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Il Einleitung

I Einleitung

1.1  Einfihrung

Das Gehirn ist das komplexeste Organ des Menschen. Seine zahlreichen Funktionen
ermoglichen uns, unsere Umgebung wahrzunehmen, mit ihr zu interagieren und uns ihr
anzupassen. Die vielféltigen Funktionen des Gehirns reichen von der Initiation einer
einfachen Bewegung, sensorischer Wahrnehmung bis hin zu Lernen und Gedéchtnis und
der vielleicht prominentesten: dem Denken. Unser geringes Wissen Uuber die
Mechanismen der genannten Funktionen steht in Kontrast zu dem, was wir tiber andere
Organe an Wissen erworben haben. Die Erforschung von Lernprozessen und Gedéachtnis
ist flr viele Wissenschaftler der interessanteste Teil der Hirnforschung. Durch die
Maoglichkeit, Erfahrungen und Ereignisse der Vergangenheit zu speichern und bei
Bedarf wieder abzurufen, hat der Mensch einen entscheidenden Vorteil: er kann mit
seiner Umwelt differenziert interagieren. Es wird wohl kaum einen einzigen
Mechanismus geben, der alle Formen von Geddchtnis erklart, dennoch konnte die
Synapse, als Schaltstelle zwischen den Neuronen, hierfur ein wichtiges Korrelat auf
zelluldrer Ebene sein. Ein konkreter Hinweis hierfiir ist die F&higkeit von chemischen
Synapsen ihre Effizienz der Ubertragung zu &ndern, unterzugehen oder neu zu
entstehen. Man spricht hierbei von synaptischer Plastizitat. Bei geschatzten 100-500
Billionen synaptischen Kontakten im menschlichen Gehirn, ist es von groRtem Interesse
der Forschung die lokalen Faktoren und Interaktionen zwischen den Schaltstellen besser
zu verstehen, da dies in Zukunft auch klinische Konsequenzen bei der Behandlung von

Erkrankungen wie der Epilepsie oder dem Morbus Alzheimer haben konnte.

I1.1.1 Struktureller Aufbau von Synapsen im ZNS

Bei Synapsen handelt es sich um Kontaktstellen zwischen Nervenzellen bzw.
Nervenzellen und anderen Zellen. An ihnen findet die Erregungsuibertragung vom Axon
einer Nervenzelle zum Dendriten, bzw. dem Soma einer anderen Nervenzelle statt. Die
Klassifizierung von Synapsen kann auf verschiedene Arten erfolgen: Zum einen gibt es
die phylogenetisch altere elektrische Synapse, die zwei Zellen elektrotonisch koppelt.

Im Vergleich zur chemischen Synapse ist ihre Anzahl im Gehirn jedoch eher gering. Die
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Il Einleitung

strukturellen Komponenten der interneuronalen, chemischen Synapse sind die
prasynaptische Membran, die sich am Ende eines Axons findet, die mit Transmittern
gefillten Vesikel im Zytoplasma des Axonendes, der synaptische Spalt und die
postsynaptische Membran. Bei Eintreffen eines Aktionspotentials am Axonende,
werden die Botenstoffe einiger Vesikel durch Exozytose in den synaptischen Spalt
entleert. Per Diffusion gelangen die Botenstoffe an die Rezeptoren der postsynaptischen

Membran und kénnen eine Impulslbertragung auslésen.

Weitere Klassifizierungen von chemischen Synapsen lassen sich durch die Position des
Axonendes am postsynaptischen Neuron (axodendritisch, axosomatisch und axoaxonal),
die Funktion (exzitatorisch und inhibitorisch) und den verwendeteten Transmitter
(glutamaterg, gabaerg, serotonerg) vornehmen (Lillmann-Rauch, 2003). Morphologisch
finden sich Hinweise auf die Funktion von Synapsen: der postsynaptische
elektronendichte Anteil (ein Komplex aus Rezeptormolekiilen und Elementen des
Membranskeletts) von exzitatorischen Synapsen ist oft breiter als der prasynaptische
(Gray-Typ-I, asymmetrischer Typ). Inhibitorische Synapsen hingegen haben oft dhnlich
breite pra- und postsynaptische Verdichtungen (Gray-Typ-Il, symmetrischer Typ). Bei
den von Gray 1959 als Typ-lI bezeichneten Synapsen handelt es sich h&ufig um
axodendritische Kontakte. Auf der Ebene des Dendriten bilden zu ca. 90% so genannte
dendritische Spines die postsynaptische Struktur (Harris und Kater 1994). Hierbei
handelt es sich um Ausstllpungen der Zellmembran (,,Dornen*), die erstmals 1891 von
Cajal beschrieben wurden. Bei den Gray-Typ-1l Synapsen handelt es sich meist um

axosomale oder proximale axodendritische Kontakstellen.

11.1.2 Struktur und Funktion dendritischer Spines

Die Dendriten vieler Neurone sind dicht mit oben genannten dendritischen Spines
besetzt. Spines finden sich gelegentlich jedoch auch an Zellkérpern oder an
Axonhigeln. Die Einteilung von Spines erfolgt durch deren vielféltige Morphologie, die
sich in Gruppen zusammenfassen lasst: Dinn (,thin“), kurz und dick (,,stubby®),
pilzférmig (,,mushroom*) oder verzweigt (,,branched”) sind hierbei die wesentlichen
Merkmale zur Beschreibung. Spines haben eine Lange von etwa 1-3 um und lassen sich
einteilen in Kopf (Volumen: 0,001-1 um®) und einen diinnen Hals (Durchmesser: <0,1

pm), der den Spine mit dem Dendriten verbindet (Harris und Kater, 1994; Sorra und
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Il Einleitung

Harris, 2000; Nimchinsky et al., 2002). Im Kopf des Spines findet sich eine ca. 30 nm
breite Verdickung, die der elektronendichten post-synaptic density entspricht (PSD).
Hierbei handelt es sich um einen Komplex aus verschiedenen Rezeptormolekiilen,
Teilen des Membranskeletts zur Verankerung von Rezeptoren, Second Messenger
Molekiilen und weiteren Proteinen, die an der Signaltransduktion beteiligt sind (Ziff,
1997; Walikonis et al., 2000; Kennedy, 2000). Das Zytoskelett, das die PSD verankert,
besteht aus Aktin. Wahrend es durch zahlreiche Verzweigungen den Spinekopf zum
groRen Teil fullt, ist es am Spinehals langs orientiert und stellt somit die Verbindung
zwischen Spine und Neuron her (Fifkova, 1982). Dieses Aktin-Zytoskelett ist besonders
wichtig fir die Motilitat von Spines (Fischer, 1998).

11.1.3 Aufbau des Spineapparats und seine Funktion

Etwa die Halfte aller Spines enthalten Teile des glatten endoplasmatischen Retikulums
(SER) (Spacek und Harris, 1997). Hierbei gibt es zwei verschieden differenzierte
Auspragungen des SER. Es kann in Form von einzelnen Tubuli auftreten oder als
eigenstandige Organelle: dem Spineapparat. Der Spineapparat besteht im Wesentlichen
aus zwei strukturellen Elementen, ndmlich aus tbereinander gestapelten Schichten von
SER und elektronendichten Platten (Gray, 1959). Wahrend sich der Spineapparat
insgesamt nur bei ca. 20% aller Spines findet, ist er bei den reifen, adulten pilzférmigen
Spines zu >80% vorhanden. Dies fiihrte zu der Annahme, dass der Spineapparat eine
wichtige Rolle fiir die synaptische Plastizitat spielen kénnte (Spacek und Harris, 1997).
Die Aufgaben des Spineapparats liegen wahrscheinlich in der Calciumspeicherung und
-regulation (Vlachos et al., 2009).

11.2  Neurotransmitter im ZNS: Funktionen und Rezeptoren
11.2.1 Neurotransmitter und Erregungstbertragung

Der Effekt von Neurotransmittern bei der Erregungsiibertragung wird entscheidend
durch die Eigenschaften der Zielstrukturen mitbestimmt. Die wichtigsten Komponenten
der Zielstrukturen sind Neurotransmitter-Rezeptoren, Membrankanadle und Second-
Messenger-Systeme, die durch verschiedene Mechanismen interagieren. Diese

verandern letztlich das Membranpotential und dadurch Metabolismus und Expression
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von Genen der Zielzellen, was eine Anderung der Aktivitatsmuster der Zellen bedingt.
Da die Zellmembran fur lonen selektiv durchlassig ist, ist das Zellinnere in Ruhe
negativ im Vergleich zum Extrazellularraum geladen. Je nach Neuronentyp betragt
dieses Ruhemebranpotential ca. -70 mV. Der Einstrom von positiv geladenen lonen
(Na* und Ca?*) an der postsynaptischen Membran hat eine Depolarisation zur Folge, bei
der es sich um ein exzitatorisches postsynaptisches Potential (EPSP) handelt. Durch
eine Summation von Depolarisationen kann das Schwellenpotential Gberschritten
werden. Hierdurch entstehen Aktionspotentiale, die Uber das Axon weitergeleitet
werden und wiederum andere Zellen erreichen kénnen (Benninghoff und Drenckhahn,
2004a).

11.2.2 Exzitatorische Neurotransmitter und ihre Rezeptoren

Der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im ZNS ist die Aminosédure L-Glutamat,
die ihre Effekte Uber vier verschiedene Gruppen von Glutamatrezeptoren vermittelt. An
der postsynaptischen Membran von glutamatergen Synapsen ist die Dichte dieser
Rezeptoren besonders hoch. Innerhalb der vier Hauptgruppen kénnen die Rezeptoren
nochmals in G-Protein gekoppelte (metabotrope) Rezeptoren und liganden-regulierte
lonenkanéle (ionotrope Rezeptoren) eingeteilt werden (Benninghoff und Drenckhahn,
2004a).

Die ionotropen Glutamat-Rezeptoren haben vier oder fiinf Untereinheiten und werden in
drei Gruppen eingeteilt: NMDA-, AMPA- und Kainat-Rezeptoren, die sich im Aufbau,
ihrer Sequenz der Untereinheiten und ihrer spezifischen Bindungs-, Aktivierungs- und
Leitungseigenschaften unterscheiden (McLennan, 1983; Jonas, 1993). Ihr Name wurde
abgeleitet von ihrem relativ spezifischen Agonisten: NMDA steht fur N-Methyl-D-
Aspartat.

Der NMDA-Rezeptor besteht aus vier Untereinheiten und bendtigt zur Aktivierung nicht
nur seinen Liganden Glutamat bzw. NMDA sondern auch eine Vordepolarisation, da er
bei Ruhemembranpotential durch ein extrazelluldares Magnesium-lon blockiert ist
(Mayer und Westbrook, 1987). Er hat im Vergleich zum AMPA- und Kainat-Rezeptor
eine ungewohnlich hohe Leitfahigkeit fur Calcium-lonen, wéhrend seine Leitfahigkeit
fiir Natrium- und Kalium-lonen ahnlich ist (Cull-Candy, 2001).

AMPA steht fur a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionsdure, wobei es sich

um den spezifischen Agonisten des AMPA-Rezeptors handelt. AMPA-Rezeptoren
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bestehen ebenfalls aus vier Untereinheiten, haben aber im Vergleich zu NMDA-
Rezeptoren eine viel schnellere Kinetik, d.h. die Zeit zwischen Bindung des Agonisten
und Offnung des Kanals ist viel kiirzer als bei NMDA-Rezeptoren. Ebenso ist die
Gesamtoffnungszeit des AMPA-Rezeptors deutlich geringer (Collingridge und Lester,
1989). lhre hdufige Koexistenz mit NMDA-Rezeptoren wird dadurch erklart, dass die
fur die Offnung der NMDA-Rezeptoren nétige Depolarisation zur Lésung des
Magnesium-Blocks durch die schnellen AMPA-Rezeptoren erst ermdglicht wird (Lin
und Talman, 2002). Die dritte Gruppe der ionotropen Glutamatrezeptoren wird
spezifisch durch Kainat, die deproteinierte Form der Kainséure, aktiviert. Uber den
Kainat-Rezeptor ist von den drei ionotropen Rezeptoren am wenigsten bekannt. \Von der
Struktur und den lonenleitfédhigkeiten ist er dem AMPA-Rezeptor dhnlich, funktionell
wird angenommen, dass er eine Rolle fur die Initiierung von LTP sowie auch LTD im
Zusammenspiel mit den AMPA- und NMDA-Rezeptoren einnimmt (Jane et al., 2009;
Oren et al., 2009)

Metabotrope Glutamatrezeptoren sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren mit sieben
Transmembrandomaénen, die sich aufgrund ihrer konvergierenden bzw. divergierenden
strukturellen,  pharmakologischen  Eigenschaften und ihrer intrazelluldren

Signaltransduktion in drei Gruppen einteilen lassen (Nakanishi et al., 1994).

Die erste Gruppe dieser metabotropen Rezeptoren aktiviert die Phospholipase C (PLC).
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat ~ (PIP2) wird durch die PLC in zwei
unterschiedliche  Second-Messenger gespalten:  Inositoltriphosphat  (IP3) und
Diacylglycerol (DAG). IP3 erhoht die Calciumkonzentration in der Zelle durch
Freisetzung von Ca®**-lonen aus intrazellularen Calciumspeichern und dem
endoplasmatischen Retikulum (ER). DAG erhoht die Aktivitat der Proteinkinase C
(PKC), die wiederum Membrankanéle und verschiedene Enzyme phosphoryliert. Die
Gruppen zwei und drei der metabotropen Glutamatrezeptoren hemmen die
Adenylatzyklase und erhéhen damit die Leitfahigkeiten von K*-lonen (Conn und Pin,
1997; Schoepp und Conn, 1993).

Metabotrope Rezeptoren haben langsamere Effekte auf die Zelle als die oben
beschriebenen ionotropen Rezeptoren. Die Begriffe Exzitation und Inhibition lassen sich
auf sie nicht vollstandig anwenden, da ionotrope Rezeptoren auch metabotrope Effekte
nach sich ziehen konnen: z.B. kann ein Calcium-Einstrom bestimmte Enzyme
aktivieren. Umgekehrt wird durch metabotrope Effekte die Leitfahigkeit der Membran
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fiir lonen veréndert. Als Beispiel hierfiir sei die Phosphorylierung von Membrankanélen
genannt (Stefani et al., 1996; Davies et al., 1995; Libri et al., 1997).

