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Thrombin-verwandte Proteasen als

Signalmolekiile im Gehirn: Protease-
aktivierte Rezeptoren bei neuronaler
Schadigung und bei Neuroprotektion

Tanuja Rohatgi und Georg Reiser

Zusammenfassung

Thrombin, eine Serinprotease mit zentraler Bedeutung fur die Blutgerinnung, kann
Rezeptoren auf der Plasmamembran von Zellen aktivieren. Diese Protease-aktivierten
Rezeptoren (PARs) wurden kiir zlich auch im Gehirn gefunden. Dort sind diese Rezep-
toren insbesondere bei Neuroprotektion oder Schadigung im Zusammenhang mit pa-
thologischen Zustanden von Bedeutung. M an unter scheidet 4 Subtypen, diealsPAR-1
bis PAR-4 bezeichneten Rezeptoren, die alle in Mensch, Ratte und Maus exprimiert
sind und grof3e Homologie zwischen diesen Spezies aufweisen. PARS besitzen einen
einzigartigen Aktivierungsmechanismus, weil siedurch die Spaltung des Rezeptor pro-
teinsirreversibel in den aktiven Zustand versetzt werden. Das durch die Proteolyse
neu entstandene extrazellulére N-terminale Ende des Rezeptor-Polypeptids wird als
ein vor her verborgenes N-terminales Ende offen gelegt und wirkt nun alsan das Pro-
tein gekoppelter, aktivierender Peptidligand.

PARs sind in vielen Bereichen im zentralen und im peripheren Nervensystem expri-
miert. PARs scheinen bel der Pathologie neurodegenerativer Erkrankungen, wie Alz-
heimer oder HIV-Encephalitis eine Rolle zu spielen. Thrombin |6st im Gehirn Uber
PARsdieProliferation von Astrozyten aus, wasfur diereaktiveAstrogliose von Bedeu-
tungist. Andererseitswirkt Thrombin janus-&hnlich, daesbei hohen K onzentrationen
Nervengewebe schadigt, dagegen in sehr niedrigen Konzentrationen, welcheim leicht
geschéadigten Nervengewebe erreicht werden, eine protektive Rolle hat.

Abstract

Thrombin-type proteases as signaling moleculesin the brain: therole of protease acti-
vated receptorsin neuronal damage and in neuroprotection

Thrombin, mainly known asa serine proteasewith central significancein blood coagu-
lation, is able to activate receptors on the plasma membrane of cells. These protease-
activated receptors (PARs) were recently found also in brain. Therethereceptorsare
significant for neuronal development, aswell asfor neuroprotection or damage during
pathological situations. M olecular biology resear ch hasidentified four subtypesof PARS,
G protein-coupled receptors. All four subtypes, which arenamed PAR-1to PAR-4were
found to beexpressed in human, rat and mouse. PARshavea uniqueactivation mecha-
nism, because proteolytic cleavage leads to irrever sible conversion of the protein into
itsactive state. I n thiscase, receptor activation after proteolysisresultsin anew extra-
cellular N-terminal domain. Thisunmasksthe tethered ligand, a sequence of about 6
amino acids, which binds specifically on an extracellular region of the receptor. This
feature can be used experimentally for activating the receptor without proteolysis, by
utilizing synthetic peptides of those 5-6 amino acid residues.

PARs are expressed in many regions of the central and peripheral nervous system.
PARsseem to play arolein the pathology of neurodegener ative disorders, like Alzhei-
mer’sdisease or HIV-encephalitis. Thrombin induces proliferation of brain astrocytes
mediated by PARSs, which is of significance for reactive astrogliosis. On the other side
thrombin has a janus-like action: at high concentration it causes damage of nervous
tissue, at very low concentrationswhich arereached in dightly damaged tissueit plays
a specific protectiverole.
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Neuroforum 3/04

Einleitung: Thrombin als eine Protease
der Blutgerinnung - und Thrombin im
Gehirn?

UbermaRiger Blutverlust als Folge von
Wunden oder Gewebeverletzungen wird
durch den AnstoR3 einer Blutgerinnungskas-
kade verhindert, die zur Bildung eines Blut-
pfropfens am Verletzungsort fuhrt. Unser
Blutkreislaufsystem besitzt zahlreiche Pro-
teine, die in dieser Kettenreaktion mitwir-
ken, darunter die Serinprotease Thrombin,
deren proteolytische Aktivitét Fibrinalseine
unaufldsliche Verklumpung bildet. Das 39
kDa-Protein Thrombin entsteht aus dem
Vorlaufer Prothrombin, einem 71.6 kDa-
Protein. Dies geschieht as Folge einer pro-
teolytischen Spaltaktivitét durch den Fak-
tor Xa, ein anderes an der Gerinnungskas-
kade beteiligtes Protein (Abbildung 1). Bis
vor kurzem hatte man angenommen, dass
Prothrombin und folglich Thrombin nur im
Blut vorkommen und dort spezifisch die
Aufgabe der Gerinnung erfillen. Dann stell-
tesich heraus, dass Thrombin auch die Blut-
pléttchenaggregation ausl dst. Inzwischenist
klar, dass Thrombin verschiedene Zelltypen,
wie Makrophagen, Neutrophile, Monozy-
ten und Endothelzellen, aktiviert und dar-
Uber hinaus die Proliferation glatter Gefal3-
muskelzellen anstofRen kann.

Man entdeckte dann, dass Thrombin so-
gar in priméren neuronalen Zellkulturen
morphologische Verénderungen herbei-
fahrt. Thrombin bewirkt néamlich ein Ein-
ziehen von Neuriten, wohingegen die Zu-
gabe der Thrombinantagonisten Protease-
Nexin-1 (PN-1) und Hirudin diesen Throm-
bin-Effekt hemmte. Bei der Untersuchung
menschlicher Fibroblasten wurde der spe-
zifische Thrombinhemmer PN-1 identifi-
ziert. Hirudin ist das Agens, mit dem der
Blutegel beim Blutsaugen die Gerinnung
hemmt. Ein vollig neues Konzept zur
Thrombinwirkung ergab sich aus der Er-
kenntnis, dass Thrombin, wenn es an Zell-
oberflachenrezeptoren bindet, mit mehreren
Ubertragungswegen verkniipft ist. Aller-
dings wurden bis 1991 weder der Rezeptor
noch die thrombinabhangigen Ubertra-
gungswege identifiziert.

