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Kurzreferat: 

Unsere durchschnittliche Lebenserwartung steigt und führt damit auch zu einer Zunahme 

altersbedingter Beeinträchtigungen kognitiver Funktionen. Studien deuten darauf hin, dass die 

Proteinhomöostase und die Autophagie entscheidende Faktoren im Alterungsprozess sind. Spermidin, 

ein Autophagie-Induktor, verlängert nachweislich die Lebensspanne, verbessert neuronale und 

kognitive Funktionen und hat sich in verschiedenen Modellorganismen als neuroprotektiv erwiesen. 

Diese Wirkungen könnten unter anderem auf die Hypusinierung des Translationsinitiationsfaktors 5A-

1 (eIF5A) zurückzuführen sein. Ziel der Arbeit war es, die Auswirkungen von Spermidin und der eIF5A-

Hypusinierung, einer einzigartigen posttranslationalen Modifikation, auf die neuronale Plastizität zu 

untersuchen. Hierfür wurden zwei experimentelle Serien durchgeführt. In der ersten Serie wurden 

primäre neurale Zellkulturen der Ratte an DIV 21, DIV 42 und DIV 84 in jeweils 24-stündigen oder 48-

stündigen Intervallen mit einer Konzentration von 50 μM Spermidin behandelt. Um die Rolle der eIF5A-

Hypusinierung weiter zu charakterisieren, wurde in einer zweiten Serie die zelluläre Konzentration der 

an der Modifikation beteiligten Desoxyhypusinsynthase (DHPS) verändert. Die Ergebnisse der Studie 

legten nahe, dass die Spermidin-Behandlung eine Beschleunigung des dendritischen Wachstums und 

eine morphologische Verjüngung der Neuronen hervorrief. Darüber hinaus deuteten die Ergebnisse 

auf eine zentrale Bedeutung der endogenen Hypusinierung des eIF5A und ein enges 

Konzentrationsfenster der DHPS hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf die Neuronenmorphologie hin. 

Die Überexpression der DHPS führte auf synaptischer Ebene zu Ergebnissen, die analog zu den 

Messungen der Spermidin-Applikation waren. Zur Etablierung von Spermidin als Anti-Aging-

Therapeutikum sind weitere Experimente in vitro und in vivo notwendig.  
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1 Einleitung  
1.1 Alternde Gesellschaften und ihre Auswirkungen  

Aufgrund wachsenden technischen Fortschritts, gestiegener Lebensqualität und besserer 

medizinischer Versorgung steigt die durchschnittliche Lebenserwartung weltweit [1]. Im Jahr 2050 

könnte jeder vierte Einwohner Europas und Nordamerikas 65 Jahre alt oder älter sein [2]. Dieser 

demographische Wandel bringt weitreichende, ökonomische, gesellschaftliche aber auch 

gesundheitliche Veränderungen mit sich [3–5]. Die Inzidenz von altersbedingten Krankheiten wie 

maligne neoplastische, kardiovaskuläre- und neurodegenerative Erkrankungen nimmt zu [6]. 

Insbesondere das zentrale Nervensystem (ZNS) unterliegt dem fortschreitenden Alterungsprozess. 

Dies äußert sich bei normaler kognitiver Alterung in der Abnahme des Gedächtnisses und der fluiden 

Intelligenzleistung [7–9]. Aber auch eine Vielzahl pathologischer Prozesse wirken sich auf die 

Gedächtnisleistung aus. So sind in Deutschland aktuell 1,7 Millionen Menschen von einer 

Demenzerkrankung betroffen und jährlich werden 300.000 Neuerkrankungen diagnostiziert [10]. 

Dadurch entstehen hohe gesamtgesellschaftliche Kosten. Im Jahr 2016 lagen diese bei 73 Milliarden 

Euro, mit einem geschätzten Anstieg auf 195 Milliarden Euro bis 2060 [11]. Das Wohlbefinden von 

Demenzkranken einzuschätzen ist schwierig, aber Banerjee et al. konnten zeigen, dass die 

Lebensqualität insbesondere bei jüngeren Patienten vermindert war [12, 13]. Aus diesen Gründen wird 

es immer wichtiger die Veränderungen des Alterns auf zellulärer Ebene zu verstehen und mögliche 

Einflussfaktoren frühzeitig zu erkennen. Auf der Suche nach dem „heiligen Gral“ zum „healthy aging“ 

sind Polyamine und insbesondere Spermidin seit einigen Jahren ein wichtiger Meilenstein und 

aktueller Gegenstand der Forschung [14–16].  

1.2 Polyamine und ihre Funktionen 

Altern ist ein multidimensionaler Prozess, der durch eine Akkumulation von Schäden von diversen 

Funktionseinbußen gekennzeichnet ist [17, 18]. López-Otín et. al. beschrieben Zellalterung als eines 

von neun Kennzeichen des Alterungsprozesses [17]. Polyamine spielen dabei, auf Grund ihrer 

Beteiligung an grundlegenden Prozessen wie Zellwachstum und -vermehrung, eine essentielle Rolle 

[19]. Es gibt drei natürlich vorkommende Polyamine: Putrescin sowie dessen Derivate Spermin und 

Spermidin. Sie sind gekennzeichnet durch eine endständige Aminogruppe sowie weitere sekundäre 

Aminogruppen. Die Umwandlung der Aminosäure Arginin in Ornithin stellt den Ausgangspunkt der 

Polyamin-Biosynthese dar. Putrescin wird durch eine Ornithin-Decarboxylase (ODC) aus Ornithin 

biosynthetisiert. Die anschließende Spermidin-Synthase katalysiert den Transfer zu Spermidin, 

welches in Spermin umgewandelt werden kann [15]. Die Bildung von Spermin ist reversibel, so dass 

ein Gleichgewicht zwischen Spermidin und Spermin aufrechterhalten wird [20, 21] (siehe Abbildung 
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1.1). Die Polyaminsynthese wird über eine negative Rückkopplungsschleife durch die mRNA der ODC 

reguliert [22].  

 

Neben der endogenen Synthese können Polyamine dem Organismus auch von außen zugeführt 

werden. Polyamine werden im Magen-Darm-Trakt sowohl durch endozytäre als auch durch Solute-

Carrier-Transportmechanismen aufgenommen. Die meisten eukaryotischen Zellen exprimieren auf 

ihrer Zellmembran eine Polyamin-transportierende ATPase, welche die Aufnahme von exogenen 

Polyaminen erleichtert [23, 24]. Eine langfristige Erhöhung der Polyaminzufuhr über die Nahrung bei 

Menschen und Mäusen führte zu einem allmählichen Anstieg des Polyamingehalts im Blut [25]. Das 

heißt der systemische Polyamin- und Spermidinspiegel kann durch die Ernährung beeinflusst werden 

[26].  

 

Bei physiologischem pH sind Polyamine positiv geladen und binden an negativ geladene Gruppen 

verschiedener Zellkomponenten wie Nukleinsäuren, Proteine und Membranen [27, 28]. Dort haben 

sie eine Vielzahl von Funktionen, wie die schützende Wirkung auf die Struktur von Membranen und 

Nukleinsäuren [20, 29]. Sie wirken antioxidativ, spielen eine Rolle bei der Protein- und 

Nukleinsäuresynthese, und regulieren durch Transkriptions- und Translationseffekte die Expression 

vieler Gene [30–34]. Daneben modulieren sie die Aktivität von Ionenkanälen und verschiedenen 

Kinasen [35–37]. Zusätzlich ist das Polyamin-System ist ein wichtiger Faktor bei diversen 

pathologischen Prozessen [38]. Eine Häufung von Polyaminen und Hochregulierung des Enzyms ODC 

wurde in Tumoren mit einer hohen Zellteilungsrate beobachtet [39–42]. Auch im Zusammenhang mit 

neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen wie Schlaganfall, Epilepsie, Depression und 

Schizophrenie konnten signifikante Veränderungen im Polyamin-Metabolismus nachgewiesen werden 

[43–47].  
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Abbildung 1.1: Die Polyamin Synthese und Hypusinierung des eIF5A 

Im linken Teil der Abbildung ist die zelluläre Polyamin-Biosynthese ausgehend von der Aminosäure Arginin 

dargestellt. Außerdem dient sie als Spermidin-Donator für die posttranslationale Hypusin-Modifikation des 

elF5A. Hierbei wird die seltene Aminosäure Hypusin an einem Lysinrest des eIF5a gebildet. Der Prozess der 

Hypusinierung ist in zwei Teile gegliedert: Zunächst bindet die Desoxyhypusinsynthase (DHPS) Spermidin 

kovalent an einen bestimmten Lysinrest (Lys50) des eIF5A, um das Zwischenprodukt eIF5A-Desoxyhypusin zu 

bilden. In einem zweiten Schritt modifiziert die Desoxyhypusinhydroxylase das Zwischenprodukt zum funktionell 

aktiven hypusinierten elF5A. Grafik adaptiert nach Huang et al. [48] 

1.3 Spermidin - ein Jungbrunnen? 

Spermidin, eines der biogenen Polyamine, ist in allen lebenden Organismen und menschlichen 

Körperzellen vorhanden, weist aber besonderes hohe Konzentraionen in zerebralen Strukturen auf 

[49]. Exogen zugeführtes Spermidin verlängert die Lebensspanne, wirkt kardioprotektiv und verbessert 

die kognitiven Funktionen [50–54], wobei allerdings hohe Mengen an Spermidin durch reaktive 

Aldehyde und Sauerstoffradikale oxidativen Stress erzeugen und potentiell toxisch wirken können [27, 

55]. Die Daten von Schwarz et al. zeigen, dass die  Aufnahme von spermidinreichen Lebensmitteln 

sowohl bei Ratten, als auch älteren Menschen sicher und gut verträglich ist [56]. 

 

In Experimenten an verschiedenen Organismen wurde die neuroprotektive Wirkung von Spermidin 

dargestellt. Gupta et al. konnten zeigen, dass eine Spermidin-Supplementierung die altersbedingte 
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Gedächtnisbeeinträchtigung bei Drosophila melanogaster reduzierte [57]. Zusätzlich verringerte es 

den α-Synuclein-induzierten Verlust dopaminerger Neuronen, ein pathophysiologisches Merkmal des 

Morbus Parkinson, bei C. elegans und Drosophila melanogaster [58]. Schwarz et al. wiesen zudem 

einen Zusammenhang zwischen der Aufnahme von Spermidin mit der Nahrung und dem Volumen des 

Hippocampus sowie der Dicke der Kortikalis bei älteren Menschen nach [59].  

 

Es wird angenommen, dass die positiven Effekte Spermidins unter anderem auf einer Aktivierung der 

Autophagie basieren [57, 60, 61] einem zellulären Wiederaufbereitungsmechanismus, der zelleigene 

Makromoleküle und Organellen in seine Grundbausteine zerlegt und dem Zellmetabolismus zur 

Wahrung der Zellhomöostase wieder zur Verfügung stellt [62]. Nervenzellen gehören aufgrund ihres 

postmitotischen Zustands, bei gleichzeitiger hoher metabolischer Aktivität, zu jenen Zelltypen, die 

besonders auf die Autophagie angewiesen zu sein scheinen [63, 64]. Folglich führen Beeinträchtigung 

der Autophagie zu einer Neurodegeneration [65, 66]. Zudem wurde gezeigt, dass die gesteigerte 

Expression von Autophagie-assoziierten Genen im Nervensystem mit einer um 50 % verlängerten 

Lebensspanne in Drosophila einhergeht [67]. Die Induktion der Autophagie durch Spermidin geschieht 

über die Hemmung mehrerer Acetyltransferasen, die als wichtige negative Regulatoren der 

Autophagie gelten [50, 68, 69]. Bestätigt wird dies durch die Feststellung, dass die positiven 

Auswirkungen von Spermidin auf die Lebensspanne und die Neuroprotektion nach der Inaktivierung 

wesentlicher, mit Autophagie- assoziierter Gene aufgehoben wurden [50, 57].  

 

An NMDA-Rezeptoren führt Spermidin durch Verbesserung der Zugänglichkeit der Glutamat-

Bindungsstelle zu einer allosterischen Aktivierung und erhöht die Öffnungshäufigkeit des Rezeptors 

[70, 71]. Als einer der wichtigsten Typen ionotroper Glutamatrezeptoren im ZNS spielen NMDA-

Rezeptoren eine grundlegende Rolle in der Induktion synaptischer Plastizität [72, 73]. Daneben hat 

Spermidin aber auch eine antiinflammatorische Wirkung, beeinflusst den Lipidstoffwechsel und spielt 

bei der Regulierung von Zellwachstum, -vermehrung und -tod eine Rolle [19, 74] 

1.3.1 Sinkende Polyaminspiegel im Alter 

Verschiedene Studien, in denen der Gehalt an Polyaminen in Organen von Nagern und Menschen 

gemessen wurde, kommen zu unterschiedlichen räumlichen und zeitlichen Verteilungsmustern. 

Nishimura et al. bestimmten an Ratten die höchsten Polyaminspiegel in Pankreas und Thymus gefolgt 

von Milz und Ovar. In fast all diesen Organen zeigte sich im Vergleich zwischen 3, 10 und 26 Wochen 

alten Ratten eine Abnahme der Polyaminspiegel im Laufe der Alterung. Eine der wenigen Ausnahmen 

stellte das Gesamthirngewebe dar, welches keine Änderung des Polyamingehaltes zeigte [75]. Liu et 

al. untersuchten verschiedene gedächtnisassoziierte Strukturen in 4, 12 und 24 Monate alten Ratten 
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und fanden divergierende Polyaminspiegel. So waren im Hippocampus die Putrescinwerte im CA1 und 

Gyrus dentatus signifikant verringert und im CA2/3 mit dem Alter erhöht. Ein signifikanter 

altersbedingter Anstieg der Spermidinwerte wurde im CA1 und CA2/3 festgestellt. Somit wurden 

altersbedingte regionsspezifische Veränderungen der Polyamine in gedächtnisassoziierten Strukturen 

nachgewiesen [76]. Es kann davon ausgegangen werden, dass die intrazelluläre 

Spermidinkonzentration im Laufe des natürlichen Alterungsprozesses Schwankungen unterliegt und in 

vielen Organen abnimmt [21, 38, 75]. Dies geht einher mit einem Konzentrations- und Aktivitätsabfall 

der ODC, die für die Synthese von Polyaminen unerlässlich ist [77]. Es ist nach wie vor unklar, ob der 

Mangel an Polyaminen eine Ursache oder eine Folge des Alterungsprozesses ist. Aber es ist davon 

auszugehen, dass Funktionsstörungen des Polyaminstoffwechsels zur altersbedingten 

Beeinträchtigung des Lernprozesses und Gedächtnisses beitragen [50].  Madeo et al. postulieren, dass 

Spermidin mit zunehmenden Alter den Status eines Vitamins annimmt und eine Supplementierung für 

die Homöostase des Organismus erforderlich ist [78].  

1.3.2 Verbesserte Gedächtnisleistung durch Spermidin-Supplementierung 

Erste klinische Studien mit Polyaminen zeigen unterschiedliche Ergebnisse. Bei einer Pilotstudie 

verbesserte eine dreimonatige tägliche Supplementierung mit Spermidin bei älteren Menschen mit 

subjektivem kognitivem Abbau die mnemonische Diskriminationsleistung [79]. Eine sich daran 

anschließende Studie von Schwarz et al. mit einer 12-monatigen Polyamingabe und einer größeren 

Anzahl an Teilnehmer*innen bei gleichen Einschlusskriterien zeigte keine besseren 

Gedächtnisleistungen im Vergleich zur Placebogruppe [80]. Da in der genannten Studie jedoch 

gesunde ältere Proband*innen teilnahmen, bei denen über ein Jahr ein leichter kognitiver Rückgang 

erwartbar gewesen wäre, könnte Spermidin vorbeugend auf altersbedingte Gedächtnisstörungen 

gewirkt haben [80]. Eine weitere Studie mit dreimonatiger Spermidin-Supplementierung in 

unterschiedlichen Dosierungen wies eine positive Wirkung von Spermidin bei älteren demenzkranken 

Erwachsenen auf. Es wurde eine Verbesserung der kognitiven Leistung bei Proband*innen mit leichter 

und mittelschwerer Demenz in der Gruppe gemessen, welche die  höhere Spermidin-Dosis erhielt [81]. 

1.4 Eine unausgeglichene Proteinhomöostase und der eIF5A 

Ein weiteres Merkmal der Zellalterung ist eine gestörte Proteinhomöostase, auch Proteostase 

genannt. Darunter versteht man die dynamische Regulierung eines ausgewogenen, funktionellen 

Proteoms. Zu den zellulären Mechanismen zur Aufrechterhaltung der Proteostase gehören die 

balancierte Proteintranslation, -faltung und -degradation [82]. Insbesondere Neurone reagieren 

sensibel auf Beeinträchtigungen des Systems. Eine gestörte Proteinhomöostase kann somit eine 

erhebliche Beeinträchtigung des Gedächtnisses, wie bei der Alzheimer-Demenz, nach sich ziehen [83]. 
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Auch die Neusynthese von Proteinen ist bei älteren Organismen beeinträchtigt. Dwyer et al. 

untersuchten die Proteinneusynthese in vivo in verschiedenen Hirnregionen (Cortex, Cerebellum und 

Hirnstamm) von weiblichen Long-Evans Ratten verschiedenen Alters. In den Ratten nahm die 

Neusynthese von Proteinen im Laufe des Alterungsprozesses signifikant ab [84]. Gleichzeitig 

verringerten sich auch die Konzentrationen proteinogener Aminosäuren und die Spiegel ihrer 

Metabolite im Gehirn mit zunehmendem Lebensalter [85].  

 

Spermidin ist auch Substrat der Hypusinierung des eukaryotischen Initiationsfaktors 5A (eIF5A). Bei 

dieser posttranslationalen Modifikation des Faktors katalysiert die Desoxyhypusinsynthase (DHPS), mit 

Spermidin als Donator, die Übertragung eines 4-Aminybutylrestes auf das Lys50 des eIF5A. Eine 

Hydroxylierung durch Desoxyhypusinhydroxylase (DOHH) führt zur Bildung von Hypusin, einer 

seltenen Aminosäure die in Eukaryonten ausschließlich gebunden an den eIF5A vorkommt. (siehe 

Abbildung 1.1) [86]. Zuvor fälschlicherweise als Initiationsfaktor klassifiziert, spielt der eIF5A eine 

entscheidende Rolle im Translationsprozess bei der Elongation von Proteinen mit Prolin-reichen 

Abschnitten [87, 88]. Prolin bewirkt eine Veränderung der Sekundärstruktur der Polypeptidketten, was 

zu einer Arretierung der Translation führen kann [89]. Es wird vermutet, dass der aktivierte eIF5A eine 

direkte Wirkung auf blockierte Ribosomen hat und für die Wiederaufnahme der Proteinelongation 

benötigt wird [90]. Jenes deckt sich mit der Feststellung einer altersabhängigen Verarmung von eIF5A 

und der anschließenden Anhäufung von inaktiven Ribosomen [34, 90, 91]. Untersuchungen haben 

jedoch gezeigt, dass das Fehlen von eIF5A nicht nur bei Prolin-reichen Proteinen, sondern auch bei der 

Translation von verschiedenen Tripeptid-Sequenzen zu blockierten Ribosomen führt, was auf einen 

globalen Einfluss auf die Translation schließen lässt [92]. Ein knock-out des eIF5A-1-Gens oder des 

DHPS-Gens führte bei Mäusen zu einer frühen embryonalen Letalität, was die essentielle Bedeutung 

bestätigt [93]. Liang et al. und Hofer et al. demonstrierten, dass im Drosophila melanogaster-Gehirn 

der hypusinierte eIF5A-Spiegel mit dem Alter abnimmt, aber durch Spermidin-haltige Nahrung wieder 

erhöht werden kann [94, 95]. 

1.5 Neuronale Plastizität  

Ein typisches Neuron besteht aus einem Zellkörper, mehreren Dendriten und einem einzelnen Axon. 