Metabotrope und ionotrope Glutamat-Rezeptoren spielen beide eine wichtige Rolle fir
die Bildung von LTP und ermdglichen uns damit eine langfristige und differenzierte

Informationsverarbeitung (Lynch, 2004).

11.2.3 Inhibitorische Neurotransmitter und ihre Rezeptoren

Die Hyperpolarisierung einer postsynaptischen Membran verhindert die Ausbildung
eines Aktionspotentials. Dies geschieht durch Neurotransmitter, die direkt oder indirekt
Chlorid- oder Kaliumionenkanéle 06ffnen und dadurch ein inhibitorisches
postsynaptisches  Potential  (IPSP) auslésen. Der  wichtigste inhibitorische
Neurotransmitter im Gehirn ist GABA wéhrend im Rickenmark auch Glycin eine
wichtige Rolle spielt (Fort et al., 1980; van den Pol und Gorcs, 1988). Bei GABA
handelt es sich um y-Aminobuttersdaure dessen Zielstrukturen wieder iono- und
metabotrope Rezeptoren sind. Zu den ionotropen Rezeptoren zéhlen der GABAA- und
der GABA-Rezeptor wahrend der GABAg-Rezeptor wiederum metabotrop ist. Bei
dem GABAA-Rezeptor handelt es sich um einen ligandenaktivierten lonenkanal, der aus
funf verschiedenen Untereinheiten aufgebaut ist. Er ist bei Aktivierung durchlassig fir
Chlorid- und Bikarbonationen, was eine Hyperpolarisierung zur Folge hat und ein
Aktionspotential verhindert (Hill und Bowery, 1981; Bowery, 1989; Barnard et al.,
1998). Interessant ist, dass dieser Rezeptor neben der Bindungsstelle flir GABA auch
uber andere Bindungsstellen fiir Benzodiazepine, Barbiturate und Steroide, die den
Rezeptor modulieren verfugt (Sivilotti und Nistri, 1991). Die Aktivitat dieses Rezeptors
muss im Gehirn sehr fein reguliert werden, denn zu viel Inhibition kann zu
Bewusstlosigkeit und Koma fiihren wahrend zu wenig Inhibition die Wahrscheinlichkeit
eines epileptischen Anfalls erhoht (Dichter, 1989; Macdonald, 1989). Dies konnte die

zahlreichen modulierenden Agonisten am GABA-Rezeptor erklaren.

Der GABAc-Rezeptor wird von der ,,International Union of Pharmacology“ nicht als
eigenstandiger Rezeptortyp anerkannt (Barnard et al., 1998). Er unterscheidet sich vom
GABAA-Rezeptor jedoch durch seine Insensitivitdt gegenuber Benzodiazepinen,
Barbituraten und Steroiden und in seiner etwas langsameren Kinetik. Strukturell sind sie

wahrscheinlich identisch (Drew et al., 1984). Der GABAg-Rezeptor ist metabotrop und

15



Il Einleitung

fihrt bei seiner Aktivierung Gber Second Messenger zu einer Aktivierung von Kalium-
Kanélen und so zu einem IPSP (Bowery, 1989; Hill und Bowery, 1981). Présynaptisch
kann dieser Rezeptor wohl auch ligandengesteuerte Calcium-Kanéle verschlie3en
(Chen und van den Pol, 1998; Takahashi et al., 1998).

11.3  Estrogensynthese im Hippocampus: Funktionen und

Regulationsmechanismen
11.3.1 Aufbau und Funktion des Hippocampus

Der Hippocampus gehort zum limbischen System und ist evolutiondr eine der &ltesten
Strukturen des Gehirns. Wahrend der Hippocampus beim Menschen die mediale
Randzone des Temporallappens bildet, durchzieht er bei Nagern C-formig beide
Hemispharen von rostral nach kaudal (Amaral und Wittwer, 1989). Zum Hippocampus
gehdren der Gyrus dentatus, das Cornu ammonis und das Subiculum. Der Gyrus
dentatus ist die Eingangsstation des Hippocampus. Sein histologischer Aufbau ist
dreischichtig. In der mittleren Schicht liegen die Hauptzellen des Gyrus dentatus, die
Kornerzellen, dicht nebeneinander (Stratum granulare). Die Dendriten der
glutamatergen Kornerzellen erreichen die Molekularschicht (Stratum moleculare), die
sich wiederum in eine innere- und eine &ullere Schicht einteilen I4sst (Benninghoff und
Drenckhahn, 2004b).

Das Cornu ammonis l&sst sich transversal in vier Sektoren einteilen (CA1-CA4, von
Cornu ammonis) (Lorente de No, 1934). Anatomisch und funktionell von Bedeutung
sind jedoch nur die CA1- und die CA3-Struktur. Ahnlich wie der Gyrus dentatus besitzt
auch das Cornu ammonis eine zellreiche mittlere Schicht, in der sich die
Pyramidenzellen finden. Die Pyramidenzellen bilden beim Menschen eine zweigeteilte
Schicht (Stratum profundum und Stratum superficiale). Die glutamatergen
Pyramidenzellen erstrecken ihre Dendriten radial nach innen und auf?en. Das Stratum
radiatum und das Stratum lacunosum-moleculare liegen der Pyramidenzellschicht auRen

an, wahrend das Stratum oriens innen liegt.

Das Subiculum st das Ubergangsfeld vom archicorticalen, dreischichtigen
Hippocampus zum sechsschichtigen Neocortex und wird von einigen Autoren nicht
mehr zur Hippocampusformation dazugezahlt. In allen Schichten sind lokale

Interneurone vertreten (Benninghoff und Drenckhahn, 2004b).
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Im Hippocampus flieen sensorische Informationen verschiedener Systeme ein, die
verarbeitet und an den Kortex weitergeleitet werden. Neurochirurgen beobachteten
1957, dass eine beidseitige Hippocampusentfernung zwecks Epilepsietherapie bei den
Patienten zu einer anterograden Amnesie fiihrte (Scoville und Milner, 1957). Da weit
zurtickliegende Erinnerungen auch bei fehlenden Hippocampi erhalten bleiben, kamen
Forscher zu der Annahme, dass der Hippocampus Erinnerungen generiert, wahrend die
Speicherung in verschiedenen Teilen der GroRhirnrinde erfolgt. Neuere Studien zeigen
jedoch, dass eine ausgedehnte Hippocampusldsion auch d&ltere Erinnerungen
beeintrachtigt (Gilboa, 2006; Sutherland, 2001; Clark, 2002). Bei Tieren hat der
Hippocampus eine wichtige Funktion fiir die raumliche Orientierung (Morris, 1982), die
auch bei Menschen nachgewiesen werden konnte: Eine Studie bei Taxifahrern in
London zeigte eine signifikante VVolumenzunahme des Hippocampus gegentiber der
Kontrollgruppe (Maguire et al., 1997). Ein weiterer interessanter Aspekt am
Hippocampus ist die Fahigkeit zur Neurogenese im Gyrus dentatus, die 1965 von
Altman bei glutamatergen Kornerzellen von Ratten entdeckt wurde. Hiermit wurde das
Dogma gebrochen, dass bei der Geburt alle Neuronen vorhanden sind. Verschiedene
Erkrankungen, bei denen der Hippocampus eine Rolle spielt, machen diese Struktur
auch fur die medizinische Forschung interessant. So zeigen sich z.B. bei
Demenzerkrankungen frihe Verénderungen in der Hippocampusformation, die per

Magnetresonanztomographie detektiert werden kdnnen (Hampel et al., 1998).

11.3.2 Die Aromatase: Enzym der Estrogensynthese

Bei der Aromatase handelt es sich um ein Enzym der Cytochrom P450 Familie. Sie
aromatisiert Androgene zu Estrogenen und transformiert damit auch Testosteron zu
Estradiol. Das Enzym ist im endoplasmatischen Retikulum der Zelle lokalisiert und in
vielen verschiedenen Geweben zu finden. Besonders interessant war die Entdeckung der
Aromatase in hippocampalen Neuronen auf mRNA-Ebene (Abdelgadir et al., 1994;
Wehrenberg et al., 2001) und auf Protein-Ebene (Sanghera et al., 1991; Garcia-Segura et
al., 1999). Prange-Kiel et al. konnten 2003 erstmals zeigen, dass die Aromatase im
Hippocampus auch tatsachlich aktiv ist. Sie fanden eine betréchtliche Estrogenabgabe
von hippocampalen Neuronen in vitro (Prange-Kiel et al., 2003). Dieser Befund wurde
von Hojo und Mitarbeitern bestétigt (Hojo, 2004; Mukai, 2006). Fir die Funktionalitat
der Aromatase im Hippocampus spricht die  Konzentration von Estradiol in
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hippocampalen Gewebe, die mit 1 nM hoher ist als im Blut (Mukai, 2006). Dies wirft
die Frage auf, welche Funktionen und Vorteile die lokale de novo Produktion von
Steroiden bietet. So konnte z.B. nachgewiesen werden, dass durch Estradiol Behandlung
die Langzeit-Depression (long-term depression, LTD) in der CAl- und CA3-Region
sowie im Gyrus dentatus kurzfristig zunimmt (Mukai, 2006). AulRerdem nahm die
Dichte von dinnen Spines zwei Stunden nach Applikation von 1 nM Estradiol bei
Pyramidenzellen im ,akuten Slice* signifikant zu. Dies fihrt wiederum zu der
Annahme, dass Estradiol und die Aromatase eine entscheidende Rolle fir die
synaptische Platizitat haben (Mukai, 2006).

11.3.3 Auswirkungen der Aromataseaktivitat auf die Spinogenese

Die Bildung von Synapsen ist ein hochst komplizierter Prozess, der nicht mit der Geburt
abgeschlossen ist, sondern das ganze Leben Uber stattfindet. Wéhrend lange Zeit die
prasynaptische Seite im Mittelpunkt der Forschung stand, werden nun auch mehr die
postsynaptischen Strukturen erforscht, die lange als passive Elemente der Synapse
unterschatzt wurden. Viele Studien sprechen mittlerweile dafur, dass es sich bei
dendritischen Spines um hochst motile Elemente handelt, die eine entscheidende Rolle
fir die Entstehung von Synapsen spielen konnten (Fischer, 1998; Dailey und Smith,
1996). Aus diesem Grund ist die Spinogenese besonders interessant und soll hier kurz
diskutiert werden. Es wird angenommen, dass Filopodien Vorgénger von Spines sind.
Bei Filopodien handelt es sich um dinne, motile Zellmebranausstilpungen, die

wahrscheinlich aktiv Kontakt zu Axonen suchen (Ziv und Smith, 1996).

Bei erfolgter Kontaktaufnahme werden verschiedene Prozesse in Gang gesetzt, um die
pra- und postsynaptischen Strukturen zu stabilisieren und weiter reifen zu lassen (Zhang
und Benson, 2000; Okabe et al., 2001). Es besteht wohl auch die Mdéglichkeit, dass
Spines direkt aus dem Dendriten auswachsen oder sich an Stellen entwickeln, an denen
sich Filopodien zurlickgebildet haben (Papa et al., 1995; Fiala et al., 1998). Im Rahmen
dieser Arbeit ist es von besonderem Interesse, welche Rolle die endogene
Estrogensynthese und damit die Aktivitdt der Aromatase fir die Spinogenese spielt.
Dass Estradiol die Spineformation beeinflusst, ist schon seit einiger Zeit bekannt
(McEwen, 2002; Rune und Frotscher, 2005; Rune et al., 2006b). Kurzlich konnte eine

Zunahme von Spines nach Behandlung mit Estradiol im sogenannten ,,akuten Slice*
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gezeigt werden (Mukai, 2006; 2007). In anderen Studien konnte durch systemische
Behandlung mit Estradiol bei ovariektomierten Mé&usen ein spezifischer Anstieg von
pilzférmigen Spines gezeigt werden (Wooley und McEwen, 1993). In hippocampalen
Schnittkulturen der Ratte hingegen, liel? sich weder eine Zunahme von Spines noch eine
Zunahme von Spinesynapsen nachweisen, weder mit hohen noch mit physiologischen
Serumkonzentrationen von Estradiol (Kretz et al. 2004). Bei Inaktivierung der
Aromatase durch spezifische Blocker konnte hingegen eine Abnahme von Spines und
Spinesynapsen gezeigt werden (Kretz et al., 2004). Auf diesem Hintergrund erscheinen
die im Hippocampus synthetisierten Estrogene wichtiger flr Estrogen induzierte
Plastizitat, als die in den Gonaden produzierten Estrogene (Prange-Kiel et al., 2003;
2006; Kretz et al., 2004; Rune und Frotscher, 2005; Rune et al., 2006a) und ricken die

Regulationsmechanismen der Aromatase in den Fokus der Forschung.

