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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Einfithrung

Der Cortex cerebri gilt als Zentrum fiir hohere kognitive Fahigkeiten. Er hat eine sehr grofle Vielfalt
an Funktionen wie den Sitz des Bewusstseins, die Kommunikation, spielt eine Rolle bei der
Planung und Durchfiihrung von Bewegungen und ist Sitz der Erinnerung. Jede dieser Funktionen
wird mit bestimmten Kortexregionen in Verbindung gebracht. So ist zum Beispiel der
Hippocampus als Teil des Archikortex bei der Gedéchtnisbildung sowie bei Lernprozessen
beteiligt. Durch die enge Vernetzung des Hippocampus mit anderen Teilen des limbischen Systems
konnen sich besonders gut Sachverhalte gemerkt werden, die eng mit Emotionen korrelieren. Man
nimmt an, dass im Hippocampus lediglich ein Engramm, eine Gedachtnisspur gebildet wird, der

Inhalt der Erinnerung jedoch in anderen Hirnregionen gespeichert wird.

Estrogene haben im Gehirn eine stimulierende Funktion fiir die Synapsenbildung (Woolley et al.
1990; Pozzo-Miller et al. 1999; Lee und McEwen 2001). Die Synapsendichte sowie die LTP (long
term potentiation) selbst gelten als die strukturellen bzw. physiologischen Korrelate der
Merkfahigkeit. Die klinische Relevanz dieses Forschungsbereichs wird in der Therapie des
Mammakarzinoms deutlich. Frauen, die aufgrund eines hormonabhingigen Brustkrebses mit
Aromatasechemmern wie Letrozol behandelt werden, die wiederum die Umwandlung von
Testosteron zu Estradiol inhibieren, zeigen Defizite in ihrer Gedéichtnisleistung (Jenkins et al.
2006; Bayer et al. 2015). Dazu kommen Effekte, die sich auf das Hippocampus-abhingige
Verhalten auswirkten und Depression-dhnliche Symptome in Tiermodellen ausldsten (Dalla et al.

2004; Barha und Galea 2010; Cornil und Charlier 2010; Fernandez und Russo 2010).

In der Wirkung von Sexualhormonen im Hippocampus besteht ein sexueller Dimorphismus. In
Tierversuchen an weiblichen Ratten zeigte sich, dass flir den Hippocampus in Bezug auf seine
synaptische Plastizitdt Estrogene wichtig sind, wihrend bei ménnlichen Ratten Androgene einen
positiven Effekt auf die Synapsendichte im Hippocampus haben. Andere Hirnregionen wie Kortex
oder Cerebellum zeigten diese Abhédngigkeit nicht, weder bei ménnlichen noch bei weiblichen

Tieren (Woolley et al. 1990; Walf et al. 2009; Zhou et al. 2010, 2014; Brandt et al. 2013).

Beim Weibchen korrelieren hohe Estradiolkonzentrationen, wie wihrend des Proestrus der Ratte,
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Einleitung

mit hoher Spine-Synapsendichte und hoher hippocampaler Estradiolproduktion, niedrige
Estradiolkonzentrationen, wie sie zum Beispiel postmenopausal oder die Postmenopause-
simulierend in Tierversuchen nach Ovarektomie gemessen werden, korrelieren mit niedrigen

Spine-Synapsendichten und niedriger hippocampaler Estradiolproduktion (Brandt et al. 2013).

Die Synapsendichte bei Weibchen scheint zudem direkt von der Aktivitdt der Aromatase und der
damit einhergehenden verdnderten Estradiolproduktion abhéngig zu sein, da eine Hemmung der
Aromatase durch den nicht-steroidalen Inhibitor Letrozol zu einem Spine-Synapsenverlust fiihrt
(Kretz et al. 2004). Estradiol selbst kann ebenfalls die Aromatase durch Ca**-Einstrom in die Zelle
und folgender Phosphorylierung iiber Ca**-abhingige Kinasen hemmen (Balthazart et al. 2001;
Balthazart et al. 2003; Fester et al. 2016).

Mittlerweile wird davon ausgegangen, dass die Korrelation von Synapsendichte und dem
weiblichen Zyklus kein Effekt des peripheren Estradiols ist, sondern ein direkter Einfluss iiber die
Hypothalamus-Hypophysen-Zielorgan-Achse besteht. Das hypothalamische Gonadotropin-
Releasing-Hormon (GnRH) bewirkt einerseits die Ausschiittung von Luteinisierendem Hormon
(LH) und Follikel-Stimulierendem-Hormon (FSH) aus der Hypophyse, hat aber auch direkte
Effekte auf die Ovarien und den Hippocampus (Janssens et al. 2000; Prange-Kiel et al. 2008). Im
Hippocampus stimuliert GnRH die Estradiolproduktion. Der Weg, den das GnRH nimmt, um
diesen Effekt auszulsen, ist jedoch noch nicht in seiner Ganze erforscht (Lehman et al. 1986;

Skinner und Caraty 2002).

Die Zyklusabhingigkeit sowie die gesteigerte Reduktion der Spine-Synapsendichte nach
Ovarektomie und Letrozol im Vergleich zu alleiniger Ovarektomie sprechen fiir eine vorwiegende
GnRH-vermittelte Regulation und die Wichtigkeit von lokal produziertem Estradiol in Bezug auf
die Spine-Synapsendichte im weiblichen Hippocampus (Zhou et al. 2010; Prange-Kiel et al. 2013).

Es gibt neben zytosolischen/nukledren auch membrangebundene G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren, die die Wirkungen von Estrogenen in der Zelle vermitteln. In der weiblichen Ratte
scheint ERa fiir die Spine-Synapsenbildung und -aufrechterhaltung wichtig zu sein, wéhrend ER3
im Sexualzyklus wichtig fiir die Regression der Spine-Synapsen nach Ovulation sein konnte (Zhou
et al. 2014). In der Zelle werden die Effekte dann {iber Phosphorylierung von Cofilin und

Stabilisierung der Synapse durch Polymerisierung von Aktin, welches die Synapse an der
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Zellmembran befestigt, vermittelt (Honkura et al. 2008; Kramar et al. 2009; Vierk et al. 2014).
Weitere Effekte werden fiir die Wirkung auf den synaptischen Apparat, vorwiegend auf das
prasynaptische Synaptophysin und das postsynaptische Spinophilin, beschrieben (Murphy und
Segal 1996; Brake et al. 2001; Rune et al. 2002; Kretz et al. 2004).

Wihrend die Estradioleffekte auf den weiblichen Hippocampus also intensiver Untersuchungen
unterliegen, sind die Wirkungen der Sexualhormone auf den ménnlichen Hippocampus weniger
erforscht. Die Hormonproduktion unterliegt keinem Zyklus, die GnRH-Produktion ist tonisch und
pulsatil, was zu einem Gleichgewicht der Androgenspiegel fithrt und der negative
Feedbackmechanismus der Hypothalamus-Hypophysen-Endorgan-Achse bleibt negativ-
riickgekoppelt unabhingig der Spiegel der anderen Sexualhormone (Gillies und McArthur 2010).
Zudem zeigt sich der sexuelle Dimorphismus vorwiegend in vivo, wihrend in vitro-
Untersuchungen bei beiden Geschlechtern dhnliche bzw. gleiche Ergebnisse liefern. Die Enzyme
fiir die Sexualhormonproduktion kénnen in médnnlichem wie weiblichem Gewebe nachgewiesen
werden. Dispersionskulturen produzieren unabhdngig des Geschlechts Estradiol, die Produktion
kann bei beiden Geschlechtern durch Zugabe von Testosteron oder Pregnenolon gesteigert werden
und die Expression des Estradiolrezeptors und dessen mRNA ist ebenfalls bei beiden

Geschlechtern unterschiedslos (Rune et al. 2002; Fester et al. 2009).

In vivo zeigten sich hingegen Unterschiede. Angefangen von unterschiedlichen Plasmaspiegeln
von Estradiol bei médnnlicher oder weiblicher Ratte {iber unterschiedliche Estradiolkonzentrationen
im hippocampalen Gewebe bis hin zu unterschiedlicher Spine-Synapsendichte bei mannlicher und
weiblicher Maus stellt sich die Frage, ob Sexualhormon-Effekte in Versuchsreihen am ménnlichen
Gewebe wie bei der Frau durch Estradiol vermittelt werden oder aber Testosteron bzw.
Dihydrotestosteron (DHT) eine grofere Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung der Synapsendichte
haben (Leranth et al. 2003, 2004; Fester et al. 2012; Brandt et al. 2014).

In der vorliegenden Dissertation sollen weitere Untersuchungen an ménnlichen Hippocampi
unternommen werden, um mogliche Effekte der Aromatase-Inaktivierung auf die synaptische
Plastizitdt des méinnlichen Hippocampus im Sinne des sexuellen Dimorphismus diskutieren zu
konnen. Hierzu wurden Versuche in vitro sowie in vivo durchgefiihrt und die jeweiligen
Hippocampi anschlieBend elektronenmikroskopisch untersucht. Bewertet wurde dabei die

synaptische Dichte im Hippocampus. Die Bedeutung der Forschung am mannlichen Hippocampus
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scheint nicht minder relevant zu sein, insofern als verbales Gedéchtnis bei dlteren Ménnern, aber
auch die kognitive Leistungsfihigkeit bei prapubertiren Jungen mit Wachstumsdefiziten von der
Aromatasefunktion abhéngen konnten (Cherrier et al. 2005; Hero et al. 2010). Die Therapie mit
Antiandrogenen beim Prostatakarzinom oder mit S5a-Reduktasechemmer bei der benignen
Prostatahyperplasie (BPH) kdnnten ebenfalls Wirkungen auf synaptische Plastizitdt und Kognition
bei Betroffenen haben (Brandt et al. 2014).

1.2. Der Hippocampus

Der Hippocampus gehort als Teil des Archicortex zu den éltesten Strukturen des Gehirns. Er ist
beim Menschen im Temporallappen an der Medialseite des Gyrus hippocampalis lokalisiert und
wird als funktionelle Gruppe unterschiedlicher Zellverbidnde nach kranial durch den
Seitenventrikel, nach rostral durch das Corpus amygdaloideum und nach kaudal durch das Ende
des Balkens (Corpus callosum) und den Fornix cerebri begrenzt. Makroskopisch liegt er bei Maus
und Ratte weiter kranial unmittelbar unterhalb des Kortex, lateral des Balkens. Als Teil des
limbischen Systems und des Papez-Neuronenkreises gilt der Hippocampus als die wichtigste
Struktur fiir Lern- und Gedéichtnisprozesse, spielt aber auch eine Rolle bei Verhalten und
Emotionen. Er dhnelt im Verbund mit dem Fornix makroskopisch dem Seepferdchen, was dem

Hippocampus seinen Namen gab.

Unter dem Lichtmikroskop fallen insbesondere zwei Strukturen auf, die sich wie zwei
ineinandergreifende C’s darstellen: der kaudal liegende Gyrus dentatus und das unter dem
Seitenventrikel liegende Ammonshorn (Cornu ammonis=CA). Des Weiteren werden Subiculum,
Prasubiculum sowie Parasubiculum zum Hippocampus gezidhlt. Das Ammonshorn kann in weitere
drei Untereinheiten aufgeteilt werden: CA1 mit vorwiegend kleinen Pyramidenzellen, CA2 mit
besonders groBen Pyramidenzellen und CA3 mit groen Pyramidenzellen in lockerem
Zellverbund. Teilweise wird eine weitere Region als CA4 beschrieben, die sich CA3 anschlief3t,

dhnlich wie CA2 aber in ihrer Funktion eher CA3 zugerechnet wird.

Wihrend das Ammonshorn als Hauptzellen Pyramidenzellen aufweisen, liegen im Gyrus dentatus
grofBtenteils Kornerzellen vor. Diese sind hier im sog. Stratum granulare organisiert. Das

Ammonshorn weist hingegen ein Stratum pyramidale auf, das von Stratum oriens und Stratum
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moleculare gesdumt wird, welches in ein Stratum radiatum und ein Stratum lacunosum-moleculare
gegliedert werden kann. Der Hippocampus hat somit als phylogenetisch alte Struktur einen
dreischichtigen Aufbau und differiert somit zu groen Teilen des Telencephalons mit dessen
sechsschichtiger Zusammensetzung. Das Subiculum bildet den Ubergang von Drei- zu

Sechsschichtigkeit.

Neben exzitatorischen glutamatergen Pyramidenzellen und inhibitorischen GABA-ergen
Kornerzellen besteht der Hippocampus, wie andere Teile des Gehirns auch, aus Gliazellen wie
Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikroglia. Diese sind wichtig fiir die Stiitzfunktion in
neuronalem Gewebe. Sie isolieren und umhiillen Synapsen, bilden die Blut-Hirn-Schranke und
sind wichtig fir die Immunabwehr. Astrozyten sind hier besonders wichtig, da sie die
hippocampalen Neurone mit Néhrstoffen wie Glucose, aber auch mit Cholesterol versorgen und
den Neuronen nach Transmitterausschiittung in den synaptischen Spalt diese Ubertriigerstoffe

wieder zufiihren.

Neuronale Verbindungen des Hippocampus bestehen zu einer Vielzahl anderer neuronaler
Kerngebiete und Strukturen. Wihrend Afferenzen als Tractus perforans aus Corpus
amygdaloideum und Neokortex iiber den entorhinalen Kortex den Gyrus dentatus des
Hippocampus erreichen, erhdlt der Hippocampus auch Informationen aus dem Thalamus und {iber
den Gyrus cinguli. Somit konnen Qualititen verschiedenster Genese verarbeitet werden.
Geruchssempfindungen stellen dabei eine Besonderheit dar, da sie z.T. unter Umgehung der
Verarbeitungsprozesse des Thalamus in den Hippocampus gelangen und so ungefilterter
aufgenommen werden konnen. Efferenzen gibt der Hippocampus iiber den Fornix an die Corpora
mammillaria ab, welche dort weiterverarbeitet werden und zum Teil iber Nucleus anterior des
Thalamus und Gyrus cinguli in den Hippocampus zuriickgelangen. Dieser Schaltkreis wird als
Papez-Neuronenkreis bezeichnet. Er soll wichtig sein, um Informationen vom Kurz- in das

Langzeitgedachtnis zu tiberfiihren.