Erst dann wurde der Thrombin-Rezeptor,
der auch Protease-aktivierter Rezeptor-1
(PAR-1) genannt wurde, aus humanem Ge-
webe kloniert. Nachfolgend wurden noch
drei weitere Mitglieder der PAR-Familie
(PAR-2, PAR-3 und PAR-4) gefunden. Im
Zusammenhang mit PAR-2 zeigte sich, dass
nicht nur Thrombin, sondern auch andere
Serinproteasen, wie Trypsin und Granzym
A, PARs aktivieren kdnnen. Untersuchun-
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Abb. 1: Erzeugen von Thrombin aus Prothrombin und die direkt durch proteolytische Effekte
des Thrombin beeinflussten Wege. Proteolytische Spaltung von Prothrombin durch Faktor Xa
erzeugt aktives und funktionelles Thrombin. Thrombin seinerseits wirkt proteolytisch und
erleichtert dadurch die Aggregation der Blutplattchen, ermoglicht den endgiiltigen kataly-
tisch aktivierenden Schritt der Blutgerinnungskaskade. Nach der Bindung von Thrombin an
Rezeptoren auf Zelloberflachen aktiviert es diese durch Spaltung.

gen in unserem Labor konnten erstmals das
Vorhandensein von funktionell aktivem
PAR-1 und PAR-2 in priméren Astrozyten-
Kulturen aus Rattenhirn nachweisen. Gro-
lResInteresse auf diesem Gebiet fand die Ent-
deckung eines gehirnspezifischen Serinpro-
tease-Hemmers, des Glia-Derived Nexin
(GDN), dasausGliazellenin Kultur gewon-
nen wurde. Spéter stellte sich heraus, dass
GDN mit PN-1 identisch ist, weshalb man
beide nunmehr als PN-1 bezeichnet. Pro-
thrombin und PN-1 sind zugleich im Rat-
tenhirn vorhanden. Dariiber hinaus haben
Expressionsstudien gezeigt, dass PAR-1 so-
wohl in embryonalen als auch in postnata-
len und adulten Hirnen prasent ist. Wir konn-
ten sogar ale vier PAR-Subtypen im adul-
ten Rattenhirn nachweisen. Bei traumati-
schen Hirnverletzungen oder Schlaganfall
kann ein Durchbrechen der Blut-Hirn-
Schranke zusétzlich den exogenen Serinpro-
teasen des Serums den Zugang vom Blut
zum Hirn 6ffnen und damit Hirnschadigun-
genin Form von Vernarbungen und Odemen
verstarken. Diese Schadigungen kénnen Ge-
hirnkrémpfe oder Zelltod verursachen. Im
Folgenden werden nach einer Einfihrungin
das Gebiet der Proteasen zuerst die Beson-
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derheiten der PARs und daraufhin die Be-
deutung von PARs im Gehirn dargestellt.

Proteasen als Enzyme und als
Liganden der Protease-Aktivierten
Rezeptoren (PARs)

Proteasen stellen die groflite Enzymgruppe
dar. Sie wirken hochspezifisch, indem sie
Peptidbindungen durch Hydrolyse irrever-
sibel spalten. Unsere Sicht auf Proteasen
wurde durch die Forschung der vergange-
nen Jahre dramatisch veréndert. So spricht
man von ihneninzwischen auch als,, Signal -
scheren”. DiekatalytischeAktivitét der Pro-
teasen kann eine Viel zahl verschiedener Zell-
funktionen einleiten und regeln. Dazu geho-
ren Proliferation, Differenzierung, Migrati-
on, Apoptose, Wundheilung und Angioge-
nese (GeféaRbildung). Ihrem katalytischen
Wirkungsmechanismus folgend werden die
Proteasen in Gruppen eingeteilt, die entspre-
chend jener Aminosaure benannt werden, die
bei der katal ytischen Wirkung wesentlichist:
Das sind als eine Gruppe die Serinprotea-
sen, wie Thrombin, Trypsin und Chymotryp-
sin, welche im Brennpunkt dieses Uber-
sichtsartikels stehen.

Die Proteasen werden meistens zunéchst als
harmlose inaktive Proenzyme gebildet und
verharren so gewissermal3enin einem Stand-
by-Modus, bisihreAktivitét erforderlichist.
Proteasen spalten sehr spezifisch und be-
grenzt verschiedene Substratproteine. Esist
aulerst wichtig, diejeweiligen Substrate zu
identifizieren, weil diese schliefdlich die po-
tenziellen Angriffspunkte fur eine therapeu-
tische Behandlung pathol ogischer Zusténde
sind. Der vorliegende Artikel wird sich auf
ein bestimmtes Substrat fur die Serinprotea-
sen, die Protease-aktivierten Rezeptoren
(PARs), konzentrieren.

Fur die Existenz, Versorgung und Auf-
rechterhaltung einer Homdostase insbeson-
dereim Gehirnist die Kommunikation zwi-
schen den Zellen durch ein Netzwerk von
Signalen unabdingbar. Auch die Serinprotea-
sen Thrombinund Trypsinwirken als Signal
gebende Molekile, indem sie an Rezepto-
ren an der Zelloberflache, ndmlich die PARS,
binden, diese aktivieren und so diverse Zell-
funktionen regulieren. Abbildung 2 zeigt
Struktur und Aktivierungsmechanismus der
PARs. PARs sind an G-Proteine gekoppelte
Rezeptoren und gehéren zu einer grof3en
Familievon Transmembranrezeptoren. PARS
zeigen diedafr typischen sieben transmem-
branen Helices (TMD1 bisTMD7 in Abbil-
dung 2): Bei diesen besteht eine Verbindung
von drei extrazelluléren und drei intrazellu-
|&ren Schleifen mit einem extrazelluléren N-
terminalen und einem intrazelluléren C-ter-
minalen Bereich.