Neurone verfügen über hochentwickelte Kommunikationsstrategien und nutzen Billionen von 

Synapsen, um eine Informationsübertragung zwischen den Zellen zu ermöglichen [96, 97]. Synapsen 

bestehen aus einem dichten Netz von Proteinen und sind in die Präsynapse, den synaptischen Spalt 

und die Postsynapse unterteilt (siehe Abbildung 1.2) [98]. Aus der Präsynapse werden in synaptischen 

Vesikeln (SV) gespeicherte Neurotransmitter in den synaptischen Spalt freigegeben. Diese binden an 

spezifische Rezeptoren in der postsynaptischen Membran und lösen eine Signalübertragung aus. Als 
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neuronale Plastizität wird der Umbau von neuronalen Strukturen in Abhängigkeit von ihrer Funktion 

bezeichnet. Strukturelle Plastizität ist die Änderung der Anzahl und Organisation der Synapsen oder 

auch ganzer Axone oder Dendritenbäume. Es wird davon ausgegangen, dass nicht eine Reduktion der 

Anzahl an Neuronen, sondern der Verlust der neuronalen und dendritischen Architektur zu 

altersbedingten Defiziten beiträgt [99–101]. Die Beeinträchtigungen der synaptischen Plastizität 

können somit für die altersabhängige Verschlechterung von Lernen und Gedächtnis von Bedeutung 

sein [102].  

 

Abbildung 1.2: Struktureller Aufbau einer exzitatorischen Synapse 

Dargestellt ist der Aufbau einer exzitatorischen Synapse. Sie besteht typischerweise aus einer prä- und einer 

postsynaptischen Komponente, die durch einen synaptischen Spalt voneinander getrennt sind. Die prä- und 

postsynaptische Membran besitzen gegenüberliegende elektronendichte Verdickungen, wobei eine 

präsynaptische Verdichtung, die in Verbindung mit synaptischen Vesikeln (SV) steht, als aktive Zone bezeichnet 

wird. Die aktive Zone bildet zusammen mit der assoziierten postsynaptischen Dichte (PSD) einen synaptischen 

Kontakt, an dem die Übertragung von neuronalen Erregungen stattfindet. Je nach Synapsentyp und -größe 

können an einer Synapse eine oder mehrere hundert synaptische Kontakte vorkommen. Grün umrandet sind die 

Proteine Synaptophysin und Homer, die im Rahmen der Immunzytochemie dieser Arbeit angefärbt wurden. 

Abbildung modifiziert nach Serrano et al. [103] 
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1.5.1 Synaptische Plastizität  

1.5.1.1 Strukturelle Veränderungen der Synapsen im Alterungsprozess   

Die interzelluläre Übertragung von Signalen in kortikalen Neuronen ist abhängig von der Qualität und 

Quantität der Synapsen. Sind diese beeinträchtigt, kann es zu Störungen der zellulären Kommunikation 

und Plastizität kommen. Grillo et al. zeigten, dass alternde Synapsen weniger stabil sind, was sich in 

einer erhöhten Bildungs- und Eliminierungsrate von axonalen Boutons (präsynaptische Endknöpfchen) 

manifestierte. Verglichen mit dem Gehirn junger Erwachsener wiesen große Boutons im gealterten 

Kortex 10-mal höhere Raten der Destabilisierung und einen 20-mal höheren Umsatz auf [104]. So 

können kognitive Beeinträchtigungen bei alten Tieren darauf zurückzuführen sein, dass die 

Aufrechterhaltung stabiler synaptischer Verbindungen im alternden Gehirn beeinträchtigt ist [105]. In 

einer elektronenmikroskopischen Analyse wurde ein bis zu 30 prozentiger Verlust kortikaler Synapsen 

in einigen Schichten des präfrontalen Kortex von gealterten Primaten festgestellt. Es zeigte sich eine 

starke inverse Korrelation zwischen der numerischen Dichte asymmetrischer, meist exzitatorischer 

Synapsen und der kognitiven Beeinträchtigung [106]. Im Hippocampus von 14 bis 24 Monate alten 

Ratten nahm die Konzentrationen synaptischer Vesikelproteine wie Synaptophysin und SNAP-25 bei 

einer Immunoblot-Analyse im Vergleich zu 2 Monate alten Ratten deutlich ab. Da beide Proteine im 

präsynaptischen Terminal exprimiert werden, deutet dies auf eine altersbedingte Abnahme der 

Präsynapsen hin [107]. Auch der Gehalt an postsynaptischen Proteinen ist im Hippocampus älterer 

Ratten (26 Monate) verringert. Somit unterliegen sowohl präsynaptische als auch postsynaptische 

Terminale dem Alterungsprozess [105, 108].  

1.5.1.2 Der Einfluss Spermidins auf die synaptische Plastizität  

Es wird vermutet, dass die altersbedingte Beeinträchtigung des Gedächtnisses mit der 

Herunterregulierung Autophagie-assoziierter Faktoren zusammenhängt. Darüber hinaus wird 

angenommen, dass eine Induktion von Autophagieprozessen für die Bildung neuer Erinnerungen 

unentbehrlich ist [109, 110]. Maglione et al. haben in CA3 des Mäusehippocampus eine altersbedingte 

Abnahme der synaptischen Vesikeldichte und der Mitochondrienhäufigkeit festgestellt. Eine diätische 

Spermidingabe wirkte schützend vor den altersbedingten synaptischen Veränderungen und stellte die 

defekte Langzeitpotenzierung an hippocampalen Moosfasern teilweise wieder her [111]. In Drosophila 

melanogaster wird die präsynaptische aktive Zone, ein Kompartiment in dem viele Vesikel mit der 

Zellmembran fusionieren und Transmitter freigesetzt werden, mit zunehmendem Alter größer und die 

Transmitterausschüttung nimmt zu. Diese altersbedingten Veränderungen konnten durch eine 

Fütterung mit Spermidin vollständig unterdrückt werden [60].  
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1.5.2 Dendritische Verzweigung  

Dendriten sind feine plasmatische Verästelungen des Zellkörpers und können eine Länge von einigen 

hundert Mikrometern entwickeln. Primäre Dendriten entspringen direkt dem Soma eines Neurons. 

Von diesen zweigen sich sekundäre Dendriten ab. Die Muster der dendritischen Verzweigung 

bestimmen die Art und den Umfang der Innervation, die ein Neuron erhält. Eine starke Verzweigung 

wird als Zeichen von Komplexität angesehen, da sie eine größere Anzahl von synaptischen 

Verbindungen zulässt. Ihr Wachstum ist sehr dynamisch und reagiert stark auf Umweltsignale wie 

Leitmoleküle oder Aktivitätsmuster [112, 113].  

 

Von Autopsieproben des parahippocampalen Gyrus von Menschen mittleren Alters und älterer 

Menschen mit und ohne Alzheimer wurden die dendritischen Verzweigungen gemessen. Bei nicht 

dementen älteren Personen waren die dendritischen Verzweigungen umfangreicher als bei Personen 

mittleren Alters. Im gesunden Zustand wurde somit eine Zunahme der dendritischen Verzweigungen 

im Alter beobachtet, während bei Patienten mit seniler Demenz die dendritischen Verzweigungen 

weniger ausgedehnt waren als bei der Vergleichsgruppe mittleren Alters. Die Ergebnisse liefern 

morphologische Hinweise auf die Verringerung der Dendritenverzweigung bei Demenz und zeigen 

gleichzeitig die Plastizität im alten menschlichen Gehirn [114].  

 

Derzeit gibt es nur begrenzte Daten zur Auswirkung von Spermidin auf das Dendritenwachstum. Chu 

et al. verletzten Axone von Hippocampus-Neuronen der Ratte durch Bestrahlung und untersuchten die 

Auswirkungen der Polyamine auf die Neuroregeneration. Spermin und Spermidin förderte die axonale 

Neubildung an der verletzten Stelle erheblich [115]. In Anbetracht ihrer zahlreichen strukturellen und 

funktionellen Unterschiede unterscheiden sich Axon und Dendrit in ihrer Entwicklung [116]. Deswegen 

kann aktuell nicht von einem ähnlichen Effekt von Polyaminen auf dendritisches Wachstum 

ausgegangen werden.  

1.6 Fragestellung  

Ziel dieser Arbeit war es, die kurzfristigen Auswirkungen von Spermidin und der Hypusinierung des 

eIF5A auf die neuronale Plastizität alternder Zellen zu untersuchen. Dafür wurden zwei experimentelle 

Ansätze verfolgt. Im ersten Experiment wurden 50 μM Spermidin über einen Zeitraum von 24 und 48 

Stunden zu 21, 42 und 84 Tage alten primären neuronalen Zellkulturen der Ratte gegeben. Aktuelle 

genetische Studien haben Hinweise darauf geliefert, dass bestimmte Varianten im eIF5A oder DHPS-

Gen mit seltenen neurologischen Entwicklungsstörungen beim Menschen in Verbindung stehen. Diese 

Erkenntnisse unterstreichen die Bedeutung der einzelnen Schritte des Hypusin-Modifikationswegs und 

insbesondere die kritische Funktion des hypusinierten eIF5A bei der neurobiologischen Entwicklung 
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des Menschen [117–119]. Vor diesem Hintergrund wurde in dieser Arbeit das Ziel gesetzt, eine 

eingehende Untersuchung der Hypusinierung des eIF5A durchzuführen. Um die Rolle der 

Hypusinierung des eIF5A weiter zu analysieren wurde in einer zweiten Experimentreihe die 

Konzentration, der an der Modifikation beteiligten DHPS in Neuronen kortikaler Primärkulturen der 

Ratte verändert. Zu diesem Zweck wurde die Methode der RNA-Interferenz für einen langfristigen 

knock-down des Zielproteins verwendet. Es wurde eine kurze Haarnadel-RNA (short hairpin RNA; 

shRNA) für die DHPS konstruiert und in einen FUGWH1-Vektor kloniert [120, 121]. Darüber hinaus 

wurde ein Überexpressionskonstrukt der DHPS unter Verwendung eines FUGW-Vektors konstruiert. 

Die Plasmide wurden über lentivirale Transduktion in die Zielzellen eingebracht. Anschließend wurden 

die Dendritenverzweigungen und Prä- und Postsynapsen quantifiziert. 

Somit fokussiert sich das Projekt auf folgende Fragestellungen:  

• Welchen Einfluss hat eine externe Spermidin-Supplementierung auf die Morphologie von 

Neuronen (z.B. Dendritenverzweigungen) unterschiedlichen Alters sowie die Anzahl von Prä- 

und Postsynapsen an primären Dendriten?  

• Was bewirken eine Überexpression und ein knock-down der DHPS in Bezug auf die Anzahl der 

Dendritenverzweigungen sowie von Prä- und Postsynapsen an primären Dendriten?  
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

Die verwendeten Chemikalien stammen von den Firmen: Cell Signaling, Gibco, Merck, Invitrogen, 

Roche, Roth, Sigma Aldrichâ, Thermo Fisher Scientific. RotiâCELL Wasser (Carl Roth, Kat. Nr. 9186.2) 

wurde für proteinbiochemische Experimente verwendet. Für alle anderen Anforderungen, wie z.B. die 

Puffervorbereitung, wurde bi-destilliertes Wasser (ddH2O) aus dem Milli Q-System von Millipore 

(Merck Millipore, Kat. Nr. Y00Q0V0WW) genutzt. Die verwendeten Chemikalien und Lösungen werden 

zu Beginn des jeweiligen Methodenabschnitts genannt. 

2.1.2 Tiere  

Zur Herstellung der primären kortikalen Zellkulturen wurden Ratten (Rattus norvegicus) des Wistar 

Stammes verwendet. Die Zucht und Haltung der Tiere erfolgte entsprechend der Bestimmungen des 

deutschen Tierschutzgesetzes im Institut für Pharmakologie und Toxikologie der medizinischen 

Fakultät der Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg (Landesverwaltungsamt Sachsen-Anhalt; 

Lizenz-Nr. 42505-2-1507 UniMD Germany in Übereinstimmung mit der European Communities Council 

Directive; 86/609/EEC). 

Die Ratten wurden in Gruppen von 5-6 Tieren, bei einer konstanten Temperatur von 22±2 °C, einer 

Luftfeuchtigkeit von 50 %, einem regelmäßigen 12 h Hell-Dunkel Rhythmus (Licht an 6-18 Uhr) und mit 

Futter und Wasser ad libitum gehalten.  

2.1.3 Bakterienstämme und Nährmedien  

Für die Transformationen und Plasmidpräparationen wurde der Bakterienstamm XL10-Gold 

(Stratagene) mit dem Genotyp endA1 glnV44 recA1 thi-1 gyrA96 relA1 lac Hte Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB-

hsdSMR-mrr)173 tetR F’[proAB laclqZΔM15 Tn10(TetR Amy CmR) verwendet. Die Bakterien wurden in 

LB-Medium oder auf Agarplatten gezüchtet, welche Ampicillin oder Kanamycin enthielten.   

Tabelle 2.1: Bakterien Medien  

Medium Inhaltsstoffe  

LB-Medium  5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l Trypton, 5 g/l NaCl 

LB-Platten 1000 ml LB-Medium, 15 g Agar 

SOC-Medium 20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10mM MgSO4, 10 mM 

MgCl2, 20 mM Glukose 
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2.1.4 Antikörper  

2.1.4.1 Primäre Antikörper  

Tabelle 2.2: Primäre Antikörper 

Antikörper Spezies Verdünnung Hersteller Katalognummer  

a-Homer 1  rb IF 1:1000  Synaptic System 160003 

a-Synaptophysin1  gp IF 1:1000 Synaptic System 101004 

a-MAP 2  ch IF 1:1000 Invitrogen PA1-16751 

a-MAP 2  ms IF 1:1000 Sigma-Aldrichâ M4403 

a-DHS C7 ms WB 1:1000 Santa-Cruz Technology  sc-376580 

a- GFP rb IF 1:1000 Abcam ab 290 

a- GFP ch IF 1:1000 

WB 1:2000 

Abcam ab 13970 

a-ß-Tubulin rb WB 1:2000 Abcam ab 52901 

a-ß-Actin rb WB 1:2000 Cell Signaling  8457 

 

2.1.4.2 Sekundäre Antikörper  

Tabelle 2.3: Sekundäre Antikörper 

Antikörper Spezies Verdünnung Hersteller Katalognummer 

a-rabbit IgG (H+L) 

Alexa Fluor 488 

dk IF 1:2000 Invitrogen A-21206 

a-mouse IgG (H+L) 

CyTM3 

dk IF 1:2000 Jackson ImmunoResearch 715-165-150 

a- guinea pig IgG (H+L) 

Alexa Fluor 647 

dk IF 1:2000 Jackson ImmunoResearch 706-605-148 

a-chicken IgG (H+L) 

CyTM3 

dk IF 1:2000 Jackson ImmunoResearch 703-165-155 

a-rabbit IgG, (HRP) 

conjugated 

dk WB 1:7500 Jackson ImmunoResearch 115-035-152 

a-mouse IgG, HRP 

conjugated 

gt WB 1:7500  Jackson ImmunoResearch 115-035-146 
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2.2 Methoden  

2.2.1 Zellbiologische Methoden  

2.2.1.1 Neurale Primärkulturen aus embryonalen (E18) Ratten-Cortizes 

Verwendete Chemikalien:  

• DMEM3+: DMEM, 10 % (v/v) FBS, 100 U/ml Penicillin, 100 μg/ml Streptomycin, 2 mM L-

Glutamin 

• NB+: Neurobasal
TM

, 1x B27, 0,8 mM L-Glutamin  

• Waschpuffer: HBSS mit Phenolrot-Zusatz 

• Trypsin: 10x 2,5 % (w/v) Trypsin (-EDTA) 

• DNAse I: 0,1 % (w/v) (200 U) in HBSS, 2,4 mM MgSO4  

• Poly-D-Lysin: 100 mg/ml in 0,15 M Borsäure pH 8,4  

Analog zu Banker und Goslin erfolgte die Generierung primärer Zellkulturen aus embryonalen Ratten-

Cortices [122]. Für die Herstellung der Zellkulturen wurden schwangere Ratten mit Isofluran (Baxter 

GmbH) tief anästhesiert und anschließend mittels einer Tierguillotine dekapitiert. Die Embryonen 

wurden im Entwicklungsstadium E18 dekapitiert, das Gehirn in HBSS freipräpariert und vom übrigen 

Hirngewebe getrennt. Nach zwanzigminütiger Inkubation mit 1x Trypsin bei 37 °C, dreimaligem 

Waschen mit HBSS und Zugabe von 0,4 ml einer 0,1 %igen DNAse I-Lösung wurde das Kortexgewebe 

durch mehrfaches Aufziehen mit 21 G und 25 G Kanülen weiter homogenisiert. Anschließend erfolgte 

die Filtration durch eine 0,45 µm Membran und Verdünnung der Zellen in DMEM3+. Für die 

Immunfluoreszenzfärbungen wurden die Zellen auf mit Poly-D-Lysin behandelte Deckgläser in einer 

Dichte von 20.000 oder 40.000 Zellen pro Deckgläschen einer 12- oder 24-Well-Platte ausgesät. 3 h 

nach der Präparation wurde DMEM3+ gegen NB+ ausgetauscht. Alle sieben Tage wurden die Kulturen 

mit 10 Volumenprozent frischem NB+ gefüttert.  

 

Die Tötung der Muttertiere, Embryonenentnahme und Präparation der Primärkulturen wurden von 

Mitarbeiter*innen des Instituts für Pharmakologie und Toxikologie mit zertifizierter Qualifikation zur 

Durchführung von Tierversuchen vorgenommen.  

2.2.1.2 Pharmakologische Behandlung neuraler Primärkulturen der Ratte 

Verwendete Chemikalien:  

• Spermidin: (Sigma Aldrichâ)  

Für die pharmakologische Behandlung primärer kortikaler Zellen wurde eine 0,64 M Spermidin-

Stocklösung mit NB+ hergestellt. Da durch Fütterung die unterschiedlich alten Zellen pro Well nicht die 

gleiche Menge an Medium enthielten, wurde das komplette Medium abgenommen und 0,5 ml des 
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Mediums der zugehörigen Altersgruppe wieder zurückgegeben. Anschließend wurde die 

entsprechende Menge der Stocklösung direkt ins Kulturmedium pipettiert, um eine finale 

Spermidinkonzentration von 50 µM zu erreichen. Die Inkubationszeiten betrugen 24 h und 48 h.  

2.2.1.3 Immunfluoreszenzfärbungen  

Verwendete Chemikalien:  

• 1xPBS pH 7,4: 37 mM NaCl, 4,3mM Na2HPO4 x7 H2O, 2,7mM KCl, 1,4mM KH2PO4  

• PLP-Fix: 16 % (w/v) Paraformaldehyd (Alfa Aesar), Lysin Phosphat Puffer (Lysin-HCl,  

ddH2O, 0,1 M Na2HPO4, 0,2 M Phosphat-Puffer, pH 7,4), 2.16 % (w/v) D-Glucose, 0.336 % (w/v) 

NaIO4  

• B-Block: 10 % (v/v) Pferdeserum, 5 % (w/v) Sucrose, 2 % (w/v) BSA  

• 20 % (w/v) Triton X-100 

• Polyvinylalkohol Mowiolâ, pH 8,5  

Die Zellen wurden vor der Fixierung einmalig mit PBS gewaschen und dann für 30 min bei RT mit PLP-

Fix inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS für 10 min wurden die Zellen für 2 h bei RT mit B-

Block + 0,2 % (w/v) Triton X-100 geblockt. Die Zellen wurden mit in B-Block + 0,2 % (w/v) Triton X-100 

gelösten Primärantikörpern über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am Folgetag wurden die Zellen erneut 

dreimalig mit PBS für 10 min gewaschen und mit den jeweiligen Sekundärantikörpern in B-Block + 0,2 

% (w/v) Triton X-100 für 2 h inkubiert. Es folgte eine zwanzigminütige Inkubationszeit mit DAPI in PBS, 

woraufhin die Zellen erneut dreimal für 10 min mit PBS gewaschen wurden. Anschließend wurden die 

Zellen einmalig mit ddH20 gewaschen und mit Mowiolâ auf den Objektträgern eingebettet.  