Innerhalb des Hippocampus werden Informationen trisynaptisch verarbeitet. Die erste Synapse
wird an den Kornerzellen des Gyrus dentatus durch Afferenzen des Tractus perforans gebildet. Von
hier aus wird die elektrische Erregung an die CA3-Pyramidenzellen des Ammonshorns
weitergegeben und weiterverarbeitet, um liber die sog. Schaffer-Kollateralen in die CA1-Region

zu gelangen und hier auf Pyramidenzellen dieses Gebietes umgeschaltet zu werden. Modulierende
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Einfliisse sind an den Dendriten von Korner- und Pyramidenzellen moglich.

In Bezug auf diese Arbeit ist der Hippocampus zudem mit allen Enzymen zur
Sexualhormonsynthese ausgestattet und konnte demnach beginnend mit Cholesterol die gesamte
Synthese bis hin zum Testosteron und mit Hilfe der Aromatase zum Estradiol selbst durchfiihren.
(Shibuya et al. 2003; Do Rego et al. 2009; Pelletier 2010). Die Pridsenz der Aromatase im
Zwischenhirn war bereits Anfang der 1970er bekannt (Naftolin et al. 1971), im Hippocampus
gelang der erste immunhistochemische Nachweis der Aromatase im Jahre 1991 (Sanghera et al.
1991). Die Funktionalitét dieses Steroidhormon-bildenden Systems konnte mittels Nachweis von
Estradiol unter zu Beginn Steroid- und Serum-freien Dispersionskulturbedingungen bewiesen
werden (Prange-Kiel et al. 2003). Der Hippocampus ist in der Lage, Estradiol de novo zu
produzieren und konnte sich parakrin oder autokrin stimulieren. Die Produktion von DHT ist
ebenfalls durch Expression der Sa-Reduktase in beiden Geschlechtern mdglich (Hojo et al. 2011;
Castelli et al. 2013).

Durch Nachweis der Funktionalitdt der Produktion der Sexualhormone ist der Hippocampus
folglich nicht auf die Supplementierung von Vorldufermolekiilen wie Pregnenolon oder
Dihydroepiandrostendion (DHEA) angewiesen (Jakab et al. 1993; Baulieu 1997; Baulieu und
Robel 1998). Die Sexualhormonproduktion ist im minnlichen wie im weiblichen Gewebe moglich

(Rune et al. 2002; Fester et al. 2009).

Schema - Hippocampus & Gyrus dentatus

eus WA Z
AL L

Boden des

Cingulate §
Seitenventrikels

cortex

Corpus
callosum
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Sublculum &
Entorminaler
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Mammillary body
bul

Massa intermedia

2 (rmit dorin veraufendsn
Sepfum Afferenzen Efferenzen BlutgefiiBen)

Abb. 1.1.: Links: Schematische Darstellung des limbischen Systems und Lage des Hippocampus in situ.
Rechts: Schema des Hippocampus und Gyrus dentatus. Afferenzen und Efferenzen des Hippocampus werden dargestellt.

(Quellen: https://projects.exeter.ac.uk/time/images/content/findings/hippocampus.jpg, Stand 26.02.2017
http://anatomie.vetmed.uni-leipzig.de/external/hippocampus/hippocampus-farbig.jpg, Stand 26.02.2017)
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1.3. Spine-Synapsen

Spine-Synapsen sind kleine Ausstiilpungen der Dendriten, die der VergroBerung der
Dendritenoberfliche und somit der Interaktionsfliche mit anderen Zellen dienen. Sie kommen
unter anderem im Hippocampus vor und gleichen &duf8erlich kleinen Dornfortsétzen (spine = Dorn).
Sie bilden den postsynaptischen Anteil der Synapse und koénnen in kurze (stubby), diinne (¢thin) und
pilzférmige (mushroom-shaped) Synapsen unterteilt werden. Sie wirken meist exzitatorisch. Die
pilzférmigen Synapsen werden aufgrund ihrer Funktion auch als Memory- oder Gedéchtnis-

Synapsen bezeichnet.

Ihr Aufbau ist in aller Regel gleich oder sehr dhnlich. Dem ovalen Bulbus mit der postsynaptischen
Verdichtung folgt ein schmalerer Halsteil, der unmittelbar dem Dendritenschaft entspringt
(Nimchinsky et al. 2002). In den Prisynapsen sind in ca. 20% der Fille Spine-Apparate zu
erkennen. Diese interagieren unter anderem mit Synaptopodin und Aktin und sind wichtig bei
Prozessen der synaptischen Plastizitit. Spine-Synapsen sind nicht, wie friiher gedacht, stabile
Strukturen, sondern befinden sich in stetigem Umbau (Segal 2005). Sie kdnnen de novo oder aus
einer vorbestehenden Schaftsynapse entstehen. Im ersteren Fall bilden sich sogenannte Filopodien,
welche aus den Dendriten aussprieBen und nach Interaktionsorten wie Axone benachbarter Zellen
suchen. Nach Bindung bilden sich die Filopodien zuriick und werden zu 1-2 um langen Spine-
Synapsen (Harris und Kater 1994; Dailey und Smith 1996). Filopodien selbst sind bis zu 10 pm
lang und 1 um dick (Segal 2005).

Die Mechanismen zur Entstehung der Spine-Synapsen scheinen sich in beiden Fillen auch auf
molekularer Ebene zu unterscheiden, wie zum Beispiel bei der Einbindung postsynaptischer
Adhésionsmolekiile und dem PSD-95 (postsynaptic density Protein 95) (El-Husseini et al. 2000;
Abe et al. 2004). Fiir das Zytoskelett der Spine-Synapse ist besonders das Aktin unabdingbar
(Fifkova und Delay 1982; Morales und Fifkova 1989). Es hat dariiber hinaus eine Bedeutung fiir
die Funktion der Synapse (Honkura et al. 2008; Hotulainen und Hoogenraad 2010; Dent et al.
2011). Die Veranderungen der Synapsen scheinen zudem Calcium-abhéngig zu sein. So konnte die
Aktin-abhédngige Motilitét, die Lange und GroBe der synaptischen Anteile sowie die Stabilitit der
Synapse durch unterschiedlich hohe Calciumkonzentrationen verandert werden. Dabei sprachen

hohe Calciumkonzentrationen fiir eine Vergroerung und Verbreiterung der Synapse (Berridge
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1998; Holcman et al. 2004; Oertner und Matus 2005; Segal 2005).

Auch hippocampales Estradiol hat eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der Spine-
Synapsen (Zhou et al. 2010; Prange-Kiel et al. 2013). Es bewirkt iiber Aktivierung der LIM-1-
Kinase eine Phosphorylierung des Proteins Cofilins, das Aktin-assoziert in Neuronen vorkommt.
Cofilin verhindert in nicht phosphoryliertem Zustand die Polymerisierung von Aktin, so dass die
LIM-1-Kinase-assoziierte Phosphorylierung zu einer Inaktivierung der Cofilin-Funktion fiihrt.
Hierdurch kann sich filamentires Aktin (F-Aktin) bilden, welches zur Stabilisierung der Spine-

Synapsen beitrigt (Vierk et al. 2014).

1.4. Hippocampale Testosteron-/Estradiolsynthese

Die Enzyme, die an der Synthese des Estradiols beteiligt sind, gehdren zur Gruppe der Cytochrom
P450-Enzyme. Thr Name beruht auf der Tatsache, dass sie bei photometrischen Untersuchungen

das Licht bei 450 nm absorbieren. Ihr Gewicht liegt bei ca. 50 kDa.

Ausgangsstoff fiir die Estradiolsynthese ist wie bei allen Steroidhormonen das Cholesterol. Dieses
wird bei allen Steroidhormon-produzierenden Prozessen mit Hilfe des side chain cleavage enzyme
(Cytochrom P450 scc) an der inneren Membran des Mitochondriums zu Pregnenolon umgesetzt.
Zuvor ist fiir den Transport durch die duBBere Mitochondrienmembran in den intermembranéren
Spalt das Enzym StAR (steroidogenic acute regulatory protein) verantwortlich. Seine Aktivitit ist
letztlich verantwortlich fiir die Menge der Steroidhormonsynthese und damit der geschwindigkeits-

bestimmende Schritt (rate limiting step).

Das entstehende Pregnenolon wird in einem weiteren Schritt durch das Enzym 17 alpha
Hydroxylase/17,20 Lyase (Cytochrom P450 ¢17) im glatten endoplasmatischen Retikulum tiber 17
alpha Pregnenolon zu Dehydroepiandrosteron (DHEA) umgesetzt. Dieser Schritt ist irreversibel
und kann dementsprechend nicht umgekehrt werden. Das DHEA gehort bereits zu den Androgenen
und kann reversibel durch die nicht zu den P450-Enzymen gehdrenden 17 beta Hydroxysteroid-
Oxidoreduktase (17 beta HSD) und 3 beta Hydroxysteroid-Dehydrogenase (3 beta HSD) zum

Androstendiol und weiter irreversibel zu Testosteron umgewandelt werden.

Testosteron kann als Vorldufermolekiil fiir das Estradiol bezeichnet werden. Es wird durch das
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Enzym Aromatase (Cytochrom P450 aro) durch Aromatisierung des Ringes A und Abspaltung der
C19-Methylgruppe in Estradiol umgewandelt. Andererseits gelingt jedoch auch die Umwandlung
von Testosteron zu Dihydrotestosteron (DHT) durch die Sa-Reduktase. DHT gilt im Vergleich zu

Testosteron als das potentere Androgen.

Cholesterol ist neben den Estrogenen und Androgenen ebenfalls Ausgangsstoft fiir die Gluco- und
Mineralocorticoidsynthese. Die Ausstattung und Aktivitdt an den unterschiedlichen P450—
Enzymen bestimmt die Umsetzung des Pregnenolons in die eine bzw. andere Richtung. Im Falle
der Gonaden sowie in der Zona reticularis der Nebennierenrinde erfolgt die Umsetzung zu
Androgenen und Estrogenen. Neben diesen primiren Organen der Sexualhormon-Synthese sind
viele weitere Zelltypen wie z.B. Fettzellen, aber auch Neurone in der Lage, diese Botenstoffe
herzustellen. Auch der Hippocampus ist de-novo-Syntheseort fiir Estradiol (Prange-Kiel et al.
2003; Hojo et al. 2004). Es konnte nachgewiesen werden, dass der Hippocampus alle Enzyme der
Estrogensynthese exprimiert und damit auf die gleiche Art und Weise Estradiol produziert, wie es
auch die Gonaden tun (Furukawa et al. 1998; Stoffel-Wagner 2001). Die alternative Synthese zu
DHT konnte im Hippocampus ebenfalls beschrieben werden (Okamoto et al. 2012; Melcangi et al.
2016).

1.4.1. Aromatase

Die Aromatase ist auf dem Chromosom 15 kodiert und ist 1511 bp (Basenpaare) lang. Sie
katalysiert die irreversible Umwandlung von Testosteron zu Estradiol. Sie hat ihren Sitz im
endoplasmatischen Retikulum (ER) und wird neben vielen anderen Regionen im Kdérper und im
Besonderen auch anderer Regionen des Gehirns wie der Amygdala und dem Hypothalamus, auch
im Hippocampus exprimiert. In der Zelle ist die Aromatase vorwiegend entlang der
postsynaptischen Verdichtung (post-synaptic density, PSD) zu finden, konnte aber auch schon in
den pré- und postsynaptischen Regionen in Korner- und Pyramidenzellen gefunden werden (Hojo
et al. 2004; Mukai et al. 2006). Sie wird bei ménnlichen und weiblichen Ratten gleichermafen
exprimiert und auch die produzierte Menge an Estradiol aus dem Uberstand von kultivierten
minnlichen und weiblichen Neuronen ist gleich groB. Im Gegensatz hierzu konnten grof3e
Unterschiede der gemessenen Estradiolmengen mit Hilfe der Massenspektrometrie bei in vivo-

Versuchen mit médnnlichem und weiblichem hippocampalen Gewebe festgestellt werden. Hier
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waren die Estradiolmengen bei minnlichen und ovarektomierten Tieren nicht messbar gering,

wihrend sie bei weiblichen Tieren leicht zu bestimmen waren (Fester et al. 2012).

Die Aromatase wird mit Hilfe Calcium-abhéngiger Kinasen wie der Calmodulin-Kinase reguliert.
Daher ist auch sie indirekt abhingig von der intrazelluliren Calciumkonzentration. Bei
Calciumeintrom nach Aktivierung von NMDA- und AMPA-Rezeptoren kommt es zur Aktivierung
der Calmodulin-Kinase und der Phosphorylierung der Aromatase. Diese Phosphorylierung bewirkt
eine Abnahme der Aktivitdt und damit einen geringeren Umsatz von Testosteron zu Estradiol
(Balthazart und Ball 2006; Fester und Rune 2015). Es kommt folglich zu einer Anreicherung von
Testosteron in der Zelle (Harden und MacLusky 2005).

1.5. Genomische und nicht-genomische Estradiol-/Androgeneffekte

Sexualhormone wie Estradiol und Testosteron kdnnen auf genomischer und nicht-genomischer
Ebene Signale auf die Zielzelle {bertragen. Wéhrend der genomische Weg mittels
zytosolischer/nukledrer Steroidrezeptoren vermittelt wird, wirken sie nicht-genomisch {iiber
membranstidndige G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Genomisch bzw. nicht-genomisch zeigt in
diesem Zusammenhang an, ob Einfluss auf die Transkription und Proteinbiosynthese der Zelle
genommen wird. Im Hippocampus sind beide Wege bekannt, es gibt aber auch Quervernetzungen,
so dass zytosolische Rezeptoren schnelle, nicht-genomische und membrangebundene Rezeptoren

genomische Effekte auslosen konnen.