11.3.4 Regulationsmechanismen der Aromatase

Die Aktivitat der Aromatase wird durch verschiedene Mechanismen reguliert, die sich
prinzipiell in langsam und schnell wirkend einteilen lassen. Zu den l&ngerfristigen
Mechanismen gehort die Regulation auf genomischer Ebene. Verschiedene Steroide
binden an intrazelluldre Rezeptoren, die in aktiviertem Zustand wiederum die
Gentranskription regulieren und damit die Aktivitat der Aromatase verandern (Harada et
al., 1992; Roselli, 1985). Der Zeitraum fir diese Regulierung der Aktivitat bewegt sich
im Rahmen von Stunden bis Tagen. In neueren Studien lieR sich jedoch eine viel
schnellere Aktivitdtsdnderung der Aromatase nachweisen, die nicht auf genomischer
Ebene stattfinden kann. Eine verminderte Aktivitat der Aromatase trat innerhalb von
Minuten auf, wenn verschiedene Faktoren eine Phosphorylierung der Aromatase
begiinstigten (Balthazart et al., 2003). Die Phosphorylierung war primar Ca®*-abhangig
und umfasste mehrere Proteinkinasen einschlieBlich Proteinkinase-C (PKC) und
wahrscheinlich auch Proteinkinase-A (PKA) und CaMK. Hierzu muss gesagt werden,
dass im Gegensatz zu den meisten anderen Enzymen die Aromatase in phosphoryliertem
Zustand weniger aktiv ist. Die Faktoren, die eine Phosphorylierung beginstigten sind
ATP, Ca** und Mg?*. Die Verminderung der Aktivitat der Aromatase lie sich durch
Inhibitoren der Proteinkinase A und C wieder aufheben. Interessanterweise haben auch
exzitatorische ~ Neurotransmitter ~ eine  durch  Phosphorylierung  vermittelte
herabregulierende Funktion auf die Aromatase (Balthazart et al., 2003). Die Vermutung

19



Il Einleitung

hierbei ist, dass durch die Transmitter (NMDA, AMPA und Kainat) die intrazellulare
Calciumkonzentration verdndert wird, Calcium-abhéngige Kinasen stimuliert werden,
und hierdurch die Wahrscheinlichkeit einer Phosphorylierung der Aromatase verandert
wird. Interessant ist dabei die Frage, ob das Calcium von extrazelluldr in die Zelle
gelangt oder von intrazellularen Speichern freigesetzt wird. Das glatte endoplasmatische
Retikulum wie auch der Spineapparat stehen hierbei als mégliche intrazellulare Ca®*-
Speicher im Interesse der Forschung (Bardo, 2006), wobei das Ca®" des Spineapparats
mit hoher Wahrscheinlichkeit durch einen Ca®*-induzierten Ca®*-Release freigesetzt
wird (Emptage et al., 1999).

I1.4  Synaptopodin: Ein Aktin-assoziiertes Protein in Neuronen und Podozyten
11.4.1 Molekularer Aufbau von Synaptopodin

Das Protein Synaptopodin wurde erstmals 1997 von Mundel et al. beschrieben. Es
wurde als Aktin-assoziiertes Protein in Podozyten der Niere entdeckt. Auflerdem konnte
es auch in dendritischen Spines von telenzephalen Synapsen detektiert werden (Mundel
et al., 1997a). In der ersten molekularen Charakterisierung fand sich ein prolinreiches
Polypeptid mit einer berechneten molekularen Masse von 73,7 KDA und einem
isoelektrischen Punkt von 9,38. Der molekulare Vergleich der Sequenz zwischen
Mensch und Maus ergab eine 84%ige Ubereinstimmung auf Proteinebene. Im Western-
Blot fand sich ein molekulares Gewicht von 100 kDA, das damals durch
posttranslationale Modifikationen und den hohen Prolingehalt von Synaptopodin erklart,
was eine hohe Mobilitat im Gel verursachen kénnte (Mundel et al., 1997a). Inzwischen
wurde festgestellt, dass das offene Leseraster in der ersten molekularen
Charakterisierung nicht vollstandig war. Mittlerweile ist bekannt, dass es in der Maus
drei Splicevarianten der mRNA von Synaptopodin gibt (Synpo-short, Synpo-long und
Synpo-T) Synpo-short wird in Neuronen exprimiert, die anderen beiden Varianten
ausschlieBlich in der Niere (Asanuma et al., 2005). Durch den hohen Anteil an Prolin
(20%), der relativ gleichmé&Big uber das Protein verteilt ist, wird eine gestreckte
dreidimensionale Struktur von Synaptopodin angenommen. Die Bildung von globuléren
Doménen l&sst sich ausschliefen. Des Weiteren hat Synaptopodin mehrere
Phosphorylierungsstellen und zwei PPXY-Motive (P=Prolin, Y=Tyrosin und X=

beliebige Aminoséure) (Mundel et al., 1997a). Diese Motive ermdglichen Interaktionen
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zwischen Proteinen mit einem hohen Prolingehalt und den WW-Domaénen
(Proteindoménen mit hoher Bindungsaffinitdt zu Prolin) ihrer Bindungspartner
(Einbound und Sudol, 1996). Unter anderem finden sich diese WW-Doménen in
Proteinen des postsynaptischen Zytoskeletts (Bork und Sudol, 1994). Es besteht also die
Madglichkeit, dass Synaptopodin Interaktionen zwischen Aktin und verschiedenen
Proteinen des dendritischen Zytoskeletts vermittelt (Mundel et al., 1997b). Die
Verteilung von Synaptopodin in der postsynaptischen Dichte und in dendritischen
Spines ist interessanterweise identisch zu der Verteilung von Aktin in Spines (Mundel
et al.,1997a; Matus et al., 1982). Die Expression von Synaptopodin beschrankt sich auf
das Telenzephalon und die Niere (Mundel et al., 1997a).

11.4.2  Synaptopodin im Telenzephalon

Synaptopodin wird in verschieden Strukturen des Telenzephalon exprimiert. Hierzu
gehdren der Bulbus olfactorius, der cerebrale Cortex, das Striatum und der
Hippocampus. Das Protein findet sich nach Angaben seiner Erstbeschreiber (Mundel et
al., 1997a) ausschliellich in der postsynaptischen Dichte (PSD) und dendritischen
Spines. AulRerhalb des Telenzephalon liel3 sich Synaptopodin nicht detektieren. In situ
Hybridisierung zeigte, dass sich die mMRNA von Synaptopodin, im Gegenteil zu anderen
dendritischen Proteinen wie MAP2 (Garner et al., 1988), nur in Somata von Neuronen,

jedoch nicht in Dendriten findet (Mundel et al., 1997a).

Durch elektronenmikroskopische Analysen konnte gezeigt werden, dass sich
Synaptopodin hauptsachlich im Spinehals befindet und dort mit dem Spineapparat
assoziiert ist (Deller, 2000). Die Verkniipfung von Synaptopodin und dem Spineapparat
wurde durch Experimente mit Synaptopodin-knockout-Madusen gezeigt. Das Protein
scheint essentiell fur die Bildung von Spineapparaten zu sein, da in den Spines der
Synaptopodin-knockout-Mduse kein Spineapparat nachgewiesen werden konnte.
Aulerdem wiesen diese Mause ein schlechteres Ortsgedachtnis auf als die

Kontrollgruppe und zeigten eine Reduktion hippocampaler LTP (Deller et al., 2003).
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1.5 Fragestellung

Synaptopodin scheint, aufgrund der gegenwartigen Datenlage, ein wichtiges Protein flr
die synaptische Plastizitdt im menschlichen Telenzephalon zu sein. Ziel der
vorliegenden Arbeit ist es herauszufinden, ob sich seine Expression in

Dispersionskulturen hippocampaler Neurone bei neuronaler Aktivitat veréndert.

Dabei soll auch gekléart werden, ob die Aktivitat der Aromatase in diese Prozesse
involviert sein konnte und ob es Anhaltspunkte daftir gibt, dass die Aromatase, wie im
préafrontalen Kortex bei Wachteln gezeigt, durch die Freisetzung von Calcium reguliert

wird.
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111 Material und Methoden

I11.1 Material

I11.1.1 Arbeitsmaterialien, Gerate und Software

Aluminiumfolie

Brutschrank WTC

Cutfix Surgical Disposable Scalpell, Skalpell
Deckgléser, 24x32mm

Ep TIPS Standard, verschiedene GroRen

Excel 2003 (Software)

Falcon Cell Strainer, 40um Nylon

Falcon Tubes, 50ml und 15mi

Falcon Tissue Culture Plate, 24 well

Handschuhe

Heidemannspatel

Hettrich Zentrifuge EBALR

Hettrich Zentrifuge Universal 32R
Instrumentenkasten

Mikroskop: Axiovert 25

Mikroskop: Axioskop 2, HBO100, MC80, EBQ100
Mikroskop: Axiovert100, HBO50, MC100, MBG52ac
Mikroskopische Deckglaser, rund, @12mm

Neubauer Zahlkammer, Tiefe 0,1mm, 0,0025mm?

Lager UKE

Binder

Braun

Marienfeld

Eppendorf AG

Microsoft

Becton Dickinson Labware
Becton Dickinson Labware
Becton Dickinson Labware
Kimberly-Clark

Aesculap

Hettrich

Hettrich

Merck

Zeiss

Zeiss

Zeiss

Assistent

Brand Germany
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Openlab 3.1.5 (Software)
Parafilm M

Pasteurpipetten, 25cm

Pinzette nach Dumount
Phasenkontrastmikroskop
Pipetten, verschiedene Volumina
Reaktiongefale, 1,5ml

Schere

SPSS fir Windows (Software)
Sicherheitswerkbank, Klasse 2
Tissue Culture Dishes, 35x10mm
\ortex-Genie 2

Waage

Wasserbad mit Schuttler
Windows 2000 (Software)
Windows XP  (Software)

Word 2003 (Software)
Zellstofftucher

Zentrifuge Universal 32R und EBA1R

Improvision

Pechiney Plastic Packaging

Merck

Merck

Leitz

Gilson
EppendorfAG
Aesculap DE

SPSS GmbH Software
Heraeus

Becton Dio
Scientific Industries
Sartorius

GFL

Microsoft
Microsoft
Microsoft

Wepa

Hettrich
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I11.1.2 Chemikalien

17pB-Estradiol

Albumin, Bovine, BSA, A7906
Alexa Flour 488, polyklonal

AMPA

Agua ad iniectabilia, 1Liter

B27 Supplement

Barrycidal 36, Desinfektionsmittel
Cholesterol

Cy3, monoklonal, goat anti mouse
DAKO, flourescense free mounting medium
DAPI, 4',6-Diamidino-2-phenylindol
Ethanol, 70% und 96%

Femara ,,Letrozol*
Formaldehydlésung 37%

GABA

Kainat

L-Glutamin, 200mM

MAP2, polyklonal, Host: rabbit
MK801

Neurobasal A Medium

Neurobasal A Medium ohne Phenolrot
NMDA

PBS Tablets

Penicillin/Streptomycin

Sigma

Sigma
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Baxter Deutschland
Gibco

Helmut Schroder
Sigma

Jackson Immuno Research
DAKO
Sigma-Aldrich
Apotheke UKE
Novartis

Merck

Sigma

Sigma

Sigma
Chemicon
Sigma

Gibco

Gibco

Sigma

Gibco

Gibco
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Poly-d-Lysin
Synaptopodin, monoklonal, Host: mouse
Tetrodotoxin

Trypsin/EDTA, L 2163

111.1.3 LoOsungen

bFGF:

- 5mM Tris in Aqua dest. gel6st, pH=7,6, sterilfiltern

Sigma
Progen Biotechnik
Sigma

Biochrom

- 50ul bFGF in 1000ul Tris-L6sung losen, vortexen und aliquotieren

- bei -25°C lagern

Beschichtung der Kulturplatten:

- 600ul Poly-d-Lysin (0,1mg/ml Aqua dest.) pro Kavitét

- 12h inkubieren

- abpipettieren und mit Neurobasal A spulen (mit Phenolrotzusatz)

- mindestens 2h trocknen lassen

BSA:

-39 BSA in PBS (pH 7,4)

Fixierung:

- 3,7% Formaldehyd in PBS (pH 7,4)
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Kulturmedium fir Dispersionkulturen:
- 50ml Neurobasal A

- 500pl B27

- 125pul L-Glutamin (200mM)

- 500p1 Penicillin/Streptomycin

PBS:

- 8g NaCl

- 0,29 KaCl

- 1,44 Dinatriumhydrogenphosphat
- 0,2 g Kaliumhydrogenphosphat

- 11 Aqua dest.

- pH= 7,4 bei Raumtemperatur

111.2 Methoden

I11.2.1 Praparation der Hippocampi aus der Ratte

Die Préparation der Hippocampi erfolgte unter ,,semisterilen” Bedingungen. In den
Experimenten wurden ausschliel}lich 5 Tage alte Ratten des Zuchtstammes WISTAR
verwendet. Die Experimente fanden unter Bericksichtigung der gesetzlichen

Bestimmungen statt.

Die Ratten wurden mit einer Schere dekapitiert, anschlieend wurde die Haut des
Schédeldaches entfernt. Das Schadeldach selber wurde mittels einer geraden Schere
eroffnet, danach konnten die beiden noch knorpeligen Schédeldachhalften mit einer
Pinzette zur Seite geklappt werden, um den nétigen Raum fur die schadlose
Herausnahme des Gehirns zu schaffen. Das Gehirns wurde mittels eines

Heidemannspatels entfernt und auf einen mit PBS getrankten Schwamm gelegt.

Das Kleinhirn wurde mit einem Skalpell entfernt und durch einen weiteren median-
sagittalen Schnitt erfolgte die Trennung der beiden Hemisphéren. Aus den beiden

Hemispharen wurde jeweils der Hippocampus mit einem Heidemannspatel
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,herausgeschalt. Die Hippocampi wurden danach sofort auf eisgekihltes PBS gelegt,

um den Zelluntergang bis zur weiteren Verarbeitung zu minimieren.

I11.2.2 Hippocampale Dispersionskultur

Die Préparation der Dispersionskulturen aus hippocampalen Neuronen wurde mit
einigen Modifikationen (Prange-Kiel et al., 2003) nach der Methode von Brewer (1997)
durchgefihrt.

Einen Tag vor der Préparation der Hippocampi wurde in einer 24er Zellkulturplatte jede
Kavitat mit einem Glaspléttchen bestiickt. Pro Kavitat wurde dann 600ul Poly-d-Lysin
hinzugegeben und nach einer Stunde wieder abgesaugt. Daraufhin wurden die
Glasplattchen mit Neurobasal A gespiilt, abgesaugt und bei Raumtemperatur in der

Sicherheitswerkbank zum Trocknen abgestellt.

