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1. Zusammenfassung
Die ubiquitdren Polyamine Spermidin und Spermin koénnen im Gehirn die Erregbarkeit von

Neuronen und Gliazellen beeinflussen, indem sie unter anderem mit einwarts gleichrichtenden
Kaliumkandlen und verschiedenen Glutamatrezeptoren interagieren. Spermidin und Spermin
sind immunologisch nicht unterscheidbar und wurden in Astrozyten sowie einigen Typen von
Neuronen nachgewiesen. Eine Umverteilung von Spermidin und Spermin nach ihrer Synthese ist
mdoglich und gilt nach dem derzeitigen Kenntnisstand als wahrscheinlich. Das Wissen um die
Lokalisation der Polyaminsyntheseenzyme konnte einen wichtigen Beitrag zum besseren
Verstandnis physiologischer und pathophysiologischer Zusammenhénge liefern, an denen
Spermidin und Spermin beteiligt sind. Zur Untersuchung der Spermidinsynthaseverteilung
wurde polyklonales Anti-Spermidinsynthase-Serum gereinigt und biochemisch charakterisiert.
Der so gewonnene, monospezifische Antikorper markierte im Western Blot rekombinante
Spermidinsynthase sowie das native Protein in der Prostata und dem Hypothalamus. Als
Positivkontrolle fir die immunzytochemischen Analysen diente Prostatagewebe, dass fur seinen
hohen Polyamingehalt bekannt ist. Im Gehirn der Ratte zeigte sich eine sehr heterogene,
vorwiegend neuronale Spermidinsynthaseexpression. Zusatzlich war das Enzym aber auch im
Neuropil verschiedener Areale deutlich nachweisbar. Neben den paraventrikuldren und
supraoptischen Hypothalamuskernen, fiir die bereits zuvor ein hoher Polyamingehalt beschrieben
worden war, konnten weitere Areale mit Spermidinsynthaseexpression identifiziert werden.
Hierzu zdhlen das Striatum, der Nucleus accumbens, die Lamina | des zerebralen Kortex sowie
der zerebelldre Kortex. Das Expressionsmuster der Spermidinsynthase im Nucleus accumbens
scheint auf eine dem Striatum analoge ,,Patch-Matrix“-Organisation hinzudeuten. Im Kleinhirn
haben sich, neben einer ausgepragten synaptischen Spermidinsynthaselokalisation, auch
deutliche Anhaltspunkte fir eine funktionelle Bedeutung von Spermidin in diesem Areal

ergeben.



2. Einleitung
Die ubiquitdren Polyamine Putrescin (Put), Spermidin (Spd) und Spermin (Spm) sind kleine

organische Polykationen, die fir basale Zellfunktionen wie Zellteilung, Proliferation und
Differenzierung von essentieller Bedeutung sind (Bachrach et al. 2001; Igarashi et al. 2000; Pegg
et al. 1982; Tabor et al. 1984). Im Zentralnervensystem beeinflussen Spd und Spm unter
anderem die Funktion von Glutamatrezeptoren vom NMDA-Typ (Benveniste et al. 1993),
AMPA/Kainat-Typ (Bowie et al. 1995; Donevan et al. 1995; Isa et al. 1995; Kamboj et al. 1995;
Koh et al. 1995) sowie einwartsgleichrichtender Kaliumkanale (Kir-Kandle) (Fakler et al. 1994;
Fakler et al. 1995; Ficker et al. 1994; Lopatin et al. 1994; Lopatin et al. 1995). Trotz ihres
ubiquitdaren Vorkommens sind Polyamine im Rattenhirn nicht gleichférmig verteilt, sondern
kommen lokal angereichert vor (Fujiwara et al. 1997; Laube et al. 2002; Laube et al. 1997).
Deutliche Immunmarkierungen wurden in Astrocyten, einigen Neuronenpopulationen sowie
einigen Neuropilarealen beobachtet. Von den acht an der Polyaminbiosynthese beteiligten
Enzymen ist im Rattenhirn bisher nur die Ornithindecarboxylase (ODC) immunzytochemisch
charakterisiert und in verschiedenen Neuronenpopulationen lokalisiert worden (Bernstein et al.
1999; Cintra et al. 1987; Junttila et al. 1993). Die ODC katalysiert die Decarboxylierung von
Ornithin zu Put. Die fehlende ODC-Immunreaktivitat in Spd/Spm-haltigen Astrozyten wurde als
Hinweis auf Synthese- und Transportvorgange zwischen Neuronen und Gliazellen interpretiert
(Laube et al. 1997). Den Astrozyten wirde demnach eine Speicherfunktion zukommen, wéhrend
die Synthese primdr in Neuronen stattfinden kodnnte. Da Transportvorgiange fur Polyamine
beschrieben wurden (Harman et al. 1981; Masuko et al. 2003; Sakata et al. 2000; Seiler et al.
1996), muss davon ausgegangen werden, dass die Lokalisation der Polyamine selbst nicht
notwendigerweise Rlckschlisse auf den zelluldren Ursprung ihrer Synthese im Gehirn erlaubt.
Demgegenuber verspricht die Lokalisation der Syntheseenzyme Aufschlisse Uber die funk-

