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1. Abkulrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

Ak Antikorper

AMPA a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionsiure
Aufl. Auflage

bFGF basic fibroblast growth factor
BSA bovine serum albumin

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

Ca™" Calcium

ca. circa

CAl Cornu ammonis 1

CA2 Cornu ammonis 2

CA Cornu ammonis 3

CO, Kohlenstoffdioxid

Cy3 rot fluoreszierendes Indocarbocyanin 3
DABCO 1,4-Diazabicyclol[2,2,2]octan
DAPI 4’, 6-Diamidino-2-Phenylindol
dest. destillata (destilliert)

d.h. das heif3t

DHEA Dehydroepiandrosteron

Diag. Diagram

Dipl. Diplom

DIV days in vitro

E, 17B-Estradiol

EPSP postsynaptische Potentiale
ER Ostrogenrezeptoren

ERa Ostrogenrezeptor Alpha

ERB Ostrogenrezeptor Beta

ERE Estrogen Response Element
etal. et alii (und andere)

etc. et cetera
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evtl. eventuell

g Gramm

GABA y-Aminobuttersiure

G-Protein G fiir Guanylnukleotid

GPCR G-Protein gekoppelter Rezeptor
GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

HCl Salzsdure

IgG Immunglobuline d. Klasse d. Gammaglobuline
K-Da Kilo Dalton

KM Kulturmedium

1 Liter

LSM laser scanning microscope

LTP long term potentiation - Langzeitpotenzierung
M Molar

mg Milligramm

min Minute

mRNA messenger RNA

ml Mililiter

mM Milimolar

ul Mikroliter

um Mikrometer

n Anzahl

NaOH Natriumhydroxid (Natriumlauge)
NFG Nerve-Grow-Factor

nM nano Molar

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

Nr. Nummer

PBS phosphate buffered saline

PC-12 Zellen Phdochromocytom 12 Zelllinie
pH pondus Hydrogenii

PSD post-synaptic density

PTP post tetanic potentation

RPMI Roswell Park Memorial Institute
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RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
S. Seite

SEM standard error of the mean

SER smooth endoplasmic retikulum

SPSS Statistical Package for the Social Sciences
StAR steroidogenic acute regulatory protein

STP short term potentation

Tab. Tabelle

TAF Transkriptions-Aktivierungsfunktionen
u.a. unter anderen

U/min Umdrehungen pro Minute

UKE Universitdtsklinikum Hamburg-Eppendorf
v.a. vor allem

z.B. zum Beispiel

ZNS zentrales Nervensystem
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2. Einleitung

Das Gehirn ist das komplexeste Organ des Menschen. Als zentrales Nervensystem
steuert und beeinflusst es jedes Lebewesen. Dabei werden Reize vom Korper und von
der Umwelt aufgenommen und {iber mehrere Stationen zum Gehirn geleitet
(Afferenzen). Erst die neuronale Interpretation und Bewertung dieser Reize ermdglicht
die bewusste Wahrnehmung und die Ausbildung einer Reizantwort. Diese folgt den
Nervenbahnen vom ZNS in die Peripherie (Efferenzen).

Bei der neuronalen Weiterleitung kommt den Synapsen zwischen dem Axon und dem
Dendrit oder dem Zellkorper eines anderen Neurons eine bedeutende Funktion zu, denn
sie steuern und ermdglichen die Reizweiterleitung.

Hier wird zwischen dem prédsynaptischen und postsynaptischen Element und dem
synaptischen Spalt unterschieden. Das priasynaptische Axonende (Bouton) speichert in
Vesikeln spezifische Transmitter, welche bei einer Depolarisation in den synaptischen
Spalt freigesetzt werden. Diese Transmitter binden an spezifische Rezeptoren des
postsynaptischen Elements und verdndern so spezifisch die Permeabilitit der
postsynaptischen Membran fiir Ionen. Durch den Einstrom und Ausstrom von Ionen
wird die Impulsiibertragung gesteuert.

Gray (1959) und Colonnier (1968) beschreiben zwei Gruppen von Synapsen:
symmetrische und asymmetrische Synapsen.

Die symmetrischen Synapsen weisen kein spezielles postsynaptisches Element auf und
sind fast ausschlieBlich am Zellsoma lokalisiert. Diese wirken auf das Neuron
inhibitorisch und verwenden als Transmitter vor allem y-Aminobuttersdure (GABA)
und Glycin. Sie unterdriicken am Zellsoma nahe des Axonabganges am Axonhiigel die
Reizweiterleitung durch Hyperpolarisation der Postsynapse. Bei den asymmetrischen
Synapsen bildet das postsynaptische Element eine Zellausstiilpung, einen so genannten
Spine. Diese Dornen wurden erstmals von Ramon y Cajal (1891) beschrieben, der sie an
Neuronen in Golgifarbung entdeckte. Die Spines sind ausschlieBlich an den Dendriten
der Neurone lokalisiert. Die asymmetrischen Synapsen wirken auf die Dendriten
exzitatorisch, das heit sie depolarisieren die Postsynapse. Glutamat ist hierbei der
hiufigste Transmitter.

Spines werden anhand morphologischer Kriterien in kurze (,,stubby*), diinne (,,thin‘)

und in pilzfomige (,,mushroomshape®) eingeteilt. Pilzformige Spines gelten als reife
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Spines. Sie haben eine GroBle von 1-2 um? und man findet sie mit einer Dichte von 1-10
Spines pro um?>.

Der dufere Abschnitt eines Spine, der Spinekopf, weist elektronenmikroskopisch eine
30 nm breite Verdickung der postsynaptischen Membran unmittelbar unter dem
synaptischen Spalt auf, welche als elektronendichte Matrix imponiert. Diese Matrix
besteht aus Rezeptoren, Verankerungs- und Signalproteinen (post-synaptic density,
PSD). Die PSD stellt somit die postsynaptische Komponente der Signalverarbeitung dar
(Walikonis et al., 2000). Sie ist tiber ein auf Aktin basierendes Zytoskelett mit dem
Spine verbunden, das sich elektronenmikroskopisch als flockiges (,,fluffy*) Material
darstellt (Kaech et al., 2001). Ferner finden sich Polyribosomen vornehmlich an der
Basis dendritischer Spines, die auf eine ortsstindige Proteinproduktion deuten konnten
(Peters und Kaiserman-Abramof, 1970; Stewart und Levy, 1982).

In den Spines findet man Anteile des glatten endoplasmatischen Retikulums (smooth
endoplasmic retikulum, SER). Die Tubuli des endoplasmatischen Retikulums liegen
hiufig als Spineapparat in den Spinekdpfen vor. Dieser besteht aus mehreren Schichten
von SER, zwischen denen sich elektronendichte Platten befinden (Deller et. al., 2000).
20 % aller Spines und 80 % aller pilzformigen Spines weisen einen Spineapparat auf
(Spacek und Harris, 1997). Die genaue Funktion des Spineapparates ist bis heute noch
nicht bekannt. Eine Rolle als Calciumspeicher wird diskutiert, iiber die die synaptische

Plastizitit beeinflusst werden konnte.