Die entnommenen Hippocampi wurden unter moglichst sterilen Bedingungen weiter
aufbereitet. Es erfolgte eine mehrmalige Spilung mit PBS, die dazu diente, nicht-
hippocampales Gewebe und Erythrozyten zu entfernen. Mittels einer Klinge wurden die
Hippocampi grob zerkleinert. Der entstandene ,,Zellbrei* wurde mit 25 ml PBS in ein
50ml Falconrdéhrchen Gberflhrt. Diese Zellsuspension wurde dann 10 Minuten bei 4°C
mit 5000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, wahrend das Zellpellet
mit Trypsin (500ul pro préapariertes Gehirn) fir 2,5 Minuten unter Schiitteln in einem
Wasserbad (37°C) angedaut wurde. Der Verdau wurde mit 25 ml Neurobasal A
geblockt. Die entstandene Zellsuspension wurde nun mit dem Neurobasal A Uber ein
40um  Zellsieb gegeben. Hierbei wurden groRere unverdaute Bestandteile der
Zellsuspension zuruckgehalten. Daraufhin wurde zwei weitere Male bei 4°C mit 5000
U/min fir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand jeweils verworfen. Vor der
zweiten Zentrifugation als auch in der weiteren Verarbeitung der Zellkultur wurde nur
noch phenolrotfreies Neurobasal A verwendet. Nach dem wiederholten Verwerfen des
Uberstandes wurde eine definierte Menge Neurobasal A in das Falconrohrchen
hinzugegeben und die Zellzahl mittels einer Neubauer Zellzdhlkammer bestimmt.
Dieser Schritt wurde besonders sorgféltig ausgefiihrt, da die gleichméaBige Dichte der
Zellen pro Kavitat wichtig fur die weiteren Experimente war. In den Experimenten

wurde immer mit einer Zelldichte von 100.000 Zellen/ml gearbeitet. Die Zellen missen
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vor der Umsetzung in die Zellkulturplatten grindlich resuspendiert werden, um diesem

Idealwert nahezukommen.

Jeweils 1 ml der Zellsuspension wurden auf die mit Poly-d-Lysin beschichteten
Glasplattchen gegeben. Die Zellkulturplatte wurde danach fur eine Stunde in einen
Brutschrank bei 37°C und 5% CO, gestellt. In dieser Zeit sedimentierten die Zellen und

hafteten an den beschichteten Glasplattchen.

Nach einer Stunde wurden die Glasplattchen in eine neue Zellkulturplatte Gberfthrt und
pro Kavitat 1 ml Kulturmedium fiir Dispersionskulturen 37°C (s.0.) hinzugegeben. Der
erste Wechsel des Kulturmediums erfolgte 24 Stunden spéter und dann alle 48 Stunden.
Das Kulturmedium wurde fir die Estradiol-Messung durch RIA gesammelt und bei
-25°C eingefroren. Nach viertagiger Vorkultur wurden die Zellen mit den verschiedenen

Substanzen stimuliert bzw. inhibiert.

I11.2.3 Stimulation und Inhibition

Beim Standardprotokoll wurde nach viertdgiger Vorkultur insgesamt drei Mal im
Abstand von 48 Stunden stimuliert bzw. inhibiert. Um den Einfluss neuronaler Aktivitat
auf die Expression von Synaptopodin zu untersuchen wurde jeweils mit NMDA, Kainat
oder AMPA in verschiedenen Konzentrationen stimuliert (10°M, 10°M, 10'M und
10*M). Um mégliche Effekte bei geringerer neuronaler Aktivitét zu detektieren, wurden
die Kulturen mit GABA in Konzentrationen von 10°M bis 10™*M inhibiert. In weiteren
Experimenten wurde jeweils auch mit Estradiol, Testosteron, Cholesterol und MK801 in

verschiedenen Konzentrationen (10°M, 10”M und 10°M) stimuliert.

Die Kulturen ohne Behandlung lieferten das Kontrollniveau fur die Auswertung.

Hierdurch wurden Unterschiede durch Behandlungen interpretierbar und wiederholbar.

Oben beschriebenes entspricht dem Standardprotokoll. Einige Experimente wurden
jedoch als Kurzzeitstimulation durchgefiihrt, d.h. dass die Kulturen erst eine halbe
Stunde vor der Fixierung (nach 11 Tagen Vorkultur) stimuliert wurden. Der Wechsel des
Kulturmediums fand wie beim Standardprotokoll statt. Fiir die 30-minutige Stimulation
wurden die Kulturen wieder in den Brutschrank gestellt und nach Ablauf der Zeit direkt

fixiert.
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I11.2.4 Fixierung der Dispersionskultur

Fur die Fixierung der Dispersionskultur wurde Formaldehyd (3,7% ) in PBS genutzt.
Das Kulturmedium wurde aus den Kavitaten enthommen, gesammelt und zuerst fur 5
Minuten durch PBS ersetzt. Danach wurde das PBS abgesaugt und mit der 3,7%igen
Formaldehydlésung fur 10 Minuten fixiert. Daraufhin wurde jede Kavitat drei Mal flr
jeweils 5 Minuten mit PBS gepllt. Es erfolgte ein Verschluss der Zellkulturplatte mit
Parafilm. Hiernach konnten die Platten bis zu 3 Monaten zur weiteren Behandlung bei

4°C gelagert werden.

I11.2.5 Immuncytochemie der Dispersionskulturen

Die bei 4°C im Kihlschrank gelagerten Kulturen wurden zuerst mit PBS 3x5 Minuten
gespilt und anschlieBend bei Raumtemperatur mit 3%igem BSA in PBS blockiert, um
unspezifische Immunreaktionen zu unterbinden. Hierzu wurde jeweils 500 ml fur 30

Minuten in jede Kavitat gegeben.

Als Primérantikorper wurden bei den Experimenten Synaptopodin (monoklonal)
unverdinnt eingesetzt und MAP2 (polyklonal) im Verhéltnis 1:700. Hierbei wurde der
MAP2-AK im Synaptopodin-AK verdiinnt. Die beschichteten Glasplattchen wurden
mit einer Nadel und einer Pinzette aus den Kavitaten entnommen und auf einen
Objekttrager gegeben. Die Objekttrager mit den Glasplattchen wurden in einer feuchten
Kammer positioniert. Danach wurde auf jedes Glasplattchen 50 pl der gel6sten
Primérantikorper gegeben. Es folgte eine 12stindige Inkubation bei 4°C im
Kihlschrank.

Nach 12 Stunden wurden die Priméarantikorper entfernt und die Plattchen wieder in eine
24er Zellkulturplatte mit Hilfe einer Pinzette umgesetzt. Die Kulturen wurden dann
wieder drei Mal fur 5 Minuten mit PBS gespllt, um den Primarantikérper moglichst
restlos auszuwaschen. Nach dem Spilen wurde der Sekundérantikdrper unter
Abdunkelung des Raumes hinzugegeben. Hierbei handelte es sich um einen Cy3-
markierten Antikorper (monoklonal) im Verhaltnis 1:350, sowie Alexa Fluor-488
(polyklonal) im Verhaltnis 1:500. Jeweils 300ml der verdunnten Antikdrper wurde in
eine Kavitét gegeben. Die Inkubationszeit betrug eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach
einer Stunde wurde der Sekundérantikorper entfernt und wiederum 3 mal fir 5 Minuten

mit PBS gesplilt.
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Hiernach erfolgte die Kernfarbung mit DAPI. In jede Kavitdt wurde 300ul fir

3 Minuten unter abgedunkelten Lichtverhéltnissen gegeben.

Nach einem letzten Spulvorgang (wieder 3x5 Minuten mit PBS) wurden die Plattchen
aus den Kavitaten entnommen und auf einen Objekttrager gelegt. Sie wurden mit
einigen Tropfen DAKO (fluoreszensfreies Eindeckmedium) versehen und mit einem

Deckglas eingedeckt.

Die bestiickten Objekttrager wurden in einer Mappe zum Trocknen gelagert. Die

Lagerung fand wiederum bei 4°C im Kuhlschrank statt.

I11.2.6 Bildanalyse

Zur quantitativen Auswertung und Dokumentation der behandelten Kulturen wurde ein
Laser Scaning Microscope 4.1 (LSM) eingesetzt. Die Kulturen wurden damit umgehend
nach dem letzten Schritt der Immuncytochemie fotografiert. Die Auswahl der MAP2-
positiven Zellen erfolgte per Zufall. Die unbehandelten Zellen wurden als Kontrolle
benutzt, d.h. dass die Einstellungen am Mikroskop so optimiert wurden, dass ein
Intensitatsunterschied der behandelten Kulturen in jedem Falle gemessen werden
konnte. Diese digitalen Fotos wurden dann mit einer speziellen Software analysiert
(Openlab 3.1, Improvision, Coventry, UK). Fir jede Behandlung wurden insgesamt 60
Zellen analysiert, wobei von drei verschiedenen Objekttragern je 20 fotografiert wurden.
Die Intensitat wurde im Soma der ausgewahlten Zellen gemessen. Der ,,relative staining
index* ergab sich aus der Multiplikation der berechneten Flache (Anzahl der Pixel) und

der Intensitat derselben (gemessener Wert auf einer Grauskala).

I11.2.7 Statistik

Die gemessenen Gruppen wurden mit SPSS auf signifikante Unterschiede gepruft.
Hierzu wurde ANOVA (analysis of variance) genutzt, gefolgt von einem post-hoc Test

nach Dunett.
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I11.2.8 Quantitative Estrogen-Bestimmung mittels Radioimmunoassay (RIA)

Auf Grund seiner hohen Empfindlichkeit und Spezifitdt ermdglicht der RIA einen
Nachweis von Hormonen bis zu einer Konzentration von 10™ mol/l und ist somit fiir
eine quantitative Bestimmung des Estrogengehaltes im Kulturmedium geeignet. Dafur
wurde bei jedem Mediumwechsel jeweils mindestens 8 ml Kulturmedium einer Gruppe
von Dispersionkulturen gesammelt und sofort eingefroren. An drei Tagen (Tag 6, 8 und
11) des Kulturzeitraumes von 11 Tagen, wurde das Medium der stimulierten sowie der
unstimulierten Kontrolle aufgefangen. Die Proben wurden fortlaufend nummeriert und
in einem Blindversuch mittels Radioimmunoassay ausgewertet. Um eine Standardkurve
zu erstellen, wurde unbehandeltes Kulturmedium verwendet. Durch stufenweise
Erhohung der 17b-Estradiol Konzentration (X-Achse) konnte mit Hilfe des
Radioimmunoassays ein  Responsewert (Y-Achse) ermittelt werden. Diese

Standardkurve diente als Grundlage fur die weiteren Messungen.
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Abb. 1 : Standardkurve als Grundlage fur die weiteren quantitativen Estrogenwertbestimmungen.

Von jeder Probe wurden 5 ml Medium getrocknet und mit 250ul Peptid-Puffer versetzt.
Mit Hilfe einer SEP-PAK Cig Séule wurde dem Medium 17b-Estradiol entzogen und
mit Methanol versetzt, um es anschlieend im RIA zu quantifizieren. Der RIA wurde
unter Verwendung des Standardprotokolls durchgefiihrt und mit einem Gamma Counter

analysiert.
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IV Ergebnisse

IV.1 Der Synaptopodin-Antikorper

Der verwendete Synaptopodin-Antikorper erkennt das Protein, dass sich anhand unserer
Ergebnisse in den Dendriten als auch im Soma befindet. Man erkennt den Unterschied
zwischen den MAP2-positiven Pyramidalneuronen des Hippocampus (blaue Pfeile) und
den restlichen Zellen der gemischten Kultur. Bei den dichten roten Punkten in den
Dendriten der beiden MAP2-positiven Neurone handelt es sich wahrscheinlich um

Spine-Apparate (Abb. 2B).

Bei den schwécher angefarbten Neuronen handelt es sich um Kdrnerzellen, die aufgrund

ihrer verbleibenden Teilungsféhigkeit weniger MAP2 haben.

Abb. 2 : MAP2- (A) und Synaptopodin-Signale (B) zweier Pyramidalneurone (blaue Pfeile) einer
unbehandelten Dispersionskultur. (C): Dieselbe Kultur im Phasenkontrastmikroskop.
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IV Ergebnisse

IV.2  Synaptopodinexpression in hippocampalen Dispersionskulturen
unter exzitatorischen Neurotransmittern im Langzeitversuch

IV.2.1 Expressionsniveau unter NMDA

In dieser Auswertung wurde der ,staining index“ als MalR fiur die
Synaptopodinexpression an per Zufall ausgewéhlten MAP-2 positiven Neuronen
bestimmt. Der gesamte ,staining index* aller gemessenen Zellen n, wurde durch die
Anzahl n aller gemessen Zellen dividiert. Es ergibt sich ein Mittelwert, der zur besseren
Uberschaubarkeit auf Prozente berechnet wurde. Die nach dem ,Langzeitprotokoll*

behandelten Kulturen, wurden nach 7 Tagen Stimulation fixiert.

Es findet sich eine dosisabhéngige Regulation von Synaptopodin durch NMDA, wobeli
hohe Dosen zu einer Herauf- und niedrige Dosen zu einer Herabregulation flhren.
Signifikant auf einem Niveau von p£0,05 ist jedoch nur die Heraufregulation der
Synaptopodinexpression bei einer NMDA-Dosis von 10°M. Die eingezeichneten

Standardabweichungen sind alle ,,standard error of the mean* (SEM).
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Abb. 3 : Auswertung der Immuncytochemie mit Anti-Synaptopodin in hippocampalen
Dispersionskulturen nach Langzeitbehandlung mit NMDA 10°°M, 10”’M und 10°°M.

Dargestellt sind Mittelwert £+ SEM (n= 60 je Gruppe). Der Stern weist auf signifikante Unterschiede hin
(* p £0,05).
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IV.2.2 Expressionsniveau unter Kainat

Das gleiche Muster findet sich auch wieder bei dem ebenfalls exzitatorischen
Transmitter Kainat. Allerdings filhren hier die niedrigeren Dosen 107M und 10°M zu

einer signifikanten Herabregulation von Synaptopodin.
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Abb. 4 : Auswertung der Immuncytochemie mit Anti-Synaptopodin in hippocampalen

Dispersionskulturen nach Behandlung mit Kainat 10°M, 10"M und 10°M.