Der genomische Signaltransduktionsweg ist die klassische Art und Weise fiir Sexualhormone,
Effekte in der Zielzelle auszuldsen. Er beginnt mit der Diffusion iiber die Zellmembran der Zelle,
wo sie entweder an die zytosolischen Estradiol- oder Androgenrezeptoren binden. Estradiol und
Testosteron gehdren zu den Steroidhormonen und sind daher lipophil, was die Diffusion iiber die
Zellmembran ermoglicht. Nach Bindung an den Rezeptor kommt es zur Konformationsanderung
und mit dem Rezeptor assoziierte Proteine dissoziieren ab. Der an das Hormon gebundene
Steroidrezeptor dimerisiert mit einem weiteren ligandengebundenen Rezeptor und es kommt zur
Phosphorylierung. Das Dimer transloziert in den Zellkern, wo es mit seinen Zielstrukturen, den
Promotern auf der DNA, interagiert. So kann direkter Einfluss auf die Genexpression genommen

werden (Klinge 2001). Diese und auch die folgende Proteinbiosynthese kann wenige Stunden bis
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mehrere Tage in Anspruch nehmen. Der genomische Weg gehdrt zu den langsamen

Ubertragungswegen (Beyer 1999; Behl und Manthey 2000; Lee und McEwen 2001).

Es sind zurzeit zwei unterschiedliche Subtypen des genomischen Estradiolrezeptors bekannt, die
sich auch auf molekularer Ebene sehr dhnlich sind. Die als ERa und ERp bezeichneten Rezeptoren
weisen jedoch grofle Unterschiede in den Transaktivationsdoménen auf und es sind drei ERa- und
fiinf ERPB-Isoformen bekannt. Im Hippocampus werden beide Rezeptorsubtypen exprimiert
(Shughrue et al. 1997; Wehrenberg et al. 2001; Rune et al. 2002; Foster 2012). Beim
Androgenrezeptor sind hingegen keine Subtypen bekannt, zwei Isoformen konnten jedoch isoliert
werden. Der Androgenrezeptor dhnelt in seiner Struktur am ehesten dem Progesteronrezeptor.
Wichtig zu wissen in diesem Zusammenhang ist, dass Estradiol selektiv auf den Estrogenrezeptor
wirkt, wihrend die Androgene spezifisch auf den Androgenrezeptor wirken. Dihydrotestosteron

hat dabei eine hohere Affinitit zum Androgenrezeptor als Testosteron.

Die spezifische Rolle der jeweiligen Rezeptoren im Hippocampus wird kontrovers diskutiert.
Einige Studien weisen darauf hin, dass es bei der Frau unter Stimulation von ERB-Agonisten zur
Bildung von dendritischen Synapsen kommt (Liu et al. 2008; Srivastava et al. 2010), andere
Studien widerlegen dies jedoch und beschreiben eine Abnahme an dendritischen Synapsen (Tan et
al. 2012). Zudem wird der ERa-Rezeptor von einigen Autoren als der Rezeptor-Subtyp
beschrieben, der die Synapsenbildung induziert (Zhou et al. 2014). Nach Ovarektomie konnte der

Synapsenverlust durch ERa-Agonisten wieder ausgeglichen werden (Qu et al. 2013).

Die Komplexitit der Wirkung der Rezeptorsubtypen ERa und ERP hédngt mit vielen Faktoren
zusammen, die jeweils Einfluss auf den synaptischen Apparat und dessen Plastizitdt nehmen. In
Maiusen wird vorwiegend ERB exprimiert, in der Ratte ist ERa vorherrschend (Shughrue et al.
1997). Beide Rezeptortypen konnen iiber den genomischen Weg und iiber einen schnellen nicht-
genomischen Weg iiber Membran-initiierte Effekte funktionieren. Sie bilden Homo- und
Heterodimere, ihre Expression beeinflusst sich gegenseitig und Faktoren wie Geschlecht und Alter
haben zusitzliche Einfliisse auf die Wirkung des Estradiols (Pettersson et al. 1997; Adams et al.
2001; Nomura et al. 2003; Heldring et al. 2007; Bailey et al. 2011).

Neben dem herkommlichen klassischen Weg der Signaltransduktion existiert ein nicht-

genomischer Signalweg, der iiber membrangebundene Rezeptoren vermittelt wird. Er ist im
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Gegensatz zum genomischen Weg sehr schnell (sog. ,,rapid effects®), da seine Effekte innerhalb
von wenigen Sekunden ausgelost werden. Beispiel fiir einen Estradiol-Rezeptor dieser Art ist der
GPER (friiher bekannt als GPR 30), der G-Protein-gekoppelt arbeitet. Allgemein konnen mithilfe
dieses Weges second messenger-Molekiille umgesetzt werden wie z.B. IP; (Inositol-1,4,5-
trisphosphat) oder cAMP (cyclisches Adenosin-Monophosphat). Es kommt auBlerdem zur
Aktivierung des MAP-Kinase-Transduktionsweges und durch Bindung des IP; an seinen IPs-
Rezeptor zum Einstrom von Calcium aus dem glatten Endoplasmatischen Retikulum (Toran-

Allerand et al. 2002; Beyer et al. 2003).

Estradiol und Testosteron/DHT konnen von vielen unterschiedlichen Zellen des menschlichen
Organismus produziert werden. Neben den wohl bekanntesten Orten ihrer Synthese, den
Eierstocken und den Hoden, produzieren auch Fettzellen, Neurone und Zellen der Zona reticularis
der Nebennierenrinde Sexualhormone. Der Mann produziert im geringen Malle Estradiol, die Frau
auch geringe Mengen Androgene. Vor allem beim Mann und bei der postmenopausalen Frau hat
die extraovarielle Produktion an Estrogenen eine besondere Bedeutung (Simpson et al. 1999). Die

Sexualhormonproduktion unterliegt der Hypothalamus-Hypophysen-Endorgan-Achse.

Estrogene sind besonders fiir den weiblichen Organismus wichtig. In Bezug auf die Ausbildung
sexueller Geschlechtsmerkmale und auf eine regelgerechte Sexualfunktion sind sie unabdingbar.
Wihrend des Menstruationszyklus ist der Serumspiegel an den Tagen vor der Ovulation und in der
Lutealphase besonders hoch. Die Lutealphase wird jedoch durch das Hormon Progesteron
bestimmt. Beim Mann sind die Androgene die wichtigen Vertreter, die Reproduktion und

Ausbildung sekundérer Geschlechtsmerkmale sichern.

Allgemein haben Sexualhormone vielfdltige, anabole Funktionen. Bei einem Absinken des
Estrogenspiegels nach dem Klimakterium steigt das Risiko fiir Erkrankungen wie Osteoporose und
Morbus Alzheimer, es sinkt aber auch das Risiko fiir Mammakarzinome. Auch der Hippocampus
gehort zu den Organen, die GnRH-abhéngig Estradiol produzieren. Diese Regulation scheint
mittels Aktivierung der Aromatase zu funktionieren und ist abhidngig vom Status der
Reproduktivitit (Prange-Kiel et al. 2008, 2013). Dabei korreliert die Estradiol-Serumkonzentration
mit der Konzentration im Hippocampus (Kato et al. 2013). Uber die oben genannten Rezeptoren
wie ERa, ERB, dem Androgenrezeptor und den nicht-genomischen Signaltransduktionswegen

wird Einfluss auf die Synapsendichte genommen.
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1.6. Rezeptor- und Enzyminhibitoren

1.6.1. Nicht-Steroidale Aromatasehemmer

Nicht-Steroidale Aromatasehemmstoffe werden zur Therapie des hormonabhéngigen
Mammakarzinoms eingesetzt. Zu ihren Vertretern gehdren Anastrozol, Aminoglutethimid sowie
das in dieser Dissertation verwendete Letrozol, die sich in ihrer Potenz, die Aromatase zu hemmen,
unterscheiden. Durch Inhibition der Aromatase wird die Umwandlung von Testosteron zu Estradiol
reduziert. Letrozol als der potenteste Vertreter der nicht-steroidalen Aromatasehemmer kann die
Funktion der Aromatase auf bis zu 10 Prozent der urspriinglichen Aktivitét verringern und ist somit
um das 10.000-fache leistungsstérker als Aminoglutethimid und zehnfach stirker als Anastrozol.
Als kompetitiver, reversibler Inhibitor konkurriert Letrozol dabei mit Testosteron um die
Bindungsstelle an der Aromatase. Wird Letrozol abgesetzt, kann die Aromatase ihre vollstindige
Funktion wiederaufnehmen und die gleichen Mengen Estradiol produzieren. Klinisch macht sich
die Verabreichung, dhnlich wie bei postmenopausalen Beschwerden oder verallgemeinernd bei
Estrogen-Defizienz, durch Hitzewallungen, Kopfschmerzen, verringerter Libido sowie einem

erhohten Osteoporoserisiko bemerkbar.

NC CN

Abb. 1.2.: Dargestellt wird die chemische Strukturformel von Letrozol. Letrozol weist nicht die fiir Steroidhormone typische
Ringstruktur auf.

(Quelle: http://www.newdruginfo.com/pharmacopeia/usp28/v28230/uspnf/pub/images/v28230/g-1606.gif, Stand 26.02.2017)
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1.6.3. Androgenrezeptor-Antagonisten

Androgenrezeptor-Antagonisten wie Flutamid oder Bicalutamid heben die Wirkung ménnlicher
Geschlechtshormone auf und konnen zur Therapie des fortgeschrittenen, metastasierten
Prostatakarzinoms eingesetzt werden. Weitere Indikationen antiandrogener Medikamente sind
Hirsutismus und Akne bei der Frau, aber auch Triebddmpfung beim Mann. Im
Nebenwirkungsprofil von Flutamid und Bicalutamid sind primdr Wirkungen auf Brust und
Brustdriise zu nennen. Gynékomastie, Brustschmerzen, Beriihrungsempfindlichkeit der Brust und

kleinknotige Verdnderungen kdnnen beobachtet werden.

In der hiesigen Dissertation wurde Flutamid benutzt, um in hippocampalem Gewebe die Wirkung
eines Androgenrezeptor-Blocks im Hinblick auf die synaptische Plastizitit zu testen. Die
Wirkungen von Flutamid werden vorwiegend nach Umwandlung zu 2-Hydroxyflutamid als

aktivem Metaboliten beschrieben.

. CH;
N

CH3

O2N
CF3

Abb. 1.3.: Auf der Abbildung wird die chemische Strukturformel von Flutamid gezeigt. Flutamid ist ein nicht-steroidales
Anti-Androgen

(Quelle: http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/f9397?lang=it&region=IT, Stand: 05.03.2017)
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2. Fragestellung

Sexualsteroide wie Estradiol und Dihydrotestosteron (DHT) haben eine stimulierende Funktion fiir
die Synapsenbildung im Hippocampus. Dabei stellt Estradiol bei der Frau und DHT beim Mann
das entscheidende Hormon dar (Leranth et al. 2003; Kretz et al. 2004). Das Substrat fiir beide
Hormone ist Testosteron. Der Hemmstoff Letrozol fiihrt zur Inhibition der Aromatase, dem letzten
Schritt in der Estradiolsynthese und damit erwartungsgemal zu einer Abnahme der Synapsen bei
weiblichen, aber nicht bei ménnlichen Tieren. Bei minnlichen Tieren konnte eine tendenzielle
Zunahme der Synapsen festgestellt werden, die wahrscheinlich durch die nach Letrozolgabe
erhohte Testosteronkonzentration bedingt ist. Erh6hte Konzentrationen von Testosteron fithren zu

einer vermehrten Bildung von DHT.

Die Behandlung von weiblichen hippocampalen Schnittkulturen mit Estradiol hat keinen Effekt,
vermutlich, weil Estradiol iiber Ca**-abhingige Kinasen die Phosphorylierung der Aromatase, und
damit ihre Inaktivierung und Abnahme der Produktion von Estradiol aus Testosteron bedingt
(Kretz et al. 2004; Fester et al. 2016). In ménnlichen Schnittkulturen konnte die Erhéhung der
Testosteron- bzw. DHT-Konzentrationen nach Estradiolgabe zu einer Zunahme der
Synapsendichte fiihren, da bei ménnlichen Tieren gezeigt worden ist, dass DHT essentiell fiir die

Synapsenbildung im Hippocampus ist (Leranth et al. 2003).

Um die Frage zu adressieren, ob Estradiol in ménnlichen hippocampalen Schnittkulturen, im
Gegensatz zu weiblichen Schnittkulturen, aufgrund des oben geschilderten Mechanismus die
Synapsenbildung stimuliert, haben wir die Synapsendichte in minnlichen Schnittkulturen nach
Estradiolgabe dosisabhingig untersucht. Die Synapsendichte wurde stereologisch in der CAl-
Region des Hippocampus bestimmt. Wir konnten verifizieren, dass die Behandlung von
ménnlichen Tieren mit Letrozol die Synapsendichte erhoht. Erstaunlicherweise zeigt die ménnliche
Aromatase-KO-Maus eine unverdnderte Synapsendichte. Estradiolbehandlung von ménnlichen
Schnittkulturen fiihrt zu einer signifikanten Erh6hung der Anzahl von Synapsen in der CA1 Region
des Hippocampus. Dieser Estradioleffekt wird durch gleichzeitige Gabe eines

Androgenrezeptorblockers aufgehoben.

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Estradiol-induzierte Erhohung der Synapsendichte

in ménnlichen hippocampalen Schnittkulturen {iber Androgene vermittelt wird.
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3. Methoden

3.1. Untersuchte Tiere

Fiir diese Dissertation wurden in vitro- sowie in vivo-Experimente durchgefiihrt. Wir verwendeten
die Methode der stereologischen Elektronenmikroskopie, um unsere These zu untersuchen. Fiir die
in vitro-Versuche wurden hippocampale Slicekulturen von 5 Tage alten, postnatalen Ratten (P5)
verwendet. Die in vivo-Untersuchungen sollten die synaptische Dichte an 10 bis 12 Wochen alten
Maiusen beobachten. Auflerdem wurden in vivo-Versuche mit ArKO-Médusen im Alter von 9
Wochen und 12 Monaten durchgefiihrt. Die Tierversuche wurden im Vorfeld durch eine
Ethikkommission tiberpriift und bewilligt. Die Haltungsbedingungen wurden gemill den
gesetzlichen Bestimmungen eingehalten. Um Rangkdmpfe zu vermeiden, wurden maximal drei
Tiere in einer Box gehalten. Die Méuse hatten freien Zugang zu Futter und Wasser und es wurde

ein Tag-Nacht-Zyklus von jeweils 12 Stunden gewéhrleistet.

