer direkten Estrogen-Reelin-
Interaktion konnten Neuronenkulturen einer Reeler-Mutante mit Reelin versetzt
werden, um dann die Estrogenkonzentration zu messen.

In M&usen, bei denen der ApoER2 und der VLDL-Rezeptor mutiert sind, wurde keine
Migrationsstorung der GnRH-Neurone gefunden (Cariboni et al., 2005). Daraus
schloss die Arbeitsgruppe, dass die veranderte Migration dieser Neuronen in der
Reeler-Mutante nicht Uber den Ublichen ApoER2/VLDLR/Dabl-Weg verliefe. Hier
besteht die Hypothese, dass diese Migrationsstorung durch die Estrogensuppression im
Gehirn oder durch die veranderte Expression der Estrogenrezeptoren o und f bei
Reelinmangel zustande kommt, da es eine direkte Wechselwirkung zwischen Estrogen
und GnRH im Gehirn gibt. Ob diese GnRH-Migrationsstorung allein von der
verénderten Estrogenkonzentration und nicht vom Reelinmangel abhdngt, konnte
durch eine Blockade des Estrogens wahrend der neuronalen Entwicklung getestet
werden.

Die Inhibition des Notchl-Signalweges fuhrt zu einem Reeler-hnlichen Bild des
Hippocampus (Sibbe et al., 2009). Dab-1, ein Bestandteil der Reelin-Signalkaskade,
behindert den Notchl-Abbau und ist mit Notchl kolokalisiert (Sibbe et al., 2009).
Noch nicht veroffentlichte Ergebnisse unseres Instituts demonstrieren, dass die
Funktion von Reelin bei der Formation des radialen Gliageriistes und bei der
Schichtenbildung der Neuronen auf einer Interaktion mit Notchl basiert. Ein
interessantes Projekt ware, die Konzentration von Notchl oder von NICD in der
Reeler-Mutante zu messen. Eine Abhéngigkeit der beiden wirde Notchl als
Verbindungspartner des Estrogen- und Reelin-Signalwegs immer wahrscheinlicher
machen.

Es ist essentiell fir die weiteren Schliusse zu der Wirkung und den Aufgaben von
Reelin, dass Untersuchungen (ber die Verbindung von Reelin und seinen
Interaktionspartnern folgen missen, besonders im Bezug auf den Estrogen-
Stoffwechsel.
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7. Relevanz

Die Untersuchung der Reproduktionsorgane der Reeler-Mutante diente dazu eine
maogliche Erklarung fur die reduzierte Fertilitdat der Méuse zu erfassen. Diese Arbeit
demonstriert, dass Reelin mehr Auswirkungen auf den Korper hat, als bisher
angenommen. Es beeinflusst nicht nur zerebrale und neuronale Prozesse, sondern ist
auch in den peripheren Reproduktionsorganen entscheidend. Durch das Ergebnis
dieser Arbeit ist eine mogliche Erklarung fur die reduzierte Fertilitat bei Reelinmangel
gegeben. Die Wirkung von Reelin auf die Gonaden vor dem Hintergrund der neusten
Ergebnisse macht eine direkte Interaktion von Reelin und Estrogen im Ovar immer

wahrscheinlicher.
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8. Zusammenfassung