PARs bedienen sich eines einzigartigen
Aktivierungsmechanismus, indem sie den
extrazelluléren proteolytischen Spaltungs-
vorgang in ein transmembranéres Signal
umwandeln (Coughlin 2000). Um den Re-
zeptor zu aktivieren, bedarf es dieser Spal-
tung des Rezeptors an einer spezifischen
Stelle im extrazelluldren N-terminalen Be-
reich durch die wirksame Liganden-Pro-
tease. Die Spaltung lasst ein neues N-termi-
nales Ende as Liganden aufscheinen, der
jedoch an die Polypeptidkette des Rezeptors
gekoppelt bleibt. Lediglich etwasechsAmi-
nosdure-Reste innerhalb dieses Bereichsin-
teragieren asneu hervorgetretener, fest ver-
koppelter Ligand mit der extrazelluléren
Schleife 2 und den Transmembranbereichen
des gespaltenen Rezeptors und |6sen folg-
lich transmembranére Signale aus. So tra-
gendie PARsihren eigenen selbstaktivieren-
den Liganden, der jedoch den Rezeptor nur
dann aktiviert und damit ein innerzelluléres
Signal initiieren kann, wenn er zuvor der
Proteaseaktivitédt ausgesetzt worden ist. Al-
lerdings kann bei Abwesenheit der aktiven
Protease der intakte Rezeptor auch durch die

Neuroforun 3/04



TaNuda RoHATGl UND GEORG REISER

Bindung des ,gekoppelten Liganden® as
synthetisch hergestelltes Peptid aktiviert
werden. Das Peptid kann so den Rezeptor
ohne die Notwendigkeit einer proteolyti-
schen Spaltung aktivieren. Eswurde gefun-
den, dass die fur PAR-1 und -2 bekannten
aktivierenden Peptide &hnliche physiologi-
sche Rezeptor-Reaktionen hervorrufen wie
die Agonisten-Proteasen. Letztlich inter-
agiert der aktivierte Rezeptor Uber dieintra-
zelluldren Schleifen 2 und 3 mit verschiede-
nen G-Proteintypen und Ubermittelt derart
das Signal (Coughlin 2000).

Die verschiedenen PAR-Gene und die
pharmakologische Klassifizierung der
PARs

Fir die vier Subtypen der PAR, PAR-1 bis
PAR-4, zeigt Tabelle 1 die Grof3e der Exons
und Introns im Genom, die Aktivierungs-
und Inaktivierungsproteasen, die bei Akti-
vierung entstandenen Spaltstellen des Pro-
teins beim Menschen und die Peptidsequen-
zen der gekoppelten Liganden der einzelnen
PARsbei Mensch, Maus und Ratte. Dievier
Subtypen zeigen eine identische Genstruk-
tur: zwei Exons (kodierende Region), dieim
Fallevon PAR-1 bis PAR-3 durch ein einzi-
ges, sehr langes Intron (nicht-kodierende,
unterbrechende Region) von 4000 bis 22000
Basen getrennt sind. PAR-4 unterscheidet
sich insofern, als hier das Intron sehr kurz
ist, néamlich nur 274 Basen. Inallenvier Fal-
len enthélt daserste kurze Exon die 5’ -nicht-
trandatierte Sequenz, das Start-Codon und
ein Signal-Peptid, wohingegen das zweite,
lange Exon fiir das Rezeptorprotein und die
3'-nichttrandlatierte Sequenz kodiert. Die
Gene von PAR-1, PAR-2 und PAR-3 befin-
den sich auf demsel ben menschlichen Chro-
mosom 5, ndmlich auf der Bande Nr. 13 des
langen Arms (q) (die Bezeichnung des Gen-
ortesist also 5013); dagegen ist PAR-4 auf
der Bande 12 deskurzen Arms (p) von Chro-
mosom 19 (19p12) lokalisiert. Allevier Sub-
typen haben groRRe Ahnlichkeit untereinan-
der und sind quer durch die verschiedenen
Spezies Mensch, Maus und Ratte in hohem
Mal%e konserviert.

Die pharmakol ogische K lassifizierung der
PARSs erfolgt durch Zuordnung der aktivie-
renden Liganden-Proteasen. Der hauptséch-
liche Agonist von PAR-1, PAR-3 und PAR-
4ist die Serinprotease Thrombin, die sowohl
im Blutplasma a's auch im zentralen Ner-
vensystem (ZNS) vorkommt. Eine weitere
Protease, die alsPAR-Agonist vor allem auf
PAR-2, aber auch auf PAR-1 wirkt, ist Tryp-
sin, ein Verdauungsenzym, dasim gastroin-
testinalen Trakt als inaktives Zymogen ge-
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Abb. 2: Aktivierungsmechanismus der PARs. Proteolytische Aktivierung durch Serinprotea-
sen am N-Terminus ergibt einen ,,gekoppelten“ Liganden, dessen Sequenz durch das
Trapez gezeigt ist, welches dann an die Stelle des blauen Trapezes, auf der extrazellularen
Schleife 2 des Rezeptors bindet und ihn somit aktiviert. Synthetische aktivierende
Peptide, welche der Sequenz des gekoppelten Liganden des Rezeptors entsprechen,
konnen an dieselbe Aktivierungsstelle binden und so den Rezeptor ohne proteolytische
Spaltung aktivieren. Die intrazellularen Signale werden sowohl C-terminal als auch durch
die zweite intrazellulare Schlieife iiber das G-Protein weitergegeben. ECL extrazellulare
Schleife, nummeriert 1 bis 3; ICL intrazellulare Schleife, nummeriert 1 bis 3; TMD

Transmembrandomane, nummeriert 1 bis 7.

bildet wird. Da Trypsin nicht an Expressi-
onsorten von PAR-2 wieim Hirn vorhanden
ist, suchte man nach alternativen Agonisten
fur PAR-2 und fand dabei die Tryptase, eine
tetramere Serinprotease, die nach einer all-
ergischen Reaktion von Mastzellen freige-
setzt wird und ihrerseits PAR-2 aktiviert.
Interessanterwel se setzen Rattenhirnschnit-
teeinetrypsinartige Serinprotease (P22) frel,
diein der Lageist, extrazellulédre Matrix zu
verdauen und PAR-2 zu stimulieren.

Neben Thrombin und Trypsin gibt esnoch
weitere Serinproteasen, die ebenfalls PARs
aktivieren konnen. GranzymA gehdrt zu die-
sen. Eswird in zytotoxischen T-Lymphozy-
ten gebildet und kann PAR-1 in Neuronen
und Astrozyten aktivieren. Die proteolyti-
sche Wirkung von Granzym A hat sowohl
die Retraktion von Neuriten als auch die
Umkehrung der Astrozyten-Fortsatzbildung
zur Folge. Allerdings kdnnen andere Serin-
proteasen, die in Tabelle 1 bei den jeweili-
gen PARs angegeben sind, PARs inaktivie-
ren. Dazu gehéren Cathepsin G, Elastase,
Proteinase 3 und Plasmin. Der Inaktivie-
rungsmechanismus beruht in alen Féllen auf

einer proteolytischen Spaltung mitten im
gekoppelten Liganden, wodurch der Rezep-
tor unempféanglich fur eine Aktivierungspro-
tease, wie Thrombin, wird.