2.2.1.4 Kultivierung von HEK293T-Zellen  

Verwendete Chemikalien:  

• Kulturmedium (DMEM3+): DMEM, 10 % (v/v) FBS, 100 U/ml Penicillin, 100 μg/ml Streptomycin, 

2 mM L-Glutamin (alle Gibco) 

• 1 x TrypLE
TM

 Express (Gibco) 

• Waschpuffer: HBSS mit Phenolrot (Gibco) 

• Poly-D-Lysin: 100 mg/l in 0,15 M Borsäure, pH 8,4 (Sigma Aldrichâ) 

Die humane embryonale Nierenzelllinie (HEK293T) wurde sowohl für die Virenproduktion als auch für 

Überexpressions- und knock-down-Experimente in eukaryotischen Zellen verwendet. Die Zellen 

wurden in Zellinkubatoren (Heraeus oder Thermo Fisher Scientific) bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % 

Luftfeuchtigkeit kultiviert und zweimal pro Woche passagiert. Dabei wurden die Zellen nach einem 

Waschschritt in warmem HBSS, welches 1 x TrypLE
TM

Express enthielt, für weitere 3 min gelöst und ein 

Zehntel der Zellen in eine neue Kulturflasche übertragen. 
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden  

2.2.2.1 Chemische Transformation von E. coli  

Verwendete Chemikalien:  

• SOC-Medium 

• LB-Agar-Platten 

• Verwendete Vektoren: FUGW-Leervektor, FUGW-DHPS, FUGWH1-DHPS-shRNA, FUGWH1-

scrambled-shRNA, pEGFP-DHPS 

Für die Transformation von E.coli XL10-GOLD wurden 1 μl Proben-DNA zu 50 μl Bakterien gegeben und 

10 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 45 s bei 42 °C wurden die Proben für 2 min auf 

Eis gelegt bevor sie in 500 ml vorgewärmtes SOC-Medium überführt wurden. Die Bakterien wurden 

bei 37 °C für 50 min geschüttelt, anschließend auf LB-Agar-Platten mit den entsprechenden Antibiotika 

ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Die LB-Platten mit den jeweiligen Bakterienkolonien 

konnten bei 4 °C für weitere Experimente gelagert werden. 

2.2.2.2 Plasmidpräparation  

Verwendete Chemikalien:  

• Macherey-Nagel
TM

 Plasmid (NoLid)  

• Macherey-Nagel
TM

 NucleoBond
TM

 Xtra Midi EF  

• LB-Medium  

• Ampicillin 100 μg / ml 

	Um nach der Transformation die positiven Klone zu bestimmen, wurde eine „Mini-Prep“ durchgeführt. 

Dafür wurden geerntete Kolonien in 2 ml LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika bei 37 °C 

über Nacht kultiviert und am folgenden Tag die Plasmidextraktion nach dem Protokoll von Macherey-

NagelTM Plasmid (NoLid) durchgeführt. Zur Amplifizierung der erfolgreichen Klone erfolgte eine „Midi-

Prep“. Kolben mit 250 ml LB-Medium, welches 500 μl Ampicillin und die transformierten E.coli XL10-

Gold Kulturen enthielt, wurden über Nacht bei 37 °C geschüttelt. Hier erfolgte die Plasmidextraktion 

nach dem Protokoll von Macherey-Nagel
TM

 NucleoBondTM Xtra Midi EF.  

2.2.2.3 Restriktionsverdau der Plasmid-DNA  

Verwendete Chemikalien:  

• Restriktionsenzym: BamHI (Thermo Fisher Scientific) 

• 10x BamHI-Puffer (Thermo Fisher Scientific) 

Für den Restriktionsverdau wurden 17,3 µl ddH2O, 2 µl der Probe, 0,2 µl des Restriktionsenzyms 

BamH1 und 2,5 µl des 10x Bam-Puffers in ein 1,5 ml Eppendorfer Reaktionsgefäß geben und für 1 h 

bei 37 °C inkubiert.  
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2.2.2.4 Gelelektrophorese mit Agarose-Gel 

Verwendete Chemikalien:  

• Agarose-Gel: 1 % (w/v) Biozym LE Agarose (Biozym Scientific GmbH) in 60 ml 1x TAE-Puffer, 

3,6 μl Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe; für größere Gele, wurde die doppelte 

Menge verwendet)  

• 50x TAE-Puffer: Tris-Base (242g), Essigsäure (57,1 ml), 0,5 M EDTA (pH: 8,0) (100 ml), auf ein 

Liter mit ddH2O aufgefüllt  

• Marker: 1 kb DNA-Ladder  

25 μl der Proben wurden auf das 1 %ige (w/v) Agarose-Gel aufgetragen. Die Gelelektrophorese fand 

bei 85 V für 60 min statt. Die Visualisierung der DNA im Gel erfolgte mittels UV-Licht.  

2.2.2.5 Transfektion der HEK293T-Zellen 

Verwendete Chemikalien:  

• Lösung A: 500 mM CaCl2 

• Lösung B: 140 mM NaCl, 50 mM HEPES, 1,5 mM Na2PO4 

• Kulturmedium (DMEM3+): DMEM, 10 % (v/v) FBS, 100 U/ml Penicillin, 100 μg/ml Streptomycin, 

2 mM L-Glutamin (alle Gibco) 

• Vektoren: pEGFP, pEGFP-DHPS, FUGWH1-DHPS-shRNA, FUGWH1-scrambled-shRNA 

Für die Analyse eines effektiven knock-downs wurde der pEGFP-DHPS Vektor alleine oder in 

Kombination mit den Vektoren FUGWH1-DHPS-shRNA bzw. FUGWH1-scrambled-shRNA mittels 

Calciumphosphatmethode in HEK293T-Zellen transfiziert. Einen Tag vor der Transfektion wurden die 

Zellen in einer 6-Well-Platte ausgesät. Für die Transfektion wurden 150 μl Lösung A mit 2 μg DNA 

gründlich gemischt. Zu dieser Mischung wurden 150 μl der Lösung B hinzugefügt und genau 1 min bei 

RT inkubiert. Tropfen für Tropfen wurden 300 μl des gebildeten Präzipitats je Well zu den Zellen 

gegeben. Die Zellen wurden 4 h lang bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend wurde das Medium 

vorsichtig abgesaugt und 2 ml frisches, vorgewärmtes Medium hinzugefügt. 24 Stunden später wurden 

die HEK293T-Zellen jeweils mit 1 ml, 4 °C kalten PBS gewaschen und anschließend in 400 μl 1xSDS-

Probenpuffer mit einem Zellschaber geerntet.  

2.2.2.6 Präparation der Lentiviren  

Verwendete Chemikalien:  

• Vektoren: FUGW-Leervektor, FUGW-DHPS, FUGWH1-DHPS-shRNA, FUGWH1-scrambled-

shRNA, pCMV-VSV.G (Addgen), psPAX2 (Addgen)  

• Lösung A: 500 mM CaCl2 in ddH20  

• Lösung B: 140 mM NaCl, 50 mM HEPES, 1,5 mM Na2PO4 in ddH20 
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• DMEM3+: DMEM, 10 % oder 4 % (v/v) FBS, 100 U/ml Penicillin, 100 μg/ml Streptomycin, 2 mM 

L-Glutamin (alle Gibco) 

• DMEM2+: DMEM, 100 U/ml Penicillin, 100 μg/ml Streptomycin, 2 mM L-Glutamin (alle Gibco) 

• NB+: Neurobasal
TM

, 1x B27, 0,8 mM L-Glutamin (alle Gibco)  

• Corningâ 250 ml Vakuum Filter/ Vorratsflaschensystem, 0,45 µm Pore 19,6 cm² CA-Membran 

Das Design der knock-down- und Überexpressionskonstrukte erfolgte durch Klonierung 

entsprechender RNA-Fragmente in den von Lois et al. beschriebenen Vektor FUGW und den FUGWH1 

Vektor [123, 124]. Diese Schritte wurden von M.Sc. Natalia Waal durchgeführt.  

Zur Generierung der Viren fand eine transiente Transfektion von HEK293T-Zellen mittels 

Calciumphosphat Methode unter S2 Sicherheitsbedingungen statt [125, 126]. Dabei wurden die 

Transfervektoren zusammen mit den Helferplasmiden für die Virushülle psPAX2 und pVSVg in einer 

Ratio von 28,6 μg/14,3 μg/7,14 μg zu 3 ml Lösung A hinzugegeben. Diese wurde tropfenweise zu 3 ml 

Lösung B hinzugeben, kurz mittels Vortex gemischt und für eine min inkubiert. 1 ml der Lösung wurde 

auf die HEK293T-Zellen einer 75 cm2 Flasche getröpfelt und für 6-8 h inkubiert. Der Mediumwechsel 

erfolgte mit 10 %igem (v/v) FBS in DMEM3+. Pro Ansatz und Konstrukt wurden 5 Flaschen transfiziert. 

Am folgenden Tag wurden 7 ml des Mediums durch 5 ml DMEM2+ ersetzt. 24 Stunden später wurde 

für die erste Ernte das Medium entnommen und bei 1000 x g für 10 min zentrifugiert und der 

Überstand bei 4 °C gelagert. 8 ml 4 %iges (v/v) FBS in DMEM3+ wurden wieder zu den Zellen gegeben. 

Für die zweite Ernte wurde das Medium am nächsten Tag erneut abgenommen und für 10 min bei 

1000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde gemeinsam mit dem vom Vortag durch eine 0,45 µm 

Membran filtriert und anschließend bei 75000 x g bei 4 °C für 2 h zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen und die Viren mit 50 µl NB+ für 40 min bei 300 rpm resuspendiert. Die Virensuspension 

wurde aliquotiert und bei - 80 °C gelagert.  

Die Bestimmung des Virustiters erfolgte mittels HEK293T-Zellen in einer 96-Well-Platte. Die Virus- 

enthaltende Stocklösung wurden zu einem Titer von 10-3 bis 10-9 in DMEM3+ verdünnt. Von den 

jeweiligen Verdünnungen wurde zur Dreifachbestimmung jeweils 10 µl pro Well zu den Zellen 

gegeben. Am nächsten Tag folgte ein Mediumwechsel mit 200 µl DMEM3+ und weitere 24 h später 

wurden die GFP-positiven (infizierten) HEK293T-Zellen ausgezählt. Die Berechnung der 

Viruskonzentration erfolgte anhand folgender Formel: 

𝐺𝐹𝑃	𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑣𝑒	𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 ∗ 𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔
10	𝜇𝑙

		=	 𝑉𝑖𝑟𝑢𝑠 𝜇𝑙	𝑆𝑡𝑜𝑐𝑘𝑙ö𝑠𝑢𝑛𝑔=  
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2.2.2.7  Infektion neuraler Primärkulturen mit Lentiviren  

Die primären kortikalen Zellkulturen wurden an DIV 3 infiziert. Dafür wurde eine Verdünnung von       

10-3 von jedem Konstrukt hergestellt. 10 µl dieser Verdünnung wurden mit 490 µl frischem NB+ 

Medium vermengt. Von den Neuronen wurden 500 μl des konditionierten Mediums abgenommen und 

aufbewahrt. Die 500 μl der Virusverdünnung wurden zu den Zellen geben. Somit bestand 

schlussendlich eine Verdünnung von 10-5. Bei einem Virustiter von ca. 4.000.000/µl entsprach dies bei 

40.000 Zellen pro Well einer Multiplicity of Infection (MOI) von 10. 24 h später wurde das komplette 

Medium abgenommen und 500 µl des konditionierten Mediums und 500 µl frisches Medium zu jedem 

Well hinzugegeben. An DIV 21 wurden die Zellen für die Immunfluoreszenzfärbung fixiert. Für die 

Expressionsanalyse der DHPS wurden die Zellen mit 1 ml, 4 °C kalten PBS gewaschen und anschließend 

mit 80 μl 1xSDS-Probenpuffer mit einem Zellschaber geerntet. Eine erfolgreiche Transduktion war an 

einem positiven GFP-Signal erkennbar.  

2.2.3 Biochemische Methoden 

2.2.3.1 Amidoschwarz Proteinbestimmung  

Verwendete Chemikalien:  

• Referenzstandard: 0,5 mg/ml Bovines Serum Albumin (BSA, Carl Roth, cat. no. 8076.5) 

• Färbelösung: 1,44 % (w/v) Amidoschwarz in Waschlösung  

• Waschlösung: 90 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsäure 

• 0,1 M NaOH 

Die Proteinmenge der verwendeten Proben wurde mit Hilfe des Amidoschwarz-Assays bestimmt [127]. 

Zur Bestimmung der Eichkurve wurde in Dreifachbestimmung die Referenzlösung entsprechend 

Tabelle 2.4 in eine 96-Well-Platte (Eppendorf AG, Kat. Nr.: 951040005) pipettiert. 2 µl oder 5 µl der 

Proben wurden mit 98 µl oder 95 µl Roth-Wasser als Triplett aufgetragen. Anschließend wurde zu 

jedem Well 200 µl Amidoschwarzlösung hinzugefügt. Nach zehnminütiger Inkubation bei RT wurde die 

Well-Platte für 10 min bei 3200 g zentrifugiert (Eppendorf AG, Zentrifuge 5810R). Die überstehende 

Amidoschwarzlösung wurde abgegossen und das Pellet mit 300 µl Methanol-Essigsäure gewaschen. 

Die Zentrifugation und Waschschritte wurden noch einmal wiederholt. Das entstandene Pellet wurde 

für 30 min bei 37 °C getrocknet und dann unter Schütteln mit 300 µl 0,1 M NaOH resuspendiert. 

Anschließend folgte eine photometrische Absorptions-Messung bei einer Wellenlänge von 620 nm mit 

dem Photometer Infinite F50 (Tecan). Die Absorptionsstärke wurde mit der BSA-Eichkurve verglichen, 

um den Proteingehalt zu ermitteln und mit Magellan (Tecan, Version 2.0) dargestellt. Aus der 

Dreifachbestimmung wurde ein Mittelwert berechnet.  
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Tabelle 2.4: Pippetierschema des BSA-Standards 

Reihe Stammlösung 

in µl 

Roth-Wasser in 

µl 

BSA in µg 

A 0 100 0 

B 4 96 2 

C 8 92 4 

D 16 84 8 

E 24 76 12 

F 32 68 16 

G 40 60 20 

 

2.2.3.2 SDS-Page und Western Blot  

Verwendete Chemikalien:  

• 1 x Elektrophorese-Puffer: 25 mM Tris pH 8,3, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS  

• 1 x SDS-Puffer: 0,25 % (w/v) SDS, 10 % (v/v) Glycerol, 5 % (v/v) β-Mercaptoethanol, 62,5 mM 

Tris pH 6,8, 0,001 % Bromphenolblau  

• Marker: PageRuler (Fermentas),  

• 1 x Western-Blot-Puffer: 25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 0,02 % (w/v) SDS  

• PonceauS-Färbelösung: 5 % (w/v) PonceauS, 3 % (v/v) Essigsäure  

• 1 x TBS: 20 mM Tris-Base, 0,8 % (w/v) NaCl  

• 1 x TBS-T: 20 mM Tris-Base, 0,8 % (w/v) NaCl, 0,1 % (v/v) Tween-20  

• 1 x TBS-A: 20 mM Tris-Base, 0,8 % (w/v) NaCl, 0,02 % (w/v) Na-Azid  

• 5 % (w/v) Trockenmilch in TBS/ TBS-T  

• Nitrozellulosemembran (Protran BA85, 0,22 µm, Li-Cor Biosciences, Kat.Nr.: 926-31092)  

• ECL PierceTMDetektionslösung, PierceTMSuperSignal West Femto (ThermoFisher Scientific) 

Zur Auftrennung der Proteine nach ihrer Größe wurde eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach 

Laemmli durchgeführt [128]. Entsprechend der Tabelle wurden die Tris-Glycin-Gele mit einem 

Gradienten von 5-20 % Acrylamid hergestellt. Die Gele wurden in die Elektrophoresekammer 

eingespannt, mit Elektrophoresepuffer geflutet und mit 30 µg Protein pro Spur beladen. Bei einer 

konstanten Stromstärke von 12 mA pro Gel wurden die Proteine entsprechend ihrer molekularen 

Größe separiert.  

 

Um die Proteine für eine Immundetektion zugänglich zu machen, wurden sie auf eine 

Nitrozellulosemembran übertragen [129]. Dafür wurden die Gele im Sandwich-Verfahren mit 
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Filterpapier und Schwamm umschichtet und in die mit Western-Blot-Puffer befüllten Kammern 

gehängt. Der Proteintransfer wurde für 90 min bei 200 mA und einer konstanten Temperatur von 4 °C 

durchgeführt. Anschließend wurden die Membranen zur Proteinvisualisierung für 10 min mit Ponceau-

Lösung gefärbt. Die Farbreste wurden durch mehrmaliges Waschen mit ddH2O entfernt. Um 

unspezifische Bindungen der Antikörper zu vermeiden, erfolgte eine vorherige Blockierung mittels 5 % 

fettfreier Trockenmilch in TBS bei RT für eine Stunde. Nach zweimaligem Waschen mit TBS, wurden 

die primären Antikörper (1:2000 in TBS-T) über Nacht bei 4 °C unter ständigem Schütteln inkubiert. 

Am folgenden Tag wurden die Membranen 10 min mit 1xTBS, 10 min mit 1xTBS-T, 5 min mit 1xTBS-T 

und 5 min mit 1xTBS gewaschen. Der entsprechende HRP-konjugierte sekundäre Antikörper (1:7500 

in 5 % Milch in TBS-T) wurde für zwei Stunden bei RT unter ständigem Schütteln inkubiert. 

Anschließend erfolgte das gleiche Waschschema erneut.  

 

Die Membranen wurden mit den Detektionslösungen ECL und Femto gemäß den Anweisungen des 

Herstellers entwickelt. Schließlich wurde die Chemilumineszenz mit dem Odyssey Fc-Lumineszenz-

Detektor (LI-COR® Biosciences GmbH, Modell: 2800) erfasst, wobei die Belichtungszeit für die Proteine 

auf 10 min und für das als Kontrolle verwendete b-Actin oder b-Tubulin auf 5 min eingestellt wurde. 

Die Quantifizierung der Chemilumineszenz-Intensitäten erfolgte mit der Image Studio Lite Software 

(LI-COR® Biosciences GmbH, Version 5.2.5). Die detektierten Proteinbanden wurden markiert und 

deren Graustufenwert ermittelt. Die Probensignale wurden auf die korrespondierenden b-Actin oder 

b-Tubulin Signale normiert und der relative Prozentwert der Signale in Bezug auf die Kontrolle 

ermittelt.  

Tabelle 2.5: Zusammensetzung 5-20 % Polyacrylamid-Tris-Glycin Gradienten-Gele 

Bestandteil Sammelgel in ml Trenngel 20% in ml Trenngel 5% in ml 

1,8 M Tris-HCl, pH 8.8 - 6,84  6,84  

0,5 M Tris-HCl, pH 6.8 9 - - 

ddH20 11,88  1,392  18,94  

87 % Glycerol 8,28 7,2  1,8  

40 % (v/v) Acrylamid + 

0,8% (w/v) Bis-Acrylamid 

- 16,2 4,056 

Acrylamid 30 % 

Rotiphorese® Gel 30 

5,76  - - 

0,2 M EDTA 0,360  0,3168  0,3168  

10 % SDS 0,360  0,3168  0,3168  

TEMED 0,0273 0,0216 0,0216 
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Bestandteil Sammelgel in ml Trenngel 20% in ml Trenngel 5% in ml 

APS 0,2223 0,072 0,1152 

0,8 % Bromphenolblau - 0,150 - 

0,5 % Phenolrot  0,175 - - 

 

2.2.4 Bildgebung  

Die Bilder der Neurone für die Sholl-Analyse wurden unter Verwendung des Objektivs HC PL Apo 

20x/0.80 WD 0.4mm eines Leica DM6 B Fluoreszenzmikroskops mit einer Leica DFC7000 GT 

Farbkamera erstellt.  

 

Für die Quantifizierung der Prä- und Postsynapsen wurden große, vereinzelte Neurone mit einem gut 

erkennbaren primären Dendriten, der nicht von anderen Dendriten überlagert wurde, aufgenommen. 