2.1 Hippocampus

Der Hippocampus ist Teil des Limbischen Systems und bildet den Hauptteil des
Archikortex. Der Hippocampus der Ratte liegt kranial unter dem Kortex und durchzieht
beide Hemisphidren von rostral nach kaudal entlang einer C-formigen Achse.

Der Hippocampus der Ratte besteht aus sechs verschiedenen Regionen, die denen des
Menschen in ihrem histologischen Aufbau sehr &dhnlich sind: Gyrus dentatus,
Ammonshorn, Subiculum, Prasubiculum, Parasubiculum. Das Ammonshorn wird
nochmals in die Regionen CA1-CA3 aufgeteilt. Der Gyrus dentatus und das
Ammonshorn entsprechen dem phylogenetisch élteren Allocortex. Er besteht im
Gegensatz zu dem sechsschichtigen Isocortex aus drei Schichten, die Pyramiden- und

Kornerzellen aufweisen. Die CA1 Region enthilt in Gegensatz zur CA2 Region, die
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durch grofle Pyramidenzellen gekennzeichnet ist, vorwiegend kleine Pyramidenzellen.
Die nachfolgende CA3 Region weist eine lockere Anordnung von grolen
Pyramidenzellen auf, das Stratum pyramidale. Dieses wird auf der inneren Seite vom

Stratum molekulare und auf der dufleren Seite vom Stratum oriens begrenzt.

Abbildung 1: Hippocampus Santiago Ramon y Cajal 1911

Pyramiden- und Kornerzellen werden zusammen als Prinzipalneurone bezeichnet. Diese
bilden einen trisynaptischen Kreislauf, der den Hauptverschaltungsweg im
Hippocampus bildet. Afferenzen erhilt der Hippocampus hauptsichlich aus der Regio
entorhinalis, aber auch aus dem Thalamus, Gyrus cinguli und dem Septum. So erreichen
visuelle, somatische, olfaktorische und auditorische Informationen den Hippocampus.
Diese afferenten Fasern erreichen iiber den Tractus perforans die Kornerzellen im Gyrus
dentatus (1. Synapse), die weiter iiber Moosfasern zu Pyramidenzellen der CA3 Region
projizieren (2. Synapse), die wiederum {iiber die Schaffer-Kollateralen zu CAl
Pyramidenzellen projizieren (3. Synapse). Alle drei Synapsen sind exzitatorisch.

Die Efferenzen des Hippocampus verlaufen im Fornix und enden, nachdem sie
Teilfasern an das Septum, Corpus amygdaloideum und den Hypothalamus abgegeben
haben, in den Corpora mamillaria. Hier werden die Impulse auf das Vicq d’Azyr-
Biindel umgeschaltet, das zum Nucleus anterior thalami zieht. Dieser projiziert zur
Rinde des Gyrus cinguli. Von hier ziehen die Faserbiindel des Cingulum zuriick zum

Hippocampus. Diesen Verschaltungsweg nennt man Papez-Neuronenkreis.
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Der Hippocampus hat nach heutigen Vorstellungen eine entscheidende Funktion fiir die
Ubermittlung von Emotionen und Motivation, fiir Gedéichnisprozesse, sowie fiir das
Verhalten.

Der Hippocampus speichert zundchst neu zu verarbeitende Informationen und
transferiert diese nach und nach in neokortikale Bereiche (Bailey et al., 1993). Fiir die
Gedédchnisfunktion haben Langzeitpotenzierungen eine entscheidende Rolle. Nach
wiederholter Stimulation konnte nachgewiesen werden, dass die Reizantwort intensiver
ausfillt als zuvor, und dass bei aufrechterhaltener Langzeitpotenzierung (LTP) neue
Synapsen gebildet werden. Die Langzeitpotenzierung ist somit ein Ausdruck fiir
synaptische Plastizitdit und ermoglicht die Erhohung der Antwortfdhigkeit von

Synapsen.

2.2 Spines

Spines sind kleine Fortsidtze von Dendriten. Sie bilden das postsynaptische Element
asymmetrischer Synapsen (Gray, 1959). Durch ihre hohe Dynamik sind sie Grundlage
fiir neuronale Plastizitit. Das Verhalten der Spines ist Gegenstand vieler Studien. So
wurde gezeigt, dass sich die Grofle, Form und Anzahl der Spines in Abhdngigkeit zum
gezeigten Verhalten der Versuchstiere (Coss et al., 1978; Bradly et al., 1979; Brandon
und Coss, 1982; Rausch und Scheich, 1982), vom Hormonstatus der ausgewachsenen
weiblichen Ratte (Gould et al., 1990; Woolley et al., 1990), von der elektrischen
Aktivitdt (Fifkova and van Harreveld, 1977; Hosokawa et al., 1995; Papa und Segal,
1996; Drakew et al., 1996; Rusakov et al., 1997) und von der Anwesenheit
cinstrahlender Afferenzen (Parnavelas et al., 1974; Caceres et al., 1983; Frotscher,
1983) andert.

Fischer et al. (1998) beobachteten Spines an lebenden Neuronen, wobei sich ihre Form
innerhalb von Sekunden verinderte.

Die Dynamik in der Spinemorphologie konnte die Adaption des postsynaptischen
Neurons an die Verdnderungen der prasynaptischen Aktivitdt darstellen. Diese
Wechselbeziehungen zwischen neuronaler Aktivitit und Spinemorphologie ldsst aktuell
den Schluss zu, dass Spines eine groBe Rolle in der Ausbildung der neuronalen

Plastizitit spielen.
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Dendritische Spines besitzen durch ein spezielles Zytoskelett die Fiahigkeit, schnell die
Morphologie zu verdndern. Als Hauptbestandteil des Zytoskeletts konnte Aktin
nachgewiesen werden (Fifkova und Delay, 1982; Matus et al., 1982; Cohen et al., 1985;
Fitkova et al., 1989). Die Depolymerisation von Aktin mit Cytochalasin B fiihrt zur
Aufhebung der Spinebeweglichkeit (Fischer et al., 1998). Dies zeigt den direkten
Zusammenhang zwischen der Beweglichkeit der Spines und der Polymerisation von
Aktin. Viele Vorgéinge, die die Funktion und Aktivitit von Aktin steuern, sind
calciumabhéngig. So konnte durch Verdnderung des intrazelluldren Calciumsspiegels
die aktinabhingige Beweglichkeit der Spines koordiniert werden (Holcman et al., 2004;
Matus et al., 2004; Oertner et al., 2005; Segal et al., 2005).