Verteilung der PARs im Gehirn

Studien in unserem Labor konnten das Vor-
handensein aller vier PAR-Subtypenim Ge-
hirn nachweisen. Abbildung 3A-D zeigt je-
weils Beispiele fur deren Verteilung in ver-
schiedenen Arealen des Rattenhirns (Strig-
gow et al. 2001). Eine detaillierte immunhi-
stochemische Analyse ergab, dass das PAR-
1-Protein im Hippocampus reichlich in der
Pyramidenzellschicht vorhanden ist, vergli-
chen mit einem eher niedrigen Expressi-
onsniveau in den Neuronenim Kortex, Tha-
lamus, Hypothalamus, Striatum und Amyg-
dala. PAR-1-Expression, sowohl asmRNA
alsauch als Protein, wurdein embryonalem
und postnatalem Hirngewebe festgestellt.
PAR-2 und PAR-3-Proteine finden sich in
hohem MaRRe in Hippocampus, Kortex,
Amygdala, Thalamus, Hypothalamus und
Striatum. PAR-2-Protein wird ferner wah-
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Abb. 3: Immunzytochemischer Nachweis der PARs im Gehirn. Koronarschnitte vom adulten
Rattenhirn mit verschiedenen Arealen nach Anfarbung mit spezifischen Antikorpern fiir
PAR-1 bis -4. (A) PAR-1 Immunreaktivitat in der rechten Hemisphare des Gehirns; (B) PAR-
2 Immunreaktivitat in der Hippocampusformation. PAR-2 positive Zellen in der Pyramidal-
schicht, Kornerzellen des Gyrus dentatus und Moosfasern. (C) PAR-3 Anfarbung im
Hippocampus. PAR-3 Immunreaktivitat in Pyramidenzellen, Kornerzellen des Gyrus
dentatus and des Subiculum. (D) PAR-4 Immunreaktivitat in der Moosfaserschicht der
Hippocampusformation. Maf3stab jeweils, 2 mm (A), 500 um (B und C) und 100 um (D).
Abkiirzungen: AN, amygdaloid nucleus; CO, cortex; CPu, caudate putamen; GrDG, granular
cell layer of dentate gyrus; HF, hippocampal formation; HTH, hypothalamus; LMol, stratum
lacunosum moleculare; mf, mossy fibres; Mol, stratum moleculare of the dentate gyrus;
Py, pyramidal cell layer. (Ausschnitte iibernommen von Striggow et al. 2001)

rend der Embryogeneseim ZNS exprimiert.
Dagegen zeigt sich das PAR-4-Protein in
neuronalen Somata, in den Axonen und Den-
driten des Hippocampus sowieallen Schich-
ten des Kortex, von Thalamus, Hypothala-
mus und Amygdala. Aus unserem Labor
wurden des Weiteren auf mRNA- wie auf
Protein-Ebene funktionelle Koexpressionen
von PAR-1 bis -4 in Ratten-Astrozyten in
Kultur berichtet (Wang et al. 2002a). Unter
Einsatz von RT-PCR und Immunomarkie-
rung konnten wir kirzlich die Expression
von PAR-1 und PAR-3 in Ratten-Oligoden-
drozyten in Kultur sowie auch in einer Oli-
godendroglia-Zellliniebelegen. PAR-3 zeigt
dort jedoch keine offenkundige funktionel-
le Aktivitat.

Eine weitere Beobachtung weckt sicher-
lich unser Interesse. PARs sind auch in vie-
len anderen Regionen desNervensystemsin
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hohem Mal3e exprimiert. Im Ruckenmark
zum Beispiel ist PAR-1 mRNA reichlichin
Motoneuronen und in den Hinterwurzel-
ganglien zu finden, ferner in den préganglio-
néren Neuronen des autonomen Nervensy-
stems. PAR-2-Expression auf Proteinebene
lasst sich wahrend der Embryogenese im
peripheren Nervensystem (PNS) entdecken.
PAR-2 wird ferner von priméren Ricken-
marksafferenzneuronen exprimiert. Vor kur-
zem wurde mit Hilfe der Immunocytoche-
mie die Expression von PAR-4 in periphe-
ren Nerven gefunden.

Mechanismen der Signaliibertragung
durch PARs

Die Spaltung des N-terminalen extrazellu-
laren PAR-Abschnitts durch die Agonist-
Proteaseist von der Bindung des aufgedeck-

ten gekoppelten Liganden mit Aktivierung
des Rezeptors gefolgt (Abbildung 2). Damit
wird eine Veranderung der Rezeptorkonfor-
mation bewirkt, was in der Folge den Re-
zeptor mit heterotrimeren G-Proteinen inter-
agieren |&sst. Diese Proteinebinden die Gua-
ninnukleotide GDP und GTP und werden
deshalb so genannt. Die PAR-Rezeptor-G-
Protein-Interaktion st6f3t nun folgenden Pro-
zess an: GDPwird auf der groRen Unterein-
heit des G-Proteins durch GTP ersetzt und
ergibt den dadurch aktivierten G-Protein-
GTP-Komplex. Dieser kann verschiedene
Enzyme oder lonenkanéle als Effektoren
aktivieren. Die Signal Ubertragung durch G-
Proteine endet, wenn GTP zu GDP hydroly-
siert ist und nachfolgend die G-Proteine da-
durch wieder in ihren inaktiven Zustand zu-
ruckgefuhrt sind. PAR-1 ist innerhalb der
PAR-Familie hinsichtlich seinesSigna-Me-
chanismus bisher am besten verstanden. Eine
Aktivierung von PAR-1 durch einen Agoni-
sten resultiert meistensin einer Stimulierung
der Phospholipase C (PL C) Uber das Gg-Pro-
tein. Aktivierte PLC hydrolysiertinder Plas-
mamembran ein Phospholipid zu Inosi-
tol(1,4,5)-trisphosphat (IP,) und Diacyl-
glycerol (DAG). Die Bildung des IP, fihrt
zur Mobilisierung von intrazellulérem Ca?*,
DAG seinerseits hat an der Aktivierung von
Proteinkinase C (PKC) Anteil. Eine weitere
Enzymfamilie, die in der PAR-Signal iber-
tragung involviert ist, sind die mitogen-ak-
tivierten Proteinkinasen (MAPK). Sie spie-
len eine zentrale Rolle bei Wachstum, Proli-
feration, Entwicklung und Uberleben aller
eukaryotischen Organismen.