Dafür wurde ein konfokales Mikroskop Axioplan 2 imaging (Carl-Zeiss Jena) Objektiv EC Plan Neofluar 

63x/1.40 Oil DIC M27 (AA=0.19mm) genutzt. Die serielle Aufnahme zwischen den x- und y-Achsen 

ausdehnenden konfokalen Ebenen in der z-Achse bezeichnet man als z-Stack. Diese ermöglicht die 

Sammlung dreidimensionaler Informationen über das Untersuchungsobjekt [130]. Die z-Stack-Bilder 

wurden mit der CCD-Kamera Spot RT und der Software ZEN 2012 SP5 FP1 (schwarz) (Carl-Zeiss Jena, 

Version 14.0.9.201) erstellt. 

 

Die Wellenlänge der Exzitation wurde entsprechend der verwendeten Fluorophore gewählt. Innerhalb 

eines Experiments wurden die Parameter des Aufnahmemodus beibehalten, um Vergleichbarkeit zu 

gewährleisten. Für jede Kondition wurden 20-30 Bilder generiert mit jeweils 5-10 Bildern pro Coverslip, 

wovon 15 Bilder analysiert wurden.  

2.2.5 Bildanalysen  

2.2.5.1 Sholl-Analyse  

Für die Analyse der Intersektionen der Neurone (Sholl-Analyse) wurden FIJI und das Plugin Simple 

Neurite Tracer (SNT) verwendet [131–133]. Die Bilder der MAP 2 Färbung wurden auf 8 Bit reduziert 

und dann die Funktion Sholl-Analyse angewendet. Die Software legt dabei vom Zellkern bis zum 

längsten Dendriten Ringe im Abstand von 10 μm über das Neuron. Somit kann die Anzahl der 

Schnittpunkte mit den Ringen und der Abstand vom Zellkern ermittelt werden (siehe Abbildung 2.1). 
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Abbildung 2.1: Darstellung der Sholl-Maske 

Die Quantifizierung kann durch Überlagerung einer Reihe konzentrischer Kreise mit stetig zunehmendem Radius 

um das Soma des Neurons vorgenommen werden. Erstellt mit BioRender.com 

2.2.5.2 Quantifizierung der Prä- und Postsynapsen  

Für die Analyse der Prä- und Postsynapsen wurde das Program FIJI mit dem Plugin SynQuantVid von 

Wang et al. verwendet [134]. Die Bilder der MAP 2, Homer 1 und Synaptophysin 1 Färbung wurden in 

8 Bit konvertiert. Es wurde ein Rechteck erstellt und über den primären Dendriten der MAP 2 Färbung 

gelegt.  Mit dem Befehl „Restore Selection“ wurde das Rechteck in der gleichen Position auf die Bilder, 

der Homer 1 und Synaptophysin 1 Färbung gelegt. Anschließend wurde das Plugin SynQuantVid 

angewendet, welches Anzahl, Größe und Intensität der Punkte in der prä- und postsynaptischen 

Färbung zählt. Somit konnten die Anzahl, Größe und Intensität der Prä-und Postsynapsen sowie eine 

Co-Lokalisation von beiden quantifiziert werden. Für jedes Experiment wurde derselbe Schwellenwert 

verwendet, um Vergleichbarkeit zu gewährleisten.  

2.2.6  Statistik  

Die Daten wurden mit GraphPad Prism Version 8 (GraphPad Inc., USA) statistisch ausgewertet. Die 

Auswertung der Sholl-Analysen erfolgte mittels Two-Way ANOVA Varianzanalyse und anschließendem 

Turkey-Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest. Für die Analyse der prä- und postsynaptischen Signale 

wurde eine One-Way ANOVA Varianzanalyse gefolgt von einem Tukey-Post-Hoc-

Mehrfachvergleichstest durchgeführt [135]. Für die Auswertung der Western-Blots wurde ein 

ungepaarter t-Test nach Student zwischen gleichen Konzentrationen verwendet [136]. Alle Daten 

wurden als Mittelwert ± Standardfehler dargestellt. Ein p-Wert von <0.05 galt in allen 

Quantifizierungen als signifikant (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001), wie im 

Detail in den Legenden der Abbildungen im Abschnitt Ergebnisse angegeben. 
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3 Ergebnisse  
Ziel der Arbeit war es den Einfluss Spermidins auf die Morphologie der Dendriten sowie die Architektur 

der Synapsen kortikaler Primärkulturen unterschiedlichen Alters festzustellen. Zudem wurde der 

Einfluss des für die Hypusinierung des eIF5A notwendigen Enzyms DHPS auf die Morphologie der 

Dendriten und Synapsen an kortikalen Primärkulturen der Ratte untersucht. Somit teilt sich die Arbeit 

in zwei Experimentreihen. Zum einen die morphologische Charakterisierung altersabhängiger 

Veränderungen von Neuronen kortikaler Primärkulturen der Ratte und deren Beeinflussung durch 

Spermidin-Supplementierung und zum anderen die morphologische Analyse kortikaler Primärneurone 

in vitro nach lentiviraler Überexpression oder knock-down der DHPS einem essentiellen Enzym der 

Hypusinierung des eukaryotischen Elongationsfaktors eIF5A.  

3.1 Morphologische Charakterisierung altersabhängiger Veränderungen von 
Neuronen kortikaler Primärkulturen der Ratte und deren Beeinflussung 
durch Spermidin-Supplementierung 

3.1.1 Sholl-Analyse alternder Neurone in vitro 

Zu Beginn wurden die morphologischen Veränderungen der Neurone im Laufe der Alterung in vitro 

analysiert. Zur Bestimmung der Anzahl an dendritischen Verzweigungen wurde die seit 1953 etablierte 

Sholl-Analyse (siehe Kapitel 2.2.5.1) verwendet [132]. Es wurden drei Zeitpunkte berücksichtigt: DIV 

21, 42 und 84. Sie stellen den Unterschied zwischen jungen erwachsenen (DIV 21), älteren 

erwachsenen (DIV 42) und sehr alten Neuronen (DIV 84) dar. 

 

Wie in Abbildung 3.1 zu sehen ist, nahm die dendritische Arborisierung im Zuge des Alterungsprozesses 

ab. Zwischen den DIV 21 und DIV 42 primären neuralen Zellkulturen ist eine Reduktion der 

Schnittpunkte mit der Schollmaske bei den DIV 42 Neuronen sichtbar (siehe Abbildung 3.1 C). Bei den 

DIV 84 Neuronen lagen im Vergleich zu den Neuronen der DIV 42 und 21 Gruppen deutlich weniger 

Dendritenverzweigungen in Proximität zum Soma vor (vgl. Abbildung 3.1 D, E). Interessanterweise 

wiesen die Neuronen bei DIV 84 ab einer Entfernung von ca. 100 µm vom Soma eine stärkere 

Arborisierung der Dendriten in Kontrast zu den DIV 21 und DIV 42 Gruppen auf (siehe Abbildung 3.1 

D, E).  
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Abbildung 3.1: Alternde Neurone in vitro verlieren ihre morphologische Komplexität 

Morphologie MAP 2-gefärbter Neurone kortikaler Primärkulturen zu den Zeitpunkten DIV 21, DIV 42 und DIV 84. 

Maßstab: 100 μm (A). Zusammenfassende quantitative Darstellung der Sholl-Analyse aller untersuchter 

Altersgruppen (B) und detaillierter Vergleich der Sholl-Analyse einzelner Altersgruppen untereinander (C-E). Die 

statistische Analyse wurde mittels Two-Way ANOVA und anschließendem Tukey-Post-Hoc-

Mehrfachvergleichstest durchgeführt (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001, pro Kondition 3 

unabhängige Experimente mit jeweils 15 analysierten Zellen). 

3.1.2 Sholl-Analyse der Neurone unterschiedlicher Altersgruppen in vitro nach 
Spermidin-Applikation  

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Sholl-Analysen von Neuronen aus kortikalen 

Primärkulturen der Ratte im Alter von DIV 21, DIV 42 und DIV 84 nach einer 50 µM Spermidin-

Behandlung für 24 h oder 48 h dargestellt.  
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Wie in Abbildung 3.2 zu sehen ist, führte eine externe Spermidinzufuhr von 50 µM für 24 h oder 48 h 

bei jungen (DIV 21) primären neuralen Zellkulturen zu keiner signifikanten Veränderung der 

dendritischen Architektur.  

 

Abbildung 3.2: Spermidin-Supplementierung führt zu keinen signifikanten Veränderungen in der 
Morphologie von jungen (DIV21) Primärneuronen in vitro 

Kortikale Primärneurone der Ratte wurden zu DIV 21 für 24 h oder 48 h mit 50 µM Spermidin (SPM) 

supplementiert, anschließend mit MAP 2 gefärbt und mittels Sholl-Analyse morphologisch charakterisiert. 

Maßstab: 100 μm (A). Dargestellt ist eine Übersicht der Sholl-Analysen aller Konditionen (B) sowie eine 

Detailanalyse der einzelnen Konditionen (C-E). Die Daten sind als Mittelwert ± Standardfehler angegeben. Die 

statistische Analyse wurde mittels Two-Way ANOVA und anschließendem Tukey-Post-Hoc-

Mehrfachvergleichstest durchgeführt (pro Kondition 3 unabhängige Experimente mit jeweils 15 analysierten 

Zellen).  

Die Spermidin-Supplementierung für 24 h führte bei mittelalten (DIV 42) kortikalen Primärneuronen 

der Ratte ebenfalls zu keinen signifikanten Veränderungen in der Sholl-Analyse (siehe Abbildung 3.3 

C). Bemerkenswert ist im Gegensatz dazu die Reduktion der dendritischen Verzweigungen nach 48 h 
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Spermidin-Behandlung. Insbesondere die Anzahl der Schnittpunkte mit der Sholl-Maske waren in einer 

Entfernung von 40-100 µm vom Soma signifikant verringert (siehe Abbildung 3.3 D,E).  

 

Abbildung 3.3: Morphologische Veränderungen neuronaler Zellen nach Spermidin-
Supplementierung von mittelalten (DIV42) Primärkulturen 

Darstellung MAP 2 gefärbter primärer neuronaler Rattenkulturen (DIV 42) nach Behandlung mit Spermidin (SPM) 

für 24 h oder 48 h. Maßstab: 100 μm (A). Eine Gesamtübersicht der Sholl-Analysen von 42 Tage alten Neuronen 

ist in B dargestellt, vergleichende Einzelanalysen in C-E. Beachte: Neurone die für 48 h mit Spermidin in einer 

Konzentration von 50 μM behandelt wurden, wiesen signifikant weniger Schnittpunkte mit der Sholl-Maske auf 

als unbehandelte oder nur für 24 h mit Spermidin behandelte Neuronen (D,E). Die Daten sind als Mittelwert ± 

Standardfehler angegeben. Die statistische Analyse wurde mittels Two-Way ANOVA und anschließendem Tukey-

Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest durchgeführt (*P < 0.05, ***P < 0.001, ****P < 0.0001, pro Kondition 3 

unabhängige Experimente mit jeweils 15 analysierten Zellen). 

Eine Spermidin-Supplementierung für 24 h führte bei DIV 84 Neuronen zu einem deutlichen Anstieg 

an Schnittpunkten mit der Schollmaske, was auf eine höhere Anzahl dendritischer Verzweigungen 
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sowie ein gesteigertes dendritisches Wachstum schließen lässt (siehe Abbildung 3.4 A, C). Die Anzahl 

der Dendritenverzweigungen nahm insbesondere in Proximität zum Soma zu. Diese Veränderung war 

bei Neuronen, welche für 48 h in mit Spermidin angereichertem Medium wuchsen, nicht sichtbar, was 

einen temporären Effekt vermuten lässt. In Abbildung 3.4 A ist eine repräsentative Aufnahme eines 

für 24 h mit Spermidin behandelten Neurons dargestellt. Zu sehen sind vermehrte primäre Dendriten, 

d. h. Dendriten die direkt dem Soma entspringen und eine größere Anzahl dendritischer 

Verzweigungen [137].  

 

Abbildung 3.4: Spermidin-Supplementierung für 24 h führt zu mehr dendritischen Verzweigungen 
bei älteren Neuronen (DIV84) 

MAP 2-Färbung älterer Primärneurone (DIV 84) 24 h und 48 h nach Spermidin-Supplementierung. Maßstab: 100 

μm (A). Übersichtsdarstellung (B) und Einzellauswertungen (C-E) der Sholl-Analysen. Bemerke: 24 h Spermidin-

Supplementierung führte zu einer signifikanten Steigerung der neuronalen Komplexität. Daten sind als 

Mittelwert ± Standardfehler angegeben. Die statistische Analyse wurde mittels Two-Way ANOVA und 

anschließendem Tukey-Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest durchgeführt (*P < 0.05, ****P < 0.0001, pro Kondition 

3 unabhängige Experimente mit jeweils 15 analysierten Zellen). 

DIV 84, 48h 50 !M SPMDIV 84, 24h 50 !M SPMDIV 84, unbehandelt

B

A

C

ED
0 200 400 600

0

5

10

15

20

25

Abstand vom Soma in µm

An
za

hl
 d

er
 S

ch
ni

ttp
un

kt
e DIV 84, unbehandelt

DIV 84, 24h 50µM SPM

DIV 84, 48h 50µM SPM

0 200 400 600
0

5

10

15

20

25

Abstand vom Soma in µm

An
za

hl
 d

er
 S

ch
ni

ttp
un

kt
e DIV 84, unbehandelt

DIV 84, 24h 50µM SPM

✱✱✱✱

0 200 400 600
0

5

10

15

20

25

Abstand vom Soma in µm

An
za

hl
 d

er
 S

ch
ni

ttp
un

kt
e DIV 84, unbehandelt

DIV 84, 48h 50µM SPM

✱✱✱✱

✱

0 200 400 600
0

5

10

15

20

25

Abstand vom Soma in µm

An
za

hl
 d

er
 S

ch
ni

ttp
un

kt
e DIV 84, 24h 50µM SPM

DIV 84, 48h 50µM SPM

✱✱✱✱

✱



 

 28 

Abbildung 3.5 stellt die Ergebnisse der Sholl-Analysen der jungen unbehandelten Neurone gegenüber 

den alten unbehandelten und alten für 24 h mit 50 µM Spermidin behandelten Neurone gemeinsam 

dar. Aus Abbildung 3.5 A wird deutlich, dass eine 50 µM Spermidin-Supplementierung für 24 h bei DIV 

84 Neuronen zu einem vermehrten dendritischen Wachstum führte. Ihr Erscheinungsbild näherte sich 

den jungen unbehandelten Neuronen an. Wobei die Spermidinzufuhr für 24 h bei DIV 84 Neuronen 

sogar zu mehr Intersektionen in Somanähe (bis 220 µm) führte, als die jungen unbehandelten 

Neuronen aufwiesen (siehe Abbildung 3.5 B). Die Verabreichung von Spermidin für 24 h stellte die 

dendritische Architektur der gealterten Kulturen wieder auf die in jungen Kulturen beobachtete, 

komplexere Morphologie zurück. 

 
Abbildung 3.5: Rejuvinationseffekt bei gealterten Primärneuronen in vitro, 24 h nach Spermidin-
Supplementierung  

Gemeinsame Darstellung der Morphologie MAP 2-gefärbter Neurone unbehandelter kortikaler Primärkulturen 

zu den Zeitpunkten DIV 21 und DIV 84 zusammen mit den DIV 84 Neuronen nach 24 h Spermidin-

Supplementierung (A). Für 24 h mit 50 µM Spermidin behandelte alte Neuronen (DIV 84) wiesen einen Anstieg 

der dendritischen Intersektion auf, der die Werte der jungen Neuronen übertraf. Die statistische Analyse wurde 

mittels Two-Way ANOVA und anschließendem Tukey-Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest durchgeführt (***P < 

0.001, pro Kondition 3 unabhängige Experimente mit jeweils 15 analysierten Zellen). 

3.1.3 Analyse der Dendritenlänge Spermidin-behandelter Neurone 
unterschiedlicher Altersgruppen in vitro 

Anschließend wurde die maximale Länge der Dendriten bestimmt. Hier zeigte sich ein Unterschied 

zwischen den Altersgruppen. Die Dendriten der DIV 84 Neurone waren signifikant länger als die 

Dendriten der jüngeren (DIV 21) Neurone. Auch die Dendriten der mittelalten Neuronen (DIV 42) 

waren tendenziell länger als die der DIV 21 Neuronen (DIV 21, unbehandelt vs. DIV 42, unbehandelt 

p= 0,0515; siehe Abbildung 3.6 A). Ein 50 μM Spermidin-Anreicherung des Mediums für 24 h oder 48 

h führte in keiner der Altersgruppen (DIV 21, DIV 42, DIV 84) zu einer Veränderung der maximalen 

Dendritenlänge (siehe Abbildung 3.6 B-C).  

A B

0 200 400 600
0

5

10

15

20

25

Abstand vom Soma in µm

An
za

hl
 d

er
 S

ch
ni

ttp
un

kt
e

DIV 21, unbehandelt

DIV 84, unbehandelt
DIV 84, 24h 50µM SPM

0 200 400 600
0

5

10

15

20

25

Abstand vom Soma in µm

An
za

hl
 d

er
 S

ch
ni

ttp
un

kt
e

DIV 21, unbehandelt

✱✱✱✱

DIV 84, 24h 50µM SPM



 

 29 

 

Abbildung 3.6: Die Dendritenlänge von Primärneuronen in vitro nimmt altersabhängig zu und wird 
durch Applikation von Spermidin nicht beeinflusst 

Unbehandelte und für 24 h oder 48 h mit 50 µM Spermidin behandelte Neurone unterschiedlichen Alters (DIV 

21, 42, 84) von kortikalen Primärkulturen der Ratte wurden mit MAP 2 gefärbt und die durchschnittliche 

Dendritenlänge bestimmt (A). Spermidin-Behandlung für 24 h oder 48 h führte zu keiner signifikanten 

Veränderung der Dendritenlänge in allen drei Altersgruppen (B, C, D). Die Daten sind als Mittelwert ± 

Standardfehler angegeben. Die statistische Analyse wurde mittels One-Way ANOVA und anschließendem Tukey-

Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest durchgeführt (***P < 0.001, pro Kondition 3 unabhängige Experimente mit 

jeweils 15 analysierten Zellen). 

3.1.4 Analyse prä- und postsynaptischer Proteinmarker alternder Neurone in 
vitro 

Der Alterungsprozess führt auch zu multiplen Veränderungen der synaptischen Architektur, wie 

bereits ausführlich in Kapitel 1.5.1.1 beschrieben wurde. Aus vorherigen Arbeiten ging hervor, dass  

Spermidin vor synaptischer Alterung schützt [138]. Ziel dieser Arbeit war es, strukturelle 

Veränderungen der Prä- und Postsynapsen in Hinsicht auf Anzahl, Größe und Intensität der 

Fluoreszenzsignale zu quantifizieren. Die Co-Lokalisation eines prä- und eines postsynaptischen Signals 

wurde hierbei als funktionelle Synapse gewertet. Zur Identifizierung der Präsynapse wurde 

Synaptophysin 1 (Syphy 1) verwendet. Es ist ein integrales Membranprotein der synaptischen Vesikel 

und gilt als spezifischer und empfindlicher Marker für präsynaptische Endigungen [139, 140]. Die 

Postsynapse wurde durch einen primären Antikörper gegen Homer 1 detektiert. Homer 1 ist in 

postsynaptischen Strukturen exzitatorischer Neurone konzentriert [141, 142].  

 

A

C

B

D

0

200

400

600

G
es

am
tlä

ng
e 

de
r D

en
dr

ite
n 

in
 µ

m ✱✱✱

DIV 21, unbehandelt

DIV 42, unbehandelt

DIV 84, unbehandelt

0

200

400

600

G
es

am
tlä

ng
e 

de
r D

en
dr

ite
n 

in
 µ

m

DIV 21, unbehandelt

DIV 21, 24h 50 µM SPM

DIV 21, 48h 50 µM SPM

0

200

400

600

G
es

am
tlä

ng
e 

de
r D

en
dr

ite
n 

in
 µ

m

DIV 42, unbehandelt

DIV 42, 24h 50 µM SPM

DIV 42, 48h 50 µM SPM

0

200

400

600

G
es

am
tlä

ng
e 

de
r D

en
dr

ite
n 

in
 µ

m

DIV 84, unbehandelt

DIV 84, 24h 50 µM SPM

DIV 84, 48h 50 µM SPM



 

 30 

In Abbildung 3.7 ist eine Aufnahme eines mit MAP 2 (blau), Syphy 1 (rot) und Homer 1 (grün) co-

immungefärbten Neurons nach Behandlung mit Spermidin für 24 h dargestellt. Ein Abschnitt des 

primären Dendriten wurde für die Analyse der synaptischen Struktur ausgewählt.  