Dargestellt sind Mittelwert + SEM (n= 60 je Gruppe). Die Sterne weisen auf signifikante Unterschiede hin
(* p £0,05).
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IV.2.3 Expressionsniveau unter AMPA

Bei der Verwendung von AMPA als Neurotransmitter zeigte sich ein dosisabhangiger
umgekehrt U-férmiger Zusammenhang des Expressionsniveaus von Synaptopodin.
Signifikant erhoht war die Synaptopodinexpression bei den niedrigeren Dosen mit
10”'M und 10°®M fiir p£0,05.
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Abb. 5 Auswertung der Immuncytochemie mit Anti-Synaptopodin in hippocampalen

Dispersionskulturen nach Behandlung mit 10°M, 10°M, 10"M und 10°M.

Dargestellt sind Mittelwert + SEM (n= 60 je Gruppe). Die Sterne weisen auf signifikante Unterschiede hin
(*p £0,05).
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IV.2.4 Exemplarische Fotos

Um zu zeigen wie deutlich die Unterschiede der Expression sind, wurden exemplarisch
Fotos ausgewahlt, denen man mit bloBem Auge die Herab- und Heraufregulation der
Synaptopodinsignale entnehmen kann.

Kontrolle

NMDA 10M NMDA 10'M NMDA 10°M

Abb. 6 : Synaptopodinsignale von Pyramidalneuronen (weiller Pfeil) in hippocampalen
Dispersionskulturen nach Behandlung mit NMDA (10°M [D], 10"M [C] ,10® M [B]) und unbehandelte
Kontrolle [A].

Der weiRe Pfeil markiert das MAP2-positive Neuron, das per Bildanalyse gemessen
wurde. Die Intensitdt der Helligkeit repréasentiert die gemessene Expression von

Synaptopodin in der Bildanalyse mit dem Laser Scaning Microscope 4.1 (LSM).

Deutlich zu sehen ist die ansteigende Intensitat und damit Expression von Synaptopodin

bei der Dosiserhohung von NMDA gegeniiber der Kontrolle.
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IV Ergebnisse

IV.3  Synaptopodinexpression in hippocampalen Dispersionskulturen unter

dem inhibitorischen Neurotransmitter GABA im Langzeitversuch

IV.3.1 Expressionsniveau unter GABA

Die bisherigen Ergebnisse sprechen dafiir, dass die Synaptopodinexpression von
pharmakologisch induzierter neuronaler Aktivitdt abh&ngt. Im folgenden Experiment
sollte Gberpruft werden, ob sich die Synaptopodinexpression auch bei verminderter
neuronaler Aktivitdt &ndert. Es ergibt sich wiederum ein dosisabhéngiger
Zusammenhang des Expressionsniveaus, jedoch fiihren hier niedrige Dosen zu einer
Heraufregulation und hohe Dosen zu einer Herabregulation von Synaptopodin, also
genau umgekehrt zu den Ergebnissen, die mit NMDA und Kainat erzielt wurde.

Statistisch signifikant ist hier eine Dosis von 10°M (p£0,05).
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Abb. 7 : Auswertung der Immuncytochemie mit Anti-Synaptopodin in hippocampalen
Dispersionskulturen nach Behandlung mit GABA 10°M, 10”M und 10°M.

Dargestellt sind Mittelwert + SEM (n= 60 je Gruppe). Der Stern weist auf signifikante Unterschiede hin
(*p £0,05).
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IV.4  Synaptopodinexpression in hippocampalen Dispersionskulturen unter
in- und exhibitorischen Neurotransmittern im Kurzzeitversuch

IV.4.1 Expressionshiveau unter NMDA, MK 801 und Tetrodotoxin

Bei der Kurzzeitstimulation (30 Minuten) ergaben sich andere Ergebnisse als bei der
Langzeitstimulation. Die Herunterregulation von Synaptopodin war nun nicht mehr
dosisabhéngig, sondern identisch zwischen verschiedenen Dosen (s. Abb. 8). Die
Behandlung mit Tetrodotoxin, das neuronale Aktivitat reduziert, und MK 801, einem
NMDA-Rezeptor Blocker, fuhrte umgekehrt zu einer Hochregulation der

Synapotopodinexpression in den Dispersionskulturen.
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Abb. 8 : Auswertung der Immuncytochemie mit Anti-Synaptopodin in hippocampalen

Dispersionskulturen nach Kurzzeitbehandlung (30 Minuten) mit NMDA 10°M und 10”'M, MK801 10”'M
und TTX 107M .

Dargestellt sind Mittelwert + SEM (n= 60 je Gruppe). Die Sterne weisen auf signifikante Unterschiede hin
(**p £0,01; ***p £ 0,001).
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IV.4.2 , Rescue” der NMDA-vermittelten Herunterregulation durch Testosteron

Um der Frage nachzugehen, ob die Aromatase in die Herunterregulation von
Synaptopodin nach glutamatergen Input involviert ist, haben wir Rescue-Experimente
durchgefiihrt. Da wir aus vorausgegangenen Experimenten wussten, dass eine Ca®'-
Freisetzung aus internen Speichern nach glutamaterger Stimulation die Aromatase
inhibiert (Balthazart et al., 2003), haben wir durch gleichzeitige Gabe von NMDA und
Testosteron versucht, die Herunterregulation nach NMDA wieder aufzuheben, da

Testosteron die Aromatase durch erhdhtes Substratangebot aktiviert (Fester et al., 2009).

Bei diesem Experiment fand sich ein statistisch signifikanter Unterschied nur zwischen
der Kontrollgruppe und NMDA nach 30 Minuten Stimulation (s. Abb. 9 ). Nach
gleichzeitiger Gabe von NMDA plus Testosteron war die Expression auf

Kontrollniveau. Testosteron alleine hatte keinen Effekt.
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Abb. 9 : Auswertung der Immuncytochemie mit Anti-Synaptopodin in hippocampalen
Dispersionskulturen nach Kurzzeitbehandlung (30 Minuten) mit NMDA 10°M, NMDA 10'M,
Testosteron 107"M und Testosteron 107M .

Dargestellt sind Mittelwert + SEM (n= 60 je Gruppe). Der Stern weist auf signifikante Unterschiede hin
(**p £ 0,05).
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IV.4.3 Expressionsniveau unter Letrozol und Estradiol

Um die Rolle der Aromatase bei NMDA-induzierter Herunterregulation von

Synaptopodin weiter zu untersuchen, haben wir den Aromatasehemmer Letrozol
eingesetzt.

Bei der alleinigen Kurzzeitstimulation mit Letrozol, einem Aromatasehemmer, fand
sich ein Unterschied zur Kontrollgruppe, der aber nicht signifikant war (p=0,201).
Erstaunlicherweise gab die Behandlung mit Estradiol eine signifikante
Herunterregulation wahrend die Kombination von Estradiol und Letrozol zu einer

drastischeren Herabregulation fuhrte, die fir p£0,001 signifikant war.
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Abb. 10 : Auswertung der Immuncytochemie mit Anti-Synaptopodin in hippocampalen

Dispersionskulturen nach Kurzzeitbehandlung (30 Minuten) mit Letrozol 10'M und Estradiol 10”'M.

Dargestellt sind Mittelwert + SEM (n= 60 je Gruppe). Die Sterne weisen auf signifikante Unterschiede hin
(*p £0,05; ***p £ 0,001).
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IV.5 Estradiolmessung im Kulturmedium mittels Radioimmunoassay

Um der Frage nachzugehen, inwiefern sich die Aromataseaktivitit auf den

Estradiolgehalt des Kulturmediums auswirkt, wurde Estradiol im Langzeitversuch

(Stimulation Uber 7 Tage) per Radioimmunoassay bestimmt. Ein signifikanter

Unterschied zur Kontrollgruppe zeigte sich nur bei der Behandlung mit Testosteron.
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Abb. 11 : Auswertung im Radioimmunoassay: Estradiolgehalt des nach Protokoll gepoolten

Kulturmediums. Dargestellt sind Mittelwert + SEM (n= 5 je Gruppe). Die Sterne weisen auf signifikante

Unterschiede hin (*** p £ 0,001).
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V Diskussion

In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass die Synaptopodinexpression in
hippocampalen Dispersionskulturen durch glutamatergen Input reguliert wird. Es findet
sich sogar eine Korrelation zwischen der Intensitdt des exzitatorischen Inputs und der
Expression von Synaptopodin im Langzeitversuch, wahrend sich im Kurzzeitversuch
eine dosisunabhéngige Herunterregulation der Synaptopodin-Immunoreaktivitat findet.
Ergénzend hierzu konnte gezeigt werden, dass die Inhibition eines glutamatergen Inputs

gegenteilige Effekte hat, sowohl beim Lang- als auch beim Kurzzeitversuch.

Zusétzlich fanden sich Hinweise darauf, dass die Regulation von Synaptopodin auf den

exzitatorischen Input durch die Aromatase vermittelt wird.

V.1  Methodische Uberlegungen

Ein Problem der Dispersionskulturen ist die Heterogenitadt der Zellausbeute in den
einzelnen Wells. Es wurden zwar immer 100000 Zellen pro Well ausgesat, jedoch war
das Wachstum innerhalb der Wells unterschiedlich. Ausgewahlt wurden die Wells einer
Behandlungsgruppe, die relativ dicht gewachsen waren und zahlreiche interneuronale

Verbindungen aufwiesen. Hiermit wurde dieses Problem minimiert.

Ein weiteres Problem ist, dass Stimulantien verwendet wurden, die abhangig von der
verwendeten Dosis zelltoxisch wirken, so z.B. Tetrodotoxin und NMDA. Bei NMDA ist
das Wachstum der Zellen bei einer Dosis von 10°M nur noch spérlich und die
Auswertung dieser Dosis wurde deswegen nicht in diese Arbeit aufgenommen. Bei
Tetrodotoxin gibt es ein ahnliches Problem bei der Diskussion der Ergebnisse, da nicht
Klar ist, ob der Effekt durch Inhibition der neuronalen Aktivitat begriindet ist, oder ob

die Zellen innerhalb der 30-mindtigen Stimulation schon Schaden nehmen.

Aulerdem wurde aus praktischen Grinden nur unter ,semisterilen” Bedingungen
gearbeitet, was immer die Gefahr einer Besiedelung der Zellkulturen mit Bakterien oder
Pilzen mit sich bringt, die wiederum einen Einfluss auf das Wachstum der
hippocampalen Neuronen haben konnten. Dieses Problem wurde jedoch durch

mikroskopische Kontrollen und den Verwurf kontaminierter Kulturen minimiert.
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V.2 Estradiol und Neurone

Die de novo Synthese von Estradiol in Neuronen wirft viele Fragen auf, da bei der
Entdeckung der Enzyme der Steroidgenese in Neuronen nicht klar war, wozu Neurone
Estradiol selber produzieren. Auch die Aromatase, als letztes Enzym der
Estrogensynthese, wurde in diesem Rahmen in Neuronen entdeckt (Abdelgadir et al.,
1994; Wehrenberg et al., 2001; Sanghera et al., 1991; Garcia-Segura et al., 1999). Durch
den Aromatasenemmer Letrozol konnte gezeigt werden, dass die Hemmung des Enzyms
signifikante Verdnderungen der Estradiollevel im Kulturmedium mit sich bringt
(Prange-Kiel et al., 2003; Kretz et al., 2004). Im Rahmen der Arbeit von Kretz (2004)
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Inhibition der Estrogensynthese durch
Verminderung der Aktivitat der Aromatase in hippocampalen Kulturen die Dichte von
Spines und Synapsen erniedrigt und synaptische Proteine herunterreguliert. Estradiol
selber hatte in dieser Arbeit jedoch keinen signifikanten Effekt auf die Spines und

Synapsen.

Eine andere neuere Arbeit zeigt einen &hnlichen Hinweis flr die Funktion von Estradiol
in Neuronen: bei der Inhibition der Aromatase in hippocampalen Slicekulturen konnte
kein LTP mehr induziert werden (Glassmeier et al., 2008, in Revision). Anhand dessen
lasst sich schlussfolgern, dass Estrogen einen entscheidenden Einfluss auf die
synaptische Plastizitat von Neuronen haben muss und deswegen unabhangig von den
Gonaden im Hippocampus produziert wird. Hierbei ist auch interessant, dass fir das im
Hippocampus produzierte Estradiol ein auto- und parakriner Mechanismus fir die
Bildung von neuen Estrogenrezeptoren gefunden werden konnte (Prange-Kiel et al.,
2003; 2006; Kretz et al., 2004; Fester et al., 2009), der die wichtige Rolle der de novo
Synthese von Estradiol bestétigt.

V.3  Synaptopodin als Parameter fir den Spineapparat

Synaptopodin steht in enger Verbindung zum Spineapparat, dessen Funktionen noch
nicht gesichert sind. Die Ausbildung dieses Spineapparates ist von Synaptopodin
abhangig, so konnten in der Synaptopodin knock-out Maus keine Spineapparate mehr
detektiert werden (Deller et al., 2003). Die Quantifizierung des in unseren Experimenten
mit Antikorpern markierten Synaptopodins (durch konfokale Lasermikroskopie) kann

dadurch letzten Endes als Parameter flir den Spineapparat angesehen werden.

44



V Diskussion

Im Gegensatz zu dem was Uber die Lokalisation von Synaptopodin in der Literatur
beschrieben wird, kénnen wir sagen, dass das Protein Synaptopodin sowohl in den
Dendriten der Neurone als auch in den Somata von dissoziierten Neuronen zu finden ist.
Dies konnte eindeutig gezeigt werden und widerspricht der Auffassung der
Erstbeschreiber Mundel et al., dass nur die mRNA von Synaptopodin im Soma zu
finden sei (Mundel et al., 1997a).