Die Signal ubertragung von PARsinAstro-
zyten des Gehirnswurdeintensiv untersucht.
Astrozyten bilden eine Hauptgruppe der
Gliazellen und sind aufRerst wichtig im Ge-
hirn, da sie auch die Neuronenaktivitét be-
einflussen, vielleicht sogar steuern. Nach
Verletzungen proliferieren Astrozyten und
konnen in der Folge zu Synapsen wandern,
die durch die Verletzung nicht geschadigt
wurden. Die Unterstiitzung funktioneller
Synapsen und die Entstehung von Progeni-
tor-Stammzellen fur die Schaffung aler Ty-
pen reifer Hirnzellen, einschlief3lich Neuro-
nen im adulten Hirn, gehéren zu den Cha-
rakteristika, die im Zusammenhang mit
Astrozyten diskutiert werden. Esist deshalb
entscheidend, den Mechanismus, welcher
der Proliferation der Astrozyten im ZNS
zugrunde liegt, zu verstehen. Studien in un-
serem Labor konnten nachweisen, dass
Thrombin eine erhebliche Stimulation der
Proliferation von Rattenastrozyten in Kul-
tur auslést (Wang et a. 2002a). Dieser Pro-
zesswird auf dem MAPK-Signalweg ermdg-
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licht (Wang et al. 2002b). Der stimulierende
Effekt von Thrombin oder PAR-1 aktivie-
rendem Peptid wird durch die Aktivierung
von PAR-1 angestof3en und |&uft Gber zwei
paralele intrazelluldre Schienen. Eine die-
ser beiden Reaktionen involviert die Akti-
vierung des Pertussis-Toxin-sensitiven Gi-
Proteins. Pertussis-Toxin, welches fir die
Entstehung der Keuchhustenerkrankung ver-
antwortlichist, bewirkt auf molekularer Ebe-
ne eine Hemmung des Gi-Proteins. Vom Gi-
Protein wandert das Signal zur Phosphati-
dylinositol-3-Kinase und bewirkt schliefdich
eine Phosphorylierung der die Genexpressi-
on steuernden Proteine ERK 1/2. Der zwei-
te Transduktionsweg verbindet das Gg-Pro-
tein mit der PLC, deren Aktivierung zur
Entstehung von 1P, und DAG fuhrt und in
der Konsequenz die Freisetzung von intra-
zelluldrem Kalzium und die Aktivierung der
PKC zur Folge hat. Die beiden Signaluiber-
tragungswege stehen unter einander in Ver-
bindung (Wang et al. 2002b; Wang und Rei-
ser 2003). Kirzlich konnten wir an einer
Oligodendrozyten-Zelllinie darlegen, dass
auch in diesen Zellen der durch PAR-1-Ak-
tivierung induzierte intrazellul&re Kal zium-
anstieg vor alem das Ergebnis der Ca?*-Frei-
setzung aus intrazelluldren Speichern ist.
Hinsichtlich der intrazelluléaren Signalme-
chanismen des PAR-2 ist bisher deutlich
weniger bekannt.

Physiologische und pathophysio-
logische Funktionen von Thrombin
und PARs im Gehirn

Die Vielzahl der in den letzten Jahren er-
schienenen Publikationen zum Thema PARS
beleuchtet das wachsende I nteresse an de-
ren Bedeutung vor allem auch fir zerebra-
le Vorgénge. Dennoch stehen wir trotz ra-
scher Fortschritte immer noch am Anfang
des Versténdnisses der von ihnen kontrol-
lierten zelluléren Funktionen. Diejungsten
Studien haben gezeigt, dass diese Rezep-
torfamilie an einer erheblichen Anzahl neu-
rologischer Prozesse beteiligt ist, indem sie
eine kritische Rolle in der Aufrechterhal-
tung der Balance zwischen Neuroprotekti-
on und Neurodegeneration, bei Entziindung,
Verletzung und verschiedenen Krankheits-
zusténden spielt. Abbildung 4 stellt einige
der wesentlichen funktionellen K onsequen-
zen einer PAR-Aktivierung im Gehirn an
den Zelltypen Neuronen, Astrozyten und
Mikroglia und bezogen auf neurodegene-
rative Erkrankungen dar.

Thrombin kannim Nervensystem Wachs-
tum, Aufrechterhalten der neuronal en Funk-
tion und morphol ogische Veranderungen in-
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Abb. 4: Funktionelle Bedeutung der PAR Aktivierung im Gehirn. PAR Aktivierung durch
Thrombin bewirkt diverse zellulare und morphologische Veranderungen in den Hauptzellty-
pen des Gehirns, Neuronen, Astrozyten and Mikroglia. Deren Wechselwirkungen sind
wesentlich fiir Entwicklung und Folgen bei einigen neurodegenerativen Erkrankungen.

duzieren. Im Gehirn beeinflusst esaledrei
Hauptzelltypen. Thrombin |6st in Neuronen
eineVeranderung der Zellmorphologie aus.
Die proteolytische Aktivitét von Thrombin
resultiert Uber PAR-1 in einem Einziehen
neuritischer Fortsdtze, ein nach Entzug von
Thrombin aus dem umgebenden Medium
reversibler Vorgang. Auch auf Astrozyten
wurde die Wirkung von Thrombin detail-
liert untersucht. In Kultur verursacht
Thrombin eine Umkehr der sternférmigen
Morphologie der Astrozyten und fuhrt sie
in eine flache epitheliale Form Uber. Der
oben besprochene mitogene Effekt, welcher
in einer Proliferation der Astrozyten resul-
tiert, wird ausgel 6st. Allerdings schlief3en
sich die beiden Thrombin-Effekte an Astro-
zyten beziiglich der erforderlichen Konzen-
tration von Thrombin gegenseitig aus. Bei
der niedrigsten Konzentration von Throm-
bin wurde kein mitogener Effekt beobach-
tet, wohingegen die Umkehr der sternfor-
migen Morphologie ausgel 6st wurde. Un-
sere Untersuchungen haben ergeben, dass
die Zugabe von Thrombin und dasAktivie-
renvon PAR-1bisPAR-3 durch dieentspre-
chenden Peptidliganden zur Astrozytenpro-
liferation fihrt (Wang et al. 2002a). Wei-
terhin stimuliert Thrombin die Freisetzung
des potenten vasokonstriktorischen Peptids
Endothelin-1 ausAstrozyten. Thrombinin-
duziert auch die Arachidonsaurebildung in
Astrozyten, wobei die Arachidonsdure ih-

rerseits die Thrombin-induzierten Kalzium-
antworten in den Astrozyten unterdriickt.
Nicht nur bei Astrozyten sondern auch bei
der Mikroglia 18st Thrombin Proliferation
Uber Aktivierung des PAR-1 aus. Mikroglia
sind residente Makrophagen im ZNS und
spielen bei verschiedenen ZNS-Erkrankun-
gen eine wesentliche Rolle, indem sie Ent-
ziindung und neuronalen Zelltod kontrollie-
ren. PAR-1-Aktivierung reguliert CD40
hoch, welches ein transmembranes Glyko-
proteinist, dasin Immunzellen, wie B-Lym-
phozyten, aktivierten T-Zellen und Mono-
zyten, exprimiert wird.