tionelle Relevanz lokaler Polyaminsynthese im Gehirn.

Zielstellung: Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Reinigung und Charakterisierung eines
Antiserums gegen Spermidinsynthase (SpdS) sowie die Verwendung des gereinigten Antikorpers
zur immunzytochemischen Charakterisierung des Expressionsmusters der Spermidinsynthase im

Rattengehirn.



3. Material und Methoden
Die fir die Anfertigung der vorliegenden Arbeit verwendeten Methoden (Krauss et al. 2006;

Krauss et al. 2007) werden im folgenden kurz zusammengefasst. Fur die Immunisierung wurde
bakteriell exprimiertes Fusionsprotein verwendet. Die Aufreinigung des anti-SpdS-Rohserums
erfolgte in drei Schritten. Zundchst wurden zur Entfernung unerwinschter Kreuzreaktivitaten
Nitrozellulosemembranen mit einem vergleichbar hergestellten Fusionsprotein (Spermin-
synthase) beladen und mit dem Rohserum inkubiert. Weitere Kreuzreaktivitaten gegen
bakterielle Proteine wurden anschliessend durch einen Inkubationsschritt mit Bakterienpelletts
(Pompeia et al. 1996) eliminiert. Schlielflich erfolgte die Affinitatsreinigung des verbliebenen
Uberstandes an mit SpdS-Fusionsprotein beladenen Nitrozellulosemembranen. Die eluierten und
dialysierten Antikérper wurden Uber SP-Sepharose-Saulen eingeengt und die relevanten
Fraktionen vereinigt. Die Aktivitat des so gewonnenen anti-SpdS-Antikorpers wurde mittels
indirektem und kompetitivem ELISA bestimmt (Krauss et al. 2006). Fur die anschlief’end
durchgefiihrten Western Blot-Experimente wurden jeweils vier Rattengehirne und Prostatae in
Gegenwart von Proteinaseinhibitoren homogenisiert, zentrifugiert und die Proteinkonzentration
der Uberstande mittels Bicinchoninsauretest (Smith et al. 1985) bestimmt. Nach der SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit Gradientengelen erfolgte der Transfer der Gele auf
Nitrocellulosemembranen, die mit dem Primérantikérper Gber Nacht in funf Prozent Mager-
milchpulver in TBS, pH 7,4 inkubiert wurden. Zur Visualisierung wurde alkalische Phosphatase-
gekoppelter Zweitantikdrper verwendet. Neben dem zu charakterisierenden anti-SpdS-Anti-
korper wurden zahlreiche weitere Primér- und Sekundarantikdrper verwendet und detailliert
aufgelistet. Die am Rattengehirn erhobenen Daten basieren auf 1128 Frontalschnitten von
siebzehn Tieren. Von zwei Gehirnen wurden liickenlos Frontalschnittserien zwischen dem
Bulbus olfactorius und dem Rickenmark angefertigt und alternierend mit Antikérpern gegen
SpdS, Spermidin/Spermin, neuronale Stickoxidsynthase sowie mit Kresylviolett zur
morphologischen Orientierung gefarbt. Fur die Quantifizierung SpdS-positiver Neurone sowie
verschiedener Interneuronenmarker im Striatum wurden zusétzliche Serien von Frontalschnitten
zwischen dem caudalen Abschnitt des Nucleus accumbens und dem  Hypophysenstiel
angefertigt. ~ Frei  flottierende  Kryostatschnitte ~ wurden  einem  standardisierten
Behandlungsschema unterzogen. Als Spezifitatskontrolle wurde der SpdS-Antikérper mit seinem
korrespondierenden Antigen (10 mg/ml) fir eine Stunde bei 37°C vorinkubiert. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden auf ahnliche Weise durchgefiihrt wie die Immunoper-
oxidasemarkierungen. Nach der Inkubation mit dem Zweitantikorper wurden die Schnitte