2.3 Spineapparat

Der Spineapparat wurde erstmals 1959 von Gray beschrieben. Er besteht aus zwei oder
mehreren Schichten von glattem endoplasmatischen Retikulum zwischen denen sich
elektronendichte Platten befinden. Die Auslidufer des elektronendichten Materials

reichen bis in die PSD.
- ST I TEC

"Sp_i'ne apparat

H

¥ ¥
. £ 3 d

Abbildung 2: Elektonenmikroskopische Darstellung von Spineapparaten in hippocampalen Dendriten. (—
kennzeichnet den Spineapparat) Scalebar = 200 nm.

Der Spineapparat ist in dendritischen Spines des cerebralen Kortex, im Hippocampus

(Westrum und Blackstad, 1962), im Thalamus (Colonier et al., 1968), in den basalen
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Kerngebieten (Wilson et al., 1983) und vereinzelt in der Medulla oblongata (Scheibel et
al., 1968) lokalisiert. Eine dem Spineapparat morphologisch dnliche Struktur findet sich
im axonalen Initialsegment, wo es als ,,cisternal organelle” bezeichnet wird (Westrum et
al., 1970; Kosaka et al., 1980). Im Hippocampus befinden sich in 5-10 % aller Spines
ein Spineapparat (Deller et al., 2003). Die meisten Spineapparate pro Spine finden sich
in den groflen ausdifferenzierten ,,mushroom* Spines. In 80 % aller pilzférmigen Spines
in der CA1 Region adulter Ratten findet man einen Spineapparat (Spacek et al., 1997).
Die exakte Rolle des Spineapparates in Neuronen ist bis heute nicht genau bekannt. Es
wird vermutet, dass es sich um einen intrazelluldren Calciumspeicher handelt (Fifkova
et al., 1983; Lisman, 1989; Svoboda und Mainen, 1999). Der durch den NMDA-
Rezeptor ausgeloste Calciumeinstrom konnte die Freisetzung des Calciums aus dem
Spineapparat triggern (Sabatini et al., 2002). Desweiteren konnte er in der Synthese
oder in der Modifikation von Proteinen eine Rolle spiclen (Pierce et al., 2001). Die
Existenz des Spineapparates in den Neuronen ist an das Protein Synaptopodin gekoppelt
(sieche 2.4), da bei der Synaptopodin-Knockout-Maus kein Spineapparat in den Spines
zu finden ist (Deller et al., 2003).

2.4 Synaptopodin

Synaptopodin wurde 1997 von Mundel entdeckt und zuerst in Niere und Gehirn
beschrieben. Es ist ein 100 kDa schweres, Prolin-reiches Protein. In der Niere wurde
Synaptopodin im Zytoskelett von Podocyten gefunden, wo es wahrscheinlich in der
Koordination des kontraktilen Apparates von PodozytenfiiBchen involviert ist (Mundel
et al., 1997). Im Gehirn wird Synaptopodin in Spines von telencephalischen Neuronen,
im Bulbus olfactorius, im cerebralen Kortex, im Striatum und im Hippocampus
exprimiert. Im Hippocampus findet sich Synaptopodin vor allem in den Dendriten der
Pyramidenzellen des Cornu ammonis und in den Dendriten der Kornerzellen des Gyrus

dentatus (Mundel et al., 1997).
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Dendritenbaum

Axoninitialsegment

Schicht der Zellsomata

Abbildung 3: Immuncytochemie mittels Synaptopodin-Antikoérper im Hippocampus der Ratte. (—
Kennzeichnet Synaptopodin) Scalebar = 10 pm.

Im Kleinhirn und anderen Regionen des ZNS ist Synaptopodin nicht vorhanden, d.h. die
Expression ist auf das Telencephalon beschriankt. Aufgrund der Lokalisation in den
Synapsen und den Podozyten des Nierenendothels, wurde der Name Synaptopodin fiir
das Protein gewéhlt.

Synaptopodin ist in den dendritischen Spines lokalisiert. Es ist dort im Spinehals mit
dem Spineapparat assoziiert. In geringen Mengen lésst sich Synaptopodin auch in den
Spinekdpfen und in den dendritischen Schéften nachweisen. Dort ist es meist in der
Nihe vom glatten endoplasmatischen Retikulum zu finden (Mundel et al., 1997; Deller
et al., 2000; Bas Orth et al., 2005). Synaptopodin scheint essentiell fiir die Bildung des
Spineapparates zu sein, da bei der homozygoten Synaptopodin-Knockout-Maus kein
Spineapparat in den dendritischen Spines nachweisbar ist (Deller et al., 2003). Die
Synaptopodindeletion ist nicht von einer Verdnderung in der Spinedichte, -anzahl oder -

lange begleitet. Jedoch konnte bei Synaptopodin-Knockout-Mdusen eine Reduktion
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hippocampaler LTP (long-term potentiation) gezeigt werden. In Lern- und
Verhaltenstests zeigten diese Méuse Defizite.

Nach LTP in hippocampalen Neuronen konnte eine verstidrkte Expression von
Synaptopodin-mRNA (Yamazaki et al., 2001; Fukazawa et al., 2003) sowie eine de
novo Ausbildung dendritischer Spines (Engert und Bonhoeffer, 1999) beobachtet
werden.

Nach einer induzierten Lésion des entorhinalen Kortex fand sich im Hippocampus der
Ratte sowohl eine deutliche Verminderung von Spineapparaten als auch von
Synaptopodin. Die verminderte neuronale Aktivitit der einstrahlenden Afferenzen
fiihrte wahrscheinlich zur Degeneration von Spineapparaten (Deller et al., 2006).

Eine in vivo Studie konnte zeigen, dass es nach einer LTP zu einer verstirkten
Expression von F-Aktin kommt. Diese war vor allem fiir die Ausbildung der late-LTP
entscheidend. Diese Phanomene wurden iiber NMDA-Rezeptoren induziert (Fukazawa
etal., 2003).

Die Synaptopodin-Knockout-Maus zeigt eine Reduktion der LTP in der CA1 Region,
was mit dem Fehlen des Spineapparates in Zusammenhang stehen konnte (Deller et al.,
2003).

Die Lokalisation von Synaptopodin in den PodozytenfiiBchen der Niere und den
dendritischen Spines — zwei Bereiche, die zu schnellen dynamischen morphologischen
Verdnderungen fahig sind — ldsst die Vermutung zu, dass Synaptopodin in der

Regulation dieser Dynamik eine tragende Rolle spielen konnte.