 

Abbildung 3.7: Exemplarische Darstellung eines DIV 84 alten, für 24 h mit Spermidin behandelten 
Neurons  

Aufnahme eines mit MAP 2 (blau), Syphy 1 (rot) und Homer 1 (grün) gefärbten Neurons (DIV 84) einer primären 

neuronalen Zellkultur der Ratte, welches für 24 h mit 50 µM Spermidin behandelt wurde. Aus den Bildern wurde 

ein Abschnitt des primären Dendriten vergrößert. Die einzelnen Färbungen zur Darstellung der Prä- und 

Postsynapse wurden mit der MAP 2 Färbung kombiniert. Maßstab: 20 μm.  

In Abbildung 3.8 sind die Signale der synaptischen Marker Syphy 1 und Homer 1 primärer Dendriten 

kortikaler Primärkulturen der Ratte unterschiedlichen Alters (DIV 21, 42, 84) dargestellt. Es wurden die 

Anzahl, Größe und die Intensität der Signale gemessen. Eine funktionelle Synapse bestand bei einer 

Co-Lokalisation beider Marker [143, 144]. In gealterten Zellen (DIV 84) nahm die Intensität des 

präsynaptischen Markers Syphy 1 deutlich zu (vgl. Abbildung 3.8 E). Darüber hinaus waren die Anzahl 

der Syphy 1 Signale in den alten Neuronen tendenziell erhöht (DIV 42 unbehandelt vs. DIV 84 

unbehandelt p= 0,0781; siehe Abbildung 3.8 C). Gleichzeitig nahm auch die Größe des Homer 1 Signals 

bei den alten Zellen (DIV 84) im Vergleich zu den beiden jüngeren Gruppen zu (siehe Abbildung 3.8 G).  

DIV 84, 24h SPM
Map 2                               Syphy 1                          Homer 1                             Merge  

DIV 84, 24h SPM
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Abbildung 3.8: Altersabhängige Veränderung der synaptischen Morphologie in kortikalen 
Primärneuronen 

Primäre neuronale Zellkulturen der Ratte zu den Zeitpunkten DIV 21, 42, 84 wurden mit Syphy 1 (rot) als 

präsynaptischen Marker und Homer 1 (grün) als postsynaptischer Marker gefärbt. Repräsentative Aufnahmen 

neuronaler primärer Dendriten (MAP 2; blau), Maßstab: 20 μm (B). Quantifiziert wurden die Anzahl, Größe und 

Intensität der Signale (A, C-H). Eine Co-Lokalisation von Syphy 1 und Homer 1 Signalen wurde als funktionelle 

Synapse gewertet (A). Bemerke: die Intensität des Syphy 1 Signals und die Größe des Homer 1 Signals war bei 

den 84 Tage alten Neuronen im Vergleich zu Neuronen bei DIV 21 und DIV 40 signifikant erhöht (E, G). Die Daten 

sind als Mittelwert ± Standardfehler angegeben. Die statistische Analyse wurde mittels One-Way ANOVA und 

anschließendem Tukey-Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest durchgeführt (*P < 0.05, ***P < 0.001, ****P < 0.0001, 

pro Kondition 3 unabhängige Experimente mit jeweils 15 analysierten Zellen). 
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3.1.5 Analyse prä- und postsynaptischer Signale Spermidin-behandelter 
Neurone unterschiedlicher Altersstufen in vitro 

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Quantifizierung der Prä- und Postsynapsen von 

Neuronen aus kortikalen Primärkulturen der Ratte unterschiedlichen Alters nach einer 50 µM 

Spermidin-Behandlung für 24 h oder 48 h dargestellt. Wie im vorherigen Abschnitt wurden die 

Zeitpunkte DIV 21, 42 und 84 für den Behandlungsbeginn gewählt. Sie repräsentieren junge 

erwachsene, ältere erwachsene und sehr alte Neurone.  

 

Bei den am Zeitpunkt DIV 21 fixierten Neuronen führte eine Spermidin-Supplementierung zu keinen 

signifikanten Veränderungen. Einzig in der Intensität des Syphy 1 Signals fand sich eine signifikante 

Reduktion bei der für 48 h behandelten Gruppe (siehe Abbildung 3.9 E). Da die Intensität der Signale 

stark vom Färbeprozess abhängt, ist es hier interessant dezidiert die einzelnen Replikate zu 

analysieren. So zeigten die Zellen zweier biologischer Replikate eine deutliche Reduktion der Intensität, 

während die Neurone eines biologischen Replikates keine Minderungen der Intensität aufwiesen 

(Daten nicht gezeigt). Hier wäre zur besseren Beurteilung der Veränderung eine Erhöhung der 

biologischen Replikate sinnvoll. Dies konnte aus Zeitgründen innerhalb dieser Dissertation nicht 

realisiert werden. Im Fall des Homer 1 Signals ist eine Tendenz zu einer Größenzunahme bei den für 

48 h behandelten Zellen sichtbar (DIV 21, unbehandelt vs. DIV 21, 48 h 50 µM SPM p = 0,1085; siehe 

Abbildung 3.9 G).   
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Abbildung 3.9: Die Intensität des Syphy 1 Signals ist bei jungen Primärneuronen (DIV 21) durch 
Spermidin-Supplementierung vermindert 

Primäre kortikale Zellkulturen (DIV 21) wurden mit 50 µM Spermidin für 24 h und 48 h behandelt. Nach der 

Immunfluoreszenzfärbung mit Syphy 1 (rot) als präsynaptischer Marker und Homer 1 (grün) zur Anfärbung der 

Postsynapse wurden die Anzahl, Größe und Intensität der Signale ermittelt (C-H) und die Anzahl der aktiven 

Synapsen bestimmt (A). Exemplarische Abbildung der primären Dendriten (MAP 2; blau) im Maßstab: 20 μm (B). 

Die Intensität des Syphy 1 Signals nahm nach 48 h Spermidin-Behandlung signifikant ab (E). Die Daten sind als 

Mittelwert ± Standardfehler angegeben. Die statistische Analyse wurde mittels One-Way ANOVA und 

anschließendem Tukey-Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest durchgeführt (*P < 0.05, ***P < 0.001, pro Kondition 3 

unabhängige Experimente mit jeweils 15 analysierten Zellen). 

Die Spermidin-Behandlung führte bei mittelalten Neuronen (DIV 42) zu Modifikationen der 

synaptischen Struktur. Auch hier wurden Veränderungen des Syphy 1 Signals gemessen. So war die 

Intensität der für 24 h behandelten primären kortikalen Zellkulturen signifikant höher als bei den 
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beiden anderen Gruppen (siehe Abbildung 3.10 E). Die Spermidin-Applikation führte nicht zu 

Veränderungen des Homer 1 Signals. Des weiteren wiesen die für 48 h mit Spermidin behandelten 

Neuronen tendenziell signifikant mehr Synapsen auf (DIV 42, unbehandelt vs. DIV 42, 48 h 50 µM SPM 

p= 0,0513; siehe Abbildung 3.10 A). 

 

Abbildung 3.10: Spermidin-Supplementierung führt bei 42 Tage alten Neuronen kortikaler 
Primärkulturen zu Veränderungen des Syphy 1 Signals 

Kortikale Primärkulturen im Alter von DIV 42 wurden mit Spermidin in der Konzentration 50 μM für 24 h und 48 

h behandelt. Nach Immunfluoreszenzfärbung mit Syphy 1 (rot) und Homer 1 (grün) wurden die Anzahl, Größe 

und Intensität der Signale gemessen (C-H) und die Anzahl aktiver Synapsen bestimmt (A). Repräsentative 

Darstellung der immungefärbten (MAP 2; blau) primären Dendriten, Maßstab: 20 μm (B). Die Intensität des Syphy 

1 Signals stieg nach 24-stündiger Spermidin-Behandlung an, während in der Gruppe, welche für 48 h behandelt 

wurde, keine signifikanten Veränderungen messbar waren (E). Die Daten sind als Mittelwert ± Standardfehler 

angegeben. Die statistische Analyse wurde mittels One-Way ANOVA und anschließendem Tukey-Post-Hoc-
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Mehrfachvergleichstest durchgeführt (*P < 0.05, **P < 0.01, pro Kondition 3 unabhängige Experimente mit 

jeweils 15 analysierten Zellen). 

In der Gruppe der sehr alten Neurone (DIV 84) waren multiple Alterationen durch die Spermidin-

Supplementierung sichtbar. Die Anzahl der Syphy 1 Signale war in der für 48 h behandelten Gruppe 

signifikant reduziert, während gleichzeitig die Intensität der Signale in dieser Gruppe anstieg (siehe 

Abbildung 3.11 C, E). Zudem ist eine Tendenz zu größeren Syphy 1 Signalen in der 48 h SPM Gruppe 

sichtbar (DIV 84, unbehandelt vs. DIV 84, 48 h SPM p= 0,0896; siehe Abbildung 3.11 D). Es zeigte sich 

eine signifikante Größenabnahme des Homer 1 Signals infolge der Applikation von Spermidin (siehe 

Abbildung 3.11 G). 

 

Abbildung 3.11: Spermidin-Supplementierung gealterter neuronaler Primärkulturen (DIV84) führt 
zu Veränderungen der Syphy 1 und Homer 1 Signale 
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Alternde primäre neuronale Zellkulturen der Ratte (DIV 84) wurden mit 50 µM Spermidin für 24 h und 48 h 

behandelt. Nach Immunfluoreszenzfärbung wurden die Anzahl, Größe und Intensität der Syphy 1 (rot) und 

Homer 1 (grün) Signale gemessen (C-H) sowie die Anzahl aktiver Synapsen bestimmt (A). Abbildung der primären 

Dendriten (MAP 2; blau), Maßstab: 20 μm (B). Bemerke: eine 48 h Spermidin-Supplementierung führte zu einer 

signifikanten Reduktion der Anzahl der Syphy 1 Signale bei einem gleichzeitigen Anstieg der Intensität (C,E). Die 

Größe des Homer 1 Signals verminderte sich signifikant nach 24 h und 48 h Spermidin-Behandlung (G). Die Daten 

sind als Mittelwert ± Standardfehler angegeben. Die statistische Analyse wurde mittels One-Way ANOVA und 

anschließendem Tukey-Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest durchgeführt (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, pro 

Kondition 3 unabhängige Experimente mit jeweils 15 analysierten Zellen). 

In Abbildung 3.12 werden vergleichend die unbehandelten jungen Neurone (DIV 21) gemeinsam mit 

den alten (DIV 84) Spermidin-behandelten Neuronen dargestellt. Hier sind verschiedene strukturelle 

Unterschiede sichtbar. Insbesondere das Syphy 1 Signal zeigt diverse Modifizierungen. Die Anzahl der 

Syphy 1 Signale ist in den primären Dendriten der für 48 h mit Spermidin behandelten alten Neurone 

(DIV 84) gegenüber den unbehandelten jungen (DIV 21) und alten (DIV 84) Neuronen verringert, 

während bei der Größe und Intensität des Signals sowohl der Alterungsprozess als auch die zusätzliche 

Spermidin-Applikation zu einer signifikanten Steigerung führten (siehe Abbildung 3.12 B, C, D). Hier ist 

ein Trend erkennbar, der durch die Spermidinzufuhr möglicherweise verstärkt wurde. Eine 

bemerkenswerte Beobachtung stellt die im Verlauf des Alterungsprozesses auftretende Vergrößerung 

des Homer 1 Signals dar, welche jedoch durch Spermidin-Applikation signifikant abgeschwächt wurde 

(siehe Abbildung 3.12 F).  
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Abbildung 3.12: Veränderte Synapsenstruktur bei alten (DIV 84), Spermidin-behandelten Neuronen 
im Vergleich zu jungen (DIV 21) unbehandelten Neuronen  

Vergleichende Darstellung junger unbehandelter und alternder mit Spermidin behandelter Neurone. Primäre 

neuronale Zellkulturen der Ratte (DIV 84) wurden für 24 h und 48 h mit 50 µM Spermidin behandelt. Nach 

Immunfluoreszenzfärbung wurden die Anzahl, Größe und Intensität der Syphy 1 und Homer 1 Signale ermittelt 

(C-H). Es zeigten sich multiple Veränderungen zwischen den jungen Neuronen (DIV 21) und den mit Spermidin 

behandelten alten Neuronen. Interessanterweise ist bei der Größe und Intensität des Syphy 1 Signals ein Trend 

erkennbar, der durch Spermidin-Applikation verstärkt wird. Die unbehandelten alten Neurone (DIV 84) wiesen 

ein größeres Homer 1 Signal auf, welches bei den behandelten Neuronen nicht vorhanden war. Die Daten sind 

als Mittelwert ± Standardfehler angegeben. Die statistische Analyse wurde mittels One-Way ANOVA und 

anschließendem Tukey-Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest durchgeführt (*P < 0.05, ***P < 0.001, pro Kondition 3 

unabhängige Experimente mit jeweils 15 analysierten Zellen). 
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3.2 Morphologische Analyse kortikaler Primärneurone in vitro nach lentiviraler 
Überexpression oder knock-down der DHPS 

Im folgenden Abschnitt werden die Analysen der neuronalen Konzentrationsveränderung der DHPS 

dargestellt. Diese Modifikation erfolgte über lentivirale Transduktion eines Überexpressions- und eines 

knock-down-Konstruktes für dieses Enzym. Zum Ausschluss von Ergebnisverzerrungen durch die 

Infektion oder die Plasmide wurde für beide Konstrukte ein Kontrollvektor erstellt. Im Fall des 

Überexpressionskonstrukt war dies der FUGW-Leervektor und für das knock-down-Konstrukt eine 

„scrambled“ shRNA, ein RNA-Fragment, welches aus Basenpaaren besteht, die nicht komplementär zu 

bekannten DNA- oder RNA-Sequenzen sind, aber die identischen Basen wie das knock-down-Konstrukt 

enthält. Zu Beginn wurde die Effektivität der Konstrukte getestet.  

3.2.1 Effektivitätsprüfung der Überexpressions- und knock-down-Konstrukte 

Vor der Verpackung der Plasmide in Lentiviren wurde ihre Effektivität in HEK293T-Zellen getestet. Eine 

Vorauswahl der Plasmide erfolgte durch cand. med. Alwin Hassler. Aus dieser Vorselektion wurden die 

effektivsten Klone ausgewählt. Im Anhang sind die Western-Blot Ergebnisse des später verwendeten 

knock-down-Konstruktes dargestellt (siehe Kapitel 10.1). Anschließend wurde die Effektivität der 

Konstrukte in primären kortikalen Zellkulturen getestet. Neurone, welche das 

Überexpressionskonstrukt enthielten, wiesen eine signifikante Erhöhung der DHPS-Konzentration auf, 

während der knock-down desselben eine deutliche Reduktion der Konzentration zur Folge hatte (siehe 

Abbildung 3.13). 

 

Abbildung 3.13: DHPS-Konzentration nach lentiviraler Transduktion der verwendeten Konstrukte  

Die Plasmide FUGW-DHPS, FUGWH1-scrambled-shRNA und FUGWH1-DHPS-shRNA wurden durch lentivirale 

Transduktion in die Neuronen eingebracht und die DHPS-Konzentrationen in den Kontrollgruppen (FUGW-DHPS 

+ FUGWH1-scrambled-shRNA) auf 100 normalisiert. Die Überexpression des Enzyms durch das FUGW-DHPS- 

Konstrukt resultierte in einer signifikanten Erhöhung der DHPS-Konzentration (A,C), während sie durch das 
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knock-down-Konstrukt (FUGWH1-DHPS-shRNA) reduziert wurde (B,C). Für die statistische Analyse wurde ein 

ungepaarter t-Test nach Student verwendet (Es wurden drei biologische Replikate mit jeweils 3 technischen 

Replikaten durchgeführt).  

3.2.2 Sholl-Analyse kortikaler Primärneurone nach knock-down und 
Überexpression der DHPS 

Primäre neuronale Zellkulturen wurden an DIV 3 mit Lentiviren, welche jeweils das FUGW-DHPS- oder 

das FUGWH1-DHPS-shRNA-Konstrukt bzw. als Kontrollen das FUGW-Leervektor- oder FUGWH1-

scrambled-shRNA Plasmid enthielten, infiziert. Die Zellen wurden an DIV 21 fixiert und mit Antikörpern 

gegen MAP 2 immungefärbt. Bilder der infizierten - GFP-positiven Neurone - wurden mittels Sholl-

Analyse quantifiziert.  

 

Es zeigte sich, dass eine DHPS Überexpression im Vergleich zur FUGW-Leervektor-Kontrollgruppe zu 

keiner Veränderung der dendritischen Struktur führte (siehe Abbildung 3.14 C). Im Vergleich zu 

unbehandelten Neuronen wiesen sowohl die Neurone der FUGW-Leervektor-Kontrollgruppe als auch 

diejenigen, die das Überexpressionskonstrukt enthielten, eine erhöhte Anzahl an Schnittpunkten mit 

der Sholl-Maske in der Nähe des Somas auf (siehe Abbildung 3.14 A, D, E). Daher ist anzunehmen, dass 

allein die Infektion oder das Einbringen des FUGW-Vektors eine verstärkte Arborisierung der Dendriten 

hervorgerufen hat.  

 

Die Konzentrationsverminderung der DHPS mittels knock-down führte zu einer geringeren Komplexität 

der Dendriten in proximalen und distalen Bereichen des Neurons. Dieser Effekt war sowohl im 

Vergleich zu der FUGWH1-scrambled-shRNA-Kontrollgruppe, als auch zu den unbehandelten 

Neuronen sichtbar (siehe Abbildung 3.15 A, B, C).  
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Abbildung 3.14: Mit FUGW-Leervektor und FUGW-DHPS infizierte Neurone zeigen eine stärkere 
Verzweigung der Dendriten 

Primäre neuronale Zellkulturen der Ratte wurden an DIV 3 mit Lentiviren, welche das FUGW-Leervektor- oder 

FUGW-DHPS-Plasmid enthielten, infiziert. An DIV 21 wurden die Kulturen fixiert, MAP 2 gefärbt und eine Sholl-

Analyse durchgeführt. Maßstab: 100 μm (A). Bei der Quantifizierung der Sholl-Analysen zeigten sich keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den mit dem FUGW-Leervektor infizierten Neuronen und denen, welche 

das FUGW-DHPS Plasmid enthielten (C). Sowohl die mit FUGW-DHPS als auch die mit dem Leervektor infizierten 

Neuronen wiesen eine stärkere Arborisierung der Dendriten gegenüber den unbehandelten Neuronen auf (D, E). 

Die Daten sind als Mittelwert ± Standardfehler angegeben. Die statistische Analyse wurde mittels Two-Way 

ANOVA und anschließendem Tukey-Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest durchgeführt (*P < 0.05, **P < 0.01, pro 

Kondition 3 unabhängige Experimente mit jeweils 10-15 analysierten Zellen). 
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Abbildung 3.15: Knock-down der DHPS führt zu einer verringerten Arborisierung neuronaler 
Dendriten 

Nach lentiviraler Infektion neuronaler Primärkulturen an DIV 3 mit FUGWH1-scrambled-shRNA oder FUGWH1-

DHPS-shRNA wurden die Kulturen an DIV 21 fixiert. Im Anschluss wurde eine Immunofluoreszenzfärbung mit 

MAP 2 und eine anschließende Sholl-Analyse durchgeführt. Maßstab: 100 μm (A). Die Infektion mit dem 

FUGWH1-DHPS-shRNA enthaltenden Virus führte zu einer signifikant verminderten Verästelung der Dendriten 

im Vergleich zu Neuronen, welche das FUGWH1-scrambled-shRNA Plasmid enthielten (C). Die Daten sind als 

Mittelwert ± Standardfehler angegeben. Die statistische Analyse wurde mittels Two-Way ANOVA und 

anschließendem Tukey-Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest durchgeführt (*P < 0.05, ***P < 0.001, ****P < 0.0001, 

pro Kondition 3 unabhängige Experimente mit jeweils 10- 15 analysierten Zellen). 