3.2. Hippocampale Slicekulturen

3.2.1. Priparation des Rattenhippocampus

Unter semisterilen Bedingungen wurden 5 Tage alte Ratten dekapitiert und die Kopfhaut im
Anschluss von dorsal her durchtrennt. Der Schidel wurde mit Hilfe einer Schere gedffnet und das
Gehirn unter Verwendung eines Heidemannspatels aus dem Kopfsitus herauspripariert. Das
Gehirn wurde auf ein Schwidmmchen gelegt, welches zuvor mit der Pufferlosung PBS getrénkt
wurde, und das Kleinhirn mittels Skalpell entfernt. Im Anschluss wurden linke und rechte
Hemisphére voneinander getrennt und jeweils unter einer Stereolupe vergroBert dargestellt, um
eine exakte Préiparation der jeweiligen Hippocampi zu gewihrleisten. Diese Priparation erfolgte

wiederum mit Hilfe eines Heidemannspatels.

Im néchsten Arbeitsschritt wurde der Hippocampus senkrecht zur longitudinalen Achse in ca.
400um dicke Schnitte aufgetrennt. Hierzu wurde ein Tissue Chopper verwendet. Die Schnitte des

Hippocampus wurden insgesamt fiir 30- 60 Minuten in einem auf 4°C gekiihltem
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Priparationsmedium (Minimal Essential Medium, MEM und 2mM Glutamine) aufbewahrt.
AnschlieBend konnte die Struktur der ineinandergreifenden C’s des Hippocampus durch das

Schneiden der Frontalschnitte unter der Stereolupe begutachtet werden.

3 bis 4 nebeneinanderliegende Slices wurden nach Trennung voneinander ausgewéhlt und auf ein
Kultursieb gegeben. Jeder dieser Slices zeigte das Ammonshorn mit seinen Region CA1 bis CA3
sowie den Gyrus dentatus. Nach Aufteilen der Slices auf 6-Well-Platten wurden 1,0-1,2 ml
Kulturmedium in jedes Well gegeben, um eine Nahrstoffversorgung des hippocampalen Gewebes

gewihrleisten zu konnen.

Die Lagerung der 6-Well-Platten erfolgte darauthin im Brutschrank bei 37°C und einem CO,-
Gehalt von 5 Prozent. Ein Mediumwechsel wurde alle zwei Tage durchgefiihrt und zudem darauf
geachtet, dass der pH-Wert des Inkubationsmediums jedes Mal neu gemessen und auf 7,4 bei
Raumtemperatur eingestellt wurde. Zur Titration wurde 1M NaOH bzw. 1M HCI verwendet. Bei
allen Arbeitsschritten und besonders wihrend des Mediumwechsels wurde auf Sterilitit geachtet,
um eine Kontamination der Zellkulturen zu vermeiden. Das Vorgehen der Priparation und

Kultivierung orientierte sich an der Methodik von Stoppini (Stoppini et al. 1991).

3.2.2. Stimulation der Slicekulturen

Fiir die Dissertation wurden unterschiedliche Versuchsreihen und Stimulationen verwendet. Am
fiinften Tag der Kultivierung wurde mit der eigentlichen Behandlung begonnen. Wihrend die
Untersuchungsgruppen mit den unterschiedlichen Stimulanzien behandelt wurden, wurde auf die
Kontrollgruppe Wasser appliziert. Die folgende Ubersicht gibt einen Uberblick iiber die Versuche,

die mit hippocampalen Slicekulturen durchgefiihrt wurden.

1. 3 ménnliche Ratten: Letrozol 100 nM sowie Kontrollgruppe

4 méannliche Ratten: Estradiol 100 nM, 10 nM und 1 nM sowie Kontrollgruppe

5 ménnliche Ratten: Estradiol 100 nM, 10 nM, 1 nM und 0,1 nM sowie Kontrollgruppe

5 ménnliche Ratten: Estradiol 100 nM, 10 nM, 1 nM und 0,1 nM, Flutamid 100 nM,

Cal

Flutamid 100 nM + Estradiol 100 nM, Kontrollgruppe im Kulturmedium und
Kontrollgruppe mit DMSO-Zusatz (1ul/1ml MEM)
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Bei insgesamt je vier Stimulationen wurden die Kulturmedien alle zwei Tage ausgetauscht, sodass
die Stimulationen immer am gleichen Tag wie die Medienwechsel stattfanden. Es wurden jeweils
pharmakologische und nicht-toxische Konzentrationen zur Behandlung der Slicekulturen
verwendet. Nach sieben Tagen, also insgesamt am elften Tag der Kultivierung, wurden die
Kulturen fixiert. Das Medium wurde abgesaugt und zweimal mit PB (Phosphatpuffer: NaH,PO4
0,5 M; Na,HPO, 0,5 M) und einmal mit PBS gespiilt. Daraufhin wurde mit 2,5 % Glutaraldehyd

fixiert. Es erfolgte eine erneute Spiilung mit PB in 0,1 molarer Losung.

3.3. In vivo-Versuche

3.3.1. Beschreibung der Versuche

Fiir die in vivo-Versuchsreihen wurden jeweils die Spine-Synapsendichten der Kontrollgruppen
gegen die der behandelten Untersuchungsgruppen gemessen. Die folgende Ubersicht zeigt, welche

Behandlungen vorgenommen wurden.

1. 9 ménnliche Miuse des Zuchtstamms C57/BL7 im Alter zwischen 10 und 12 Wochen:
Kontrollgruppe (3 Tiere), Letrozolbehandlung intraperitoneal 24 h (4 pg/10 g KG) (3
Tiere), Letrozolbehandlung intraperitoneal 48 h (4 ug/10 g KG) (3 Tiere)

2. 6 ménnliche Miuse: Kontrollgruppe mit 2 mannlichen Mause des Zuchtstamms C57/BL6
im Alter von 9 Wochen, 2 méannliche Mause mit Aromatase-Knockout im Alter von 9

Wochen, 2 ménnliche Miuse mit Aromatase-Knockout im Alter von 12 Monaten

Fiir die intraperitoneale Gabe von Letrozol wurden Tiere im Alter von 10-12 Wochen verwendet.
Neben einer Kontrollgruppe, die lediglich Spritzen mit einem Gemisch aus DMSO und NaCl 0,9%
erhielt, wurde die Stimulation mit Letrozol durch Injektion in das Peritoneum erreicht. Hierzu
wurden die Mause im Nacken fixiert und die Spritze in das Abdomen appliziert. Die Gabe erfolgte
gewichtsadaptiert. Um Verwechslungen nach Gabe zu vermeiden, wurden die Tiere in eine andere
Box gegeben, bis allen Tieren die Injektionen verabreicht wurden. Méuse mit 24-stiindiger
Stimulation erhielten eine Spritze mit Letrozol, Méduse mit 48-stlindiger Stimulation erhielten zwei

Spritzen und die Totung erfolgte immer 24 Stunden nach der letzten Stimulation.
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Wie oben beschrieben, wurden fiir einen der beiden Versuche Miuse mit Aromatase-Knockout
(ArKO) verwendet. Die Genausschaltung der Aromatase wurde durch Unterbrechung des CYP19-
Gens gewihrleistet. Durch Transfektion wurde ein Vektor eingebracht, der das fiir die Funktion
der Aromatase wichtige Exon IX durch ein funktionsloses Exon ersetzte (Fisher et al. 1998).
Zuchtstimme flir die ArKO-Méuse dieser Dissertation wurden am Prince Henry’s Institute of
Medical Research gehalten und am Institut der Zoologie an der Technischen Universitét in Dresden

zuriickgekreuzt (Zhou et al. 2014). Die Genotypisierung wurde mittels PCR sichergestellt.

3.3.2. Praparation

Die Narkotisierung wurde durch ein Sauerstoff-CO,-Gemisch durchgefiihrt und durch pures CO,
sichergestellt. Daraufthin wurden die Méuse zur Vorbereitung auf die transkardiale Perfusion auf
einem Tisch fixiert. Mittels Medianschnitt wurde das Abdomen sowie der Thorax erdffnet.
Darauthin wurde der rechte Ventrikel eroffnet und die Perfusion gestartet. Fiir die
Elektronenmikroskopie wurde eine Fixierung mittels 2,5 % Glutaraldehyd-Losung (GA)
verwendet. Zundchst wurde jedoch das Blut mittels Phosphat gepufferter Salzlosung (PBS)

ausgewaschen. Daraufhin gelang die Fixierung durch GA.

Die anschlieBende Priparation der Hippocampi glich der der hippocampalen Slicekulturen. Nach
Priparation wurden die Hippocampi in 10 ml 2,5 % GA gegeben und zwei Tage lang bei 4° C im
Kiihlschrank gelagert. Nach weiteren 15 Stunden in 0,1 M PB wurden die Hippocampi so
geschnitten, dass das Stratum radiatum in der CA1 Region dargestellt werden konnte. Aus dieser
Region stammten nun die Gewebeschnitte, die anniihernd wiirfelformig in der GréBe von 1 mm’

zurechtgeschnitten wurden.

3.4. Nachfixierung, Entwisserung und Einbettung

Die Nachfixierung wurde mit einprozentiger Osmiumtetroxid-Losung, geldst in 0,1 molarer PB-
Losung mit Saccharose, durchgefiihrt. Darauthin wurde mittels Ethanol in aufsteigender
Konzentration (30%,50%,70%,96% und zweimal mit 100% Ethanol, jeweils fiir 10 min) Wasser

entzogen. Die Entwésserung wurde daraufhin mit Propylenoxid weitergefiihrt, jeweils flir 15 min.

Fiir die Einbettung erfolgte zunichst die Applikation einer Propylenoxid/ Glycidether-Mischung.
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Diese wurde zunéchst fiir 60 min im Verhéltnis 1:1 verwendet. Darauthin wurde iiber Nacht der
Glycidether-Anteil auf 3:1 erhoht. Die Einbettung erfolgte wieder iiber Nacht in einer Glycidether-
Mischung. Fiir diese Mischung wurden 4 Teile der Stammldsung A sowie 6 Teile der Stammldsung
B verwendet (siche unten). Die Zugabe der zweiprozentigen Ldsung 2,4,6-Tris(dimethyl-

aminomethyl)phenol wirkte als Beschleuniger.

3.5. Herstellung von Semi- und Ultradiinnschnitten

Um aus den eingebetteten Gewebeschnitten ca. 1 um dicke Schnitte zu erhalten, wurde ein
Semidiinnschnittgerdt verwendet. Das Priparat wurde mit Toluidinblauldsung in einprozentiger
Konzentration angeférbt und es wurden geringe Mengen an Pyronin hinzugefiigt. Ziel war es, das
Gewebe zur Kontrastierung mit zwei unterschiedlichen Farben anzufarben. Es wurden das Stratum
pyramidale und Stratum radiatum der CA1 Region dargestellt und die Gewebeblocke darauthin so
geschnitten, dass lediglich diese beiden Regionen iibrigblieben. Aus den Gewebebldcken wurden
infolgedessen nochmals 1/10 diinnere Schnitte angefertigt, die Ultradiinnschnitte. Diese haben eine
Dicke zwischen 80 und 110 nm und wurden mit 0,1 % Uranylacetat fiir 30 Minuten und mit

Bleicitrat fiir 5 Minuten kontrastiert.

3.6. Herstellung der EM-Bilder und Evaluation

Es wurden solche Schnitte ausgewéhlt und unter dem Elektronenmikroskop dargestellt, die zu dem
oberen und mittleren Drittel des Stratum radiatum gehorten. Zur Untersuchung der Gewebe wurde
eine 6600-fache VergrofBerung gewihlt und Ausschnitte verwendet, die nicht durch Blutgefiale
oder Dendriten zur Verfilschung der Ergebnisse beitragen konnten. Es wurden jeweils zwei
Ultradiinnschnitte verwendet, die in sifu nebeneinanderlagen. Somit wurden korrespondierende
Ausschnitte gewéhlt, die in der Maus/der Ratte oder in der spateren Slicekultur 0,1 um voneinander
entfernt waren. Die jeweiligen Ausschnitte wurden dargestellt und abfotografiert. Die Entwicklung
der Fotos erfolgte darauthin im Fotolabor, durch Modernisierung der Kamera konnte dieser Schritt
umgangen werden und es konnten nun direkt digitale Fotos produziert werden, die am Computer

und in gedruckter Form ausgewertet wurden.
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Eine Synapse besteht laut Kahle aus unterschiedlichen Elementen, die notwendig sind, um eine
Synapse als solche bezeichnen zu konnen (Kahle und Frotscher 2001). Hierzu gehoren die
prasynaptischen Vesikel, die prdsynaptische Membran, die postsynaptische Membran und
postsynaptische Verdichtung sowie der synaptische Spalt, der zwischen Prd- und Postsynapse

lokalisiert ist. Es wurden nur solche Synapsen markiert, die diese Anforderungen erfiillten.