gewaschen, aufgezogen, kurz in reinem Alkohol und Xylol geschwenkt und in DPX eingebettet.



4. Ergebnisse

Die zur Immunisierung benutzte Gesamtsequenz der Maus-Spermidinsynthase weist auf

Aminosaureebene lediglich eine Homologie von 28,5 Prozent zum ndchst verwandten Protein,
der Maus-Sperminsynthase, auf. Es konnte daher davon ausgegangen werden, dass sich die
beiden Proteine immunologisch diskriminieren lassen. Die Uberpriifung der Spezifitat des
gereinigten Antikorpers mittels kompetitivem ELISA (s. Krauss et al. 2006, Abbildung 1) ergab
keine Kreuzreaktivitat mit gereinigtem Sperminsynthase-Fusionsprotein. Die Aktivitdt gegen
SpdS dagegen fiel mit steigender Konzentration des kompetitiv eingesetzten Spd-
Fusionsproteins sigmoidal ab und konnte vollstdndig unterdrickt werden. Im Western Blot an
SpdS-exprimierenden  Bakterienlysaten zeigte sich eine kréftige Bande mit dem
Molekulargewicht der SpdS von 35 kDa. Als weitere Positivkontrolle eigneten sich besonders
polyaminreiche, peptid- und proteinsezernierende Zellen bzw. Gewebe (Tabor et al. 1964), wie
die Prostata (Hougaard 1992) und der Hypothalamus (Fujiwara et al. 1997; Laube et al. 2002). In
beiden Féllen konnten im Western Blot Banden mit dem Molekulargewicht der SpdS detektiert
werden. Ebenso wie im ELISA zeigte sich im Western Blot an Gewebehomogenaten keine
Kreuzreaktivitat gegen Sperminsynthase. Der biochemisch charakterisierte Antikorper wurde zur
weiteren Verwendung in der Immunzytochemie zundchst zu Kontrollzwecken wiederum an der
Prostata sowie den neurosekretorischen Kernen (Nucleus supraopticus, Nucleus
paraventricularis) des Hypothalamus Uberprift und zeigte in beiden Fallen eine kréftige
Immunreaktivitat. SchlieBlich konnte auch in SpdS-transfizierten CHO-Zellen das Protein
immunzytochemisch nachgewiesen werden. Zusammenfassend lieRen die durchgefiihrten
Untersuchungen zur Spezifitit des SpdS-Antikérpers auf seine Verwendbarkeit in
biochemischen und immunzytochemischen Anwendungen schlieRen.

Die Verwendung des SpdS-Antikorpers an Gehirnschnitten der Ratte zeigte im Nucleus
supraopticus und Nucleus paraventricularis des Hypothalamus eine vergleichbare, kraftige
Markierung (s. Krauss et al. 2006, Abbildung 2). Ahnliche Resultate wurden zuvor bereits mit
Antikorpern gegen die Polyamine Spermidin/Spermin beobachtet (Fujiwara et al. 1997).
Wihrend die beiden genannten Polyamine neben einigen Neuronenpopulationen vorwiegend in
Astrocyten lokalisiert wurden (Laube et al. 1997), zeigte sich in der vorliegenden Untersuchung
ein Uberwiegend neuronales SpdS-Expressionsmuster mit mehreren Schwerpunkten in
verschiedenen Hirnarealen. Neben gefdarbten Somata war in einigen Regionen, wie z.B. im
Striatum, im Induseum griseum und in den zirkumventrikularen Organen eine deutliche
Neuropilmarkierung auffallig. Die Neuropilmarkierung im Striatum war eindeutig heterogen und
erinnerte an das Verteilungsmuster des neurochemischen Markers p-Opiatrezeptor, der das so