3.2.3 Auswertung der Dendritenlänge nach DHPS-Überexpression und DHPS-
knock-down 

Abbildung 3.16 zeigt die durchschnittliche Dendritenlänge der in ihrer DHPS-Konzentration 

modulierten Neurone. Die primären neuralen Zellkulturen wurden wie im vorherigen Kapitel 3.2.2 

erläutert, behandelt und mikroskopiert. Dabei war zu sehen, dass eine Erhöhung der DHPS-

Konzentration in den Neuronen zu keiner Veränderung der Dendritenlänge führte, während Zellen, die 

den FUGWH1-DHPS-shRNA-Vektor enthielten, durchschnittlich kürzere Dendriten zeigten. Dies deutet 

auf ein vermindertes Dendritenwachstum durch einen DHPS-knock-down hin.  
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Abbildung 3.16: Ein knock-down der DHPS führt zu einer Reduktion der maximalen Dendritenlänge 

Primäre neuronale kortikale Kulturen der Ratte wurden an DIV 3 mit Lentiviren, welche die Plasmide FUGW-

DHPS und FUGWH1-DHPS-shRNA oder als Kontrollgruppen die FUGW-Leervektor oder FUGWH1-scrambled-

shRNA Plasmide enthielten, infiziert. An DIV 21 wurden die Kulturen fixiert, mit MAP 2 angefärbt und die 

durchschnittliche Dendritenlänge bestimmt. Die Infektion mit dem Überexpressionskonstrukt FUGW-DHPS 

führte zu keiner signifikanten Veränderung der Dendritenlänge in Relation zu den mit dem FUGW-Leervektor 

infizierten oder den unbehandelten Neuronen (A). Der knock-down der DHPS durch das FUGWH1-DHPS-shRNA 

Plasmid führte zu einer signifikanten Längenverringerung der Dendriten gegenüber der Kontrollgruppe 

(FUGWH1-scrambled-shRNA) und den nicht infizierten Neuronen (B). Die Daten sind als Mittelwert ± 

Standardfehler angegeben. Die statistische Analyse wurde mittels One-Way ANOVA und anschließendem Tukey-

Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest durchgeführt (**P < 0.01, pro Kondition 3 unabhängige Experimente mit 

jeweils 10- 15 analysierten Zellen). 

3.2.4 Analyse der prä- und postsynaptischen Signale nach DHPS-Überexpression 
und DHPS-knock-down  

Zellkulturen, welche die Plasmide FUGW-DHPS und FUGWH1-DHPS-shRNA oder als Kontrollgruppen 

die Konstrukte FUGW-Leervektor oder FUGWH1-scrambled-shRNA enthielten, wurden mit Syphy 1, als 

präsynaptischen und Homer 1 als postsynaptischen Marker gefärbt. Jeweils die prominentesten 

primären  Dendriten GFP-positiver Neurone wurden hinsichtlich der Anzahl, Größe und Intensität von 

Prä- und Postsynapsen sowie deren Co-Lokalisation ausgewertet. 

 

Abbildung 3.17 stellt die Quantifizierung der Syphy 1 und Homer 1 Signale von Neuronen, welche das 

DHPS-Überexpressionskonstrukt enthielten und der entsprechenden Kontrollgruppen dar. Die 

Überexpression führte zu multiplen Veränderungen des Syphy 1 Signals. Die absolute Anzahl der Syphy 

1 Signale war an den primären Dendriten signifikant verringert, wobei die Größe und die Intensität des 

Signals signifikant zunahmen (siehe Abbildung 3.17 C; D; E).  

 

Eine verminderte neuronale DHPS-Konzentration, hervorgerufen durch einen knock-down, führte an 

den analysierten primären Dendriten zu einer herabgesetzten Intensität des prä- und 

postsynaptischen Markers. Dieser Effekt war insbesondere beim Homer 1 Signal sichtbar (siehe 
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Abbildung 3.18 E, H).  Weite Modifikationen der Signale gegenüber den beiden Kontrollgruppen 

wurden nicht beobachtet.  

 

Abbildung 3.17: Multiple Veränderungen des Syphy 1 Signals nach Infektion mit dem 
Überexpressionskonstrukt FUGW-DHPS 

An DIV 3 wurden primäre neuronale Rattenkulturen mit Lentiviren, welche das FUGW oder FUGW- DHPS Plasmid 

enthielten, infiziert. Nach Fixierung und Immunfluoreszenzfärbung mit MAP 2 (blau) Syphy 1 (rot) und Homer 1 

(grün) wurden Anzahl, Größe und Intensität der Signale gemessen und die Zahl der Synapsen bestimmt. Maßstab: 

20 μm (B). Das Einbringen des Überexpressionskonstruktes FUGW-DHPS resultierte in den infizierten Neuronen 

in einer signifikanten Verringerung der Anzahl an Syphy 1 Signalen, während ihre Größe und Intensität zunahmen 

(C, D, E). Die Daten sind als Mittelwert ± Standardfehler angegeben. Die statistische Analyse wurde mittels One-

Way-ANOVA und anschließendem Tukey-Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest durchgeführt (*P < 0.05, **P < 0.01, 

***P < 0.001, ****P < 0.0001, pro Kondition 3 unabhängige Experimente mit jeweils 15 analysierten Zellen). 
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Abbildung 3.18: Intensitätsverminderung des Syphy 1 und Homer 1 Signals nach knock-down der 
DHPS 

Die Zellkulturen wurden an DIV 3 mit FUGWH1-scrambled-shRNA oder FUGWH1-DHPS-shRNA enthaltenden 

Lentiviren infiziert. An DIV 21 erfolgte die Fixierung und Immunfluoreszenzfärbung mit MAP 2 (blau), Syphy 1 

(rot) und Homer 1 (grün). Maßstab: 20 μm (B). Der DHPS-knock-down bewirkte eine Intensitätsminderung des 

Syphy 1 Signals im Unterschied zur FUGWH1-scrambled-shRNA Kontrollgruppe (E). Verglichen mit beiden 

Kontrollgruppen nahm auch die Intensität des Homer 1 Signals signifikant ab (H). Die Daten sind als Mittelwert ± 

Standardfehler angegeben. Die statistische Analyse wurde mittels One-Way ANOVA und anschließendem Tukey-

Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest durchgeführt (**P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001, pro Kondition 3 

unabhängige Experimente mit jeweils 15 analysierten Zellen). 
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4 Diskussion 
In dieser Arbeit wurden zunächst an kortikalen Primärkulturen der Ratte in vitro die Auswirkungen 

einer Spermidin-Applikation bei unterschiedlichen Altersstufen untersucht. Darüber hinaus wurde die 

neuronale Konzentration des an der Hypusinierung des eIF5A beteiligten Enzyms DHPS moduliert. Die 

Hauptergebnisse waren: Eine Spermidin-Behandlung von 50 µM für 24 h bei alten Neuronen (DIV 84) 

führte zu einem signifikanten Dendritenwachstum. Auf synaptischer Ebene war nach Spermidin-

Applikation ein vergrößertes und intensiveres Signal des präsynaptischen Markers Syphy 1 messbar. 

Nach dem knock-down der DHPS sahen die Neurone weniger vital im Vergleich zu der Kontrollgruppe 

aus und es waren deutlich weniger Schnittpunkte mit der Sholl-Maske vorhanden. Die Überexpression 

der DHPS führte bei der Quantifizierung der prä- und postsynaptischen Marker zu Ergebnissen, die den 

Messungen der Spermidin-Behandlung von DIV 84 Neuronen entsprachen.  

4.1 Kortikale Primärkulturen als Modellorganismus des Alterns 

Als Modellorganismus diente die kortikale Primärkultur der Ratte. Mit diesem Modell können 

Zellkulturen unterschiedlicher Dichte und unterschiedlichen Alters effektiv in planbarem Umfang 

hergestellt werden. Die Kultivierung primärer neuraler Kulturen ist eine lang etablierte Methode und 

wird in vielen Laboren routiniert durchgeführt. Die Verwendung von Neuronen in vitro als Modell für 

das Altern hat noch nicht so viel Beachtung gefunden. Aktuell fehlen noch viele Informationen zur 

langfristigen Kultivierung von primären neuralen Zellkulturen [145–147]. Eine ultrastrukturelle 

Charakterisierung von Neuronen aus kortikalen Primärkulturen der Ratte zeigte, dass die Struktur der 

Zellorganellen von langfristig kultivierten Neuronen weitgehend derjenigen entspricht, die für 

Neuronen in vivo beschrieben wurde und diese somit als Modell für Untersuchungen des 

Alterungsprozesses geeignet sind [148]. Ein Großteil der Studien zur zellulären Seneszenz im Gehirn 

fokussierte sich primär auf Gliazellen [149]. Moreno-Blas et al. stellten die Hypothese auf, dass 

seneszente Neurone, wenn sie im Gehirn persistieren, zum kognitiven Verfall beitragen, indem sie die 

synaptische Funktion beeinträchtigen und charakterisierten ein in vitro Modell, welches zur 

Untersuchung der Seneszenz primärer kortikaler Zellen der Ratte geeignet ist. Sie fanden heraus, dass 

die primären kortikalen Neurone der Ratte in Langzeitkulturen Merkmale der zellulären Seneszenz vor 

den Gliazellen zeigten und den Alterungsprozess vorantreiben könnten [150].  

 

Im Institut für Pharmakologie und Toxikologie Magdeburg wurde die Langzeitkultivierung von 

kortikalen Primärkulturen als Modell der Alterung bereits etabliert und ermöglicht die Analyse der 

Alterung unter kontrollierten Bedingungen [151]. In unserer Studie wurden drei Zeitpunkte 

berücksichtigt: DIV 21, 42 und 84. Die gewählten Zeitpunkte stellen den Unterschied zwischen 
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erwachsenen, älteren erwachsenen und sehr alten Neuronen dar. Die verwendeten Kulturen bestehen 

aus Nervenzellen und Gliazellen, von letzteren waren hauptsächlich Astrozyten vertreten [151]. Somit 

sind sie mit Co-Kulturen aus Neuronen und Astrozyten vergleichbar. Die Gliazellen bieten den 

kultivierten Neuronen wichtige Unterstützung [152]. Sie sind essentielle Regulatoren der Bildung, 

Funktion, Plastizität und Eliminierung von Synapsen [153, 154].  

 

Aus der Literatur ist bekannt, dass Neurone ein dichtes zelluläres Netz zum Überleben benötigen [155–

157]. Somit war es notwendig eine Zelldichte zu finden bei der die Neurone bis DIV 84 überlebensfähig 

sind und gleichzeitig einzelne Zellen, insbesondere bei DIV 21, analysiert werden können. Eine Dichte 

von 140 Zellen pro mm2 zum Zeitpunkt der Ausplattierung stellte sich als eine gute Bedingung dar und 

ist analog zu Studien an primären kortikalen Zellkulturen der Ratte [158]. Eine Möglichkeit, die 

Konnektivität einer Zellkultur zu analysieren, erfolgt über synchronisierte bursts, da diese über 

synaptische Übertragungen gesteuert sind und nur dann entstehen, wenn genügend Verbindungen im 

Netzwerk vorhanden sind [159–161]. Ito et al. zeigten, dass eine Mindestschwelle der Neuronendichte 

für das Auftreten von synchronisierten Bursts als Zeichen der Viabilität der Zellkultur erfüllt sein muss. 

Ihre Untersuchungen an primären kortikalen Kulturen der Ratte dokumentierten, dass dafür eine 

Dichte von 50 Neuronen/mm2 benötigt wird [162]. Somit kann davon ausgegangen werden, dass 

unsere Zellkulturen als funktionelles Netzwerk agierten.  

4.2 Quantitative Analyse der Auswirkungen des Alterungsprozesses auf die 
dendritische Komplexität und synaptische Architektur 

4.2.1 Untersuchung der neuronalen Morphologie durch Sholl-Analysen und 
Messung der Dendritenlänge 

Zu Beginn wurde die Morphologie der Neurone mittels Sholl-Analyse analysiert, um durch den 

Alterungsprozess hervorgerufene Veränderungen zu identifizieren. Die Ergebnisse zeigten eine 

signifikante Abnahme der Anzahl an Schnittpunkten mit der Sholl-Maske in der Nähe des Somas 84 

Tage alter Neuronen im Vergleich zu 21 und 42 Tage alten Neuronen (vgl. Abbildung 3.1). Darüber 

hinaus wurde festgestellt, dass die älteren Neurone durchschnittlich längere Dendriten aufwiesen (vgl. 

Abbildung 3.6). Diese Ergebnisse stimmen überein mit bereits beschriebenen in vivo Daten von 

menschlichen Gehirnen und Gehirnen weiterer Säugetiere [163–165]. Duan et al. wiesen nach, dass 

die kortikalen Neurone alter Makaken-Affen viel weniger Dendriten aufwiesen als die junger Affen. Die 

Sholl-Analyse dieser Neurone ergab eine Verringerung der Anzahl der Dendriten, die sich im Bereich 

von 140 bis 180 μm vom Soma aus erstrecken [166]. Dies deckt sich mit den in dieser Arbeit 

dargestellten Ergebnissen. DIV 84 Neurone besaßen weniger Dendriten bis zu einem Abstand von 190 

μm vom Soma als die zum Zeitpunkt DIV 21 fixierten Zellen (vgl. Abbildung 3.1). Zu dem gleichen 
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Ergebnis kamen auch Untersuchungen an postmortalen menschlichen Gehirnen [167]. Einzig die 

durchschnittliche Dendritenlänge stieg in vivo im Gegensatz zu unserem in vitro Modell im Laufe des 

Alterungsprozesses nicht an, sondern blieb konstant oder nahm ab. Die Differenz zu unseren 

Ergebnissen kann auf verschiedene Variablen zurückzuführen sein.  Eventuell ließen die in unserem 

Experimentaufbau verwendeten Well-Platten durch eine geringere Zelldichte im Vergleich zum Gehirn 

ein kontinuierliches Wachstum zu. Es könnte sein, dass größere Neurone mehr interzelluläre Kontakte 

besaßen und somit besser an die Konditionen der Wellplatte angepasst waren und im Laufe der 

Wochen selektiert wurden. Eine weitere mögliche Erklärung liegt in der Zellauswahl zur Analyse. Die 

Zellkulturen zeigten zum Zeitpunkt DIV 21 eine höhere Dichte an Neuronen als bei DIV 84 auf, da 

vermutlich im Laufe der Wochen bereits einige Neurone durch Apoptose verstorben waren. Für die 

Sholl-Analyse war es wichtig Zellen zu verwenden, die nicht in einem Konvolut mit anderen Neuronen 

wuchsen. Somit war es auf den DIV 21 und DIV 42 Glasplättchen schwieriger singuläre Zellen für die 

Sholl-Analyse zu finden. Es ist nicht auszuschließen, dass in der Gruppe der jüngeren Neurone 

akzidentiell kleinere Zellen zur Analyse ausgewählt wurden, weil diese meist weniger Kontakte zu 

anderen Neuronen aufweisen und daher visuell leichter zu isolieren sind.  

4.2.2 Quantifizierung der Synapsen und prä- und postsynaptischen Signale  

Anschließend wurden Veränderungen in den prä- und postsynaptischen Signalen und der 

Synapsendichte als Indikatoren für eine Beeinträchtigung der interzellulären Kommunikation 

untersucht. Hier zeigte sich, dass die absolute Anzahl an Synapsen konstant blieb, aber die Intensität 

des Syphy 1 Signals und die Größe des Homer 1 Signals bei den 84 Tage alten Neuronen im Vergleich 

zu 21 und 42 Tage alten Neuronen signifikant zunahmen (vgl. Abbildung 3.8). In Hinsicht auf die Frage 

nach der absoluten Anzahl an Synapsen im Laufe des Alterungsprozesses gibt es unterschiedliche 

Daten. In einigen Untersuchungen nahm mit zunehmenden Alter des Organismus die Anzahl ab, 

während in anderen Studien die Menge an Synapsen, insbesondere bei Menschen und Tieren ohne 

geistige Beeinträchtigung, konstant blieb. Im frontalen Kortex von Rhesusaffen fand eine Reduktion 

der Anzahl von exzitatorischen Synapsen um 30 % statt [106]. Calì et al. zeigten, dass die Dichte aller 

Synapsen bei gealterten Mäusen signifikant niedriger war, wobei ein signifikanter Rückgang der 

exzitatorischen Synapsen auf dendritischen Stacheln zu verzeichnen war [168]. Auch bei Ratten zeigte 

sich eine verminderte Anzahl der Synapsen. Bei älteren kognitiv beeinträchtigten Ratten war die Zahl 

der präsynaptischen Endigungen in der Frontoparietal-Region um 18 % geringer als bei älteren nicht 

beeinträchtigten Ratten [169]. Dem stehen mehrere Untersuchungen gegenüber die zeigten, dass die 

Synapsenanzahl im Laufe der Zeit nicht abnahm. Die quantitative elektronenmikroskopische Analyse 

von Synapsen im mittleren frontalen Kortex von Menschen im Alter von 20 bis 89 Jahren zeigt keine 

Auswirkungen des Alterns auf die Anzahl der Synapsen [170]. Eine elektronenmikroskopische 
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Untersuchung des Hippocampus junger und alter Ratten ohne kognitive Einschränkungen zeigte auch 

keine numerische Veränderung der Synapsen [171]. Häufig kann in ein und derselben Hirnregion eine 

Art von Synapse reduziert sein, während eine andere in ihrer Anzahl unverändert bleibt [172]. So sahen 

Geinisman et al. keine offensichtlichen Unterschiede in der Anzahl axodendritischer Synapsen im Gyrus 

dentatus des Hippocampus zwischen jungen Ratten, alten Ratten ohne kognitive Defizite und alten 

Ratten mit beeinträchtigtem Gedächtnis. Die alten Ratten mit beeinträchtigter Gedächtnisleistung 

wiesen dagegen einen erheblichen Verlust an axospinösen Synapsen gegenüber den anderen Gruppen 

auf [105, 173, 174]. Durch die Verwendung des Antikörpers gegen Homer 1 wurden in dieser Arbeit 

ausschließlich exzitatorische Synapsen betrachtet. Die Ergebnisse der in dieser Dissertation 

dargestellten Analyse sind kongruent mit den Daten vorheriger Studien, insbesondere bei Betrachtung 

des Alterungsprozesses nicht kognitiv beeinträchtigter Säugetiere.  

 

Des weiteren wurde in der Dissertation die Anzahl, Größe und Intensität der Signale bestimmt. Hier 

zeigte sich eine Intensitätssteigerung bei den Syphy 1 Signalen und eine Vergrößerung der Homer 1 

Signale. Dies deutet auf eine erhöhte Dichte an präsynaptischen Vesikeln und eine größere 

Postsynapse hin. In der bereits genannten Studie von Calì et al. wurde der Verlust an erregenden 

Synapsen im somatosensorischen Kortex der alternden Maus durch eine Zunahme ihrer Größe 

ausgeglichen, so dass die Gesamtmenge an synaptischer Oberfläche pro Längeneinheit des Axons 

gleich blieb [168]. Einen ähnlichen Effekt könnte die Vergrößerung des Homer 1 Signals in der DIV 84 

Gruppe darstellen. Die Untersuchungen der Forschungsgruppe unter Leitung von Nicholson zielten 

darauf ab, einen möglichen Zusammenhang zwischen altersbedingten Defiziten beim räumlichen 

Lernen und einer Verminderung der postsynaptischen Dichte (PSD) in exzitatorischen Synapsen des 

Hippocampus zu evaluieren. Die Ergebnisse der Studie zeigten, dass bei älteren, lernbehinderten 

Ratten eine signifikante Verminderung der PSD-Fläche um etwa 30 % festgestellt wurde, während dies 

bei älteren, nicht lernbehinderten Ratten nicht der Fall war [175]. In Autopsieproben des Hippocampus 

von Menschen mit leichten kognitiven Defiziten war die Größe des PSD-95 Signals, eines zentralen 

postsynaptischen Gerüstproteins exzitatorischer Neuronen, reduziert [176]. Es ist denkbar, dass die 

Variationen in der Größe des Homer 1 Signals eine Kompensation für eine potentielle Verminderung 

der Synapsendichte und Konnektivität darstellen. Die Intensitätssteigerung des Synaptophysin-Signals 

in alten Kortex-Neuronen (DIV 84) kann auf eine höhere Dichte an synaptischen Vesikeln in der 

präsynaptischen Zone und eine Zunahme der Größe und Anzahl der aktiven Zonen hindeuten. Die 

Veränderungen können auf eine Anpassung der neuronalen Schaltungen im Alter zurückzuführen sein, 

um kognitive Funktionen zu erhalten oder zu verbessern. Sie könnten jedoch auch als ein frühes 

Anzeichen einer neurodegenerativen Erkrankung wie Morbus Alzheimer gedeutet werden, bei der es 

zu einer präsynaptischen Dysfunktion kommt. In den initialen Stadien der Alzheimer-Demenz, die 
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klinisch durch eine milde kognitive Beeinträchtigung charakterisiert wird, kann es vermutlich 

kompensierend zu einer Zunahme präsynaptischer Endigungen kommen [177]. Im weiteren Verlauf ist 

die Erkrankung durch ein verringertes Synaptophysin Signal gekennzeichnet [178].  