In weiteren Studien fanden sich Hinweise fir die Bedeutung Synaptopodins in Bezug
auf die synaptische Plastizitdt. So konnte gezeigt werden, dass die mRNA von
Synaptopodin bei neuronaler Aktivitat hochreguliert wird (Yamazaki et al., 2001). Dies
soll spater noch einmal in dieser Diskussion aufgegriffen werden. Auf zelluldarer Ebene
fanden sich flir Synaptopodin Interaktionspartner am Zytoskelett, hierzu zdhlen das
schon in der Einleitung erwahnte F-Aktin und a-Aktinin, das eine Rolle fiir die
Vernetzung von Aktinfilamenten spielt (Kremerskothen et al., 2005; Asanuma et al.,
2005; 2006). Ein Hinweis darauf, dass morphologische Verédnderungen die Bedeutung
von Synaptopodin fir die synaptische Plastizitat erklaren konnten. Okubo-Suzuki et al.
konnten 2008 zeigen, dass Synaptopodin eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der von
neuronaler Aktivitat abhangigen VergroRerung dendritischer Spines hat. Wahrend die
SpinevergroRerung bei neuronaler Aktivitdt nur voriibergehend war, wurde sie durch
eine vermehrte Expression von Synaptopodin permanent. Die alleinige vermehrte
Expression von Synaptopodin hatte jedoch keinerlei Einfluss auf die Anzahl oder das
Volumen von Spines (Okubo-Suzuki et al., 2008). In diesem Zusammenhang sei auf die
Studien von Deller und Mitarbeitern verwiesen, die bei der Synaptopodin knock-out
Maus eine verminderte Ausbildung von LTPs und Lerndefizite zeigen konnten (Deller et
al., 2003; Jedlicka et al., 2008).

V.4  Estradiol und Letrozol vermindern Synaptopodinimmunoreaktivitat

In unserer Arbeitsgruppe sollte untersucht werden, ob es einen Zusammenhang der
Effekte auf die Abnahme von Spines bei Inhibition der Estrogensynthese (Kretz et al.,
2004) und dem Protein Synaptopodin geben koénnte. Zu diesem Zweck wurde der
Aromatasehemmer Letrozol, der zu einer Abnahme des intrazelluléren Estradiols fiihrt,

eingesetzt. Des Weiteren wurde auch Estradiol selbst eingesetzt, da auch flr Estrogen
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gezeigt werden konnte, dass es eine kompetitive Produktinhibition an der Aromatase
verursacht (Shimizu et al., 1993).

Der Aromatasenemmer Letrozol fiihrt zu einer verminderten Immunoreaktivitat von
Synaptopodin nach einer Stimulation von 30 Minuten. Hierzu muss jedoch gesagt
werden, dass sich in dieser Arbeit fortwéhrend eine Herunterregulation der
Synaptopodin-Immunoreaktivitat fand, die statistisch jedoch nicht signifikant war. Es ist
jedoch innerhalb der Arbeitsgruppe mehrfach gelungen, den herunterregulierenden
Effekt als signifikant darzustellen (Arbeitsgruppe Rune et al., bisher unvertffentlicht).
Wir vermuten hier einen Zusammenhang zwischen der Expression genomischer
Estrogenrezeptoren und dem Effekt auf Synaptopodin. Prange-Kiel et al. konnten 2003
zeigen, dass die Behandlung hippocampaler Dispersionskulturen mit Letrozol zu einer
Heraufregulation des Estradiolrezeptors ERB und zu einer Herunterregulation des ERa
fihrt. Wir vermuten eine Regulation der Synthese von Synaptopodin uber den ERp, was

jedoch in einem weiteren Kapitel diskutiert werden soll.

Interessanterweise findet sich auch eine signifikante Verminderung der Synaptopodin-
Immunoreaktivitat bei der 30-miniitigen Behandlung mit Estradiol (s. Abb. 10). Dies
steht erstmal im Widerspruch zu dem eben erwahnten Erklarungsmodell, da fiir nicht an
Globuline gebundenes Estradiol eine freie Membrangéngigkeit postuliert wird. Hiermit
wirde ein erhohter intrazellularer Estradiolgehalt erzeugt und dadurch wirden wir
anhand des obigen Modells eher eine Heraufregulation von Synaptopodin erwarten. Es
gibt jedoch verschiedene Hinweise darauf, dass Estradiol eine Calciumfreisetzung zur
Folge hat, die vermutlich (iber N-Typ spannungsabhingige Ca®*-Kanale, den

Ryanodinrezeptor und den IP3-Rezeptor erfolgen (Zhao et al., 2005).

In neueren Studien wurden tatsédchlich membranstédndige Proteine identifiziert, die an
Estrogenrezeptoren gebunden sind und verschiedene Signalkaskaden ausldsen oder als
Transporter fur Estrogene dienen. Eines dieser Proteine ist Striatin, dass als
membranstandiger, molekularer Anker an ERa bindet und verschiedene Signalkaskaden
auslost die mit erhdhtem NO und Ca”* in vaskuldren Endothelialzellen einhergehen (Lu
et al., 2004). Erstmalig gefunden und isoliert wurde dieses Protein jedoch in
Rattenhirnsynaptosomen (Castets et al., 1996; Moqrich et al., 1998), was wiederum zu
der Vermutung fuhrt, dass es auch bei den in den Experimenten verwendeten
hippocampalen Dispersionskulturen eine Rolle spielen konnte. Ein weiteres Protein,

welches den Estradiolgehalt der Zelle reguliert, ist Megalin. Entgegen der géngigen
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Lehrbuchmeinung, die passive Diffusion fur freie Estrogene fordert, konnte eine
endozytére Aufnahme fir an Globuline gebundene Estrogene mittels dieses Proteines
nachgewiesen werden (Hammes et al., 2005). Als intrazellularer Vertreter wurde auch
ein G-Protein gekoppelter (GPR30) Estrogenrezeptor beschrieben, der membransténdig
im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist. Nach Stimulation aktiviert er eine
intrazellulare, calciumabhangige Signalkaskade und erhoht schlieRlich die intrazellulare
Calciumkonzentration (Revankar et al., 2005; Funakoshi et al., 2006). Aufgrund dieser
Entdeckungen von membranstandigen Rezeptoren bzw. Transportern, die die
Estrogenhomoostase und Uber Signalkaskaden das Ca**-Signaling der Zelle
beeinflussen, vermuten wir wiederum aufgrund unserer Ergebnisse, dass Estradiol einen
schnellen Ca**-Release in der Zelle verursacht, der wiederum durch Phosphorylierung
der Aromatase deren Aktivitat vermindern konnte.

In der Studie von Kretz (2004) fand sich jedoch keine signifikante Veranderung der
Spinedichte und Synapsen nach Behandlung mit Estradiol. Dies wirden wir erwarten,
da Synaptopodin uns als Parameter fiir den Spineapparat dient, der in immerhin 80% der
reifen Spines vorhanden ist. Eine Erklarung hierfur ist, dass Estrogene auch an die
aktive Seite des Aromatase P-450 Komplexes binden und sie kompetitiv inhibieren
(Shimizu et al., 1993). Dies ware als Mechanismus der negativen Riickkopplung zu
verstehen, der wiederum dazu dient, dass Estrogene ihre eigene Synthese regulieren
konnen. Es gibt also die Mdglichkeit der Aromatasehemmung durch Estradiol selbst.
Man konnte also von einem Gleichgewicht sprechen, dass trotz externer Estradiolgabe
dafur sorgt, dass keine signifikante intrazellulare Erhohung erfolgt. Dadurch wirde die
Herunterregulation von Era ebenfalls wegfallen und der Effekt auf die Spinedichte
bliebe aus. AulRerdem wurde Estradiol im Rahmen dieser Arbeit nur im Kurzzeitversuch
angewendet und es ist nicht klar, wieviel davon in 30 Minuten tberhaupt in die Zelle
diffundieren kann. Unsere Arbeitsgruppe vermutet, dass der Effekt von Estradiol in
diesem Versuch durch einen Ca?*-Release membranstindiger Rezeptoren funktioniert,
da die Ergebnisse auch mit an bovines Serumalbumin gebundenes Estradiol reproduziert
werden konnten (Arbeitsgruppe Rune et al., bisher unverdffentlicht). Somit musste auch
die anfangliche Hypothese unserer Arbeitsgruppe, né&mlich dass Estradiol bei
gleichzeitiger Gabe mit Letrozol einen ,,Rescue*“-Effekt auf Synaptopodin haben kénnte,
verworfen werden. In den Experimenten fand sich kein ,,Rescue®-Zusammenhang,

sondern ein auffallig starker additiver Effekt, der sich durch oben genannte
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Mechanismen erkléren lasst. Die Aromatase, die ja schon durch Letrozol gehemmt ist,
wird nun durch den von Estradiol augelésten Ca®*-Release phosphoryliert und damit
noch starker in ihrer Aktivitdt gemindert. Die Folge hiervon ist eine weitere
Erniedrigung von Estradiol und eine Hochregulierung des ERp, der in unserem Modell

den Effekt auf die Synaptopodinsynthese vermittelt.

V.5 Der genomische Estrogenrezeptor-p reguliert die Expression von

Synaptopodin

Bei den Estrogenrezeptoren ERo und ERB handelt es sich um ligandenaktivierte
Transkriptionsfaktoren. Prange-Kiel et al. konnten 2003 zeigen, dass die beiden
Estrogenrezeptoren in Abhangigkeit von der Aromataseaktivitat exprimiert werden. Der
ERa wurde durch Inhibition der Aromatase durch Letrozol herunterreguliert, wahrend
der ERpB heraufreguliert wurde. Fir die Behandlung mit Estradiol fanden sich
gegenteilige Effekte. In weiteren Experimenten konnte in unserer Arbeitsgruppe auch
gezeigt werde, dass NMDA den ERa ebenfalls herunterreguliert (Prange-Kiel, bisher
unveroffentlicht). Dies ist interessant, da die bisherigen Daten zeigen, dass die
Expression von den Estrogenrezeptoren-o und - immer entgegengesetzt verlauft und
wir annehmen, dass es sich hierbei um ein balanciertes System handelt. Die

Heraufregulation des ERp nach NMDA steht jedoch noch aus.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden in unserer Arbeitsgruppe zwei weitere Experimente
durchgefiihrt, die zeigen sollten, ob die Synaptopodinsynthese an die Expression der
Estrogenrezeptoren gekoppelt ist. Flr den spezifischen ERa-Agonisten PPT fand sich
keine Beeinflussung der Synaptopodinsynthese, wéhrend der ERp-Agonist DPN
Synaptopodin herunterreguliert (Arbeitsgruppe Rune et al., bisher unverdffentlicht).

Unsere Vermutung ist also, dass der ERp Synaptopodin reguliert.

Um diese Ergebnisse abzusichern wurde in der Arbeitsgruppe auch geprift, ob es einen
»Rescue“-Effekt bei gleichzeitiger Stimulation mit ICI 182,780, einem Antagonisten an
membranstandigen und zytosolischen Estrogenrezeptoren, gibt. Die gleichzeitige
Stimulation mit NMDA und ICI  brachte die = NMDA-abhédngige
Synaptopodinherunterregulation auf Kontrollniveau. ICI selbst hatte keinen Effekt
(Ossig, 2009, Med. Dissertationen). Dieses Ergebniss bestétigt die Vermutung, dass

Synaptopodin durch Estrogenrezeptoren reguliert wird.
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Der vermutete Effekt von NMDA auf die Expression von ERp lasst sich wiederum
durch die Regulation der Aromatase erklaren. Die Aktivitat der Aromatase wird durch
NMDA verringert, da Ca**-Influx und CICR zu einer Phosphorylierung der Aromatase
fiihren, die sie inaktiviert. Dies wére also dem Effekt von Letrozol gleichzusetzen, fiir
den Prange-Kiel et al. 2003 schon zeigen konnten, dass hierdurch der ERp

heraufreguliert wird.

Die Synthese von Synaptopodin scheint also tatséchlich an den ERB gekoppelt zu sein.
Dass die Aromatase die Synthese eines Proteins reguliert, ist jedoch durchaus
erstaunlich. Noch komplexer wird diese Modell, wenn man berucksichtigt, dass dieses

Enzym durch Ca®* reguliert wird.

V.6  Calcium-Kinetik im dendritischen Spine

Bei all den vermuteten Effekten, die unserer Auffassung nach Ca’*-vermittelt im
dendritischen Spine stattfinden, bleibt es nicht aus, sich die Wege zu vergegenwaértigen,
die fir Ca** in Spines eine Rolle spielen kdnnten. Das Ca**-Signaling im dendritischen
Spine ist ein hdchst komplexer Vorgang mit zahlreichen Faktoren, die sich auch
gegenseitig  beeinflussen. Ein besonderes Augenmerk soll dabei auf die
Kompartimentierung von Ca** und damit den Spineapparat gelegt werden, dem bei den

Uberlegungen unserer Arbeitsgruppe entscheidende Funktionen zukommen.

Spine Apparat
PMCA

membrangebundener ER

Diffusion zum Dendriten

T

i T

Abb. 12 : Modell eines Spines und seiner Ca**-Kinetik (Quelle: Yuste et al., 2000)
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Die Schemazeichnung (s. Abb. 12) illustriert, wie vielfaltig die Mechanismen sind, die
die Ca**-Kinetik beeinflussen. Von extrazellular kann Ca®* iiber den NMDA-Rezeptor,
spannungsabhangige Ca”*-Kanale (VSCC) oder Ca”*-permeable AMPA-Rezeptoren in
die Zelle gelangen. Ca®* kann auch durch intrazellulare Speicher freigegeben werden
und zwar durch Ryanodin-Rezeptor abhangige Mechanismen (Ca?*-vermittelte Ca®*-
Freisetzung Uber den Ryanodin-Rezeptor, was im Folgenden noch diskutiert werden
soll) oder nach der Aktivierung von metabotropen Glutamat-Rezeptoren tiber den IP3-
Rezeptor. Im Cytoplasma kann Ca®* an Puffer binden, die die Form des Ca®'-
Transienten andern. Allerdings ist Uber diese Puffer wenig bekannt. Wege aus dem
Spine hinaus fiihren tber die Plasmamembran Ca?*-ATPase (PMCA) oder per Diffusion
zum Dendriten. Eine weitere Moglichkeit ist die Aufnahme in intrazellulére Speicher
durch SERCA-Pumpen. In griin dargestellt unsere Vermutung eines membransténdigen
Estrogenrezeptors, der an verschiedenen Stellen in die Ca®*-Kinetik des Spines

eingreifen konnte (Yuste et al., 2000).