genannte ,,Patch Compartment” darstellt. Anhand von SpdS- bzw. p-Opiatrezeptor-gefarbten
Parallelschnitten konnte die Deckungsgleichheit der Kompartimente und damit die Beféahigung
des SpdS-Antikdrpers zur Darstellung des ,,Patch Compartments* gezeigt werden (s. Krauss et
al. 2006, Abbildung 3). Die SpdS-Markierung erstreckte sich auch auf neuronale Zellkorper, die
sowohl innerhalb des ,,Patch Compartments* als auch in der umgebenden Matrix lokalisiert
waren. Zellfortsatze von gefarbten Matrixneuronen verliefen z.T. in Richtung des ,Patch
Compartments*, das mit der umgebenden Matrix Uber Interneuronen kommuniziert (Gerfen
1992; Kawaguchi 1997). Die Verteilung und Morphologie der geféarbten Matrixneurone erinnerte
an striatale Interneurone. Allerdings konnte mit den Interneuronmarkern Calbindin,
Parvalbumin,  Calretinin,  Prapro-Neuropeptid Y, neuronaler  Stickoxidsynthase und
Cholinacetyltransferase keine Kolokalisation mit SpdS gefunden werden (s. Krauss et al. 2006,
Abbildung 6). Die pars compacta der Subtantia nigra, die den dopaminergen Eingang fiir das
Striatum liefert, zeigte lediglich eine moderate SpdS-Immunreaktivitéat. In weiteren Arealen, wie
dem Hypothalamus, dem Locus caeruleus und einigen Raphekernen, war dagegen eine starke
SpdS-Expression zu beobachten. Auffallig heterogene SpdS-Verteilungsmuster zeigten sich
weiterhin im Nucleus accumbens, der Grof3- und Kleinhirnrinde, dem Hippokampus und der
Amygdala (s. Krauss et al. 2007, Abbildung 1-5). Der Nucleus accumbens (NAc) ist am
Belohnungssystem und der Suchtentstehung beteiligt. Er erhdlt einen kréaftigen dopaminergen
Eingang aus der ventralen tegmentalen Area (VTA) und wird in ein ,,Shell“- und ,,Core“-
Kompartiment unterteilt. Im NAc zeigte sich eine dem Striatum vergleichbare, fleckenhafte
SpdS-Immunreaktivitat in Neuropil und Neuronen (Abb. 1). Allerdings war die Intensitat der
Markierung im dorsomedialen Teil des ,,Shell*“-Kompartiments deutlich stérker ausgepragt als
im Striatum (Abb. 1A). Um zu untersuchen, ob das SpdS-Expressionsmuster (Abb. 1B) in
Beziehung zu neurochemischen Markern fir dieses Areal steht, wurden wiederum
Parallelschnitte fur Calretinin, Calbindin, den D1-Dopaminrezeptor sowie den p-Opiatrezeptor
markiert. Calretinin wies zwar ebenfalls eine inhomogene Verteilung im Neuropil des NAc auf
(Hiroi 1995), jedoch mit einer im Vergleich zur SpdS-Markierung komplementaren Verteilung,
d.h. die SpdS-positiven Flecken waren deckungsgleich mit Calretinin-negativen Arealen
(Overlay in Abb. 1C). Die Calbindin-positive ,,Core“-Region dagegen war SpdS-negativ
(Overlay in Abb. 1D). D1-Dopaminrezeptoren (Abb. 1G) und p-Opiat-Rezeptoren (Abb. 1J)
weisen im dorsomedialen ,,Shell“-Areal des NAc ebenfalls eine ungleichmaRige Verteilung auf
(Jansson et al. 1999; Mansour et al. 1995; Minami et al. 1994). In der Uberlagerung mit der
SpdS-Markierung (Abb. 1F,I) zeigte sich im Fall des D1-Rezeptors eine Uberlappung mit der
SpdS-Verteilung (Abb. 1E). Dagegen beschrénkte sich die p-Opiatrezeptorexpression (Abb. 1H)