Aktivieren der PARs Uiber Thrombin hat
indirekt auch einen Effekt auf die Expres-
sion eines anderen Typs der G-Protein-ge-
koppelten Rezeptoren, némlich des meta-
botropen Glutamatrezeptors, welcher bei
synaptischer Plastizitat mitwirkt. Nach
PAR-1-Aktivierung durch Thrombinist die
Expression eines Typs des metabotropen
Glutamatrezeptors, mGIuRb5, auf Astrozy-
ten reduziert. Astroglia haben eine bedeu-
tende Aufgabe bei der Aufrechterhaltung
der Glutamattransmission. Kenntnis der
Regulation der astrozytéren Funktionen
wéhrend pathologischer Zustadnde, welche
durch erhdhte Thrombinspiegel charakteri-
siert sind, kann von grof3er Bedeutung fur
das Verstandnis zellul&rer Wechselwirkun-
gen bei Krankheitszusténden im ZNS sein.
Die Aktivierung von PAR-1 Uber Throm-
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Tab. 1: Charakteristika der PAR-Gene und der proteinspaltenden Aktivierungen der vier
PAR-Subtypen, PAR-1 bis -4. Exons (Anzahl der kodierten Aminosauren (AS)) und Introns
(Anzahl Basen) der humanen PAR-Gene. PARs konnen meist durch mehrere Proteasen
aktiviert bzw. inaktiviert werden, wie hier zusammengefasst. Die durch Agonist entstehen-
de Spaltstelle am humanen PAR und die Sequenz des aktivierenden Peptids (gekoppelter
Ligand) der PARs bei Mensch (h), Maus (m) und Ratte (r). TF, tissue factor; Faktoren Vila

und Xa, Faktoren der Gerinnungskaskade.

PAR-1 PAR-2 PAR-3 PAR-4

Exon 1 (human) AS 1-29 AS 1-27 AS 1-22 AS 1-37
Exon 2 (human) AS 30-425 AS 28-397 AS 23-374 AS 38-385
Intron (human) 22,000 Basen 14,000 Basen 4,000 Basen 274 Basen
Aktivierende Thrombin Trypsin Thrombin Thrombin
Proteasen Trypsin Tryptase Trypsin

Factor Xa Factor Xa Cathepsin G

Granzym A TF/ Factor Vlla
Spaltstelle Arg 41-Ser 42 Arg 34-Ser 35 Lys 38-Thr 39 Arg 47-Gly 48
(human)
Gekoppelter Ligand  SFLLRN (h) SLIGKYV (h) TFRGAP (h) GYPGQV (h)
(Peptidsequenz) SFFLRN (m, r) SLIGRL (m, ) SFNGCP (m) GYPGKF(m)
Inaktivierende Plasmin Chymase Elastase
Proteasen Cathepsin G Elastase

Elastase

Proteinase 3
Chymase

binin hippocampal en Neuronen hemmt die
durch NMDA-Rezeptoren vermittelte
Schmerzibertragung auf einem Weg, wel-
cher den Endothelin-A-Rezeptor betrifft.
Letzterer ist ein weiterer G-Protein-gekop-
pelter Rezeptor. Endothelin-Rezeptoren, die
wichtig bei der Regulation des kardiovas-
kul&ren Systems sind, wurden auch auf den
Gliazellen im ZNS gefunden.

Ein Gebiet, auf dem die Erforschung der
PARs besondere Aufmerksamkeit erregt hat,
ist deren mdgliche Mitwirkung bei der Kon-
trolle von Entziindung und bei Verletzun-
gen. PAR-1 zum Beispiel wurde nach einer
Gesichtsnervverletzung herunterreguliert.
Eine jingst durchgefuhrte Studie ergab,
dass eine milde Quetschung des Sehnervs
in der Ratte, welche ein Modell fir ZNS-
Traumadarstellt, zu einer voriibergehenden
Hochregulation aller PARs fuhrt (Rohatgi
et a. 2003). Bei der Nervquetschung ent-
steht aus Prothrombin an der Stelle der Ge-
webel&sion durch eine verletzungsbeding-
te Aktivierung Thrombin, welches dann ei-
nen Sekundérschaden verursacht.

Thrombin kann in neuralen Zellen tber
die Rezeptor-vermittelte proteol ytische Ak-
tivierung Uberraschenderweise gegensétz-
liche Wirkungen ausl ésen, entweder apop-
totischen Zelltod oder aber Neuroprotekti-
on. Wieist das zu verstehen? Beideswurde
in Kultur sowohl bei Astrozyten as auch
bei Neuronen beobachtet. Diese an isolier-
ten Zellen gewonnene Einsicht |6ste diver-
se Studien aus, die nach einer eventuel | kon-
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zentrationsabhéngigen Wirkung des Throm-
bininvivo forschten. Dieswurde insbeson-
dere bei Gewebeverletzung und Wundhei-
lung untersucht, wie im Fall verschiedener
Gehirnverletzungsmodelle. Diese Modelle
beinhalten Sauerstoff-Glukose-Entzug an
hippocampalen Schnittkulturen (Striggow
et a. 2001), Quetschung des Nervus opti-
cus sowie hypoglykamische und oxidative
Stressbedingungen. Eine Studie unseres
Labors stellte fest, dass Thrombin bei einer
niedrigen Konzentration (50 nM oder
weniger) neuroprotektiv wirken kann,
wohingegen bei hoherer Konzentration ein
neurodegenerativer Effekt ausgeldst wird
(Striggow et al. 2000). Beideswurde an dem
Modell der organotypischen hippocampa-
len Schnittkulturen in vitro untersucht. Die
parallel durchgefiihrtein vivo Studie ergab,
dass nach einer Hirnischdmie der Ratte
Thrombin eine konzentrationsabhéngige
Wirkung beziiglich Absterben oder Uber-
leben der Neurone hat (Striggow et al.
2000). Eine andere Untersuchung zeigte,
dass die Thrombin-vermittelte PAR-1-Ak-
tivierung Neuronen und Astrozyten gegen
Belastungen schitzt, zu denen oxidativer
Stress oder Hypoglykéamie gehdren, wohin-
gegen hohe Konzentrationen von Throm-
bin sowohl fiir Neuronen al's auch Astrozy-
ten, die unter Normal bedingungen kultiviert
wurden, toxisch waren. Dabei offenbarte
sichferner, dassall diese Effekte durch den
endogenen Serinprotease-Inhibitor des Ge-
hirns, PN-1, gehemmt werden. Dies belegt