Zur Auswertung wurden die untersuchten Bilder flir den Betrachter verblindet und die
korrespondierenden Ausschnitte aus dem Hippocampus verglichen. Auf Bild 1 wurden Synapsen
markiert und auf Bild 2 erneut bewertet. Diejenigen Synapsen, die auf Bild 1 sichtbar als Synapse
zu werten waren, auf Bild 2 aber nicht mehr die Anforderungskriterien einer zu markierenden
Synapse erfiillten, wurden in die Wertung aufgenommen. Eine erneute Auswertung folgte von Bild
2, um diejenigen Synapsen zu erfassen, die nur auf diesem Bild zu erkennen waren, nicht aber auf
Bild 1. Mit Hilfe einer Klarsichtfolie, auf die ein Quadrat mit einem Bereich von 16x16 cm
eingezeichnet war, wurde der Bereich mit den meisten zu zédhlenden Synapsen ausgewahlt. Da das
Quadrat in der VergroBerung einer Fliche von 64 pm? entsprach und die korrespondierenden Bilder
einen Abstand von 0,1 um aufwiesen, konnte das zweidimensionale Quadrat als dreidimensionaler

Quader gesehen werden. Der Inhalt betrug also 6,4 pm’.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Softwareprogramms SPSS und die Berechnung
der Signifikanzen mittels ANOVA. Mittelwerte, Standardabweichung sowie Standardfehler

wurden bestimmt und ein Signifikanzniveau von p<0,05 verwendet.

3.7. Materialien

3.7.1. Material und Geriite

Aluminiumfolie LAGER UKE
Brutschrank, WTC BINDER

Cryogenic Vials NALGENE BRAND
Cutfix Surgical Disposable Scalpel BRAUN
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Deckgliser 21x26mm

Durst Laborator 1200
Einmalspritzen 1ml
Einmalkaniilen
Elektronenmikroskop MC 100
EPON 820

Eukobrom SW Papierentwickler
Fixierbad Superfix
Fixierbad-Priifer

Foliodrape

Handschuhe, Grofie L
Heidemannspatel
Kosmetiktiicher Samtess
Kiihlschrank, 4°C Laborabzug
Lampe

Lichtmikroskop Axiovert 25
Negativentwickler KODAK D19
Perfusionspumpe Masterflex®
Photopapier Nr.3, 24x30cm

Pipetten 2, 20,100, und 1000 ul

MARIENFELD

DURST

BRAUN

BRAUN

PHILIPS

SERVA

TETENAL

TETENAL

MERCK

HARTMANN

HARTMANN

AESCULAP

WEPA

BOSCH

HANAULUX

ZEISS

KODAK

COLE PARMER

TETENAL

EPPENDORF AG
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Pipettenspitzen

Reaktionsgefafle, verschiedene GroBen
Schiittler-Wasserbad
Semidiinnschnittgerét
Sicherheitswerkbank Klasse 2
Stereolupe

Tissue Chopper

Ultramikrotom

24 Wellplatte

Zellstofftiicher

3.7.2. Chemikalien

Aqua dest.

Bleicitrat nach Reynolds, 1963
Dinatriumhydrogenphophat-Heptahydrat
DMSO

Estradiol

Ethanol 35 %, 50%, 70%, 96%, 100 %
Flutamid

Glutaraldehyd 2,5%ig

Glycidether 100

EPPENDORF AG

EPPENDORF AG

MEMMERT

LEICA

HERAEUS

ZEISS

H. SAUER

REICHERT JUNG

NUNC BRAND

WEPA

BAXTER

MERCK

MERCK

SIGMA

SIGMA

UKE HAMBURG

TOCRIS

MERCK

SERVA

30



Methoden

G15

HCI IM

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat

Letrozol

NaOH IM

Nadic Methylanhydrid (NMA)
Natriumdihydrogenphophat-Monohydrat
Osmiumtetroxid

Paraformaldehyd (PFA)

Propylenoxid

Pyronin

Saccharose

Toluidinblau
2,4,6-Tris(dimethyl-aminomethyl)phenol
Uranylacetat 0,1 %

Xylazin

TOCRIS

MERCK

MERCK

MERCK

NOVARTIS

MERCK

SERVA

MERCK

ROTH

MERCK

SERVA

MERCK

MERCK

MERCK

SERVA

MERCK

BAYER
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3.7.3 Losungen

PBS (Phosphatgepufferte Salzlosung):

- 1 Liter destilliertes Wasser

- 8g Natriumchlorid

- 0,2g Kaliumchlorid

- 1,44¢ Dinatriumhydrogenphosphat
- 0,2g Kaliumhydrogenphosphat

- pH 7,4 unter Raumtemperatur

0,1 molarer Phosphatpuffer (PB):

Ansatz fur ca. 100 ml;

10 ml 0,5 M Natriumdihydrogenphophat

10 ml 0,5 M Dinatriumhydrogenphophat
geldst in bis zu 100 ml dest. Wasser, titriert mit NaOH (1mol/L) und HCI (1mol/L)

- pH 7,4 unter Raumtemperatur
Glutaraldehyd-Losung (GA) in 0,1 M PB:

Ansatz fiir 300 ml:

- 30 ml Natriumdihydrogenphosphat
- 30 ml Dinatriumhydrogenphosphat
- 30 ml Glutaraldehyd 25 %

- zu destilliertem Wasser bis 300ml

- pH 7,4 unter Raumtemperatur

Priparationsmedium fiir Slicekulturen:

Ansatz fur 100ml;

- 50 ml Minimum Essential Medium(MEM), steril, 2fach konzentriert
- 1ml Glutamin (200mM)
- 49 ml destilliertes Wasser
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Inkubationsmedium fiir Slicekulturen:

Ansatz fiir 100 ml:

- 25 ml steriles Minimum Essential Medium (MEM), 2-fach konzentriert

- 1 ml Glutamin 200mM

- 580 pl 7,5% Natriumbikarbonat-Losung

- 19 ml destilliertes Wasser

- 25ml Hanks Balanced Salts (HBSS)

- 25ml steriles, hitzeinaktiviertes Pferdeserum
- 1ml Penicillin-Streptomycin Losung

- 1250 pl 50 % Glucose

In jedes Well werden 1,0 ml Inkubationsmedium pipettiert. Der pH-Wert des Inkubationsmediums

wird vor jedem Mediumwechsel neu eingestellt. Wie fiir das Praparationsmedium geltend wird

sterile IM NaOH bzw. 1M HCI verwendet. Der pH-Wert unter Raumtemperatur sollte pH=7,25

betragen.

Glycidether-Mischung:

Stammldsung A:

- 77 ml Glycidether 100
- 125 ml 2-Dodecanylsuccinylsdureanhydrid

Stammldsung B:

- 100 ml Glycidether 100
- 89 ml Methylnadicanhydrid

Gebrauchslosung:

- 4 Teile Losung A
-+ 6 Teile Losung B
- +2 % 2,4,6-Tris(dimethyl-aminomethyl)phenol
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4. Ergebnisse

Die Hypothese des sexuellen Dimorphismus im Hippocampus beschreibt, dass die
Synapsenbildung bei der Frau durch Estradiol und beim Mann durch die Androgene Testosteron
und DHT induziert wird (Leranth et al. 2003, 2004; Fester et al. 2012; Brandt et al. 2014). Die
Hemmung der Aromatase, die den entscheidenden Schritt der Umwandlung von Testosteron zu
Estradiol katalysiert, fiihrt bei der Frau durch Abnahme der Estradiolkonzentration zur Abnahme
der Synapsendichte (Kretz et al. 2004). Beim Mann ist dieser Effekt nicht zu beobachten. Hier
kommt es zu einer tendenziellen Zunahme der Synapsendichte (Vierk et al. 2012; Brandt et al.
2013), vermutlich iiber die Anreicherung von Testosteron, welches nicht mehr zu Estradiol
umgesetzt werden kann und folglich zu DHT umgewandelt werden konnte (Hayes et al. 2001;

Harden und MacLusky 2005).

Die Versuche in dieser Dissertation versuchten einerseits die Ergebnisse der Letrozolbehandlung
im méannlichen Hippocampus zu verifizieren und untersuchten andererseits die dosisabhéngige
Wirkung von Estradiol im ménnlichen Hippocampus. Da Estradiol selbst durch Ca®"-abhingige
Kinasen die Inhibition der Aromatase bewirkt (Fester et al. 2016), konnten Estradioleffekte beim

Mann durch die folgende Anreicherung von Androgenen also auch Androgeneffekte beinhalten.

Wir verwendeten zur Untersuchung unserer Hypothese die stercologische Methode der
Elektronenmikroskopie. Die Auswertung der Bilder wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt
(vgl. 3.6). Exemplarisch dargestellt sind elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Synapsen
(siche Abb. 4.1). In jeder Untersuchungsgruppe konnten intakte Synapsen festgestellt werden. Zur
iibersichtlichen Auflistung der ausgewerteten Bilder wurden Excel-Tabellen erstellt, die
anschlieend mit Hilfe des Softwareprogramms SPSS statistisch ausgewertet wurden. Hierzu
wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 verwendet, womit jeder p-Wert unter 0,05 einen
statistisch signifikanten Unterschied bedeutet. Zur graphischen Darstellung wurden des Weiteren

Mittelwerte, Standardabweichung sowie die jeweiligen Standardfehler ermittelt.
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Abb. 4.1.: A) Elektronenmikroskopische Darstellung von hippocampalem Gewebe in der CA1-Region des Hippocampus.

Die Pfeile markieren beispielhaft Spine-Synapsen, die in die Zihlung aufgenommen wurden. B/C) Vergrofierte Darstellung
von Spine-Synapsen im Neuropil: Zu erkennen sind die Prisynapse mit reichlich prisynaptischen Vesikeln (1) sowie die
priasynaptische Membran (2), die Postsynapse (3) samt postsynaptischer Membran und Verdichtung (4) sowie der

synaptische Spalt (5). Die Synapsen zeigen somit alle Kriterien einer Synapse nach Kahle und Frotscher, 2001.
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4.1. Inhibierung der Aromatase im miannlichen Hippocampus

Die Hemmung der Aromatase an ménnlichen Versuchstieren fiithrte bei Versuchsreihen in
Publikationen aus unserem Institut zu einer tendenziellen, jedoch nicht signifikanten Erhéhung der
Synapsendichte (Vierk et al. 2012; Brandt et al. 2013). Wir versuchten in unseren ersten
Untersuchungen, diesen Effekt als Grundlage fiir die weitergehenden Versuche ebenfalls darstellen

und verifizieren zu konnen.

Wir verwendeten hierfiir unterschiedliche Methodiken. Die Inhibition der Aromatase wurde
pharmakologisch sowie mittels gentechnologisch verdnderten Maiusen durchgefiihrt. Wir
verwendeten fiir die pharmakologische Untersuchung Letrozol, das minnlichen Miusen in vivo
appliziert wurde und behandelten zudem ménnliche, hippocampale Slicekulturen mit diesem
Inhibitor. Die Genmodifikation wurde durch chromosomale Ausschaltung der Aromatase
durchgefiihrt (siehe 3.3.1) und die sogenannten ArKO-Mé&use wurden auf ihre synaptische Dichte

untersucht.

4.1.1. in vivo-Letrozolbehandlung iiber 24 und 48 Stunden

Wir begannen unsere Experimente mit dem nicht-steroidalen Inhibitor Letrozol, das ménnlichen
Maiusen gewichtsadaptiert intraperitoneal verabreicht wurde. Wihrend wir die tendenzielle
Zunahme der Synapsendichte in anderen Publikationen nach einem Behandlungszeitraum von
sieben Tagen bzw. vier Wochen beobachteten (Vierk et al. 2012; Brandt et al. 2013), untersuchten

wir in dieser Dissertation die Mause iiber einen kiirzeren Zeitraum von 24 bzw. 48 Stunden.

Abbildung 4.2 stellt die Ergebnisse unserer Untersuchung dar. Wahrend in der Tabelle A die
absoluten Daten dargestellt werden, zeigt die Graphik B die prozentuale Verdnderung der
verschiedenen Behandlungsgruppen. Dariiber hinaus gibt das Saulendiagramm C die Mittelwerte
der Versuchsgruppen wieder und zeigt die statistisch berechneten Unterschiede. In dem hier
durchgefiihrten Experiment ergab sich eine signifikante Erhdhung der Spine-Synapsen nach 24
Stunden (p<0,001). Nach zweitdgiger Behandlung konnte dieser Effekt nicht mehr beobachtet
werden (p=0,55).
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A Summe aller | Mittelwert der | Standardabweichung | Standardfehler
Synapsen Synapsen/6,4pum’
Kontrolle 823 13,72 3,03 0,39
Letrozol 24 h 971 16,18 3,45 0,44
Letrozol 48 h 804 13,4 3,16 0,41
40 30
- B C
2 30
< 25 p=0,55
= 5 17,98 o
g E <0,001
210 )
g S
g, z ’
o 0 5 15 .
%ﬂ'”’ - K{J: 10
: £
820 wn
L ;
2 30
w0 Letrozol 24 h Letrozol 48 h ’ Kontrolle Letrozol 24 h Letrozol 48 h

Abb. 4.2.: A) Tabellarische Ubersicht der berechneten Werte fiir die intraperitoneale Letrozolbehandlung nach 24 und 48
Stunden. Fiir den Versuch wurden Hippocampi von 10-12 Wochen alten Miusen untersucht (n=6;
Bilderpaare/Hippocampus: 10). Die berechneten Werte beziehen sich auf jeweils ein Bildpaar, die Summe auf alle gezéihlten
Synapsen in der jeweiligen Versuchsgruppe. B) Graphische Ubersicht: Gezeigt ist die prozentuale Verinderung der Spine-
Synapsendichte/6,4pm” der Letrozol-behandelten Miiuse im Vergleich zur Kontrollgruppe; die Kontrollgruppe entspricht
der Nulllinie. Die Synapsendichte nach 24 h war um ~18% erhoht, nach 48 h zeigte sich eine Reduktion um 2,31%. C)
Dargestellt sind die Mittelwerte der gezéihlten Spine-Synapsendichten/6,4pm3 (MittelwertetSEM). Von einem signifikanten
Unterschied wird bei p<0,05 ausgegangen. Auf der Graphik ist eine signifikante Erhohung der Synapsendichte nach 24-
stiindiger Letrozolbehandlung zu erkennen (p<0,001), jedoch nicht nach 48 Stunden (p=0,55).
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4.1.2. Letrozolbehandlung der méannlichen, hippocampalen Slicekultur

Wir fithrten im Anschluss die Letrozolbehandlung in der médnnlichen Schnittkultur durch. Da wir
im in vivo-Versuch also nach eintdgiger Gabe eine Erhohung der Spine-Synapsendichte durch
Letrozolbehandlung feststellen konnten, versuchten wir diesen Effekt nun in der Zellkultur
nachweisen zu konnen. Untersucht wurden hierfiir hippocampale Slicekulturen von ménnlichen,
fiinf Tage alten, postnatalen Ratten, die iiber vier Tage vorkultiviert und darauthin iiber sieben

Tage mit Letrozol in der Dosis von 100 nM behandelt wurden.