2.5  Signalwege von Ostrogen

Klassische Ostrogenrezeptoren sind induzierbare Transkriptionsfaktoren, die im
Zytoplasma in einer inaktiven Form vorkommen. Durch Bindung eines spezifischen
Liganden werden die Rezeptoren aktiviert, dimerisieren und bewegen sich in den
Nukleus. Dort induziert dieser durch Ostrogen aktivierte Rezeptor die Transkription von
spezifischen Genen nach Bindung des Estrogen Response Elements (ERE) (Klinge et
al., 2001). Es wurden zwei Formen von Ostrogenrezeptoren (ER) mit unterschiedlicher
Affinitit zu natiirlichen und synthetischen Ostrogen gefunden, ERa und ERP, die beide
im Hippocampus gefunden wurden. Die mRNA dieser beiden Rezeptoren wurde mittels

RT-PCR in Slice- und Dispersionskulturen nachgewiesen (Wehrenberg et al., 2001;
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Prange-Kiel et al., 2003). Die Verteilung dieser Ostrogenrezeptoren ist
geschlechtsunspezifisch (Kuiper et al., 1998).

Diese Rezeptoren sind in den Interneuronen des Hippocampus (Weiland et al., 1997)
und in der Pyramidenzellschicht des Gyrus dentatus (Wehrenberg et al., 2001)
lokalisiert. Mit Hilfe von spezifischen Antikérpern wurden die Ostrogenrezeptoren im
Nucleus, im neuronalen Zytoplasma und im apikalen Dendriten nachgewiesen (Rune et
al., 2002; Prange-Kiel et al., 2003).

Neben den zytoplasmatischen Ostrogenrezeptoren o und p wurden auch G-Protein
gekoppelte Rezeptoren entdeckt. Der G-Proteinrezeptor 30 ist ein Ostrogenrezeptor in
der Plasmamembran (Zhao et al., 2005). Er wird auf Pyramidenzellen in der CA2
Region des Hippocampus exprimiert. Die Stimulation dieses Rezeptors mit 100 nM
Ostrogen zieht einen schnellen Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration nach
sich. Dieser Effekt persistiert fiir mehr als fiinf Minuten (Funakoshi et al., 2006). Ein
membrangebundener Ostrogenrezeptor, der den Calciumhaushalt der hippocampalen
Pyramidenzellen steuert, wurde auch von Carrer et al. (2003) beschrieben. Diese
schnellen Ostrogeneffekte beschreiten nicht den Weg der Transkription, sondern diese
G-Proteinrezeptoren aktivieren nach Ostrogenbindung die Phospholipase C, mit
nachfolgender verstirkter Bildung der Protein-Kinase C. Dies flhrt zur
Phosphorylierung weiterer spezifischer Proteine, die dadurch aktiviert oder inaktiviert
werden (Kelly et al., 2003).

In vitro Versuche mit hippocampalen Slice Kulturen zeigen unter Ostrogenstimulation
einen Anstieg der NMDA- und AMPA-Rezeptor-Aktivitdt und eine LTP-Steigerung
innerhalb von Minuten (Kim et al., 2002). Diese schnellen Effekte werden nicht iiber
einen genomischen Ostrogenrezeptor vermittelt, sondern werden {iber einen
membrangebunden Ostrogenrezeptor initiiert, welcher wahrscheinlich mit einem G-

Protein gekoppelt ist und eine Proteinkinase aktiviert (Kuroki et al., 2000).

2.6 Ostrogeneffekte

Eine Ostrogenwirkung auf das Gehirn wurde schon in vielen Studien beschrieben. Da
Ostrogene im Gehirn auch nach Entfernung der Gonaden nachweisbar sind, bedeutet

diess, dass es eine lokale Steroidbiosynthese im ZNS gibt.
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Ausgangssubstanz aller Steroide ist das Cholesterol, welches in den Mitochondrien
durch eine Desmolase in Pregnenolon umgewandelt wird. Dazu wird Cholesterol von
dem Tréigerprotein ,steroidogenic acute regulatory protein®“ (StAR) zur inneren
Mitochondrienmembran transportiert. Dieser Schritt stellt den
geschwindigkeitbestimmenden Schritt in der Ostrogensynthese dar. Die Hydroxylierung
der Seitenketten erfolgt wihrend der Biosynthese mittels Cytochrom—P450-
Mischoxygenasen. Die weitere Synthese findet im Endoplasmatischen Retikulum statt.
Dort wird es durch das Enzym P450c-17 irreversibel in 17-Hydroxy-Pregnenolon und in
Dehydroepiandrosteron (DHEA) umgewandelt. DHEA wird reversibel durch das
Enzym 17B-Hydroxysteroiddehydrogenase (17B-HOR) zu Androstendion verdndert und
durch eine Reduktion der 17-Ketogruppe mit Hilfe der 3B-Hydrosteroid-Dehydrogenase
(3B-HSD) irreversibel in Testosteron tiberfiihrt. Die Enzyme 173-HOR und 3B-HSD
gehoren nicht in die Familie der Cytochrom-P450- Enzyme. Durch die Abspaltung der
Methylgruppe C19 durch die Cytochrom-P450aro (Aromatase) erfolgt die
Aromatisierung des Ringes A und Bildung von 17p-Ostradiol.

Das Schliisselenzym Aromatase wurde in hippocampalen Neuronen sowohl als mRNA
(Abdelgadir et al., 1994; Wehrenberg et al., 2001), als auch als Protein nachgewiesen
(Sanghera et al., 1991; Garcia-Segura et al., 1999).

Die Aktivitdt dieser Enzyme wurde in vitro (Prange-Kiel et al., 2003) und in vivo (Hojo
et al., 2004) gezeigt. Bei der Ostrogensynthese in Dispersions- und Slicekulturen
handelt es sich um eine de novo Synthese, da Ostrogene in einem primér steroidfreien
und serumfreinen Kulturmedium gemessen wurden (Prange-Kiel et al., 2003).

Ein weiteres Indiz dafiir, dass die Ostrogensynthese im Hippocampus stattfindet, ist eine
sechsmal héhere Konzentration von Ostrogenen im Hippocampus als im Plasma der
mannlichen Ratte (Hojo et al., 2004).

Der Ostrogengehalt im Gehirn kann sich in Abhingigkeit vom Aktivititsgrad des
NMDA-Rezeptors verdndern, so dass eine Rolle als modulierendes Neurosteroid
diskutiert wird (Hojo et al., 2004).

Die Verteilung der fiir die Ostrogensynthese benédtigten Enzyme ist im Hippocampus
nicht homogen, so wird in der CA3 Region des Hippocampus mehr StAR, Aromatase
und Ostrogenrezeptor o. exprimiert als in den anderen Hippocampusregionen (Rune et
al., 2002; Prange-Kiel et al., 2006).