im wesentlichen auf SpdS-freie Areale. In der hippokampalen Formation waren Neuronen und
Neuropil des Indusium griseum/ Fasciola cinereum besonders auffallig markiert. Im
Ammonshorn und Gyrus dentatus dominierte die Immunreaktivitat in einer Subpopulation von
Interneuronen. Immunfluoreszenzdoppelmarkierungen mit den Markern Calbindin, Parvalbumin,
Calretinin, neuronaler Stickoxidsynthase und Reelin, ein mit Entwicklung und synaptischer
Plastizitat assoziiertes Protein der extrazellularen Matrix, ergaben eine teilweise Kolokalisation
mit neuronaler Stickoxidsynthase und Reelin im Hippokampus und Gyrus dentatus.
Immunreaktivitat in Pyramidenzellen war in der CA1-Region, im Gegensatz zur CA3-Region,
deutlich ausgepragt (s. Krauss et al. 2007, Abbildung 1). In der GroBhirnrinde zeigte sich eine
SpdS-positive Population von Neuronen, vorwiegend in Schicht I und, weniger stark ausgepragt,
auch in Schicht Il (s.Krauss et al. 2007, Abbildung 2). Da in Schicht I Reelin-positive Zellen
(Cajal-Retzius-Zellen) weit verbreitet sind (Ramos-Moreno et al. 2006), wurden wiederum
Immunfluoreszenzdoppelmarkierungen durchgefiihrt. Ein Grofteil der SpdS-positiven Schicht I-
Neurone, ca. neunzig Prozent, war ebenfalls Reelin-positiv. Die SpdS-Immunreaktivitat im
zerebralen Kortex war zudem deutlich stérker als die der bereits erwahnten striatalen Neurone.
Die Kleinhirnrinde war durch deutliche Kontraste in der Immunreaktivitat in Molekular- und
Kaornerzellschicht gekennzeichnet. Wéhrend das Neuropil der Molekularschicht diffus gefarbt
war, traten in der Kornerzellschicht zahlreiche, ca. drei bis finf Micrometer groRe, intensiv
gefarbte Strukturen hervor, die aufgrund ihres licht- und elektronenmikroskopischen Erschei-
nungsbildes als Moosfaserterminalen identifiziert werden konnten (Krauss et al. 2007,
Abbildung 4). Im Gegensatz dazu wurde in Kornerzellen keine Immunreaktivitat detektiert.
Purkinjezellen waren nur schwach positiv. Die prasynaptische Lokalisation der SpdS in
Moosfasern gab Anlass, die diffuse Markierung in der Molekularschicht hinsichtlich der
synaptischen Feinlokalisation zu Uberprifen. Dabei zeigte sich, dass in Parallel- und Kletter-
fasern ebenfalls eine prasynaptische Expression zu beobachten war. Allerdings war die SpdsS hier
nur in einem Teil der Terminalen nachweisbar. In ersten elektrophysiologischen Untersuchungen
in Zusammenarbeit mit Dr. Torsten Weill ergaben sich Hinweise auf eine funktionelle
Bedeutung fur Spermidin in Moosfasersynapsen. Die Applikation von Spermidin bewirkte am
akuten ,,Slice*-Préparat eine dosisabhdngige Inhibition elektrischer Feldpotentiale, die durch
Reizung der Moosfasereingange hervorgerufen werden. In der Amygdala beschrankte sich die
SpdS-Immunreaktivitdt auf wenige Kerne, wie den zentrolateralen Kern und die laterale
Kerngruppe. Das Neuropil war nur im zentrolateralen Kern deutlich immunopositiv, wohingegen
in beiden Arealen deutliche Expression in Neuronen beobachtet wurde. (s.Krauss et al. 2007,
Abbildung 5)