Die Mechanismen des intrazelluliren Ca®*-Release durch Estradiol sind nicht
hinreichend bekannt, allerdings gibt es durch die Studie von Zhao (2005) schon
Hinweise auf drei Rezeptoren, die wahrscheinlich beteiligt sind (VSCC, RyR und IP3-
R). Wenn dieser vermutete Ca”*-Release ursichlich fiir die Herunterregulation der
Synaptopodin-Immunoreaktivitdt sein sollte, musste sich dieser Effekt auch mit
Substanzen nachweisen lassen, die gesichert einen Ca®*-Release verursachen. Anhand
dieser Uberlegungen wurde in unseren Experimenten NMDA eingesetzt. Bei der
NMDA-Rezeptoraktivierung ist gesichert, dass es zu einem Ca**-Influx von
extrazellular kommt. Eine neuere Erkenntnis ist jedoch, dass es nach der Aktivierung
von NMDA-Rezeptoren auch zu einer Ca**-induzierten Ca**-Freisetzung (CICR) aus

internen Speichern im dendritischen Spine kommt (Emptage et al., 1999)

\.7 Durch NMDA verursachter Ca®'-Release fihrt im Kurzzeitversuch zu

Verminderung der Synaptopodinimmunoreaktivitat

In den Experimenten dieser Arbeit zeigte sich nach 30-minitiger Behandlung eine
dosisunabh&ngige  Verminderung der  Synaptopodin-Immunoreaktivitdt.  Die
Verknipfung zu oben erwédhntem Erklarungsmodell findet sich in der Studie von

Balthazart et al. 2003, in der gezeigt wurde, dass ein durch exzitatorische
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Neurotransmitter ausgeldster Ca?*-Release die Aktivitat der Aromatase im préfrontalen
Kortex von Wachteln herunterreguliert (Balthazart et al., 2003). Hiervon ausgehend
werden unsere Uberlegungen dadurch gestiitzt, dass bei der Behandlung mit Letrozol
und der pharmakologischen Aktivierung von NMDA-Rezeptoren die Aromatase in ihrer
Aktivitadt herunterreguliert wird. Dies geschieht unserer Ansicht nach wie oben
beschrieben, durch Ca**-Influx und und die damit verbundene Inaktivierung der
Aromatase durch Phosphorylierung. Der weitere Weg flihrt Uber den Estrogenrezeptor

ERpB und wurde ebenfalls schon beschrieben.

Diskussionswirdig an dieser Stelle sind jedoch die in ihrer Auspragung deutlich
unterschiedliche Abnahme der Synaptopodinsynthese im Kurzzeitversuch nach NMDA
Behandlung. Die in Abb. 9 dargestellte Herunterregulation von Synaptopodin ist fir
p£0,05 signifikant, wéhrend sie in einem Folgeexperiment (s. Abb. 10) fir p £ 0,001
signifikant ist. Dies ist durchaus kritisch zu sehen, da die Wiederholung des
Experiments  prinzipiell ein anderes Ergebnis liefert, auch wenn die
Synaptopodinsynthese in beiden Fallen abnimmt. Wir erkldren uns diese Unterschiede
durch die Heterogenitét in der Zellausbeute und die nur befriedigende Genauigkeit im

Auswertungsprozess.

V.8  Tetrodotoxin und der NMDA-Rezeptorantangonist (MK801) erhéhen im

Kurzzeitversuch die Synaptopodinimmunoreaktivitat

Es wurde versucht, ob sich auch ein gegenteiliger Effekt und damit eine Hochregulation
von Synaptopodin auslosen lielle, wenn man die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren
bzw. die Ausbildung von Aktionspotentialen der Zelle vermindert. Dies gelang uns mit
einem NMDA-Rezeptorantagonisten (MK801) und Tetrodotoxin (TTX), einem Blocker
von spannungsaktivierten Natriumkandlen, bei denen sich nach 30-min0tiger
Behandlung eine Hochregulation der Synaptopodin-Immunoreaktivitat fand. Dies lieRe
sich im Gegenzug dadurch erkléren, dass nach der Behandlung mit MK801 und TTX
weniger Potentiale in den Neuronen ausgebildet werden, es zu weniger Ca?*-Influx und
CICR kommt und damit eine hdhere Aktivitat der Aromatase erfolgt, die wiederum
einen erhohten intrazellularen Estradiolgehalt der Zelle zur Folge hat und tber ERp

Synaptopodin hochreguliert.
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V.9 LTP — Molekulare Mechanismen

Bei den bisher diskutierten Ergebnissen fand die Stimulation der Dispersionskulturen
nur fir 30 Minuten statt. Es ist also ausgeschlossen, dass sich die bisherigen Ergebnisse
auf Proteinbiosynthese zuriickfiihren lassen. Genau hier war der Ansatzpunkt fur das
folgende Experiment: Inwiefern verandert sich die Expression von Synaptopodin, wenn
man den Zeitraum der Stimulation Uber mehrere Tage ansetzt und damit auch die
Effekte der Proteinbiosynthese mit einbezieht. Spatestens an dieser Stelle muss man sich
fur die Interpretation der Ergebnisse mit dem Begriff der Langzeitpotenzierung (LTP)
auseinandersetzen und dartberhinaus auch inwiefern man eine pharmakologische

NMDA-Rezeptor Aktivierung mit eben dieser Langzeitpotenzierung gleichsetzen kann.

Der Begriff der Langzeitpotenzierung gilt als Grundlage fur die Speicherung von
Gedachtnisinhalten und beruht letzten Endes auf einer \Verénderung der Effizienz
synaptischer Verbindungen, strukturellen Modifikationen und der Bildung neuer
Synapsen. Erstmals beobachtet wurde dieser Effekt am Gyrus dentatus. Hierbei fand
sich bei wiederholter Gabe von elektrischen Stimuli eine synaptische Potenzierung
(Bliss et al., 1973). Zu der ,,klassischen” Form des postsynaptisch induzierten, NMDA-
abhangigen Form des LTP, das fur die CA3-CA1 Region im Hippocampus gefunden
wurde, fanden sich jedoch auch NMDA-Rezeptor unabhdngige Formen (Nicoll und
Schmitz, 2005)

Es gibt mit Sicherheit keinen einheitlichen Mechanismus, der eine LTP zur Folge hat,
jedoch l&sst sich dieses Phdnomen anhand der molekularen Mechanismen und des
Zeitrahmens, der fir die Ausbildung erforderlich ist, einteilen. Seit langerem hat sich die
Einteilung in Late-LTP (L-LTP, Proteinsynthese abhé&ngiger, Stunden in vitro und Tage
oder Wochen in vivo dauernder Prozess) und Early-LTP (E-LTP, Proteinsynthese
unabhangiger Prozess, induziert durch eine Episode eines konditionierten Stimulus)
durchgesetzt. Was dieser Einteilung auf molekularer Ebene zu Grunde liegt, ist jedoch
bis heute nicht ganzlich geklart. Jedoch gibt es Vermutungen, die zu einer weiteren
Einteilung fuhrten, ndmlich LTP1, LTP2 und LTP3.
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Abb. 13 : Molekulare Grundlage von LTP1 (Quelle: Raymond, 2007)

Beim LTP1 erfolgt nach NMDA-Rezeptoraktivierung ein Ca®*-Influx, der iiber den
Ryanodin-Rezeptor wiederum zum Ca?*-Release aus dem endoplasmatischen Retikulum
fihrt. Die kurzfristige Anderung des cytosolischen Ca?*-Gehalts bewirkt eine
Aktivitatsverdnderung verschiedener Proteinkinasen (hier dargestellt: CaMKII), die
durch Phosphorylierung posttranslationale Proteinmodifikation betreiben. Diese Form
des LTP dient als molekulare Grundlage fir die Interpretationen der
Kurzzeitstimulationen im Rahmen dieser Doktorarbeit. Sie ist

proteinsyntheseunabhéngig und gleichbedeutend zum E-LTP (Raymond, 2007).

Abb. 14 : Molekulare Grundlage von LTP2 (Quelle: Raymond, 2007)
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Das LTP2 bendtigt neben der NMDA-Rezeptor Aktivierung auch die Aktivierung
metabotroper Glutamatrezeptoren, da der IP3-Rezeptor in die Kaskade involviert ist.
Diese Form ist abhdngig von Proteinsynthese aber unabhangig von Gentranskription.
Die Proteinsynthese muss daher an vorbestehender mRNA erfolgen (s. Abb. 14)
(Raymond, 2007).

Abb. 15 : Molekulare Grundlage von LTP3 (Quelle: Raymond, 2007)

Das LTP3 beruht auf Gentranskription und Proteinsynthese, angeregt durch die
Aktivierung spannungsabhangiger Ca?*-Kanale (hier: L-VDCC). Der erhohte
intrazellulare Ca?*-Gehalt oder der Ca®**-Calmodulin Komplex (hier: CaM) verursacht
Uber CREB die Transkription von Genen (Raymond, 2007). In diesem Zusammenhang
muss allerdings geklart werden, inwiefern man diese Modelle der LTP, die durch
thetanische elektrische Reizung erforscht wurden, mit der pharmakologischen NMDA-
Rezeptoraktivierung gleichsetzen kann. Bei hippocampaler Langzeitpotenzierung
handelt es sich um eine persistierende Erhohung von synaptischer Transmission,
induziert durch kurze afferente und hochfrequente Stimulation (Bliss et al., 1973).
Allgemein akzeptiert in der géngigen Literatur ist, dass die postsynaptische Erhéhung
der Ca**-Konzentration durch NMDA-Rezeptoraktivierung, wahrend oder nach
thetanischer Reizung, ein notwendiger Schritt fir die Ausbildung wvon
homosynaptischen LTP in hippocampalen CA1-Neuronen ist (Bliss et al., 1993). Des
Weiteren kann die Schwelle zur Ausbildung aktivitatsabhéngiger LTP in CAl-
Neuronen durch die Aktivierung metabotroper Glutamatrezeptoren herabgesetzt werden
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(Behnisch et al., 1993). In einer neueren Studie konnte gezeigt werden, dass ein
chemisches LTP in CAl-Neuronen bei gleichzeitiger Aktivierung von metabotropen-
und NMDA-Glutamatrezeptoren induzierbar ist (Fujii et al., 2004). Da unsere
Kulturmedien auch Glutamat enthalten, gehen wir davon aus, dass die NMDA-

Stimulation eine pharmakologische Langzeitpotenzierung induzieren kénnte.

V.10 NMDA im Langzeitversuch hat dosisabhangige Effekte und fuhrt zu einer

erhohten Expression von Synaptopodin

Im Unterschied zur Kurzzeitbehandlung findet sich nun bei der Behandlung mit NMDA
ein dosisabhéngiger Effekt, wobei hohe Dosen die Synaptopodin-Immunoreaktivitat
erh6hen und niedrigere Dosen sie vermindern (s. Abb. 3). Das gleiche Muster ergab sich
auch mit Kainat (s. Abb. 4). Die Ergebnisse uberraschen vorerst, da sich im
Kurzzeitversuch tber 30 Minuten kein dosisabhangiger Effekt fand. Sie lassen sich

jedoch mit weiteren Uberlegungen erklaren und auch in jingste Studien einordnen.

Die erste Frage, die sich unserer Arbeitsgruppe zu diesen dosisabhéngigen Ergebnissen
stellte, war der Ursprung des Ca**, das unserer Auffassung nach fir eine
Phosphorylierung und Aktivitatsverminderung der Aromatase sorgt. Es sollte geklart
werden, ob es sich um extrazellulares Ca®* handelt oder ob es moglicherweise
intrazellulare Ca”*-Speicher sind, die vielleicht sogar Ca®*-vermittelt weiteres Ca?*
freisetzen. Hierzu wurde extrazellulares Ca** mittels EDTA im Kulturmedium
abgepuffert. Nach Pufferung des extrazellularen Ca**  fand sich in unserer
Arbeitsgruppe die identische Herunterregulation der Synaptopodin-Immunoreaktivitat
wie ohne EDTA, wahrend EDTA keinen eigenen Effekt hat (Ossig, 2009, Med.
Dissertationen). Dies fihrt zu der Annahme, dass die internen Ca®*-Speicher im
dendritischen Spine die Effekte vermitteln und nicht das extrazellulare Ca*". In diesem
Zusammenhang riickte der Spineapparat, der schon seit langerem als Ca®*-Speicher des
dendritischen Spines gehandelt wird (Fifkova et al., 1983; Vlachos et al., 2009) in den
Vordergrund. Unabhédngig von diesen neuen Erkentnissen waren die dosisabhéngigen
Effekte noch nicht erklart. Bei der Erklarung zur dosisabhangigen Regulation stand die
Betrachtung der intrazellularen Ca®*-Speicher wiederum im Vordergrund, die nach dem
Versuch mit EDTA mit hochster Wahrscheinlichkeit in der Kette der Signaltransduktion

stehen. Es wurde angenommen, dass eine langere Stimulation der Dispersionskulturen
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mit einer niedrigen Dosis von NMDA oder Kainat einen vergleichbaren Effekt wie eine
kurze Stimulation mit einer héheren Dosis hat. Dies konnte auch bestatigt werden, da
sich bei der Langzeitstimulation mit 10°M NMDA bzw. Kainat eine Herunterregulation
von Synaptopodin fand, dhnlich der Kurzzeitstimulation mit hoherer Dosis. Soweit
konnte also unser Erklarungsmodell, das schon im Rahmen der Kurzzeitstimulation
beschrieben wurde auch hier angewendet werden. Bei der hoheren Dosis und der
Hochregulation von Synaptopodin ging dies jedoch nicht mehr. Die Uberlegung hierzu
war, dass durch die andauernde Stimulation mit einer unphysiologisch hohen Dosis die
intrazellularen Ca®*-Speicher entleert werden und dadurch keine Rolle mehr bei der
Ca’*-abhangigen Phosphorylierung und damit der Herunterregulation der Aktivitat der
Aromatase spielen. Durch die folgende, erhohte Aromataseaktivitat, wirde
Synaptopodin wieder ERB vermittelt hochreguliert. Einschrankend muss hier jedoch
gesagt werden, dass die Dosis mit 10°M schon zelltoxisch sein kann und dieses

Ergebnis kritisch gesehen werden muss.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zur NMDA-Rezeptor abhéngigen Expression von
Synaptopodin decken sich mit einer Studie von Yamazaki et al. (2001). Dort fand sich,
nach NMDA-induzierter Langzeitpotenzierung, ein erhohter Gehalt von Synaptopodin
MRNA im Soma erstmalig nach 75 Minuten. Aullerdem fanden Yamazaki et al. eine
positive Korrelation zwischen der Persistenz der Langzeitpotenzierung und der
Synaptopodin-mRNA Induktion. Dies l&sst sich sehr gut auf die hier gefundene
dosisabhangige Hochregulation der Synaptopodin-Immunoreaktivitat Gbertragen: Eine
hohere Dosis von NMDA hat eine intensivere und ldnger andauernde
Langzeitpotenzierung zur Folge, die wiederum positiv mit der Synaptopodinsynthese
korreliert. Die Ergebnisse der Yamazaki Studie auf mRNA wurden im Rahmen dieser
Arbeit im Prinzip auf Proteinbasis bestétigt. Eine erh6hte Synaptopodinsynthese nach
Induzierung von LTP fanden auch Fukazawa et al. (2003), dort jedoch durch
Hochfrequenzstimulation ~ und  nicht  durch  pharmakologische =~ NMDA-

Rezeptoraktivierung wie im Rahmen dieser Arbeit.