Die Graphik 4.3 stellt die Ergebnisse der Zahlung der Spine-Synapsen dieser beiden Gruppen dar:
Nach einwdchiger Letrozolbehandlung zeigte sich eine kaum veridnderte Synapsendichte (-3,19
Prozent). Die statistische Analyse mittels T-Test ergab einen p-Wert von p=0,58 und stellt somit

einen nicht signifikanten Unterschied dar.

A Summe aller | Mittelwert der | Standardabweichung | Standardfehler
Synapsen Synapsen/6,4pum’

Kontrolle 86 7,23 2,17 0,60

Letrozol 100nM 84 7,00 2,34 0,67

£
[~}

8
5

20 p=0,58

E3

10

-3,19

=

Verdnderung der Synapsendichte (%)
Spine-Synapsen/6,4pum?

Letrozol 100 nM Kontrolle Letrozol 100 nM

Abb. 4.3.: A) Tabellarische Ubersicht der Werte fiir die Letrozolbehandlung in der hippocampalen Slicekultur. Gezihlt
wurden alle Synapsen im Referenzbereich von 6,4um’. Aus den geziihlten Synapsen wurden Mittelwerte,
Standardabweichung sowie Standardfehler berechnet (n=3, Bilderpaare/Slice: 4). B) Prozentuale Darstellung der
Verinderung der Synapsendichte. Die Nulllinie entspricht dem Wert fiir die Kontrollgruppe. Erkennbar ist eine
geringfiigige Abnahme der Synapsendichte um 3,19%. C) Graphische Ansicht der Mittelwerte/6,4pm’ (n=3; Mittelwerte
+SEM). Bei einem Signifikanzniveau von p<0,05 und einem berechneten p-Wert von p=0,58 ist von keinem signifikanten

Unterschied auszugehen.
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4.1.2. Spine-Synapsendichte in der mannlichen ArKO-Maus

Zur weiteren Untersuchung und Verifizierung unserer These untersuchten wir darauthin
Aromatase-Knockout-Méuse, also Mduse, bei denen die Funktion der Aromatase gentechnologisch
ausgeschaltet wurde (Aromatase-Knockout=ArKO). Wihrend die Letrozolgabe eine
voriibergehende Inhibition der Aromatase nach sich zieht, fiihrt die genetische Ausschaltung der
Aromatase durchgingig zu keiner Produktion von Estradiol. Bei Letrozol bleibt zudem als
kompetitiver Hemmstoff eine Restaktivitit der Aromatase bestehen. Die ArKO-Maus produziert
hingegen kein funktionierendes Enzym, sodass hier kein Testosteron zu Estradiol umgesetzt
werden kann. Wir iiberlegten, dass es durch diesen Mechanismus dauerhaft zur Akkumulation von

Testosteron kommen konnte (Fisher et al. 1998).

Fiir unsere Versuchsreihe verwendeten wir die Hippocampi von 9 Wochen und 12 Monate alten
ArKO-Miusen und verglichen die Spine-Synapsendichten mit der von 9 Wochen alten Wildtyp-
Mausen (WT, Kontrolle). Erstaunlicherweise konnten wir in diesem Modell keine Erhéhung der
Synapsendichte feststellen. Im Vergleich der Behandlungsgruppen zeigte sich kein signifikanter
Unterschied, weder in der Gegeniiberstellung mit den 9 Wochen alten ArKO-Maiusen (p=0,67)
noch mit den 12 Monate alten Mausen (p=0,09) (vgl. Abb. 4.4 C).
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Summe aller | Mittelwert der | Standardabweichung | Standardfehler
Synapsen Synapsen/6,4pum’

Kontrolle 645 16,13 3,48 0,55

ArKO 9 Wochen 660 16,5 3,63 0,57

ArKO 12 Monate | 584 14,6 4,67 0,74
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Abb. 4.4.: A) Tabellarische Darstellung der Spine-Synapsendichte in der ménnlichen ArKO-Maus (9 Wochen und 12

Monate). Pro Hippocampus wurden 10 Bilderpaare untersucht (n=4). B) Gezeigt ist die prozentuale Angabe der Spine-

Synapsendichte/6,4pm”® der ArKO-Miiuse im Vergleich zur Kontrollgruppe; die Kontrollgruppe entspricht der Nulllinie. Es

zeigt sich eine geringfiigige Zunahme der Synapsendichte um 2,33% bei den 9 Wochen alten ArKO-Miusen und eine

tendenzielle Abnahme der Synapsendichte um 9,46% bei den 12 Monate alten ArKO-Miusen. C) Graphische Darstellung

der absoluten Synapsendichte/6,4um3 (Mittelwerte £SEM). Auf der Abbildung ist zu erkennen, dass die genetische

Ausschaltung der Aromatase zu keinem signifikanten Unterschied der Spine-Synapsendichten fiihrt (9 Wochen: p=0,67; 12

Monate: p=0,09).
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4.2. Estradiolbehandlung der mannlichen Slicekultur

4.2.1. Dosisabhingige Spine-Synapsendichte bei Estradiolbehandlung 100 bis 1
nM

Wir fiihrten darauthin die Experimente zur Untersuchung der dosisabhingigen Wirkung von
Estradiol durch. Estradiol wurde in den Konzentrationen von 100 bis 1 nM an ménnlichen,
hippocampalen Schnittkulturen untersucht. Die hippocampale Synapsendichte im ménnlichen
Hippocampus wird wahrscheinlich iiber Androgene reguliert (Leranth et al. 2003) und Estradiol
selbst fiihrt zu einer Hemmung der Aromatase (Kretz et al. 2004; Fester et al. 2016). Wir konnten
weitergehend verifizieren, dass die Hemmung der Aromatase beim ménnlichen Tier zur Erh6hung
der Synapsendichte filihrt, sodass wir die Hypothese aufstellten, dass Estradiol einen dhnlichen

Effekt wie die Aromataseinhibition durch Letrozol zeigen konnte.

Wir verwendeten zur Untersuchung unserer These hippocampale Slicekulturen und verglichen
hierbei, entsprechend den ersten Versuchen, elektronenmikroskopische Schnitte der CA1-Region
des Hippocampus. Wie bei der Behandlung mit Letrozol, das hippocampalen Schnittkulturen
appliziert wurde, wurden die hier benutzten Slicekulturen von postnatalen Ratten verwendet. Diese
wurden, wie beschrieben, nach einer Vorkultur {iber 4 Tage fiir insgesamt 7 Tage mit Estradiol in

unterschiedlichen Konzentrationen behandelt.

In der statistischen Auswertung zeigten sich zunéchst keine signifikanten Unterschiede durch die
Estradiolbehandlung, jedoch eine tendenzielle Erhohung durch Estradiol 100 nM. In dieser
Konzentration ergab der t-Test einen p-Wert von p=0,39, in der Konzentration von 10 nM einen p-

Wert von p=0,96 und bei 1 nM einen p-Wert von p=0,67 (vgl Abb. 4.5 C).
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A Summe aller | Mittelwert der | Standardabweichung | Standardfehler
Synapsen Synapsen/6,4pum’

Kontrolle 68 5,66 2,74 0,79
Estradiol 100 nM | 74 6,17 2,21 0,63
Estradiol 10 nM 67 5,58 2,94 0,84
Estradiol 1 nM 66 5,50 1,38 0,39
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Abb. 4.5.: A) Tabellarische Ubersicht der berechneten Werte fiir die dosisabhiingige Estradiolbehandlung in der

ménnlichen Slicekultur (n=3; Bildpaare: 4). B) Darstellung der prozentualen Verinderung der Spine-Synapsendichte/6,4

um3 (E2=Estradiol). Es zeigt sich eine Erh6hung der Synapsendichte bei Applikation von Estradiol in der Dosis von 100 nM
um 8,82 %, die synaptische Dichte bei 10 nM und 1 nM blieb auf ungefihr gleichem Niveau (10 nM: -1,47%; 1nM: -2,94%).
C) Graphik der absoluten, berechneten Mittelwerte (:SEM). Die Verinderung der Synapsendichte bei Estradiolbehandlung

ist nicht signifikant, in der Tendenz kommt es jedoch zur Zunahme bei Applikation von Estradiol in der Dosis von 100 nM.
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4.2.2. Konsolidierung der Ergebnisse fiir die Estradiolbehandlung im

minnlichen Hippocampus

Um sicherzustellen, dass Estradiol keinen signifikant positiven Effekt auf die Synapsendichte im
ménnlichen Hippocampus hat, wiederholten wir die zuvor durchgefiihrte Versuchsreihe. Diese
erweiterten wir aulerdem um eine weitere Untersuchungsgruppe, bei der die Estradiolwirkung in
der Konzentration von 0,1 nM untersucht wurde. Wie beschrieben, haben wir bei der
Estradiolbehandlung 100 nM in der ersten Versuchsreihe eine tendenzielle Zunahme der
Synapsendichte beobachten konnen. Um diese néher zu untersuchen, erhohten wir hierfiir also die
Anzahl der Schnittkulturen. Wir fithrten die Untersuchung des Estradioleffekts insgesamt zwei

weitere Male durch (jeweils n=3).

Die zusammenfassenden Ergebnisse aller drei Versuchsreihen stellt die Abb. 4.6 dar.
Erstaunlicherweise zeigten sich nun im Gegensatz zu unseren ersten Resultaten erhohte
Synapsendichten in allen verwendeten Konzentrationen. Die tendenzielle Zunahme aus dem ersten
Versuch bei 100 nM zeigte sich sogar als signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (p=0,004).
Auch bei der zusitzlich erhobenen Gruppe, die mit Estradiol in der Dosis von 0,1 nM behandelt
wurde, nahm die Synapsenzahl signifikant um 23,39% zu (p=0,009). In den Konzentrationen 10
und 1 nM konnten wir ebenfalls eine Erhohung der Synapsendichte feststellen, diese Effekte

verfehlten jedoch das Signifikanzniveau (10 nM: p=0,22; 1nM: p=0,23).
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A Summe aller | Mittelwert der | Standardabweichung | Standardfehler
Synapsen Synapsen/6,4pum’

Kontrolle (n=9) 186 5,16 2,37 0,42

Estradiol 100 nM (n=9) | 233 6,47 1,99 0,35

Estradiol 10 nM (n=9) | 201 5,58 2,18 0,39

Estradiol 1 nM (n=9) 200 5,55 2,06 0,36

Estradiol 0,1 nM (n=6) | 153 6,38 1,79 0,32
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Abb. 4.6.: A) Tabellarische Ubersicht der Zusammenfassung der Estradiolbehandlung der minnlichen, hippocampalen
Slicekultur. Da die Untersuchung der Dosis 0,1 nM erst in der zweiten Versuchsreihe untersucht wurde, ergibt sich hier
absolut gesehen eine geringere Synapsenanzahl. Pro Slice wurden 4 Bildpaare untersucht. B) Gezeigt ist die prozentuale
Veridnderung der Spine-Synapsendichte/6,4um3 der Estradiol-behandelten Schnittkulturen; die Kontrollgruppe entspricht
der Nulllinie. Alle untersuchten Gruppen fiihrten zur Zunahme der Synapsendichte. C) Die dargestellte Graphik zeigt die
berechneten p-Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Siulen des Diagramms geben die jeweiligen Mittelwerte (xSEM)
der Untersuchungsgruppen an. Der Unterschied der Behandlungsgruppen Estradiol 100 nM sowie 0,1 nM zur
unbehandelten Kontrollgruppe war signifikant erhoht (100 nM: p=0,004; 0,1 nM: p=0,009), bei den untersuchten
Versuchreihen 10 nM und 1 nM stellten wir keine Signifikanzen fest (10 nM: p=0,22; 1 nM: p=0,23).

44



Ergebnisse

4.3. Aufthebung des Estradioleffekts durch Androgenrezeptorblockade

Da wir zeigen konnten, dass Estradiol die Synapsendichte im minnlichen Hippocampus erhdht,
untersuchten wir daraufhin, ob der Estradioleffekt auch nach Inhibition des Androgenrezeptors zu
beobachten ist, oder durch diese Hemmung aufgehoben wird. Als Kontrolle untersuchten wir den

Effekt der reinen Androgenrezeptorblockade.

4.3.1. Hemmung des Androgenrezeptors unter Estradiolbehandlung

Um den Androgenrezeptor zu inhibieren, nutzten wir den Androgenrezeptorblocker Flutamid.
Flutamid ist ein Zytostatikum in der Therapie des Prostatakarzinoms und wird in fortgeschrittenen,
palliativen Stadien eingesetzt. Durch die Bindung an den Androgenrezeptor kdnnen DHT und
Testosteron nicht ihre androgene Wirkung entfalten. Zur Untersuchung unserer These fithrten wir
einerseits eine Behandlung mit Flutamid sowie andererseits eine Behandlung mit der Kombination

aus Flutamid und Estradiol durch.