Abbildung 1: SpdS-Immunreaktivitat im Nucleus accumbens (NAc). A: Ubersichtsaufnahme auf Hohe
des Genu corpus callosum mit stark SpdS-positiven Arealen im dorsomedialen ,,Shell Compartment® (sh)
des NAc und der Taenia tecta (Stern). Deutlich zu erkennen ist die im Vergleich zum Striatum
(Pfeilkopfe) starkere SpdS Immunoreaktivitdt im NAc. Der Rahmen in A markiert das in B vergrofierte
Areal. B: Intensiv SpdS-markiertes, fleckenférmiges Neuropil im ,Shell Compartment” (Pfeil)
gegeniiber deutlich schwécher gefarbtem Neuropil im ,,Core Compartment®.  Sowohl in den
immunopositiven Neuropilarealen des ,,Shell Compartment® als auch in den umgebenden Arealen finden
sich zahlreiche, kraftig gefarbte Neuronen (Inset). Der schwarze Rahmen in B markiert die Position des
Insets. Der rote Rahmen in B zeigt die vergroRerten Areale in C und D an. C, D:
Falschfarbentiberlagerung von dem in B mit einem Pfeil markierten SpdS-Areal auf Calretinin (Calret)-
bzw. Calbindin (Calbin)-gefarbten Parallelschnitten. Calretinin-negative Areale decken sich weitgehend
mit SpdS-positiven Arealen (rot), die wiederum deutlich auRerhalb der Calbindin-positiven Region
liegen. E-G: SpdS- und D1-Dopaminrezeptor-geféarbte Parallelschnitte. Das markierte (Pfeil) D1-positive
Areal (G) liegt deutlich innerhalb (rot, Uberlagerung in F) des SpdS-Areals (E). H-J: SpdS- und p-
Opiatrezeptor-gefarbte Parallelschnitte. Abgesehen von dem markierten (Pfeilkopf), bogenférmigen Areal
(1,9), ist keine Uberlappung zwischen den SpdS- (H) und p-Opiatrezeptor-Arealen (J) zu erkennen (rot,
Uberlagerung in 1). co = Core-Areal, LV = Lateraler Ventrikel, sh = Shell-Areal. Die Ausrichtung der rot
tiberlagerten SpdS-Markierung erfolgte anhand der Schnittgeometrie und der Blutgefae. MaRstab: A,
500 pum; B-D und H-J, 200 um; E-G und inset in B, 100um



5. Diskussion

Trotz des zu erwartenden ubiquitdren Vorkommens sind die Polyamine Spd und Spm im

Vergleich verschiedener neuronaler und glialer Zelltypen inhomogen verteilt (Fujiwara et al.
1997; Laube et al. 2002; Laube et al. 1997). Eine hiermit teilweise Ubereinstimmende,
inhomogene Verteilung in Neuronen wurde auch fur das Putrescinsyntheseenzym ODC
beschrieben (Bernstein et al. 1999; Cintra et al. 1987; Junttila et al. 1993; Kilpelainen et al.
2000). Eine wesentliche Erkenntnis der vorliegenden Untersuchung ist die ebenfalls
differentielle Expression der SpdS in verschiedenen Neuronenpopulationen. Wahrend SpdS und
Spd/Spm in einigen Kerngebieten, wie z.B. den supraoptischen und paraventrikuldren
hypothalamischen Kernen, gemeinsam auftreten, zeigten sich in anderen Arealen deutliche
Unterschiede in der Verteilung. Diese Diskrepanz lasst sich unter der Annahme von
Transportprozessen und der daraus resultierenden Umverteilung von Spd und Spm in die
Spd/Spm-positiven Zellen hinreichend erklaren (Dot et al. 2000; Grillo et al. 1994; Harman et al.
1981; Masuko et al. 2003; Sakata et al. 2000; Seiler et al. 1996). Die Annahme einer Umver-
teilung von Polyaminen wird unterstitzt durch die SpdS-Armut stark Spd/Spm-haltiger Astro-
zyten, die als Polyaminspeicher flr neuronal synthetisierte Polyamine in Frage kommen (Laube
et al. 1997). Die Lokalisation der Syntheseenzyme erlaubt daher wahrscheinlich genauere Rick-
schlusse auf mogliche Funktionen der Polyaminbiosynthese in bestimmten Zelltypen oder
subzellularen Kompartimenten (z.B. Synapsen) als die Darstellung der Polyamine selbst. Die
verstarkte SpdS-Expression in mehreren zentralen Hirnregionen, wie dem Striatum, Nucleus
accumbens, Hippokampus, Klein- und GroBhirnrinde, weist darauf hin, dass hier ein Bedarf
besteht, der ber den basalen, zelluldren Polyamingehalt hinausgeht. Unter den bekannten
Interaktionen von Polyaminen mit lonenkandlen und Rezeptoren kommt der Beeinflussung des
NMDA-Rezeptors aufgrund seiner zentralen Rolle bei synaptischer Plastizitat und der Ausstat-
tung mit extrazelluldaren Polyaminbindungsstellen eine besondere Bedeutung zu. Im Striatum
deutet die Konzentrierung der SpdS im ,,Patch Compartment” sowie in putativen Interneuronen
des umgebenden ,Matrix Compartments” auf eine funktionelle Rolle von Spd in den
intrastriatalen ,,Patch/Matrix“-Schaltkreisen hin. Darlber hinaus bestehen Anhaltspunkte, dass
Polyamine in striatale pathologische Prozesse, z.B. Chorea Huntington, involviert sind (Colton et
al. 2004). Mehrere Anhaltspunkte deuten darauf hin, dass Spd/Spm Uber ihre modulatorische
Wirkung auf NMDA-Rezeptoren (Williams 1997) moéglicherweise Bedeutung fiir Mechanismen
synaptischer Plastizitat zukommt (Fage et al. 1992). Das mesolimbische dopaminerge System, in
dem Suchtverhalten lber synaptische Plastizitat vermittelt wird (Thomas et al. 2003), stellt einen
deutlichen Schwerpunkt der SpdS-Expression dar. Zu diesem System gehoren das ventrale