Bei ovarektomierten Ratten ist die Spinedichte der Pyramidenzellen in der CA1 Region

im Hippocampus deutlich verringert. Setzt man diesen Ratten einer systemischen Gabe
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von Ostradiol aus findet man einen Zuwachs an dendritischen Spines (Woolley et al.,
1990; McEwen, 2004). Weitere Effekte unter Ostrogenstimulation sind die Zunahme
dendritischer Spines bzw. axospinaler Synapsen in vivo (Segal und Murphy, 2001;
McEwen, 2002) und in vitro (Murphy und Segal 1996, 1998; Pozzo-Miller et al., 1999).
Synaptophysin, ein prisynaptisches Protein, wird unter Ostrogenstimulation vermehrt
synthetisiert (Brake et al., 2001; Rune et al., 2002; Hao et al., 2003; Kretz et al., 2004).
Fiir das postsynaptische Protein Spinophilin konnte eine verstirkte Expression gezeigt
werden, die jedoch aufgrund der hohen Varianz nicht signifikant war. Jedoch wurde
durch die Inhibition der endogenen Ostrogensynthese durch Letrozolgabe, einem
Aromataseinhibitor, Spinophilin signifikant vermindert exprimiert.

Die Zahl der priisynaptischen Boutons nimmt unter Ostradiol Stimulation ebenfalls zu
(Woolley et al., 1996; Yankova et al., 2001). Diese Ergebnisse konnten in einer Studie
von Rune et al. (2002) und Kretz et al. (2004) nicht verifiziert werden. Es fand kein
Spinewachstum statt, obwohl mit einer Ostrogenkonzentration von 107 M gearbeitet
wurde. Diese widerspriichlichen Ergebnisse stellen einen aktuellen Diskussionspunkt
dar, es werden unter anderem indirekte Ostrogeneffekte erdrtert (Prange-Kiel et al.,
2006)

Die Wirkweise von Ostrogenen kann man sehr gut verdeutlichen, indem die endogene
Ostrogensynthese der Zellen durch Letrozol, einem reversiblen Aromataseinhibitor,
unterdriickt wird (Hoffken, 1999). Letrozol hat keine agonistischen Effekte wie es bei
anderen Antidstrogenen beobachtet wurde, da es ein nicht steroidaler reversibler
Aromatase Inhibitor ist. Somit ist eine Interaktion mit den Ostrogenrezeptoren
ausgeschlossen (Prange-Kiel et al., 2003). In hippocampalen Dispersionskulturen kann
die Ostradiolsynthese ab einer Dosis von 10° M Letrozol etwa sechsfach reduziert
werden. Dieses findet Ausdruck in einem signifikant verringerten Ostradiolspiegel im
Medium der behandelten Zellkultur (Prange-Kiel et al., 2003). Die Effekte des
Aromatasehemmers sind nach 32 Stunden vollstdndig reversibel (Prange-Kiel et al.,
2006). Letrozolbehandlung fiihrt zu einer reduzierten Spinedichte, Synapsenanzahl und
zu einer Verminderung der prasynaptischen Boutons. Dabei wurde eine verminderte
Expression von Synapsenproteinen wie Synaptophysin (prasynaptisch) und Spinophilin
(postsynaptisch) gezeigt (Kretz et al., 2004; Prange-Kiel et al., 2006). Diese Punkte
zeigen die Bedeutung von endogen erzeugten Ostrogenen zur Ausbildung und

Aufrechterhaltung der neuronalen Plastizitit.
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Prange-Kiel et al. (2006) demonstrierten indirekte Effekte von Ostrogenen. Durch
Implantation einer Ostrogengefiillten Sonde in die mediane Raphe, welche in den
Hippocampus projiziert, konnte eine Zunahme der Spinedichte erreicht werden. Dies
zeigt, dass Ostrogene iiber einen indirekten Weg das Spinewachstum induzieren
konnen. Die gleichen Effekte sind durch gezielte Stimulation des medialen Broca
Bandes (Leranth et al., 2003) und der supramamilldren Region (Leranth et al., 2001)
gezeigt worden.

Ferner zeigten Fester et al. (2006), dass die Proliferation von Kornerzellen abnimmt und
die Apoptoserate zunimmt, wenn die endogene Steroidsynthese gehemmt wird. Dies
bedeutet, dass die Proliferation von neuronalen Zellen unter anderem durch die endogen

produzierten Ostrogene gesteuert wird.

2.7 Langzeitpotenzierung (LTP)

Die Verstirkung der synaptischen Effektivitit, ausgelost durch wiederholte
Reizdarbietung, wird als Langzeitpotenzierung (LTP) bezeichnet. Diese vergrofert die
excitatorischen postsynaptischen Potentiale (EPSP). Bleiben die postsynaptischen
Potentiale lidnger als 15 Minuten bestehen, so spricht man von einer
Langzeitpotenzierung. Bei einer Aktivititssteigerung von 10 bis 15 Minuten spricht
man von einer short term potentation (STP), bei noch kiirzeren Zeitintervallen spricht
man von post tetanic potentation (PTP) (Frenguelli et al., 1996; Schulz et al., 1997).

Der Mechanismus, der zur Ausbildung einer LTP fiihrt, geht mit einer Aktivierung von
NMDA-Rezeptoren einher. Der Neurotransmitter Glutamat trifft postsynaptisch auf
zwei unterschiedliche Rezeptoren, NMDA-Rezeptoren und nicht NMDA-Rezeptoren,
hier steht der AMPA-Rezeptor im Vordergrund. NMDA-Rezeptoren sind in Ruhe von
Magnesiumionen blockiert und somit nicht aktivierbar durch Glutamat. Sie werden erst
aktivierbar, wenn die postsynaptische Membran vordepolarisiert ist. Die Depolarisation
erfolgt ebenfalls liber den Transmitter Glutamat. Dieser bindet an den nicht blockierten
AMPA-Rezeptor. Der schnelle Einstrom von Natrium, Kalium und Calcium in die
postsynaptische Membran fiihrt zu einer Depolarisation. Wird die Membran wiederholt
vordepolarisiert, so 10st sich das Magnesium und aktiviert so den NMDA-Rezeptor. Die
Glutamatbindung triggert einen starken Natrium- und Calciumeinstrom in den

dendritischen Spine. Die erhohte intrazelluldre Calciumkonzentration aktiviert
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verschiedene Kinasen (Proteinkinase C, Tyrosinkinase, Calmodulin), welche die LTP
einleiten (Schmidt et al., 1995). In der spiten Phase der LTP (L-LTP) wurde eine
verdnderte Genexpression und Proteinsynthese beobachtet. Dies fithrt zu einer
Stabilisierung der neuronalen Synapse. Man deutet diese Verdnderungen als Grundlage
der Informationsspeicherung im ZNS (Martin et al., 2000).

Der NMDA-Rezeptor scheint durch o-Aktinin-2 mit Synaptopodin und dem
Spineapparat verbunden zu sein (Wyszynski et al., 1998; Racca et al., 2000; Asanuma
et al., 2005). Dies stiitzt die Idee, dass durch den Calciumeinstrom via NMDA-Rezeptor
die Calciumabgabe aus dem Spineapparat ausgeldst wird. Dies verdeutlicht den engen
Zusammenhang zwischen LTP, Spineapparat, Calciumhaushalt und NMDA-
Rezeptoraktivitit.