Passend zur These, dass Androgene fiir den ménnlichen Hippocampus essentiell sind (Leranth et
al. 2003; Brandt et al. 2013), konnten wir nach reiner Flutamidbehandlung eine signifikante
Reduktion der Synapsendichte beobachten (vgl. Abb 4.7 C). Die gleichzeitige Behandlung mit
Estradiol und Flutamid fiihrte ebenfalls zur Abnahme der Synapsendichte. Dieser Synapsenverlust
war sogar stirker ausgeprigt als die alleinige Kultivierung mit Flutamid und reduzierte die
durchschnittliche Synapsenzahl um mehr als 40 Prozent (vgl. Abb 4.7 B). Der Estradioleffekt, der,
wie in den vorherigen Versuchsreihen gezeigt, zu einer Erh6hung der Synapsendichte fiihrte, wurde

durch die gleichzeitige Gabe eines Androgenrezeptorblockers aufgehoben.
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A Summe aller | Mittelwert der | Standardabweichung | Standardfehler
Synapsen Synapsen/6,4pum’

Kontrolle 79 6,58 1,38 0,40

Flutamid 63 5,25 1,60 0,46

Estradiol + Flutamid 42 3,82 1,54 0,44

=
a

10 p<0,001

)
S

p=0,04

=Y

-20

-20,25

Spine-Synapsen/6,4pm?3

-40

Veridnderung der Synapsendichte (%)

42,00

Flutamid E2 + Flutamid Kontrolle Flutamid E2 + Flutamid

Abb. 4.7.: A) Tabellarische Ubersicht der Werte fiir die Behandlung mit dem Androgenrezeptor-Inhibitor Flutamid sowie
Flutamid und Estradiol in der hippocampalen, méiinnlichen Schnittkultur (n=3). Die Behandlung wurde jeweils in der Dosis
von 100 nM durchgefiihrt. Pro Slice wurden 4 Bildpaare untersucht. B) Gezeigt ist die prozentuale Verinderung der Spine-
Synapsendichte/6,4p,m3; die Kontrollgruppe entspricht der Nulllinie. Die beiden untersuchten Gruppen fiihrten zur
signifikanten Reduktion der Synapsendichte (Flutamid: -20,25%; Estradiol + Flutamid: -42 %). C) Die dargestellte Graphik
zeigt die berechneten p-Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Sdulen des Diagramms geben die jeweiligen
Mittelwerte (:SEM) der Untersuchungsgruppen an. Der Unterschied der Spine-Synapsendichte der Flutamid-behandelten
Hippocampi war signifikant reduziert (p=0,004), ebenfalls signifikant reduziert war die kombinierte Behandlung mit

Estradiol und Flutamid (p<0,001).

46



Diskussion

5. Diskussion

Synapsen im Allgemeinen gelten als Korrelate fiir die Kommunikation zwischen den Neuronen
und nehmen im Hippocampus an stetigen Umbauprozessen teil (Segal 2005). Die CA1-Region des
Hippocampus, die in dieser Dissertation untersucht wurde, ist diesen Vorgidngen besonders
ausgesetzt. Die Wirkungen von Sexualsteroiden wie Estradiol und Dihydrotestosteron (DHT) sind
dabei essentiell fiir die synaptische Stabilitdt und Plastizitdt im Hippocampus (Gould et al. 1990;
Woolley und McEwen 1992; MacLusky et al. 2006).

Wie bereits beschrieben, besteht im Hippocampus beziiglich dieser synaptischen Umbauprozesse
ein sexueller Dimorphismus. Estradiol ist fiir den weiblichen, Androgene wie Testosteron und DHT
sind flir den ménnlichen Hippocampus und dessen synaptische Integritdt wichtig (Leranth et al.
2003, 2004; Kretz et al. 2004; Brandt et al. 2013). Im Steroidhormonstoffwechsel ist Testosteron
dabei das Substrat fiir die Biosynthese von Estradiol und DHT. Uber die Aromatase gelingt die
Umwandlung zu Estradiol, die Sa-Reduktase setzt Testosteron zu DHT um (Azcoitia et al. 2001).

Als im Gehirn vorkommendes Enzym kann die Aromatase auch im Hippocampus nachgewiesen
werden, wo sie wichtig fiir lokal produziertes Estradiol ist (Garcia-Segura et al. 1999, 2001;
Prange-Kiel et al. 2003; Shibuya et al. 2003; Hojo et al. 2004). Auch die Produktion von DHT ist
im Hippocampus moglich und kann in suffizienten Konzentrationen zur Modulierung der
synaptischen Plastizitit nachgewiesen werden (Pelletier et al. 1994; Kimoto et al. 2001; Hojo et al.

2004, 2011).

Wir untersuchten in dieser Dissertation neben der Aromataseinhibition durch Letrozol die

dosisabhidngige Wirkung von Estradiol in der mannlichen, hippocampalen Schnittkultur.

5.1. Letrozol erhoht im méannlichen Hippocampus die Synapsendichte

Letrozol als nicht-steroidaler Hemmstoff der Aromatase fiihrt zu einer geringeren Produktion von
Estradiol, was die entscheidende Wirkung in der Anwendung als Zytostatikum bei der Therapie
des hormonabhingigen Mammakarzinoms darstellt. Ein Nebeneffekt hierbei ist jedoch auch die
Akkumulation mit dem Androgen Testosteron. Die Anreicherung mit Androgenen durch die

Hemmung der Estradiolproduktion ist vielfach beschrieben worden. Zum Beispiel stellten Fisher
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et al. fest, dass der Knockout der Aromatase zu erhohten Testosteronspiegeln im Serum der Maus
filhrte (Fisher et al. 1998). Hayes et al. konnten den gleichen Effekt an gesunden Méinnern
beobachten, die mit den Letrozol-verwandten Aromatasechemmern Ketoconazol und Anastrozol
behandelt wurden (Hayes et al. 2001). Weitere Publikationen wie Leder et al. beschreiben, dass
bei dlteren Ménnern mit mildem Hypogonadismus ebenfalls eine Erhohung der Testosteronwerte
nach Aromataseinhibition durch Anastrozol festzustellen war (Leder et al. 2004). Auch das in
dieser Dissertation verwendete Letrozol fiihrt zu einer Testosteronakkumulation, was durch die
Forschungsgruppe um Harden und MacLusky gezeigt werden konnte. Diese Forschungsgruppe
zeigte einerseits, dass die Letrozolbehandlung zu signifikant erhohten Testosteronwerten bei
ménnlichen Epilepsiepatienten fiihrte und dadurch andererseits auch eine verlangerte anfallsfreie

Zeit beobachtet werden konnte (Harden und MacLusky 2005).

Mit unseren in dieser Dissertation gezeigten Ergebnissen der Letrozolbehandlung iiber 24 bzw. 48
Stunden sowie durch die Untersuchung der Letrozolapplikation der hippocampalen Schnittkultur,
konnen wir bereits publizierte Letrozoleffekte im mannlichen Hippocampus verifizieren. In diesen
Publikationen war darauf hingewiesen worden, dass die Testosteronanreicherung fiir die erhdhten
Synapsendichten wichtig sein konnte. Vierk et al. beschreiben zum Beispiel den Effekt der
gesteigerten Synapsendichte im Hippocampus der minnlichen Maus nach siebentigiger
Letrozolbehandlung. In der weiblichen Maus zeigte sich hier dagegen eine signifikante Reduktion
(Vierk et al. 2012). Fester et al. stellten nach vierwochiger, intraperitonealer Letrozolbehandlung
ebenfalls eine erhohte Synapsendichte fest. Hier zeigten sich neben den Geschlechtsunterschieden
im Sinne des sexuellen Dimorphismus auch divergierende Ergebnisse in Bezug auf in vivo und in
vitro Beobachtungen (Fester et al. 2012). Brandt et al. konnten im méannlichen Hippocampus
ebenfalls Ergebnisse verdffentlichen, die eine erhohte Synapsendichte durch Letrozol darstellen
(Brandt et al. 2013, 2014). In all diesen beschriebenen Publikationen war der Anstieg der
Synapsendichte jedoch statistisch nicht signifikant und nur tendenziell zu beobachten. In einer
Dissertation unseres Institutes konnten wir diesen Effekt dagegen als signifikanten Anstieg
beschreiben. Hier war Letrozol médnnlichen Médusen {iber 21 Tage intraperitoneal verabreicht
worden. Die gleiche Behandlung von weiblichen Miusen fiihrte dagegen zu einem signifikanten

Abfall der Synapsendichte (von Blittersdorff 2011).

48



Diskussion

In dieser Dissertation zeigen wir nun, dass die Letrozolbehandlung {iber 24 Stunden ebenfalls zu
einem signifikanten Anstieg der Synapsendichte fiihrt. Nach 48-stiindiger Behandlung der
ménnlichen Maus und auch in der hippocampalen Slicekultur war dieser Effekt jedoch nicht zu
sehen und die Synapsendichte blieb auf ungefihr gleichem Niveau (vgl. Abb. 4.2, Abb. 4.3). Auch
bei unseren filir diese Dissertation untersuchten méinnlichen ArKO-Méusen konnten wir
erstaunlicherweise beobachten, dass sich die Synapsendichte kaum verdnderte (vgl. Abb. 4.4).
Hierfiir konnten gegenregulatorische Mechanismen oder eine unzureichende Aktivitit der Sa-
Reduktase ursichlich sein, da in diesem Fall nicht geniigend Testosteron zu dem potenteren DHT

umgewandelt werden wiirde.

Im Gegensatz zu den Untersuchungen im weiblichen Hippocampus, an dem eine
Aromataseinhibition oder der Aromatase-Knockout zu einer signifikanten Abnahme der
Synapsendichte flihrte (Kretz et al. 2004; Fester et al. 2012), stellten wir jedoch in keinem hier
durchgefiihrten Versuch eine signifikante Reduktion fest. Passend zu der Hypothese des sexuellen
Dimorphismus im Hippocampus (Brandt et al. 2013), unterstiitzen unsere Ergebnisse daher auch
die Aussage, dass die synaptische Stabilitdit und Plastizitit bei beiden Geschlechtern

unterschiedlich vermittelt werden.

Im Hippocampus von weiblichen Ratten fiihrt die Aromataseinhibiton ebenfalls zu einer
gesteigerten Konzentration von Testosteron (Morishima et al. 1995; Fisher et al. 1998). Da das
Estradiol jedoch entscheidend die Synapsenbildung und die synaptische Stabilitdt beeinflusst, ist
die geringere Estradiolproduktion ausschlaggebend fiir die Reduktion der Synapsendichte (Fester
et al. 2006, 2012; Zhou et al. 2010). So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass die Hemmung
der Aromatase nicht nur zu einer reduzierten Synapsendichte fiihrte, sondern von diesem Effekt
auch Spines, synaptische Proteine wie Spinophilin oder Synaptopodin und die LTP als
elektrophysiologisches Korrelat fiir die Synapsenbildung signifikant betroffen waren (Prange-Kiel
et al. 2006; Vierk et al. 2012; Fester et al. 2013). Bei der ArKO-Maus zeigte sich ebenfalls eine
reduzierte Synapsendichte. Dieser Effekt war spezifisch fiir den Hippocampus und konnte in
anderen Hirnarealen wie dem Kortex und dem Zerebellum nicht beobachtet werden (Zhou et al.
2014). Wir und andere Forschungsgruppen konnten kiirzlich in klinischen Studien zeigen, dass
Frauen, die gesund oder an Brustkrebs erkrankt eine Hormontherapie mit Aromataseinhibitoren

erhielten, eine reduzierte kognitive Performance in Bezug auf das Hippocampus-abhingige
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Gedéachtnis aufwiesen (Jenkins et al. 2006; Collins et al. 2009; Hedayati et al. 2012; Bayer et al.
2015).

Untersuchungen am ménnlichen Hippocampus weisen dagegen darauf hin, dass Testosteron und
das starker wirksame DHT fiir die synaptische Plastizitdt im Hippocampus wichtig sind. So zeigten
sich zwar bei ménnlichen und weiblichen Ratten eine reduzierte Synapsendichte nach
Gonadektomie, der Effekt wird aber bei ménnlichen Ratten durch DHT, und nicht durch Estradiol,
wieder aufgehoben (Leranth et al. 2003, 2004). Li et al. beobachteten nach Orchidektomie zudem
eine Reduktion von postsynaptischen Proteinen wie dem PSD-95. Dieses Resultat wird ebenfalls
durch Testosterongabe wieder riickgdngig gemacht (Li et al. 2012). Hohe Androgenspiegel
erh6hen auBlerdem innerhalb von kurzer Zeit die Spine-Dichten im Hippocampus. Durch Blockade
des Androgenrezeptors ist dieser Effekt nicht mehr zu sehen (Hatanaka et al. 2009, 2015; Jacome
et al. 2016). Unpublizierte Daten aus unserem Institut bestétigen diese Beobachtungen und zeigen
nach DHT-Applikation eine erhohte Synapsendichte und eine Reduktion nach Gabe des Sa-
Reduktase-Hemmers Finasterid (Fester und Rune 2015). All diese unterschiedlichen,
beschriebenen Effekte weisen auf eine verschiedene Hormon- und Rezeptorvermittlung im

Hippocampus von Mann und Frau hin.

In dieser Dissertation demonstrieren und verifizieren wir nun, dass die Aromataseinhibition beim
Mann nicht zu einer reduzierten Synapsendichte wie im weiblichen Hippocampus fiihrt, sondern
eine Erhohung der Synapsendichten zu beobachten ist. Dieser Effekt konnte in der Akkumulation

von Testosteron und in der Konversion zu DHT begriindet liegen.

Wir fiihrten im Anschluss die Estradiolbehandlung der ménnlichen, hippocampalen Schnittkultur
durch, da auch fiir Estradiol gezeigt werden konnte, dass Estradiol die Aromatase durch

Phosphorylierungsprozesse hemmt.

5.2. Synapsenbildung durch Estradiol in der méinnlichen Schnittkultur

Die Estradiolproduktion im Hippocampus wird iiber vielfiltige Mechanismen reguliert. Die
Aromatase stellt hierbei den wichtigsten Angriffspunkt in der Regulation der Estradiolsynthese
dar. So fiihrt eine erhdhte Substratverfligbarkeit, zum Beispiel durch Cholesterol als Ausgangsstoff

der Sexualsteroidsynthese und/oder durch Testosteron als unmittelbares Substrat der Aromatase,
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zu einer hoheren Produktion von Estradiol. Letrozol als Inhibitor der Aromatase hebt die genannten
Effekte wieder auf (Fester et al. 2009; Fester et al. 2011). Ein anderes Stimulanz fiir die
Estradiolsynthese ist GnRH, das ebenfalls iiber die Aromatase zu einer verstirkten

Estradiolsynthese flihrt (Prange-Kiel et al. 2008, 2013).