die Notwendigkeit der proteolytischen Ak-
tivitét von Thrombin tiber PARs. Die mei-
sten Wirkungen von Thrombin sind durch
den Rezeptor PAR-1 vermittelt, wobei
jungst auch die Rolle des PAR-4 bei proin-
flammatorischen Prozessen herausgestri-
chen wurde. An Hirnmikroglia sind proin-
flammatorische Effekte des Thrombin nicht
nur durch PAR-1, sondern auch durch PAR-
4 vermittelt. PAR-2 Agonisten sind in neu-
rogener Inflammation beteiligt und sind to-
xisch fur hippocampale Neurone. Daraus
folgt, dass PAR-2-Aktivierung zur Neuro-
degeneration beitragen kann.
Schlaganfall, namlich Zerebralinfarkt,
bewirkt ein pl6tzliches neurol ogisches Ver-
sagen, welches zum einen durch Verschluss
eines zerebralen Blutgefalies verursacht ist,
wodurch ischémische Nekrose des Gehirns
ausgel 6st wird. Andererseits kann auch der
Riss eines Blutgefalies verantwortlich sein,
wodurch im Gehirn oder im Subarachnoi-
dalraum eineintracrania e Blutung entsteht.
Unsere Studien zur PAR-Expressionin ver-
schiedenen Tiermodellen der zerebralen
Ischémie haben gezeigt, dass PARs bei der
Pathophysiologie der zerebralen Ischamie
beteiligt sind: die MRNA-Expression der
PARs wird nach Ischadmie transient verén-
dert. Hingegen offenbarte sich in Knock-
out-M&usen, welche den PAR-1 nicht mehr
hatten, eine deutliche Reduktion des I nfarkt-
volumens nach einer transienten zerebralen
Ischémie (Junge et al. 2003). Diesweist auf
eine neurodegenerative Rolle des PAR-1
wahrend des Schlaganfallsund der schédmie
hin, sowie auf dasAuslsen von Neuropro-
tektion in Folge eines Mangels an PAR-1.
Das Fehlen auffélliger Unterschiede zwi-
schen Wildtyp und PAR-1 Knock-out-M&u-
sen nach Durchl&ssigmachen der Bluthirn-
schranke bei Ischamie beweist, dass PAR-
1-Signale mit neuronalem oder glialem Zell-
Uberleben zusammenhangen. Ein weiterer
Aspekt, welcher die Wirkung von Throm-
bin als einer méglichen neuroprotekti-
ven Substanz unterstiitzt, ist seine Beteili-
gung beim ischadmischen Prékonditionieren
(Striggow et al. 2001; Xi et al. 2003). Beim
Prékonditionieren entwickelt das Gehirn
eineToleranz gegenuiber einem den Zelltod
ausldsenden Insult, wenn das Gehirn mit
einem physiologisch stresshaften, jedoch
weitausweniger gravierenden Insult vorbe-
handelt wird. So bietet Prékonditionieren
eine mdgliche Therapie insbesondere fur
Schlaganfallgefahrdung. Wir haben gezeigt,
dass endogenes Thrombin beim ischami-
schen Prékonditionieren beteiligt ist, womit
der Schaden nach einer folgenden schwe-
ren |schédmievermindert wird und sich eine
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Neuroprotektion einstellt (Striggow et al.
2000). Prékonditionieren durch Anwenden
von Thrombin verringert auch diedurch ze-
rebrale Blutung ausgel 6ste Gehirnédembil -
dung.

PARs werden ferner mit verschiedenen
neurodegenerativen Erkrankungen in Zu-
sammenhang gebracht. Auf dem Gebiet der
Alzheimerschen Erkrankung ist es essenzi-
ell, diebiologischen Wirkungen des 3-Amy-
loid-Proteins, ein ursachliches Agens der
Alzheimer-Erkrankung, zu erforschen.
Thrombin schwécht die durch 3-Amyloid-
Protein ausgel 6ste neuronale Degeneration
ab. Thrombin-induzierte Effekte kénnen da-
bei durch das PAR-1 aktivierende Peptid
vermittelt werden, was darauf hinwel st, dass
PAR-1 bei Alzheimer-Erkrankungen betei-
ligtist. Eine Studie ausjlingster Zeit hat er-
geben, dass bereits nanomolare K onzentra-
tionen von Thrombinin der Lagesind, eine
schnelle Hyperphosphorylierung des Tau-
Proteins in hippocampalen Neuronen der
Maus durch PAR herbeizufihren, wodurch
apoptotischer neuronaler Zelltod ausgel 6st
wird. Das Tau-Protein, welches eines der
Mikrotubuli-assoziierten Proteine ist,
kommt als axonales Phosphoprotein auch
im normalen Gehirn vor; bei Alzheimer-Er-
krankung ist Tau jedoch hyperphosphory-
liert und ein wesentlicher Bestandteil der
neurofibrilldren Geflechte. Deren Anzahl
scheint proportional zum Grad der Demenz
bei Alzheimer-Patienten zu sein. Daher un-
terstreicht die Aktivitét des Thrombin Uber
PAR-1 und PAR-4 bei der Auslésung der
Tau-Hyperphosphorylierung und nachfol-
gender Bildung der Geflechte die besonde-
re Bedeutung von Thrombin und PARS bei
der Pathogenese der Alzheimer-Erkran-
kung.