Unter erhhtem Ostradiolspiegel kommt es zu einer verstirkten Ausbildung der LTP im
Hippocampus (Warren et al., 1995; Good et al., 1999), da unter anderem der
Schwellenwert zur Ausbildung einer LTP erniedrigt ist (Zamani et al., 2000).

Smith und McMahon (2005) untersuchten den Zusammenhang zwischen dem durch
Ostrogene induzierten ~Spinewachstum, dem verstirkten LTP sowie dem
Zusammenspiel von AMPA- und NMDA-Rezeptoren. Sie fanden in hippocampalen
Slices von ovarektomierten und Ostrogensubstituierten Ratten nur dann eine Erhohung
der Intensitit der LTP, wenn gleichzeitig die Spinedichte und eine relative erhdhte
NMDA-Rezeptoraktivitit im Vergleich zur AMPA-Rezeptor-Aktivitdt vorlag. Nach der
Ostrogenstimulation normalisierte sich die Intensitit der LTP bei immer noch erhdhter
Spinedichte wieder, was mit einer nun einsetzenden erhohten AMPA-Rezeptor-
Aktivitdt vergesellschaftet war. Dieser verspétete Anstieg normalisierte das Verhéltnis
zwischen NMDA-Rezeptor und AMPA-Rezeptor-Aktivitit wieder. Die Ergebnisse
zeigen, dass nicht die erhohte Spinedichte, sondern auch das Verhiltnis zwischen den
NMDA- und AMPA-Rezeptoren eine entscheide Rolle bei der verstirkten Ausbildung
der LTP spielt. Die initial erhéhte NMDA-Rezeptor-Aktivitdt konnte durch die neu
entstehenden Rezeptoren in den neu gebildeten Spines zustande kommen.

Bei einer Blockade der Ostrogenrezeptoren durch Tamoxifen sind diese Effekte nicht
mehr nachweisbar. Dies zeigt die entscheidende Rolle des Ostrogens beim
Spinewachstums und der verstirkten NMDA-Rezeptoraktivitit und damit auch die
Ausbildung des LTP. Die verminderte GABA Hemmung ausgeldst durch Ostradiol

spielt bei dem Spinewachstum wohl nur eine untergeordnete Rolle (Segal et al., 2005).
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2.8 Hemmung der Ostrogenwirkung durch ICI 182,780 (Faslodex®)

Die Substanz ICI 182,780 (Faslodex®) ist ein steroidales Antidstrogen und hat eine
100-fach hdhere Affinitit zum zytosolischen Ostrogenrezeptor als Ostradiol. Nach der
Bindung kann der Ostrogenrezeptor aufgrund der langen Seitenkette des ICI 182,780
nicht mehr dimerisieren und in den Zellkern translozieren, so dass die Wirkung des ER
auf Transkriptionsebene unterbunden wird. Unter ICI 182,780 -Therapie wird dieser
Ostrogenrezeptor herunterreguliert (Howell et al., 2001).

In vitro und in vivo Versuche zeigen, dass ICI 182,780 keine agonistischen Effekte
bezogen auf Ostrogenrezeptoren induziert.

Der Ostrogenrezeptor weist zwei Transkriptions-Aktivierungsfunktionen (TAF) auf.
Das Antiostrogen ICI 182,780 ist in der Lage sowohl die TAF-1 als auch die TAF-2-
abhédngige Transkription zu unterbinden. Andere Antidstrogene, wie z.B. Tamoxifen
(Astra Zeneca), blockieren nur einen der zwei TAF. Sie zeigen agonistische Effekte im
Endometrium des Uterus. ICI 182,780 dagegen inhibiert das Wachstum von Brust- und
Endometriumgewebe. Es kann als ,reines Antidstrogen bezeichnet werden. ICI
182,780 wird zur Behandlung von postmenopausalen Frauen mit Ostrogenrezeptor-
positivem Brustkrebs eingesetzt.

In Tiermodellexperimenten passiert ICI 182,780 nicht die Blut-Hirnschranke und weist
keine Effekte in Beziehung zu Knochen- und Fettgewebe auf.

Fiir die folgenden Experimente wurde ICI 182,780 ausgewéhlt, um die zytosolischen
Ostrogenrezeptoren zu blockieren und so die Wirkung der membranstindigen

Rezeptoren zu untersuchen.

HO

Abbildung 4: Strukturformel von ICI 182,780 (Faslodex®)
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2.9 PC-12 Zellen

Die permanente Zelllinie PC-12 wurde 1967 aus einem Tumor des Nebennierenmarks
der Ratte isoliert. PC-12 Zellen differenzieren sich in sympathische Neurone in
Abhéngigkeit von extern zugegebenen Stimulantien wie z. B. ,Nerve Grow Factor*
(NGF). NGF wirkt iiber eine intrinsische Tyrosinkinase-Aktivitit. Uber multiple second
messenger wird die Differenzierung induziert. In Abhéngigkeit dieser Stimulation
entwickeln die PC-12 Zellen Axone und Wachstumskegel.

Zusammenfassend kann man sagen, dass diese Zelllinie ein Modellsystem zur

Untersuchung neuronaler Zelldifferenzierung darstellt.

2.10 Fragestellung

In dieser Arbeit sollen zwei Fragen untersucht werden. Auf der einen Seite soll geklart
werden, inwieweit die Expression von Synaptopodin einem Einfluss von Ostrogenen
unterliegt und auf der anderen Seite soll bei einer potentiellen Beeinflussung die

Beteiligung von Ostrogenrezeptoren untersucht werden.
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3. Methoden

Im folgenden Kapitel werden die angewandten Methoden dargestellt, die zur
Durchfithrung der Experimente notig waren. Alle Arbeitsschritte wurden unter sterilen

Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank der Klasse 2 durchgefiihrt.

3.1 Methoden bei PC-12 Zellen

Die PC-12 Zellen wurden in kollagenbeschichteten Flaschen in Kultur gehalten, wobei
das Ndhrmedium dreimal pro Woche gewechselt wurde. Die Kultur erfolgte bei 37°C
und 5 % CO, im Brutschrank.

Aussaat der PC-12 Zellen
Einen Tag vor dem Aussden werden die Chamber Slides mit Kollagen Typ 1

beschichtet. In jedes Well wird 400 pl Kollagenstammldsung (0,2 %) gegeben. Diese
Losung verbleibt mindestens 1 Stunde in den Wells und wird danach abgesaugt. Die
Chamber Slides ldsst man iiber Nacht trocknen.

Die PC-12 Zellen werden in zuvor mit Kollagen beschichtete Chamber Slides ausgesit.
Mit Hilfe der Neubauer-Zéhlkammer wird die Zellzahl bestimmt und je 1000 Zellen
zusammen mit 0,25 ml Ndhrmedium in jedes Well gegeben. Dies ist die Zellzahl mit
der alle folgenden Ergebnisse gewonnen wurden.