In einer jungsten Studie wurde ebenfalls gezeigt, dass Synaptopodin erst in der spéten
Phase der Langzeit-Potenzierung (L-LTP) hochreguliert wird (Okubo-Suzuki et al.,
2008), also in der Proteinsynthese-abhéngigen Phase (LTP3). Wir vermuten also, dass es

sich bei unseren Langzeitstimulationen mit NMDA um Ergebnisse handelt, die mit dem

56



V Diskussion

LTP3 korrelieren, wahrend die Kurzzeitstimulationen mit dem LTP2 korrelieren und

durch posttranslationale Proteinmodifikationen zu erklaren sind.

Bei der Proteinsynthese-abhangigen LTP3 scheint der Modifikation des Zytoskeletts
eine wichtige Rolle zuzukommen. Bei Induktion von LTP3 wurde nicht nur eine
Hochregulation von Synaptopodin gefunden sondern auch eine Hochregulation von F-
Aktin (Fukazawa et al., 2003). Dies ist besonders interessant, da im ZNS Synaptopodin
und Aktin oft kolokalisiert in Spines und an der postsynaptischen Dichte (PSD)
auftreten (Matus et al., 1982). AuBerdem verfligt Synaptopodin uber zwei
Bindungsstellen fiir Aktin und eine Bindungsstelle fur o-Aktinin (Kremerskothen et al.,
2005). Bei der Ausschaltung der Aktinpolymerisierung konnte kein LTP3 mehr induziert

werden (Fukazawa et al., 2003).

In der Studie von Okubu-Suzuki (2008) konnte auch gezeigt werden, dass bei einer
pharmakologischen Aktivierung von NMDA-Rezeptoren das Spinevolumen nur dann
dauerhaft zunimmt, wenn die Neuronen auch Synaptopodin ,berexprimieren.
Zusammenfassend nehmen wir an, dass Synaptopodin an der Ausbildung der
Proteinsynthese-abhangigen LTP3 malgeblich beteiligt ist. Die Art und Weise ist hierbei

jedoch unklar und Gegenstand der Forschung.

Ebenso wie bei den Experimenten zur Kurzzeitstimulation wurde nun versucht, welche
Ergebnisse sich bei einer Verminderung von Aktionspotentialen der Neurone finden
wirden. Die Synaptopodin-Immunoreaktivitdit der mit GABA behandelten
Dispersionskulturen war ebenfalls dosisabhé&ngig, jedoch fihrten niedrige Dosen zu
einer Hochregulation, wahrend hohere Dosen keinen signifikanten Unterschied zeigten.
Die Erklarung hierzu ist wohl die unter GABA verminderte Ausbildung von
Aktionpotentialen der Neurone, die einen geringeren Ca’*-Release zur Folge hat. Die
Aromataseaktivitat ist hierdurch hoher und der Syntheseweg fiir Synaptopodin Uber
Estradiol und ERp aktiv. Dass hier auch eine Dosisabhéngigkeit besteht, konnte daran
liegen, dass die unphysiologisch hohe Dosis von 10°M weitere hemmende Effekte

auf die Zellen hat, die die Synthese wieder auf Kontrollniveau bringen.
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V.11 AMPA im Langzeitversuch hat dosisabhangige Effekte auf die

Synaptopodinexpression

Die Ergebnisse der Stimulation mit AMPA zeigen einen umgekehrt U-férmigen
Zusammenhang zwischen Dosis und Synaptopodinexpression. Dieses Ergebniss
interpretieren wir auf der Grundlage der unterschiedlichen Kinetik des AMPA-Rezeptors
im Vergleich zum NMDA-Rezeptor und seiner Wechselwirkung mit demselben. Der
AMPA-Rezeptor hat eine schnellere Kinetik als der NMDA-Rezeptor und koaktiviert
diesen durch Losung des Magnesium-Blocks. Bei der Stimulation mit den geringeren
Dosen 10°M und 10'M vermuten wir, dass Synaptopodin durch Zunahme
pharmakologisch induzierter neuronaler Aktivitdt hochreguliert wird, wahrend wir
vermuten, dass bei hoheren Dosen die Koaktivierung des NMDA-Rezptors iberwiegt
und das Ergebnis einer geringen NMDA-Rezeptoraktivierung entsprechen konnte
(s. Abb. 3: NMDA 10®M). Dies ist jedoch als spekulativ einzuordnen, auch weil der
AMPA-Rezeptor noch nicht ganzlich verstanden ist und Gegenstand der Forschung
bleibt. Gerade weil jedoch fur den AMPA-Rezeptor bisher kein CICR nachgewiesen ist,
vermuten wir hier die unterschiedliche Wirkung auf die Synaptopodinexpression Uber

die Koaktivierung des NMDA-Rezeptors.

V.12  Aktivierung der Aromatase zeigt ,,Rescue*-Effekt

Wenn die Vermutung stimmt, dass die Aktivitdt der Aromatase tatsachlich die
Vermittlerrolle zwischen Ca®*-Transienten und Synaptopodinsynthese einnimmt, sollte
es bei gleichzeitiger Inhibition und Stimulation der Aromatase auch einen ,,Rescue*-
Effekt geben, der sich wiederum in der Immunoreaktivitit von Synaptopodin
abzeichnen miusste. Es konnte gezeigt werden, dass Testosteron als Substrat der
Aromatase einen stimulierenden Effekt auf die Aromatase hat, da sich in Kulturmedien
der mit Testosteron behandelten Gruppen héhere Estradiolgehalte fanden (s. Abb. 11)
(Fester et al., 2009).

Genau dies konnte in der Kurzzeitstimulation verifiziert werden: Die durch NMDA
reduzierte Aktivitdt der Aromatase und dadurch verminderte Immunoreaktivitdt von

Synaptopodin, konnte durch gleichzeitige Behandlung mit Testosteron vollkommen
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aufgehoben werden. Dieses Experiment ist ein guter Hinweis darauf, dass der

Aromatase die genannte Vermittlungsrolle zukommen kénnte.

V.13 Neuronale Aktivitat hat im Langzeitversuch keinen Einfluss auf den

Estradiolgehalt im Kulturmedium

In den behandelten Kulturmedien fand sich weder bei vermehrter- noch bei verminderter
neuronaler Aktivitat ein signifikanter Unterschied des Estradiolgehalts. Nach unseren
Erwartungen hatte nach NMDA-Behandlung der Estradiolgehalt abnehmen sollen, da
die Aromataseaktivitat durch CICR abnimmt. Jedoch stellt sich beim Langzeitversuch
bei dem gepoolten Kulturmedium vermutlich ein Gleichgewicht ein, dass in unseren
Auswertungen sehr exakt reproduzierbar war. AuRerdem ist zu bertcksichtigen, dass
wir bei der hohen NMDA-Dosis (10°M) im Langzeitversuch ohnehin von einer
Entleerung der Ca”*-Speicher ausgehen, was wiederum eine Steigerung der
Aromataseaktivitat bewirkt und den Estradiolgehalt auf Kontrollniveau anheben konnte.
Dieses Experiment sollte unbedingt im Kurzzeitversuch tber 30 Minuten durchgefihrt
werden. Im Langzeitversuch und mit dem an drei Zeitpunkten gepoolten Medium l&sst
sich nur bei Testosteron, dem Substrat der Aromatase, ein erhohtes Estradiolniveau
nachweisen, dass durch die nachgewiesene Substrataktivierung zu erklaren ist (Fester et
al., 2009).

V.14 Bedeutung der Ergebnisse fur die Klinik

Die Grundlagenforschung, die im Rahmen dieser Arbeit betrieben wurde, ist notwendig,
um zukiinftige Strategien zu entwickeln, verschiedene Krankheiten zu behandeln. Im
Mittelpunkt steht hierbei der Morbus Alzheimer. Diese Krankheit ist neuropathologisch
gekennzeichnet durch einen Verlust von Neuronen und Synapsen im cerebralen Kortex.
Biochemisch handelt es sich um ein Problem der Proteinablagerung und Bildung von
Neurofibrillenblindeln: Bei Alzheimer Patienten findet sich eine Anhaufung des abnorm
gefalteten Amyloid-p Proteins (Hashimoto et al., 2003) und des Tau-Proteins, dass zu
Fibrillen aggregiert, wenn es stark phosphoryliert ist (Alonso et al., 2001). Diese
pathologischen Korrelate werden neuerdings im Zusammenhang mit einer veranderten
Calciumregulation im Neuron gesehen, insbesondere mit Verdnderungen an den

Calcium-Pumpen am endoplasmatischen Retikulum, die die Produktion des Amyloid-i3-
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Proteins beeinflussen (Green et al., 2008). Calcium-Antagonisten zeigten bisher
allerdings keine Wirksamkeit bei Alzheimer Patienten (Rosenberg et al., 2008).
Trotzdem ist es von hochstem Interesse diese Calcium-abhdngigen Prozesse weiter zu

verstehen, um eine wirksame Behandlung von Alzheimer-Patienten zu ermdglichen.

Mittlerweile konnte in epidemiologischen Studien auch gezeigt werden, dass eine
postmenopausale Estrogensubstitutionstherapie das Risiko fur Frauen an Alzheimer zu
erkranken signifikant reduziert (Henderson, 2006). Der protektive Effekt basiert hierbei
auf einer Estrogen-induzierten Sekretion von Interleukin-10 aus Mikroglia-Zellen
(Combarros et al., 2008). Unterstitzend zu diesem Ergebnis konnte im Gehirn von
Alzheimer-Patientinnen auch eine Herunterregulation der Aromataseexpression
nachgewiesen werden (Yue et al., 2005; Ishunina et al., 2007), dem Schliisselenzym der

Estrogensynthese.
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VI Zusammenfassung

Der Spineapparat ist ein intrazellulares Organell, das in 80% der reifen Spines
vorhanden ist und aus gestapelten Schichten glatten endoplasmatischen Retikulums und
elektronendichten Platten besteht. Seine wahrscheinliche Funktion ist die
Kompartimentierung und Freisetzung von Calcium. Synaptopodin ist wiederum ein
Aktin-assoziiertes Protein, dass eng mit dem Spineapparat in Verbindung steht und als

Parameter flr denselbigen genutzt werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von neuronaler Aktivitdt auf die
Expression von Synaptopodin untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Estradiol zu
einer Herunterregulation der Synaptopodinexpression fihrt, die wahrscheinlich durch
die Freisetzung von intrazellularem Calcium gesteuert wird und durch membranstandige
Rezeptoren ausgelost wird. Um diese These zu berpriifen, wurden die Kulturen mit
exzitatorischen Neurotransmittern (NMDA und Kainat), die gesichert eine
Calciumfreisetzung zur Folge haben, behandelt. Die Untersuchungen zeigten eine
dosisunabhéngige Herunterregulation im Kurzzeitversuch und eine dosisabhangige
Herauf- bzw. Herunterregulation im Langzeitversuch. Geringere Dosen fiihrten zu
erniedrigter und hohere Dosen zu vermehrter Synaptopodinexpression im
Langzeitversuch. Bei der Stimulation mit GABA, einem inhibitorischen Transmitter,

fand sich das Verhaltnis von Dosis zu Synaptopodinexpression genau umgekehrt.

Als Vermittler im Signalweg fand sich die Aromatase, die durch Calcium-induzierte
Phosphorylierung inaktiv wird und Uber verminderte Estradiolproduktion eine
Herunterregulation der Synthese von Synaptopodin verursacht. Diese verminderte
Synthese wird ber den ERp reguliert. Bei der gemeinsamen Stimulation mit NMDA
und Testosteron, dem Substrat der Aromatase, fand sich keine Herunterregulation der
Synaptopodinexpression.  Synaptopodin  hat verschiedene Verbindungen zum
Aktinzytoskelett und wirkt sich, bei verringerter Synthese, destabilisierend auf
dasselbige aus. Dies fihrt zu einer verminderten Fahigkeit, Langzeitpotenzierungen

auszubilden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Calciumhomdoostase des Spines einen
entscheidenden Einfluss auf die synaptische Plastizitat hat. Die durch Calcium regulierte

Aromatase und Estradiol sind notwendig fir die Synthese von Synaptopodin, das
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wiederum eine entscheidende Funktion dafiir hat, dass Langzeitpotenzierungen

stattfinden kdnnen.
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