4.3 Charakterisierung der Spermidinwirkung auf kortikale Primärkulturen 
verschiedener Altersstufen: Eine Untersuchung der dendritischen 
Komplexität und synaptischen Architektur 

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass Polyamine Gedächtnisdefizite ausgleichen können [52, 57, 

60]. Aus diesem Grund untersuchten wir ihre kurzfristige Wirkung auf die Architektur von Nervenzellen 

in vitro. Spermidin ist das bisher am meisten untersuchte Polyamin in Bezug auf seine Auswirkungen 

auf die Alterung [74]. Es wird angenommen, dass Spermidin in seiner Fähigkeit Alterungsprozesse zu 

verlangsamen im Vergleich zu anderen Polyaminen etwas effizienter ist. Zum einen ist Spermidin 

Substrat der Hypusinierung des Elongationsfaktors eIF5A und kann darüber die Proteinbiosynthese 

beeinflussen. Zum anderen werden Spermidin und Spermin vermutlich präziser als Putrescin zellulär 

durch Aminosäuretransporter aufgenommen [179, 180]. Gleichzeitig ist im erwachsenen Gehirn die 

Konzentration von Spermidin im Vergleich zu den anderen Polyaminen Spermin und Putrescin am 

höchsten [49]. Dies deckt sich mit der Erkenntnis, dass Spermidin und Spermin in den meisten 

Säugetierzellen die meist vertretenen Polyamine sind [181, 182]. Wie bereits in Kapitel 1.2 erläutert,  

ist die Umwandlung von Spermidin in Spermin durch die Spermidin-Synthase reversibel, so dass ein 

Gleichgewicht zwischen Spermidin und Spermin besteht [15]. Somit kann durch eine Spermidinzufuhr 

auch der Spermin-Spiegel verändert werden und vice versa [183]. Aus diesen Gründen wurde aus der 

Gruppe der Polyamine Spermidin für die Experimentreihen gewählt.  

 

Julia Abele aus dem Institut für Pharmakologie und Toxikologie Magdeburg wies in ihrer Dissertation 

nach, dass eine Supplementierung mit Spermidin positive Auswirkungen auf bis zu 80 Tage alte primäre 

kortikale Zellkulturen der Ratte hat. Durch die FUNCAT-Methode wurde beobachtet, dass 

unbehandelte alternde Zellen einen Abfall in der Proteinneusynthese aufwiesen, unter 

Supplementierung mit 50 μM Spermidin die Neusyntheserate aber wieder anstieg [151, 184]. 

Aufgrund dieser in vitro Vorarbeiten wurde eine Konzentration von 50 µM für die Spermidin-

Applikation verwendet.  

 

Die Spermidin-Stocklösung wurde direkt mit NB+, dem Medium der Zellkulturen, hergestellt. 

Demzufolge wurde keine alleinige Applikation des Lösungsmittels analysiert, sondern die 

unbehandelten Zellkulturen auch als Kontrolle des Lösungsmittels angesehen. Auf 500 µl Medium, 

wurden 4 µl der Stocklösung hinzugeben, dies entspricht weniger als 1 % des Gesamtvolumens, sodass 
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die zusätzliche Nährstoffzufuhr durch NB+ als vernachlässigbar angesehen wurde. So wurden 

beispielsweise bei der wöchentlichen Fütterung 10 % des Gesamtvolumens hinzugeben.  

4.3.1 Analyse der dendritischen Morphologie von Neuronen unterschiedlicher 
Altersstufen nach Spermidin-Applikation 

Eine Spermidin-Applikation von 50 μM führte bei jungen Neuronen (DIV 21) zu keinen signifikanten 

Veränderungen. Für 48 h behandelte mittelalte Neuronen (DIV 42) zeigten weniger Überschneidungen 

mit der Sholl-Maske als zum gleichen Zeitpunkt unbehandelte oder für 24 h behandelte. Der stärkste 

Effekt wurde bei alten Neuronen gesehen, die für 24 h behandelt wurden. Hier führte die Spermidin-

Supplementierung zu einem schnellen Wachstum von Dendriten. Überraschenderweise ist die 

Zunahme der Dendritenzahl in der Gruppe, welche für 48 h behandelt wurde, nicht sichtbar. In ihrer 

Morphologie ähneln für 24 h mit Spermidin behandelte alte Neurone den unbehandelten jungen 

Neuronen, was auf einen Rejuvinations-Effekt hindeutet (vgl. Abbildung 3.5). Jorratt et al. behandelten 

analog zu unserer Studie kortikale Primärkulturen der Wistar Ratte an DIV 14 für 5 Tage mit 50 μM 

Spermidin und sahen keine wesentlichen Veränderungen der dendritischen Struktur [158]. Dies ist 

vergleichbar mit unserer Gruppe der jungen Neuronen (DIV 21) (siehe Abbildung 3.2). Auch hier führte 

die Spermidin-Applikation zu keinen grundlegenden Aberrationen der Sholl-Analyse. Eine bereits 30 

Jahre alte Studie von Chung et al. ergab, dass die Anwendung von Spermidin bei primären 

Hippocampus-Neuronen (DIV 3) in vitro zu keiner signifikanten Veränderung in der Anzahl der 

Dendriten führte [185]. Nach Durchsicht von PubMed, Google Scholar, Scopus und Cochrane Library 

mit den Stichworten „spermidine“ und „dendritic growth“, „neuritogenesis“ oder „sholl-analysis“ 

wurde keine Studie gefunden, die eine morphologische Analyse von alternden Kortex-Neuronen unter 

Spermidin-Applikation durchgeführt hat. (Stand Januar 2023).  Somit gibt es aktuell keine äquivalenten 

Studien, die mit den Ergebnissen dieses Abschnittes der Arbeit vergleichbar sind.  

 

Wie genau Spermidin die Neuritogenese beeinflusst ist noch nicht vollständig verstanden. Es wurde 

aber in multiplen Studien gezeigt, dass Spermidin eine Wirkung auf Mechanismen hat, welche zentrale 

Bedeutungen für eine ausgeglichene Proteinhomöostase und somit auch für das dendritische 

Wachstum innehaben. Die Hauptmechanismen der Spermidin-Wirkung sind die Aktivierung der 

Autophagie und die Hypusinierung des eIF5A [186]. Wie in Kapitel 1.3 beschrieben sind die 

Autophagie-induzierenden Eigenschaften von Spermidin essentiell für dessen Wirkung auf die 

Lebensspanne. Gleichzeitig kann eine Veränderung der Autophagie auch die dendritische Verzweigung 

modulieren. In Drosophila melanogaster reduzierte die Ausschaltung von Autophagie-Genen das 

Wachstum der dendritischen Äste und die terminale Verzweigung in multidendritischen sensorischen 

Neuronen [187]. In einer Studie von Ban et al. führte sowohl eine pharmakologische Induktion als auch 
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eine Inhibition der Autophagie in jungen (DIV 3) kortikalen Primärkulturen zu keinen Veränderungen 

der absoluten Dendritenlänge [188].  

Es wäre von Interesse zu untersuchen, ob eine Hemmung der Autophagie, beispielsweise durch 

Chloroquin, das Spermidin-induzierte Dendritenwachstum in unserem Modell reduzieren oder 

verhindern würde [189]. Die Bedeutung der positiven Auswirkungen der Autophagie und 

Hypusinierung von eIF5A auf die Proteinhomöostase ist speziell für Dendriten und Synapsen 

wahrscheinlich entscheidend. Dies liegt an der räumlichen Entfernung zum Zellkern sowie dem 

langsamen Transport zytoskelettaler Proteine bei einer dynamischen Morphologie. Um die Entfernung 

auszugleichen ist es notwendig, dass Proteine kontinuierlich abgebaut werden und eine aktive 

Proteinsynthese vorhanden ist [190, 191]. Gleichzeitig hat die Zellalterung einen negativen Einfluss auf 

die Proteinbiosynthese und führt zu einer Steigerung der Ribosomenaggregation, was wiederum zur 

Instabilität der Proteinhomöostase beiträgt [192]. Wie bereits in Kapitel 1.4 dargestellt, tritt eine 

altersbedingte Verarmung von eIF5A auf, die von einer gleichzeitigen Ansammlung von inaktiven 

Ribosomen begleitet wird. Darüber hinaus kann eine Spermidin-reiche Ernährung den Spiegel des 

hypusinierten eIF5A erhöhen. Eine Verbesserung der Proteinhomöostase durch Spermidin könnte das 

Dendritenwachstum in den gealterten Neuronen gefördert haben.  

 

Eine weitere Erklärung liegt in der Erhöhung von neurotrophen Faktoren wie Brain-Derived 

Neurotrophic Factor (BDNF) und Nerve Growth Factor (NGF). Sie spielen eine wichtige Rolle bei der 

Stimulation des Dendritenwachstums und dem Überleben von Neuronen in vivo und in vitro [193–

195]. Gleichzeitig nehmen ihre Konzentrationen im Laufe des Alterungsprozesses in verschiedenen 

Organismen ab [196–198]. In vivo und in vitro führte eine Spermidin-Applikation zu einer Erhöhung 

des BDNF-Spiegels, wobei die in vitro durch Spermidin hervorgerufene Neuritogenese durch einen 

BDNF-Inhibitor blockiert wurde [199, 200]. Eine Spermidin induzierte BDNF-Erhöhung könnte ein 

möglicher Mechanismus sein, über den die Neuritogenese in den alten Neuronen stimuliert wurde. 

Dabei ist zu beachten, dass die vorliegenden Mechanismen sich wechselseitig beeinflussen. Huang et 

al. zeigten, dass die NGF-vermittelte Neuritogenese abhängig von der Hypusinierung des eIF5A ist [48].  

 

Auch die Fütterungsmethode der Zellkulturen könnten eine Rolle gespielt haben. Wie bereits im 

vorherigen Kapitel erläutert, wurde den Zellkulturen wöchentlich frisches NB+ beigefügt. Durch eine 

Profileration der Glia-Zellen könnte jedoch der Energie- oder Nährstoffbedarf der Well-Platte im Laufe 

des Alterungsprozesses steigen. Ein potentieller Mangelzustand könnte die Spermidin-Wirkung 

verstärkt haben. Eine Möglichkeit, dies in einer Reproduktion des Experiments zu berücksichtigen, 

wäre die Nährstoffzufuhr im Laufe der Wochen kontinuierlich zu steigern oder eine Woche vor der 

Spermidin-Applikation einen kompletten Mediumwechsel vorzunehmen. Eine weitere Erklärung 
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könnte sein, dass die Spermidin-Behandlung für alternde Neurone eine Stresssituation darstellt, 
welche zu der beobachteten Dendritenproliferation führte. Eine Abnahme der Dendritenzahl 

innerhalb von 48 h nach Spermidin-Behandlung könnte auch als früher Indikator für eine 

bevorstehende zelluläre Nekrose angenommen werden. Dieser möglichen Interpretation steht jedoch 

gegenüber, dass Julia Abele in Vorstudien ihrer Dissertation alternde Neurone eine Woche nach 50 µM 

Spermidin-Exposition untersuchte und keine Anzeichen für einen Zelltod feststellten konnte.  

 

Die Spermidin-Behandlung der kortikalen Primärkulturen führte bei den Entwicklungsstadien DIV 21, 

DIV 42 und DIV 84 nicht zu signifikanten Veränderungen der Dendritenlänge (siehe Abbildung 3.6). Die 

Arbeitsgruppen um Jorratt und Chu maßen die Gesamtlänge der Dendriten in vitro nach Applikation 

von Spermidin und stellten ebenfalls keine signifikanten Modifikationen fest [158, 185].  

 

Neben den bereits erwähnten Veränderungen des Modells durch modifizierte Fütterung und 

Anwendung von Chloroquin könnten auch die Zeitfenster, innerhalb derer die Neuronen untersucht 

werden, verkürzt werden. Um ein detailliertes Verständnis zu erlangen, könnten beispielsweise 

gealterte Neuronen zusätzlich 12 h und 36 h nach der Spermidin-Applikation untersucht werden, um 

die Zeitspanne zu bestimmen zu können, in dem das verstärkte Dendritenwachstum beginnt und ab 

wann die Reduktion der Dendriten einsetzt. Darüber hinaus könnte eine Lebendzell-Bildgebung 

zusätzliche präzise Informationen liefern. In unserem Modell wurden nur die kurzfristigen Wirkungen 

von Spermidin untersucht. Daher wäre es auch von Interesse, die Wirkungen einer langfristigen 

Spermidin-Behandlung über mehrere Tage zu verfolgen. 

4.3.2 Spermidin-induzierte Veränderungen der synaptischen Morphologie 

Eine Analyse von prä- und postsynaptischen Markern wurde am prominentesten primären Dendriten 

durchgeführt, um die Auswirkungen der Spermidin-Behandlung auf junge (DIV 21), mittelalte (DIV 42) 

und alte (DIV 84) Neurone zu untersuchen. Die Ergebnisse zeigen, dass die Spermidin-Behandlung zu 

Veränderungen in der Intensität des Syphy 1 Signals bei DIV 21 und 42 geführt hat (siehe Abbildung 

3.9Abbildung 3.10). In der bereits genannten Studie von Jorratt et al. führte eine 50 µM Spermidin-

Behandlung bei primären kortikalen Rattenkulturen der Entwicklungsstufe DIV 14 zu keinen 

signifikanten Veränderungen der Synapsenanzahl und der prä- und postsynaptischen Dichte [158]. 

Besonders interessant sind die Veränderungen, die innerhalb dieser Dissertation in den DIV 84 

Neuronen beobachtet wurden. Die Spermidin-Applikation für 24 h und 48 h führte zu einer reduzierten 

Anzahl der Syphy 1 Signale aber einer Zunahme ihrer Intensität. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der 

Sholl-Analyse glichen die Messungen nach 24-stündiger Spermidin-Behandlung nicht den Daten der 

jungen Neuronen, sondern die bereits beim Alterungsprozess gesehenen Veränderungen des Syphy 1 
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Signals wurden durch Spermidin verstärkt (siehe Abbildung 3.11 &Abbildung 3.12). Das legt nahe, dass 

in den mit Spermidin behandelten, gealterten Neuronen eine Zunahme von synaptischen Vesikeln und 

aktiven Zonen zu verzeichnen ist. In einer elektronenmikroskopischen Untersuchung von Maglione et 

al. wurde in gealterten Mäuse-Hippocampi eine signifikante Verringerung der Dichte an synaptischen 

Vesikel beobachtet. Mäuse, die eine 6-monatige Spermidin-Behandlung erhielten, zeigten jedoch 

keine altersbedingte Verringerung der Vesikeldichte, sondern eine Dichte, die mit der von jungen 

Mäusen vergleichbar war [111]. In Drosophila melanogaster wurde eine altersabhängige Vergrößerung 

der präsynaptischen Zone gefunden, die durch Spermidin reduziert wurde [60]. In den beiden 

vorgestellten Studien hatte Spermidin in den Modellorganismen einen Effekt, der eine zu jungen 

Tieren vergleichbare Situation erneut herstellte. Dabei muss beachtet werden, dass die Seneszenz zu 

unterschiedlichen Veränderungen an der Präsynapse geführt hat und die beiden vorgestellten Studien 

eine Langzeitbehandlung mit Spermidin untersuchten. Aus der Literatur ist ersichtlich, dass der 

Alterungsprozess einen Einfluss auf die Präsynapse hat, dabei wurden in verschiedenen Modell-

Organismen eine Reihe von Veränderungen und auch gegensätzliche Entwicklungen gezeigt. Doch 

insbesondere in den Hirnregionen, die für das Lernen und Gedächtnis verantwortlich sind, nimmt die 

Syphy- Konzentration im Alterungsprozess ab [108, 201]. In Kapitel 4.2 habe ich die Überlegung 

geäußert, dass die Veränderungen im Syphy 1 Signal in den unbehandelten DIV 84 Neuronen 

möglicherweise auf Anpassungen der neuronalen Schaltungen im Alter zurückzuführen sind, um die 

kognitiven Funktionen aufrechtzuerhalten oder zu verbessern. Die Verabreichung von Spermidin 

könnte diesen Anpassungsprozess intensiviert haben. Dem gegenüber steht, dass eine kurzfristige 

Anwendung von Rapamycin, einem Wirkstoff, der in seiner Wirkung auf die Autophagie der von 

Spermidin ähnlich ist, zu einer Verminderung der Zahl an synaptischen Vesikeln in dopaminergen 

Neuronen geführt hat [202]. Es bestehen multiple Mechanismen, welche zu einer Steigerung des Syphy 

1 Signals geführt haben können. Aber bemerkenswert ist, dass die Veränderungen des Syphy 1 Signals 

in den gealterten Kortex-Neuronen analog zu den Daten der DHPS-Überexpression sind. Das 

Einbringen des Überexpressionskonstruktes führte an den primären Dendriten zu einer verringerten 

Anzahl an Syphy 1 Signalen bei gleichzeitiger Vergrößerung und Intensitätssteigerung.  Daher ist es 

wahrscheinlich, dass die Änderungen des Syphy 1 Signals auf eine gesteigerte Proteinbiosynthese 

infolge der Hypusinierung von eIF5A zurückzuführen sind.  

 

Es ist naheliegend, dass solche Veränderungen im Synapsenaufbau zu Funktionsänderungen führen 

können. Allerdings kann eine Aussage über die Konnektivität einer Synapse nicht direkt aus den 

Veränderungen im Homer 1 und Syphy 1 Signal abgeleitet werden [203]. Es kann davon ausgegangen 

werden, dass das gesteigerte Syphy 1 Signal auf eine vergrößerte Anzahl an synaptischen Vesikeln und 

auch potentiell der aktiven Zonen zurückzuführen ist. Eine vertiefte Analyse mithilfe von Bassoon, 
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einem Gerüstprotein der Präsynapse, welches als Marker für die aktive Zonen genutzt wird oder eine 

immunzytochemische Färbung mit einem Antikörper gegen PSD-95, um eine genauere Analyse der 

postsynaptischen Dichte zu ermöglichen, könnten nützliche Schritte sein, um einsichtsreichere 

Schlüsse über Veränderungen im Synapsenaufbau zu erlangen [204]. In einigen Studien (siehe Kapitel 

1.5.1.1) nahm im Laufe der Alterung das Western-Blot-Signal von wichtigen prä- und postsynaptischen 

Proteinen ab, wie auch in der Studie von Bertrand et al.. Dort blieben in vitro gealterte Hippocampus-

Neurone bis zu 45 Tage zahlenmäßig unverändert, verloren aber Marker für die synaptische Dichte 

und das dendritische Netzwerk wie PSD-95 und MAP 2 [205]. Eine Immunoblot-Analyse der 

Proteinmenge von Syphy 1 und Homer 1 könnte noch aufzeigen, ob die Signaländerungen auch mit 

Konzentrationsänderungen der Gesamtproteinmenge einhergehen. Eine vermehrte Anzahl an 

synaptischen Vesikeln muss nicht zwangsläufig eine vermehrte Bereitstellung von Neurotransmittern 

bedeuten, da es aufgrund von Beeinträchtigungen des Recyclingprozesses, zu einer Akkumulation von 

inaktiven synaptischen Vesikeln kommen kann [206]. Das Recycling synaptischer Vesikel ist ein 

komplexer Prozess, der von entscheidender Bedeutung für den Erhalt und die Aufrechterhaltung der 

Funktionsfähigkeit von Synapsen ist. Hierbei werden synaptische Vesikel, die an der Synapse 

freigesetzt wurden, zurück zu ihrem Ursprungsort, dem Endoplasmatischen Retikulum, transportiert, 

wo sie neu befüllt und wieder bereit für die nächste Freisetzung gemacht werden [207]. Interessant 

wäre es auch den Recyclingprozess der Vesikel genauer zu analysieren, um zu bestimmen, ob die 

Steigerung des Syphy 1 Signals eine Akkumulation von alten Vesikeln bedeutet oder insgesamt mehr 

aktive Vesikel im Umlauf sind. Eine Möglichkeit, sich dieser Frage zu nähern, wäre eine Live-Zell-

Bildgebung mit einem fluoreszierenden Antikörper gegen ein Vesikelprotein. Darüber hinaus könnten 

elektrophysiologische Single-cell-Analysen möglicherweise dazu beitragen, weitreichendere 

Erkenntnisse über Veränderungen in der Aktivität der Synapse zu gewinnen. 