Die ausgesdten Zellen werden fiir 2 Tage im Brutschrank inkubiert. In dieser Zeit

erholen sich die Zellen vom Aussden und haften an das Kollagen.

Stimulation der PC-12 Zellen
Die Zellen werden insgesamt dreimal stimuliert, wobei immer zwei Tage zwischen den

Stimulationen liegen. Das Ndhrmedium wird mit NGF sowie mit verschiedenen
Konzentrationen von Ostradiol versetzt, um einen konzentrationsabhingigen Effekt
nachzuweisen. Die Ostradiolkonzentrationen belaufen sich auf 107 M und die
physiologischen Konzentrationen auf 10" M und 10" M. Eine unbehandelte
Kontrollgruppe wird nur mit N&hrmedium versetzt. Nach Beendigung der

Stimulationsreihe werden die Zellen fixiert.

Einfluss von Ostradiol auf die neuronale Synaptopodinexpression



23

Fiir die Stimulationsreihe mit Ostradiol und ICI 182,780 wird nach dem gleichen oben
beschriebenem Schema verfahren, jedoch mit Konzentrationen von je 107 M. Wihrend

der Stimulationszeit werden die Zellen im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, inkubiert.

Fixierung der PC-12 Zellen
Nach erfolgter 6-tidgiger Stimulation werden die Zellen mit Paraformaldehyd (4 %)

fixiert. Bei der Fixierung werden die Wells auf Eis gelagert, hierfiir wird das
Néihrmedium aus den Wells vorsichtig abpipettiert und durch Paraformaldehyd (4 %)
ersetzt. Dies verbleibt fiir zehn Minuten in den Inkubationskammern.

Darauthin wird dreimal fiir je fiinf Minuten mit PBS gespiilt. Die so fixierten Zellen

konnen nun im Kithlschrank aufbewahrt werden.

3.2 Methoden bei Dispersionskulturen

Praparation der Hippocampi
Die Priparation hippocampaler Neurone wird nach der Methode von G. J. Brewer

(Brewer et al., 1997) durchgefiihrt. Ein Tag vor der Priaparation der Hippocampi wird in
jedes Well einer 24-Well Platte je ein Glasplattchen gegeben. Die Wells werden eine
Stunde bei Raumtemperatur unter der Sterilbank mit 600 pl Poly-D-Lysin inkubiert.
Das Poly-D-Lysin wird dann abgesaugt und die Wells werden einmal mit Neuobasal A
mit Phenolrot gespiilt. Nach erneutem Absaugen ldsst man die 24-Well Platten
trocknen.

Die verwendeten Versuchstiere wurden unter kontrollierten Bedingungen gehalten,
Nahrung und Wasser waren ad libitum. Es werden Ratten im Alter von ca. fiinf Tagen
des Zuchtstammes WISTAR verwendet. Die Ratten werden decapitiert und die Haut
iiber der Schidelcalotte entfernt. Das Schideldach wird nun median sagital mit einer
Schere eroffnet. Die Knochenplatten werden mit Hilfe einer Pinzette entfernt. Das so
freigelegte Gehirn wird mit einem Heidemann-Spatel herauspripariert und auf einen
PBS getrinkten Schwamm gelegt.

Der Hirnstamm und das Kleinhirn werden mit einem Skalpell entfernt, das Gehirn
median-sagittal halbiert und beide Hemisphéren voneinander getrennt. Nach Entfernung
des Mittelhirns kann der nun freiliegende Hippocampus herauspripariert werden. Die
Hippocampi werden in PBS Losung gegeben und auf Eis gelegt. Die beschriebenen

Arbeitsschritte werden unter semisterilen Bedingungen durchgefiihrt.
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Die préparierten Hippocampi werden nun unter der Sicherheitswerkbank mehrmals mit
PBS gespiilt, wodurch iiberschiissiges Gewebe entfernt wird. Die Hippocampi werden
mit einer Klinge zerkleinert. Die zerkleinerten Zellen werden mit 25 ml PBS in ein 50
ml Falconrohrchen iiberfiihrt. Diese Zellsuspension wird bei 4°C und 5000 U/min fiir
zehn Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Es folgt ein Verdau der
extrazelluliren Matrixproteine. Das Pellet wird pro Hippocampus mit 250 pl
Trypsin/EDTA versetzt, resuspendiert und in ein 37°C warmes Wasserbad gestellt.
Wihrend des zweieinhalb-miniitigen Verdauens konnen sich die Zellen voneinander
16sen. Der Verdau wird durch Hinzugeben von 25 ml Neurobasal A mit Phenolrot
gestoppt.

Mit Hilfe eines 40 um Zellsiebes werden grofere unverdaute Zellbestandteile
aufgefangen. Es folgt eine weitere Zentrifugation bei 4°C mit 5000 U/min fiir fiinf
Minuten. Der Uberstand iiber dem Pellet wird verworfen und durch 20 ml Neurobasal A
Medium (ohne Phenolrot) ersetzt. Eine weitere Zentrifugation bei 4°C mit 5000 U/min
folgt fiir fiinf Minuten. Der Uberstand iiber dem Pellet wird verworfen und durch 25 ml
Neurobasal A ohne Phenolrot Medium ersetzt. Phenolrot wird nicht verwendet, da es im
Verdacht steht Ostrogen dhnliche Wirkungen zu erzeugen.

Nach Zellzahlbestimmung mittels der Neubauer-Zahlkammer werden 100 000 Zellen in
die vorher beschichteten Wells gegebenen. Diese Zelldichte wird bei allen weiteren
Versuchen verwendet.

Die Zellkulturplatte wird fiir eine Stunde bei 37°C und 5 % CO, in den Brutschrank
gestellt. Wahrend dieser Zeit sollen sich die Zellen an die Glaspléttchen heften konnen.
Danach werden die Glaspldttchen in ein neues Well iiberfiihrt. Diesem Well wird je 1
ml Neurobasal Kulturmedium (37°C) mit 1 pl bFGF zugegeben. Nach 24 Stunden wird
die Platte ein- bis zweimal mit jeder Langsseite gegen die Tischkante geklopft, um die
Zelltrimmer zu 16sen. Das Néhrmedium wird anschlieBend gewechselt. Der weitere
Wechsel erfolgt alle 48 Stunden. Nach vier Tagen Vorkultur kann die Stiumulation der

Zellen erfolgen.

Stimulation der Dispersionskulturen
Nach vier Tagen Vorkultur erfolgt die erste Stimulation der neuronalen Zellen der

Dispersionskultur mit 17B-Ostradiol. Das Nihrmedium wird mit Ostradiol in einer
Konzentration von 107 M und mit den physiologischen Konzentrationen 10™"° M und

102 M versetzt. Eine unbehandelte Kontrollgruppe wird nur mit Nahrmedium versetzt.
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Die Stimulation erfolgt an den Tagen vier, sieben, neun und endet am elften Tag nach
der Prédparation mit der Fixierung. Wihrend der Stimulationszeit werden die Zellen im

Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, gelagert.