tegmentale Areal (VTA), der Nucleus accumbens, der préafrontale Kortex, die Amygdala und der
Hippokampus (Thomas et al. 2003). Hierunter enthielten insbesondere der Nucleus accumbens,
der Hippocampus und der basolaterale und zentrale Amygdalakern deutlich SpdS-positive
Neurone. Die SpdS-Verteilung im Nucleus accumbens, besonders im dorsomedialen Anteil,
ahnelte stark dem striatalen Patch/Matrix-Muster und kdnnte somit auf eine analoge funktionelle
Organisation benachbarter neurochemischer Kompartimente hinweisen (Gerfen 1992; Krauss et
al. 2006). Diese SpdS-positiven Areale tberlappen zudem mit denjenigen Arealen, die vermehrt
D1-Dopamin-Rezeptoren aber wenig D2-Dopamin-Rezeptoren exprimieren (Jansson et al.
1999). Die SpdS-Verteilung in den dopaminergen Arealen des Nucleus accumbens und die
Tatsache, dass Dopamin bei der Suchtentstehung im Nucleus accumbens (Di Chiara et al. 1999)
eine wesentliche Rolle spielt, lasst eine Beteiligung der Polyamine an der Suchtpathogenese
denkbar erscheinen. Ein zentraler molekularer Prozess der synaptischen Plastizitat ist die
NMDA-Rezeptor-abhéngige Langzeitpotenzierung (LTP), die im Hippokampus und der lateralen
Amygdala nicht nur in glutamatergen Projektionsneuronen sondern auch in inhibitorischen
Interneuronen nachgewiesen wurde (Bauer et al. 2004; Kullmann et al. 2007). In beiden Arealen
wurde eine deutliche SpdS-Expression in Interneuronen beobachtet. Physiologische Experimente
haben gezeigt, dass Spd-Injektionen in die Amygdala die Angstkonditionierung bei Ratten
verstarken (Rubin et al. 2004). Aulerdem konnte sowohl in der Amygdala als auch im
Hippokampus eine Beeinflussung von Gedachtnisleistungen durch lokale Spd-Applikation
erzielt werden (Kishi et al. 1998; Rubin et al. 2004; Rubin et al. 2000; Rubin et al. 2001). Es
erscheint somit moglich, dass endogenes Spd dhnliche Effekte hervorrufen konnte. Interessanter-
weise exprimieren SpdS-positive CA1-Pyramidenzellen NMDA-Rezeptor abhangiges LTP an
Schaffer-Kollateralsynapsen, wéhrend SpdS-negative CA3-Pyramidenzellen NMDA-Rezeptor
unabhéngiges LTP in Moosfasersynapsen exprimieren. Die partielle Kolokalisation von SpdS
und neuronaler Stickoxidsynthase in hippokampalen Interneuronen konnte auf eine synergist-
ische Wirkung von Spd und Stickstoffmonoxid hinweisen. Es konnte gezeigt werden, dass NO
nicht nur an NMDA-Rezeptor vermittelter synaptischer Plastizitét beteiligt ist (Garthwaite et al.
1995; Hopper et al. 2006), sondern offenbar auch mit den die Ged&chtnisleistung steigernden
Effekten von Spd in einem engen funktionellen Zusammenhang zu stehen scheint. So verhindert
eine Inhibition der NO-Synthese die Spd-abhéngig hervorgerufenen Gedéchtniseffekte bei
Ratten (Guerra et al. 2006). Die Uberraschende, ausgepragte SpdS-Expression in zerebelldren
Moosfaserterminalien und, weniger stark ausgepragt, auch in Parallel- und Kletterfaserboutons,
legt eine funktionelle Bedeutung von Spd in diesen Synapsen nahe. Obwohl Moos-, Parallel- und