4.4 Genetische Modulation der neuronalen DHPS-Konzentration  

Der Alterungsprozess ist durch eine Beeinträchtigung der Proteinbiosynthese gekennzeichnet [17, 

208]. Ein wichtiger Bestandteil der Proteinbiosynthese ist die Translation, die Übersetzung einer 

mRNA-Sequenz in eine Aminosäurekette. Die Translation kann in drei Phasen unterteilt werden: 

Initiation, Elongation und Termination. Für jede dieser Phasen gibt es eine Vielzahl an Proteine, die 

den Prozess unterstützen. Studien an Hefezellen haben eIF5A als dritten bedeutenden 

Translationselongationsfaktor neben eEF1A und eEF2 identifiziert [34]. Viele Wirkungen von Spermidin 

lassen sich auf seine Bedeutung für die posttranslationale Hypusinierung von eIF5A zurückführen. Die 

Aktivierung des eIF5A erfolgt durch die Hypusinierung eines Lysinrestes, katalysiert durch die Wirkung 

der Enzyme DHPS und DOHH. Die Hypusinierung von eIF5A nimmt mit dem Altern in vivo ab und kann 

durch eine Nahrungsergänzung mit Spermidin wiederhergestellt werden (vgl. Kapitel 1.4). Das 
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bemerkenswerteste Merkmal der Hypusin-Modifikation ist die strikte Spezifität für eIF5A. Es wurde 

bislang kein anderes Protein identifiziert, das Hypusin enthält. Weder DHPS noch DOHH sind in der 

Lage, freie Aminosäuren zu modifizieren. Vielmehr ist für beide Enzyme die Vorlage der 

makromolekularen Struktur des eIF5A als Reaktionssubstrat erforderlich [86, 209, 210]. Mehrere 

Modelle zeigten, dass das durch DHPS gebildete Zwischenprodukt stabil blieb und der eIF5A nicht in 

seine inaktive Form zurücktransformierte [211–213]. Für die bessere Analyse des 

Hypusinierungsprozesses wurde die zelluläre Konzentration des Enzyms DHPS modifiziert. In Kapitel 

3.2.1 wurde die Effektivität der Konstrukte beschrieben. Es existieren zwei Isoformen des eIF5A, die 

sich im Bereich der Hypusinierugsstelle am Lys50 nicht unterscheiden, aber unterschiedliche 

Expressionsmuster aufweisen. Während eIF5A1 ubiquitär exprimiert wird, findet man eIF5A2 

hauptsächlich in Tumorzellen und lediglich in moderaten Mengen im Gehirn [214]. Eine Spezifität des 

Enzyms DHPS für eine der beiden eIF5a-Isoformen ist gegenwärtig nicht bekannt. Somit gehen wir 

davon aus, dass das von uns verwendete DHPS-Konstrukt an der Hypusinierung beider Isoformen 

beteiligt sein könnte. Da die Isoform eIF5A2 in gesundem Gewebe nur in sehr geringen 

Konzentrationen vorkommt, beziehen sich die meisten zitierten Paper in dieser Arbeit auf die Isoform 

eIF5A1 [215]. 

4.4.1 Veränderungen der dendritischen Morphologie unter modifizierter DHPS- 
Konzentration  

Die Überexpression der DHPS führte im Vergleich zur Kontrollgruppe bei Neuronen die den FUGW-

Leervektor enthielten nicht zu signifikanten Veränderungen. Dabei ist zu beachten, dass die 

Einbringung des FUGW-Leervektors zu vermehrten Überschneidungen mit der Sholl-Maske im 

Unterschied zu den unbehandelten Neuronen führte. Da nicht differenzierbar ist, ob die 

Veränderungen auf den Vektor oder das Konstrukt zurückzuführen sind und sowohl die FUGW-

Leervektor als auch die FUGW-DHPS Gruppe ein vermehrtes Dendritenwachstum aufwiesen, gehen 

wir davon aus, dass die Wirkung vom FUGW-Vektor hervorgerufen wurde und die DHPS-

Überexpression zu keinen Modifikationen der neuronalen Struktur führte (vgl. Abbildung 3.14). Dies 

lässt darauf schließen, dass das Enzym DHPS bezüglich dendritischer Morphologie nahe an seiner 

Sättigungsgrenze arbeitet und die begrenzenden Faktoren in dieser Hinsicht nicht die 

Enzymkonzentration oder -aktivität betreffen. Hingegen führte ein knock-down zu signifikanten 

Veränderungen, einschließlich einer deutlichen Abnahme der Überschneidungen mit der Sholl-Maske 

und einer verkürzten Dendritenlänge. Diese Ergebnisse wurden durch die Daten von Huang et al. 

bestätigt, die zeigten, dass eine Inhibierung der DHPS sowohl durch den selektiven Inhibitor GC-7 als 

auch durch RNA-Interferenz zu einem verminderten Neuritenwachstum führte [48]. Eine in vivo Studie 

an Mäusen zeigte, dass ein konditioneller knock-out von eIF5A oder DHPS in Neuronen eine 
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signifikante Beeinträchtigung des Wachstums, der Lebensfähigkeit, der Neuroentwicklung und der 

kognitiven Funktionen hervorruft. Die Untersuchung offenbarte, dass eIF5A- oder DHPS-defiziente 

Mäuse ein reduziertes Hirnvolumen und eine geringere Anzahl an Neuronen und Synapsen aufwiesen. 

Zudem zeigten diese Mäuse im Vergleich zu ihren normalen Artgenossen eine deutlich verminderte 

kognitive Leistung, insbesondere hinsichtlich Lern- und Gedächtnisfunktionen. [119]. Eine verminderte 

DHPS-Wirkung kann auch bei Menschen Auswirkungen auf die kognitiven Funktionen haben. 

Ganapathie et al. zeigten, dass seltene Mutationen der DHPS zu einer verminderten Enzymaktivität 

führen, die die Hypusinierung von eIF5A einschränkt und bei den Betroffenen mit einer neurologischen 

Entwicklungsstörung verbunden ist [118]. 

4.4.2 Veränderungen der synaptischen Signale unter modifizierter DHPS-
Konzentration  

Sowohl die Überexpression als auch der knock-down der DHPS führten zu keinen signifikanten 

Veränderungen der Synapsenzahl. Die DHPS-Überexpression führte zu einer Abnahme der Anzahl der 

Syphy 1 Signale, während diese gleichzeitig größer wurden und in ihrer Intensität zunahmen. Eine 

Veränderung des Homer 1 Signals war bei den Neuronen, welche das Überexpressionskonstrukt 

enthielten, nicht sichtbar.  Der knock-down führte sowohl zu einer Intensitätsminderung des Syphy 1 

als auch des Homer 1 Signals. Interessanterweise sind die Veränderungen des Syphy 1 Signals in Folge 

der DHPS-Überexpression kongruent zu den Ergebnissen der Spermidin-Applikation bei gealterten 

Neuronen. Das lässt darauf schließen, dass dieser Mechanismus essentiell für die Veränderungen des 

synaptischen Signals ist und sowohl Konzentrationsveränderungen des Substrats, als auch des Enzyms 

zu ähnlichen Modifikationen führen. Nishimura et al. sahen in vitro, dass die Menge an aktivem eIF5A 

in den Zellen stark von der Spermidinkonzentration abhängig ist [216]. Zusätzlich fanden Lubas et al. 

heraus, dass die Translation von ATG 3, einem wichtigen Protein der Autophagie, abhängig von eIF5A 

ist. Daher kann geschlossen werden, dass eIF5A eine essentielle Rolle bei der Bildung von 

Autophagosomen spielt [217]. Somit könnte eine erhöhte DHPS-Konzentration auch die Autophagie 

erhöhen und für die gemessenen Veränderungen der Synapsen verantwortlich sein.  

 

Es ist wahrscheinlich, dass eine Überexpression oder ein knock-down der DHPS auch zu 

Konzentrationsveränderungen des hypusinierten eIF5A geführt hat. Zu beachten ist jedoch, dass die 

Hypusinierung von verschiedenen Faktoren wie NAD, pH-Wert, der Metabolitenkonzentration und der 

Aktivität der beteiligten Enyzme DHPS und DOHH abhängt [218]. Als nächster Schritt sollte mittels 

Western-Blot-Analyse untersucht werden, ob eine Modulation der DHPS-Expression tatsächlich zu 

Veränderungen der Hypusinkonzentration führt. Zusätzlich könnte ein Hypusin-Assay durchgeführt 

werden, um zu ermitteln, ob und inwieweit Spermidin in unserem Modell die hypusinierte eIF5A-
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Konzentration erhöht und ob dies proportional zur Spermidinkonzentration ist oder Schwellenwerte 

existieren. Im Rahmen der Experimente von Nishimura et al. wurde ein unterer Grenzwert für die 

Spermidinkonzentration identifiziert, dessen Unterschreitung eine Abnahme des Gehalts an aktiven 

eIF5A-Molekülen zur Folge hatte [216].  

4.5 Ausblick  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine Spermidin-Supplementierung und eine 

Modulation der DHPS-Konzentration zu Veränderungen der dendritischen und synaptischen Struktur 

in vitro geführt haben. Aktuell werden im Institut für Pharmakologie und Toxikologie der OvGU 

Magdeburg Untersuchungen zur Wirkung einer kurzfristigen Spermidin-Applikation auf Kortexgewebe 

in vivo untersucht. Dies kann dazu beitragen, ein besseres Verständnis dafür zu gewinnen, welchen 

Einfluss Spermidin auf neuronale Strukturen hat.  

 

Die multifaktoriellen Wirkmechanismen von Spermidin - aufgrund der Beteiligung an multiplen 

Stoffwechselprozessen - ermöglichen eine Vielzahl an Fragestellungen und potentiellen 

Anwendungen. Neben den möglichen Vorteilen als Nahrungsergänzungsmittel ist es in den letzten 

Jahren auch als Biomarker zur Risikostratifizierung von Demenzerkrankungen oder Schlaganfall in den 

Fokus geraten. Bei diesen Prozessen wurde eine erhöhte Spermidinkonzentration im Blut beobachtet 

[219–221]. Wie dies mit den positiven Wirkungen auf neurodegenerative Erkrankungen und die 

Gedächtnisleistungen in Einklang gebracht werden kann, ist Gegenstand aktueller Diskussion. Darüber 

hinaus bestehen bei der Etablierung von Spermidin als Anti-Aging-Mittel viele weitere Fragen. Zum 

einen ist noch nicht vollständig geklärt, inwieweit der Spermidinspiegel im Gehirn durch eine orale 

Supplementierung ansteigt.  Auch wenn bereits aufgezeigt wurde, dass eine Spermidinzufuhr zu einer 

Erhöhung des Serumspiegels führen kann, ist die Aufnahme von Spermidin von vielen verschiedenen 

Faktoren abhängig [25, 26]. Insbesondere das individuelle Mikrobiom steht hierbei im Fokus. Indem es 

die Produktion, den Verbrauch und  Stoffwechsel von Polyaminen moduliert, beeinflusst es auch den 

Spermidinspiegel im Darm [222]. Zusätzlich ist die Permeabilität der Blut-Hirnschranke für Polyamine 

streng reguliert, sodass bei einem erhöhten Blutserumspiegel nicht automatisch auch von einer 

Konzentrationssteigerung im Kortex ausgegangen werden kann [223]. In den aufgeführten klinischen 

Studien konnte für Spermidin ein kurzfristiger Effekt auf die Gedächtnisleistung nachgewiesen werden, 

unklar ist aber noch, ob eine langfristige Einnahme von Spermidin positive Wirkungen auf kognitive 

Fähigkeiten besitzt (vgl. Kapitel 1.3.2) [79, 80]. Um eindeutige Aussagen zu gewährleisten, bedarf es 

weiterer klinischer Studien.  
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Für ein gesundes Altern bei regem Geist sind zahlreiche Faktoren von Bedeutung und es scheint 

unwahrscheinlich, dass es eine einfache Lösung wie eine „Anti-Aging-Pille“ geben wird. In den letzten 

Jahren hat sich herauskristallisiert, dass ein Lebensstil, der regelmäßige körperliche Aktivität, eine 

ausgewogene Ernährung und kognitive Stimulation beinhaltet, eine bedeutende Rolle bei der 

erfolgreichen Alterung spielt [224–228]. Die soziale Integration stellt ebenfalls einen wichtigen Faktor 

dar und es obliegt der Verantwortung unserer Gesellschaft, ältere Menschen besser in die 

Gemeinschaft zu integrieren und Lebensräume zu gestalten, die sowohl den Bedürfnissen älterer als 

auch jüngerer Menschen gerecht werden [229, 230].  
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5 Zusammenfassung 
Die durchschnittliche Lebenserwartung steigt weltweit und mit ihr die Häufigkeit altersbedingter 

Krankheiten. Insbesondere das zentrale Nervensystem ist dem fortschreitenden Alterungsprozess 

unterworfen. Es gibt immer mehr Hinweise darauf, dass Proteinhomöostase und Autophagie 

Schlüsselfaktoren bei diesen Prozessen sind. Die Verabreichung von exogenem Spermidin, einem 

Autophagie-Induktor, verlängert nachweislich die Lebensspanne, verbessert die neuronalen und 

kognitiven Funktionen und erwies sich in verschiedenen Modellorganismen als neuroprotektiv. Diese 

Wirkungen könnten zum Teil auf seinen Beitrag zur Hypusinierung, einer einzigartigen 

posttranslationalen Modifikation des eukaryotischen Translationsinitiationsfaktors 5A-1 (eIF5A) 

zurückzuführen sein. Daher war das Ziel dieser Arbeit, die Auswirkungen von Spermidin und der eIF5A-

Hypusinierung auf die neuronale Plastizität zu analysieren. Dafür wurden zwei Experimentreihen 

durchgeführt. Im ersten Teil wurde primären kortikalen Zellkulturen der Ratte zu den Zeitpunkten DIV 

21, DIV 42 und DIV 84 für 24 h oder 48 h Spermidin in einer Konzentration von 50 μM appliziert. Um 

die Rolle der Hypusinierung des eIF5A weiter zu analysieren, wurde in einem zweiten Experiment die 

zelluläre Konzentration der an der Modifikation beteiligten Desoxyhypusinsynthase (DHPS) verändert. 

In beiden Experimentreihen wurde die Morphologie der Dendriten mittels Sholl-Analyse beurteilt. Die 

Beurteilung der Veränderungen auf synaptischer Ebene wurde über eine Quantifizierung der prä- und 

postsynaptischen Signale am prominentesten primären Dendriten durchgeführt. Eine 24-stündige 

Behandlung mit Spermidin beschleunigte das dendritische Wachstum in DIV 84 Neuronen und sie 

glichen in ihrer Morphologie wieder jüngeren Neuronen. Auf synaptischer Ebene war nach Spermidin-

Applikation der alten Neuronen (DIV 84) ein vergrößertes und intensiveres Syphy 1 Signal und eine 

Abnahme der Homer 1 Signalgröße sichtbar. Zur besseren Interpretation dieser Ergebnisse wäre eine 

detaillierte Analyse des Einflusses von Spermidin auf die synaptische Plastizität und deren mögliche 

Rolle bei der Verjüngung von Neuronen sinnvoll. Die Überexpression von DHPS führte zu keinen 

signifikanten Veränderungen in den dendritischen Überschneidungen mit der Sholl-Maske, während 

der knock-down zu einer Verringerung führte. Dies deutet darauf hin, dass die endogene 

Hypusinierung des eIF5a ausreichend ist und nahe der Sättigung arbeitet. Gleichzeitig agiert die DHPS 

in einem engen Konzentrationsfenster und hat eine zentrale Bedeutung, so dass ein knock-down einen 

signifikanten Effekt auf die Morphologie der Neuronen hat. Die Überexpression der DHPS führte bei 

der Quantifizierung der prä- und postsynaptischen Marker zu Ergebnissen die analog zu den 

Messungen der Spermidin-Behandlung von DIV 84 Neuronen waren, was den zentralen 

Wirkungmechanismus von Spermidin über eine Aktivierung des eIF5a bestätigt. Das ZNS muss jedoch 

letztendlich als Netzwerk aus allen neuronalen Zellspezies und in seiner Interaktion mit dem gesamten 

Organismus betrachtet werden. Eine Analyse des Einflusses von Pharmaka auf vereinzelte Zellarten 
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wird der Situation in vivo nicht gerecht. Dennoch stellt die Untersuchung der Auswirkungen von 

Spermidin auf die Neuronen einen wichtigen Fortschritt auf dem Weg zur Entwicklung von Anti-Aging-

Therapeutika dar, welche der wachsenden Zahl alter und sehr alter Menschen eine längere Gesundheit 

und Selbständigkeit ermöglichen könnte. 
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10 Anlagen 
10.1 Prüfung der Effektivität des DHPS-knock-downs in HEK293T-Zellen 

Die Vektoren wurden in HEK293T-Zellen mittels Calcium-Phosphat-Methode transfiziert und ein 

Immunoblot durchgeführt. Der Erfolg der Transfektion wurde anhand des Fluoreszenzsignals 

bestimmt, das von dem durch die verwendeten Vektoren kodierten GFP ausgesendet wurde. 

Anschließend wurde die Effektivität des knock-downs in HEK293T-Zellen getestet. Dafür wurde ein 

weiteres DHPS-Überexpressionskonstrukt in einem pEGFP-N3-Vektor erstellt und dieser jeweils mit 

dem FUGWH1-DHPS-shRNA (knock-down) und dem FUGWH1-scrambled-shRNA (Kontrolle) transfiziert 

[231]. Die Signalintensität des GFP nahm in den HEK293T-Zellen, welche das DHPS-knock-down-

Konstrukt enthielten durchschnittlich um 41,8 % ab. Somit wurde die transfizierte DHPS-RNA, durch 

das DHPS-knock-down-Konstrukt um fast 42 % reduziert. Es kann davon ausgegangen werden, dass die 

gemessenen Werte die nicht die vollständige Wirkung des knock-down-Konstruktes widerspiegeln. 

Darüber hinaus wurde vermutlich auch die endogene DHPS-Konzentration vermindert, welche jedoch 

nicht durch das GFP Signal dargestellt werden kann.  

 

Abbildung 10.1: Effektivität des DHPS-knock-downs 

Die Plasmide FUGW-DHPS, FUGWH1-scrambled-shRNA und FUGWH1-DHPS-shRNA wurden in HEK293T-Zellen 

transfiziert. Die Konzentration der Kontrollgruppe (pEGFP-DHPS + FUGWH1-DHPS-shRNA) wurde auf 100 

normiert. Die HEK293T-Zellen, welchen das knock-down-Konstrukt FUGWH1-DHPS-shRNa transfiziert wurde, 

wiesen ein signifikant reduziertes GFP-Signal auf. Für die statistische Analyse wurde ein ungepaarter t-Test nach 

Student verwendet (Es wurden drei biologische Replikate mit jeweils 2-3 technischen Replikaten durchgeführt). 
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