Eine weitere neurodegenerative Erkran-
kung, bei der Thrombin und PARseine Rol-
le zu spielen scheinen, ist die Parkinson-
krankheit. Bei der Parkinsonkrankheit fin-
det sich eine Abnahme der Anzahl der Neu-
ronen, welche den Neurotransmitter Dopa-
min freisetzen, wodurch sich eine vermin-
derte Koordination der Bewegung sowie
eine Steifheit der Extremitéten ergibt. Meh-
rere Berichte haben gezeigt, dass Throm-
bin-vermittelte Aktivierung der Mikroglia
bei neuropathol ogischen Prozessen des do-
paminergen Zelltodsin der substantianigra
der Ratte beteiligt ist. Auch bei Humanim-
mundefizienz (HIV)-bedingter Neurodege-
neration wurde ein Bezug zu Thrombin und
PAR-1 gefunden. Die HIV-Encephalitis ist
ein Hauptgrund der Infektion im Gehirn bei
HIV-Patienten. Encephalitisist eine Entzin-
dung viralen oder mikrobiellen Ursprungs.
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Aktivieren und Hochregulieren von PAR-1
scheinen bei Gehirnentziindung zum neu-
ronalen Schaden der HIV-Infektion beizu-
tragen.

AbschliefSende Bemerkungen

Die Funktionen der PARs als Rezeptor-Fa-
milie und die des Thrombin und anderer pro-
teolytischer Rezeptoraktivatoren sind wesent-
lichim normalen wieim kranken Zustand des
Nervengewebes wirksam. Welche Chancen
konnen sich dadurch er6ffnen? Strategien, um
die PAR-Aktivierung durch PAR-Agonisten
oder PAR-Antagonisten zu beeinflussen, stel-
len ein neuartiges therapeutisches Potenzial
dar. Dies kann helfen, Prozesse in Gang zu
Setzen, um Langzeitschéden bel neurodege-
nerativen Erkrankungen zu reduzieren (Os-
sovskaya und Bunnett 2004). Eine wichtige
und offensichtliche Frage ist jedoch bisjetzt
trotz intensiver Forschung auf diesem Gebiet
noch nicht beantwortet, ndmlich, welche Ty-
pen von Proteasen wéahrend normal er oder pa-
thologischer Bedingungen im Gehirn die
PAR-AKktivierung aus 6sen und ob auch Pep-
tide als aktivierende Agenzien dies Uberneh-
men kénnen.
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Enhanced synaptic plasticity in newly
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Die meisten von uns haben wéhrend ihres
Studiums noch gelernt, dass die Bildung von
Nervenzellen etwazum Zeitpunkt der Geburt
abklingt. Spéter wurde diese Aussage dahin-
gehend revidiert, dassin einzelnen Hirnregio-
nen die Neurogenese noch anhalten kann, ins-
besondere wenn diese Hirnregionen spét ge-
bildet werden. Hierzu gehdrt der Gyrus den-
tatusder Hippocampusformation. Wir wissen
heute, dass in dieser Hirnregion lebendang
neue Nervenzellen gebildet werden. Es kam
als eine ziemliche Uberraschung, dass diese
Neubildung von Neuronen durch physische
Aktivitét kontrolliert wird (van Praag et d.
1999). Mancher Laufer unter uns hat sich an
dieser Stelle wohl ganz zufrieden zuriickge-
lehnt.

Warum aber werden diese neuen Nerven-
zellen gebildet? Wir alewissen, dassder Hip-
pocampus eine wichtige Rolle bei Lern- und
Gedéchtnisprozessen spielt. Hat die lebens-
lange Neubildung von Nervenzellen etwas mit
Lernen und Gedéchtnis zu tun? Wir wissen,
dass neugebildete Nervenzellen nicht am Ort
ihrer Bildung verharren, sondern zuihrem Be-
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stimmungsort hinwandern. Wie muss man
sich diesen Prozess im ausdifferenzierten
Gehirn vorstellen? Wir wissen aus den Ar-
beiten von Pasko Rakic, dass neugebildete
Nervenzellen entlang von Radiagliafasern
migrieren. Ist denn ein solches Radiagliage-
rust im adulten Gyrus dentatus vorhanden?
Wir haben auch gelernt, dass Radialgliazel-
len Vorléuferzellen von Neuronen sind. Wie
kann man sich Nervenzellneubildung und
neuronale Migration im Gyrus dentatus des
ausdifferenzierten Gehirns vorstellen? Vor
alem aber wollen wir wissen, was denn die
Funktion dieser neugebildeten Neurone ist
und wie sie sich mit ihren auswachsenden
Fortsétzen in das préexistente Netzwerk des
Hippocampus integrieren.

Zu diesem Fragenkatal og haben Schmidt-
Hieber et al. mit ihren Untersuchungen einen
wesentlichen Beitrag geleistet. Die Autoren
fanden, dassreifeund junge Kdrnerzellen des
Gyrus dentatus unterschiedliche funktionel-
le Eigenschaften aufwel sen. Neugebildete un-
reife Kérnerzellen sind viel leichter erregbar
as die benachbarten ,alten’ Nervenzellen.

Christoph Schmidt-Hieber, Peter Jonas und
Josef Bischofberger (von links) haben die
Rolle von jungen Kornerzellen im adulten
Hippocampus untersucht.

Mehr noch, auch dielnduktion von assoziati-
ver synaptischer Plagtizitét ist deutlich erleich-
tert. Wéhrend bei reifen Kornerzellen zur In-
duktion synaptischer Verstérkung (LTP) ne-
ben der Afferenzstimulation auch “Burst”-
Entladungen der postsynaptischen Kdrnerzel-
le erforderlich waren, konnte bei unreifen
Kdrnerzellen LTP bereits durch eine Kombi-
nation von afferenter Stimulation mit einzel-
nen postsynaptischen Spikes induziert wer-
den. Damit ist die Schwelle fur die LTP-In-
duktion bel den jungen Nervenzellen signifi-
kant niedriger.

Bevor die Autoren jedoch diese Schluss-
folgerung ziehen konnten, mussten sie die
beiden unterschiedlichen Zellen, junge und
ate Kdrnerzellen, eindeutig identifizieren.
Dabel kam ihnen zunéchst zu Hilfe, dassjun-
ge Kornerzellenimmer am unteren Rand des
Kornerzellbandes gelegen sind, im Gyrus
dentatus al so eine outside-in-Schichtung (im
Gegensatz zur inside-out-Schichtung des
Neokortex) vorliegt. Weiterhin haben siedie
abgeleiteten Zellen mittel sintrazellul&rer Bio-
cytinfullung markiert und mit Antikérpern
gegen PSA-NCAM angeférbt. Bekanntlich
wird diese embryonale Form von NCAM im
adulten Hippocampus nur noch in neugebil-
deten Kornerzellen exprimiert. Schliefdich
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