Die Reeler-Mutante ist eine natlrliche Mutante, bei der das extrazellulare
Matrixprotein Reelin mutiert ist und dadurch nicht exprimiert wird. Reelin ist
essentiell fir die neuronale Migration des Cortex wahrend der Embryonalentwicklung.
Die Folge der Mutation ist unter anderem eine gestorte neuronale Migration und
Synaptogenese. In der Literatur ist bei Reelindefizienz auch eine Mirgrationsstorung
von GnRH-Neuronen beschrieben worden. Die GnRH-Neuronen sind Teil der
Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse, welche die Reproduktion und damit
auch die gonadale Estrogensynthese reguliert. Die Dichte der GnRH-Neuronen ist im
Hypothalamus der Reeler-Mutante reduziert. Zerebral gebildetes Estradiol und damit
die Aktivitat der Aromatase, das finale Enzym der Estrogensynthese, sind essentiell fir
den Erhalt von Synapsen, Axonwachstum und Neurogenese im Hippocampus. Im Ovar
ist Aromataseaktivitat Voraussetzung fiir Follikelwachstum und Ovulation. Reelin
wurde in den Ovarien der Maus nachgewiesen, sodass eine direkte Interaktion
zwischen Reelin und Estrogen im Ovar zunehmend wahrscheinlicher wird. Auf diesem
Hintergrund war es Ziel dieser Arbeit, die Physiologie der Reproduktion der Reeler-
Mutante zu untersuchen. Untersucht wurden der genitale Zyklus sowie die ovarielle
Aromataseexpression mittels Immunhistochemie und Western Blot-Verfahren in
Wildtyp und homozygoter Reeler-Mutante. Vorausgegangene Untersuchungen unseres
Institutes zur Beziehung von Reelin und Estrogen zeigen, dass Estrogen die
Reelinexpression im Hippocampus reguliert. Umgekehrt flihrt eine Reelindefizienz zu
einer Reduktion der Aromatase im Hippocampus und im Ovar. Ergebnis dieser Arbeit
ist ein unregelmé&Biger genitaler Zyklus der weiblichen Reeler-Mutante sowie eine
signifikante Reduktion der ovariellen Aromataseexpression. Durch das Ergebnis dieser
Arbeit ist eine mogliche Erklarung fur die reduzierte Fertilitdt bei Reelinmangel
gegeben. Eine Reelindefizienz hat Auswirkungen auf Ovar und Testis, vermutlich auch
auf die Spermiogenese und Follikulogenese. Wie diese Verénderungen zustande
kommen, ob Reelin direkt auf die Aromatase wirkt oder dies durch die verdnderte
Migration der GnRH-Neuronen im Gehirn passiert, wird Gegenstand nachfolgender

Untersuchungen unseres Institutes sein.
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ApoER2 - ApoL.ipoprotein-Rezeptor 2
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Cm - Centimeter
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°C - Grad Celsius
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dNTP - Desoxyribonucleosidtriphosphate
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EGF

E max
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FSH
GAR
GP1
GnRH
HCI
HER?2
H+L
HM
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Int Den

Int-for/rew-wt/rl

Kb

Kd

Kl
Ladder
LH

M
MAPK
Min
Mind.
mM
Na2HPO4
NaCl
NGS
nM
NMDA
NP40
Nr.

- Ethylendiamintetraessigsaure

- Epidermal growth faktor

- Emissionsmaximum

- Estrogenrezeptor

- Follikelstimulierendes Hormon

- Goat-anti-rabbit (Ziege-anti-Hase)
- Guinea Pig 1 (Meerschwein 1)

- Gonadotropin-Realeasing-Hormon
- Chlorwasserstoff

- Human Epidermal Growth Faktor Rezeptor 2

- Heavy and light chains vom 1gG (schwere und leichte Ketten)

- Homozygote Reeler-Mutante
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- Integrant strain forward/rewind — Wildtyp/Reeler
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- Luteinisierendes Hormon

- Molar

- Mitogen-aktivierte Proteinkinase

- Minute

- Mindestens

- Millimolar

- Dinatriumhydrogenphosphat
- Natriumchlorit

- Normal Goat Serum

- Nanometer

- N-Methyl-D-Aspartat

- Nonidet P-40 (Octoxinol 9)

- Nummer
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- Weight/VVolumen (g/ml)
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104


http://en.wikipedia.org/wiki/Radioimmunoprecipitation_assay_buffer

11. Danksagung

Ich danke hiermit meiner Doktormutter, Frau Prof. Dr. Rune, fir die Ermoéglichung
dieser wissenschaftlichen Arbeit. Lepu Zhou und Bettina Kruck danke ich fur ihre
Betreuung und fir ihr stetig offenes Ohr. Christiane Schroder-Birkner, Lars Fester,
Dana und Burkhard danke ich dafiir, dass sie immer Zeit fiir mich hatten. Vielen Dank

an das gesamte Institut fir Neuroanatomie, in dem jeder ein Ansprechpartner war.

Meine Familie war meine Motivation und Starke. Vielen Dank an meine Mutter und

meinen Bruder. Vielen Dank an Marten fiir die nie endenden Diskussionen.

105



12. Eidesstattliche Versicherung:

Ich versichere ausdrucklich, dass ich die Arbeit selbstdndig und ohne fremde Hilfe
verfasst, andere als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht benutzt und
die aus den benutzten Werken wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen einzeln
nach Ausgabe (Auflage und Jahr des Erscheinens), Band und Seite des benutzten
Werkes kenntlich gemacht habe. Ferner versichere ich, dass ich die Dissertation bisher
nicht einem Fachvertreter an einer anderen Hochschule zur Uberpriifung vorgelegt

oder mich anderweitig um Zulassung zur Promotion beworben habe.

UNEEISCRII T, e

106