In der Regulation der Aromatase konnen hierbei unterschiedliche Mechanismen zu einer
Aktivititsanderung fiihren. Wéhrend die Aromatase einerseits iiber langsame, genomische Effekte
in ihrer Transkription und Proteinbiosynthese, also in ihrer Expression beeinflusst werden kann,
konnen andererseits Phosphorylierungsprozesse schnell die Aktivitdt der Aromatase verdandern
(Roselli et al. 1987; Harada et al. 1993; Bourguiba et al. 2003; Zhao et al. 2008; Charlier et al.
2013). Die Forschungsergebnisse von Balthazart et al. nehmen im Zusammenhang mit den
schnellen Regulationsvorgdngen der Aromatase einen wichtigen Stellenwert zur Diskussion der

Ergebnisse dieser Dissertation ein.

Diese Forschungsgruppe stellte heraus, dass Ca®", Mg®" sowie ATP zu einer Aktivititsabnahme
der Aromatase im medialen prioptischen Nucleus des Hypothalamus fiihrten. Durch K -induzierte
Depolarisierung der Zellmembran und durch Stimulation von Glutamatrezeptoren konnte ebenfalls
eine Reduktion der Aromataseaktivitit beobachtet werden. Kinaseinhibitoren sowie die Entleerung
von intrazelluliren Ca**-Speichern mittels Thapsigargin konnten diese Effekte wieder aufheben
und umkehren (Balthazart et al. 2001). Zwei Jahre spiter zeigte die gleiche Forschungsgruppe, dass
Ca’"-abhingige Kinasen wie die Proteinkinase C, die Calmodulinkinase und auch die Proteinkinase
A zu einer Phosphorylierung der Aromatase fiihrten. Die Phosphorylierung fand an bestimmten
Aminoséduren der Aromatase, am Threonin 455 und 486 sowie am Serin 118, statt und ging mit

einer Aktivitdtsabnahme der Aromatase einher (Balthazart et al. 2003).

Balthazart et al. schlussfolgerten daraus, dass es iiber einen Ca”'-induzierten Ca**-Release zu einer
Aktivierung von Proteinkinasen kommt, die dann durch Phosphorylierung zu einer
Aktivitdtsabnahme der Aromatase fithren. Durch weitere Experimente konnten sie zeigen, dass
auch Calmodulin in der Regulierung der Aromatase eine wichtige Rolle spielt, indem es aktiv an
die Aromatase binden kann und hierdurch eine verminderte Aromataseaktivitit bewirkt (Balthazart
et al. 2005). Im Geschlechtervergleich konnten die gleichen Effekte im mannlichen wie auch im
weiblichen Hypothalamus beobachtet werden (Konkle und Balthazart 2011). Sie stellten zudem

die Hypothese auf, dass es sich bei diesem Mechanismus zur Regulation der Aromatase um einen
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generellen Mechanismus handeln konnte. Wie sie weiterhin beschreiben, konnte auch in anderem
Gewebe, in dem die Aromatase stark exprimiert wird, und in anderen Spezies diese

Aromataseregulation Giiltigkeit haben (Balthazart et al. 2006; Charlier et al. 2011, 2013).

Im Hippocampus konnten daher dhnliche Phosphorylierungsprozesse die Aromatase regulieren.
Diese Annahme konnten wir in kiirzlich publizierten Versuchsreihen zeigen. Ahnlich wie bei den
zuvor beschriebenen Ergebnissen von Balthazart ef al. fiihrte die Entleerung der intrazelluldren
Ca’"-Speicher mittels Thapsigargin zu einer verminderten Phosphorylierung der Aromatase und
einer erhohten Produktion von Estradiol. Im Gegensatz hierzu flihrte Letrozol zu einer verstirkten

Phosphorylierung und einer geringeren Estradiolproduktion (Fester et al. 2016).

Von besonderer Bedeutung in Bezug auf die Ergebnisse, die wir in dieser Dissertation zeigen, ist,
dass Estradiol in der genannten Publikation selbst eine Phosphorylierung und Aktivititsabnahme
der Aromatase induzierte. In verschiedenen Verdffentlichungen konnte zudem gezeigt werden,
dass Estradiol iiber L-Typ Ca*"-Kanile zu einem Ca’"-Einstrom fiihrt und hierdurch die Offnung
intrazelluldrer Ca2+-Speicher iiber SERCA-Kanile bewirkt wird (Wu et al. 2005; Zhao et al. 2005;
Zhao und Brinton 2007; Sarkar et al. 2008). Diese Ergebnisse weisen zusammenfassend darauf
hin, dass Estradiol im Hippocampus im Sinne eines autokrinen Mechanismus die eigene
Produktion regulieren kann. Hierbei sind vermutlich Phosphorylierungsprozesse wichtig, die tiber
Ca”-induzierten Ca*"-Release initiiert werden (Meethal et al. 2009; Fester et al. 2016). Wie wir
bereits 2004 feststellen konnten, fiihrt Estradiol zu keiner erhohten Synapsendichte in der
weiblichen Schnittkultur (Kretz et al. 2004). Fester et al. stellen hierzu die Hypothese auf, dass die
beschriebene Autoregulation der Estradiolproduktion iiber die Phosphorylierungsprozesse der

Aromatase hierfur ursidchlich sein konnte.

Da wir in dieser Dissertation hippocampale Schnittkulturen nicht von weiblichen, sondern von
méannlichen Ratten verwendeten, wirkt die Abnahme der Aromataseaktivitit durch Estradiol
dagegen nicht im Sinne einer Autoregulation. Es kommt wiederum zu erhohten
Androgenkonzentrationen, dhnlich wie nach Letrozolbehandlung. Diese fithren im ménnlichen
Hippocampus zu einer erhohten Synapsendichte, da Androgene, wie beschrieben, fiir den

ménnlichen Hippocampus wichtig sind.

In dieser Dissertation zeigen wir, dass Estradiol in allen applizierten Konzentrationen zu einem

52



Diskussion

Anstieg der Synapsendichte fiihrte (vgl. Abb. 4.6). In den Konzentrationen 100 nM und 0,1 nM
war dieser Anstieg signifikant, bei Applikation von Estradiol 10 nM und 1 nM zeigte sich eine

tendenzielle Steigerung der Synapsendichte.

Hierdurch stellt sich nun die Frage, ob diese Zunahme der Synapsendichte ein Estradioleffekt ist,
also ein Effekt, der iiber Estradiolrezeptoren vermittelt wird, oder indirekt {iber die Akkumulation

von Testosteron ausgelost wird.

5.3. Gleichzeitige Flutamidgabe hebt den Estradioleffekt wieder auf

In diesem Zusammenhang fithrten wir im Anschluss einen Versuch mit dem
Androgenrezeptorhemmer Flutamid durch und testeten diesen einerseits in alleiniger Anwendung
und andererseits in Kombination mit Estradiol. In Bezug auf den Estradioleffekt, der in der
minnlichen Schnittkultur einen signifikanten Anstieg der Synapsendichte zeigte, ist die

kombinierte Gabe von Flutamid und Estradiol die wichtigere Anwendung.

Erwartungsgemél zeigte sich nach alleiniger Flutamidapplikation eine signifikante Reduktion der
Synapsendichte. Dies unterstreicht zundchst noch einmal die Wichtigkeit von Androgenen fiir den

méinnlichen Hippocampus (vgl. Abb. 4.7).

Die gemeinsame Applikation von Flutamid und Estradiol zeigte wie die reine Flutamidanwendung
ebenfalls eine Synapsenabnahme, die aber sogar stirker war als die alleinige Flutamidapplikation.
Die signifikante Zunahme der Synapsendichte durch Estradiol wurde also durch eine
Androgenrezeptorblockade aufgehoben. Dieser Sachverhalt weist somit darauf hin, dass der
Estradioleffekt, den wir in der hippocampalen Schnittkultur beobachteten, iiber

Androgenrezeptoren vermittelt wird.

In diesem Kontext kénnen nun weitere Publikationen diskutiert werden, die Estradioleffekte im
Hippocampus von ménnlichen Tieren beschreiben. So fiihrte Estradiol zu einer gesteigerten Spine-
Dichte (Murakami et al. 2006, 2015), ein Effekt, den Mukai und Hasegawa et al. bestétigen
konnten. Sie zeigten, dass Estradiol im Hippocampus der ménnlichen Ratte auch zu einer
gesteigerten LTP fiihrte. Im Gegensatz zu unserer hier aufgestellten Hypothese gehen sie jedoch

davon aus, dass der Effekt iiber den ERa vermittelt sein konnte und dabei die intrazelluldre
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Signalkaskade iiber die MAP-Kinase fiir die ausgeldsten Effekte wichtig ist (Mukai et al. 2007;
Hasegawa et al. 2015). Kramar et al. beobachteten im Hippocampus von ménnlichen Ratten
ebenfalls eine Erhohung der Spinedichte nach Estradiolbehandlung. Nach Applikation von
Latrunculin, einem Toxin, das Prozesse im aktinischen Zytoskelett hemmt, war dieser Effekt
jedoch nicht mehr zu sehen. Durch Gabe von ERB-Agonisten wurde zudem eine leicht gesteigerte
LTP beobachtet (Kramar et al. 2009). Eine kiirzlich veroffentlichte Publikation zeigte nach
zweistiindiger Estradiolapplikation ebenfalls eine Zunahme der Spinedichte im Hippocampus von
minnlichen Ratten. Dieser Effekt wurde ebenfalls nach Testosteronbehandlung gesehen und war
von besseren Resultaten in einem Gedéchtnistest nach Testosteron- und Estradiolanwendung

begleitet (Jacome et al. 2016).

Durch die hier prisentierten Ergebnisse konnen wir zeigen, dass bei der Vermittlung von
Estradioleffekten in ménnlichen Neuronen auch indirekt Androgene eine wichtige Rolle spielen
konnten, welche liber den Androgenrezeptor auf die synaptische Plastizitit Einfluss nehmen. Wie
Fester et al. beschreiben, werden Estradioleffekte an Hippocampi von mannlichen Versuchstieren
haufig untersucht und/oder keine Angaben zum Geschlecht der Versuchstiere gemacht. Fester et
al. stellen daher fest, dass Estradioleffekte einerseits unter Beriicksichtigung des Geschlechts, aber
auch unter Berlicksichtigung des autokrinen Regulationsmechanismus der Aromatase diskutiert

werden sollten, den sie in der genannten Publikation beschreiben (Fester et al. 2016).

Durch Bezug auf die Autoregulation der Aromatase konnte der Estradioleffekt in den ménnlichen,
hippocampalen Schnittkulturen zu erkldren sein und anders als vermutet, durch Androgene
ausgelost werden. Durch die gezeigten Ergebnisse in dieser Dissertation unterstreichen wir
aulerdem die Geschlechtsabhidngigkeit der Untersuchungen, also den sexuellen Dimorphismus im

Hippocampus.
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6. Zusammenfassung

6.1. Deutsch

Nach 24-stiindiger Letrozolbehandlung von ménnlichen Miusen konnten wir einen signifikanten
Anstieg der Synapsendichte im Hippocampus beobachten, nicht jedoch nach 48 Stunden und auch
nicht in der hippocampalen Schnittkultur. Hier blieb die Synapsendichte auf ungefdhr gleichem
Niveau. Der gentechnologische Knockout der Aromatase fiihrte ebenfalls zu einer kaum
verdnderten Synapsendichte. Im wissenschaftlichen Kontext verifizieren diese Ergebnisse dhnliche
Untersuchungen, die tendenziell erhdhte Synapsendichten im méannlichen Hippocampus zeigen.
Die Erhohung konnte durch die Akkumulation von Androgenen durch die Aromatasechemmung

hervorgerufen worden sein.

Im Anschluss wurde die Estradiolwirkung auf den méinnlichen Hippocampus dosisabhingig
untersucht. In allen untersuchten Konzentrationen zeigte sich eine Zunahme der Synapsendichte,
Estradiol 100 nM und 0,1 nM stellten dabei signifikante Anstiege dar. Da gezeigt werden konnte,
dass Estradiol die Aromataseaktivitidt durch Phosphorylierungsprozesse reduziert, konnte dieser

Effekt ebenfalls durch Androgene vermittelt worden sein.

Untersuchungen mit dem Androgenrezeptorinhibitor Flutamid unterstiitzen diese These. Die
alleinige Flutamidanwendung fiihrte zu einer reduzierten Synapsendichte und durch die
kombinierte Gabe von Flutamid und Estradiol konnten wir feststellen, dass der Estradioleffekt
durch Androgenrezeptorblockade aufgehoben wird und sich ebenfalls eine Abnahme der

Synapsendichte zeigte.

Zusammengenommen weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass die Estradiol-induzierte Erhohung

der Synapsendichte im ménnlichen Hippocampus iliber Androgene vermittelt wird.
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6.2. English

After 24 hours of treatment with letrozole we found a significant increase of spine synapse density
in the hippocampus of the male mouse, but did not see it neither after 48 hours nor in the
hippocampal slice culture. In these groups, the spine synapse density did not differ from the control
group. However, the knockout of aromatase did not show a difference in synapse density as well.
These data are consistent with publications, that show an increased synapse density in the male
hippocampus in tendency. The increase could have been caused by accumulation of androgens,

because the concentrations of androgens are elevated by inhibition of aromatase.

In another experiment the effect of estradiol on the male hippocampus was tested dose-
dependently. In all tested concentrations, we found an increase of spine synapse density, Estradiol
100 nM and 0,1 nM even showed a significant difference to the control group. Because it was
demonstrated, that Estradiol reduces aromatase activity by phosphorylation, the increase of synapse

density could also be an effect, that is mediated by accumulation of androgens.

To test this thesis, we tested the effects of the anti-androgen flutamide in male hippocampal slice
cultures. We found a reduced spine synapse density after sole treatment with flutamide and could
find an even more reduced density after combined application of estradiol and flutamide. The effect
of estradiol, that showed an increase of synapse density, was completely abolished by inhibition of

the androgen receptor.

In conclusion, these data point to an estradiol-induced increase of spine synapse density in the male

hippocampus, that is mediated by androgens and the androgen receptor.
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