Kletterfasern unterschiedliche morphologische und elektrophysiologische Eigenschaften haben
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(Ito 2006), verfiigen alle Uber Mechanismen zur Langzeitpotenzierung (D'Angelo et al. 1999;
Salin et al. 1996; Shen et al. 2005). Sowohl in Moosfasern als auch in Parallelfasern wird LTP
prasynaptisch generiert. In beiden Féllen sind zyklische Nukleotide, wie zyklisches Guan-
osinmonophosphat (cGMP) oder zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP) beteiligt. In
Moosfasersynapsen flihrt ein stickstoffmonoxidabhéngiger cGMP-Anstieg zur Steigerung der
prasynaptischen Effizienz (D'Angelo et al. 2005). Ein mdglicher Interaktionspartner fur cGMP
sind ,,cyclic nucleotide-gated channels” (CNGC) (Ahern et al. 2002). Da Polyamine retinale (Lu
et al. 1999) und olfaktorische (Lynch 1999) CNGCs blockieren koénnen und in situ-
Hybridisierungsdaten eine zerebelldre Lokalisation von zumindest zwei der vier CNGC A-
Untereinheiten, A1 und A2, belegen, kommen diese Kanéle (Barnstable et al. 2004) mdg-
licherweise als Effektoren synaptischer Spd-Synthese in Frage. Obwohl der Wirkungsmechanis-
mus endogen gebildeten Spermidins im Kleinhirn nach wie vor unklar ist, belegen die
Feldpotentialmessungen in der Kornerzellschicht, dass zumindest exogen zugefiihrtes Spermidin
die synaptische Aktivitat in diesem Areal konzentrationsabhédngig hemmt. Der Befund einer
ausgepragten SpdS-Expression in der fur die Entstehung der induzierten Feldpotentiale
relevanten Moosfasersynapsen deutet darauf hin, dass ahnliche Effekte endogen hervorgerufen
werden konnten. Aktivierungsabhéngig konnte dies mdglicherweise nur einen Teil der
Synapsenpopulation betreffen. Im zerebralen Kortex waren kréftig SpdS-positive Neurone
uberwiegend in Schicht I lokalisiert. Ein Grofteil dieser Neurone enthielt auRerdem Reelin, ein
sekretorisches Protein, das an synaptischer Plastizitat beteiligt ist (Weeber et al. 2002) und die
Aktivitdt von NMDA-Rezeptoren moduliert (Beffert et al. 2005; Chen et al. 2005). Da die
Mehrzahl der Schicht I-Neurone GABAerg ist und auch die Mehrheit der Reelin positiven
Neurone GABA enthalt (Ramos-Moreno et al. 2006), deutet die prominente SpdS-Expression in
diesen Zellen auf eine funktionelle Beteiligung von Spd und/oder Spm an inhibitorischen
kortikalen Schaltkreisen (Gabbott et al. 1986; Hestrin et al. 1996) hin. Diese Interpretation wird
durch die Tatsache unterstltzt, dass Schicht I-Neurone sowohl untereinander als auch mit
Pyramidenzellen der Schichten I1/111 synaptische Kontakte bilden (Chu et al. 2003).
Zusammenfassend lasst die unerwartete immunzytochemische Verteilung der SpdS auf region-,
kern- und zellspezifische Schwerpunkte der Spermidinsynthese im Gehirn der Ratte schlielRen.
Dabei sind innerhalb dieser Areale sowohl physiologische als auch pathophysiologische
Funktionen von Spd oder Spm denkbar. Die Kenntnis tber die regionale Synthese der Polyamine
konnte so letztlich zur Entwicklung neuer Medikamente gegen Erkrankungen wie Chorea
Huntington oder die Alkoholabhangigkeit beitragen.
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