Fixierung der Dispersionskulturen:
Die Fixierung der Dispersionskultur erfolgt zwei Tage nach der letzten Stimulation.

Zundchst wird hierfiir eine 3,7% Formaldehyd-Losung (Formalin) in PBS angesetzt, pro
Well wird je 1 ml fiir zehn Minuten gegeben. AnschlieBend wird dreimal mit je 1 ml
PBS fiir fiinf Minuten gespiilt. Die so fixierten Zellen werden mit Parafilm umschlossen

und konnen so fiir drei Monate bei 4°C gelagert werden.

3.3 Immuncytochemie

Das Verfahren der Immuncytochemie ist bei den PC-12 Zellen und bei den
Dispersionskulturen identisch. Die Zellkulturen werden initial fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur mit 3 % BSA blockiert, um unspezifische Immunreaktionen zu
verhindern. Das BSA wird aus den Wells pipettiert und durch den Primirantikérper
ersetzt. Als Primédrantikdrper wird unverdiinnt Anit-Synaptopodin verwendet. Die
Zellen werden fiir 24 Stunden bei 4°C im Kiihlschrank inkubiert.

Am nichsten Tag werden die Kulturen dreimal fiir fiinf Minuten mit PBS gewaschen.
Danach erfolgt die Inkubation mit dem Sekundérantikorper. Hier wird ein monoklonaler
Cy3-Antikdrper in der Verdiinnung 1:350 mit PBS verwendet. Die Kulturen werden fiir
zwei Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Darauthin wird dreimal fiir
fiinf Minuten mit PBS gespiilt.

Das Verfahren zur Eindeckelung der Zellen unterscheidet sich bei den PC-12 Zellen in
Chamber Slides und bei den Dispersionskulturen auf Glaspléttchen. Bei den Chamber
Slides wird der Aufbau von dem Objekttriger abgehebelt. So entsteht ein planer
Objekttriager. Auf diesen wird DABCO (fluoreszenzfreies Eindeckmedium) gegeben
und so die Zellen mit einem Deckglas verschlossen.

Bei den Dispersionskulturen werden die Glasplittchen aus den Wells entnommen und
auf einen vorher beschrifteten Objekttriger gelegt. Auf das Glasplédttchen wird ein
Tropfen DacoCytomation Fluorescent Mounting Medium gegeben. Danach werden die

Glasplattchen mit einem Deckglass verschlossen um bei 4°C im Dunkeln gelagert.
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3.4 Mikroskopische Messung und Auswertung

Die Zellkulturen mit abgeschlossener Immunhistochemie wurden durch ein Laser
Scanning Mikroskop (LSM, Carl Zeiss, Inc.) mit einem 63x/1.4NA Objektiv
fotografiert. Dabei wurden bei allen Versuchen die gleiche Belichtungszeit und
Wellenlidnge (546 nm fiir Cy3) verwendet. Die so gewonnenen Fotos wurden mit
Openlab 3.1.5 von Improvision® ausgewertet. Dieses Programm verrechnet eine Fliche
mit der Intensitit. Hierdurch wird ein relativer Féarbeindex (relative staining index)
ausgerechnet. Bei der Auswertung wurde immer eine definierte gleich grofe Flache
ausgewdhlt und ausgewertet, d.h. es wurden immer gleich groe Quadrate aus dem
Zellzytoplasma ausgeschnitten und ausgewertet, so dass Schwankungen aufgrund
unterschiedlicher ZellgroBen bei der Auswertung vermieden wurden. Die weitere
statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS einfaktoriell nach ANOVA,
das fiir die Versuchsreihen den jeweiligen Mittelwert, die Standardabweichung und das
Signifikanzniveau (p<0,05) nach Dunett (zweiseitig) im Vergleich zur Kontrolle
berechnete. Alle Daten wurden als Mittelwerte mit SEM (,,standard error of the mean®)

und die Ergebnisse graphisch mit Excel 2003 dargestellt.
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4, Material

4.1 Arbeitsmaterial, Geréte

Aluminiumfolie

B27-Supplement

Brutschrank WTC

Cutfix Surgical Disposable Skalpell
Chamber Slides 8 Well

Deckgliser, 21 X 26 mm
Deckgléser, 24 X 60 mm

Diverse PC/Macintosh-Systeme
Einmalspritzen, verschiedene Gréflen
ep T.I.P.S. Standard verschiedene Groflen
Excel 2003

Falcon Cell Stainer, 40 pm

Falcon Tissue Culture Plate, 24 Well
Falcon Tubes, 15 ml und 50 ml
FotoCanvas 2.0

Gefrierschrank, -25°C

Handschuhe

Heidemannspatel

Histobond Adhisions-Objekttrager
Horse Serum, 100 ml
Kosmetiktiicher Samtes
Kiihlschrank, 4°C

Mikroskop Axiovert 2, + Axiocam HRc

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

Openlap 3.1.5.
Parafilm M
Pasteurpipetten, 25 cm
PCR Tubes, 0,5 ml

Pinzette nach Dumont

Lager UKE
Gibco/Invitrogen

Binder

Braun

Nalge Nunc International
Marienfeld

Marienfeld

verschiedene Hersteller
Braun

Eppendorf AG

Microsoft

Nylon Becton Dickinson Labware
Becton Dickinson Labware
Becton Dickinson Labware
ACD

Liebherr

Kimberly-Clark

Aesculap De

Marienfeld
Gibco/Invitrogen

Wepa

Bosch

Zeiss

Brand Germany
Improvision

Pechiney Plastic Packaging
Merk

Eppendorf AG

Merk
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Pipettenspitzen 5 ml, 10 ml und 25 ml
Pipetus-Classic

ReaktionsgefaBle 3810X; 1,5 ml
Schere

Sicherheitswerkbank der Stufe 2
SPSS for Windows

Vortex-Genie 2

Wasserbad mit Schiittler
WindowsXP, Word

Zellstofttiicher

Zentrifuge Universal 32R

4.2 Chemikalien

Albumine, bovine

Aqua ad iniectabilia, 1 L

B27 Supplement

Barrycidal 36, Desinfektionsmittel
Beta-Estradiol-Water solube, 100 mg

Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF),

Human Rekombinant
Cy3, monoklonal, goat-anti-mouse IgG
DABCO
Ethanol, 70 % und 96 %
Formaldehydldsung
Human FGF-basic, 50 ug
ICI 182, 780; 1047 (Faslodex®)
L-Glutamin, 200 mM
Neurobasal A Medium ohne Phenolrot
Nerve Growth Factor 2.5S (NGF 2.5S)
RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin
ohne Phenolrot

PBS Tabletten

Becton Dickinson Labware
Hirschmann Laborgerite
Eppendorf AG

Aesculap

Heraeus

SPSS

Scientific Industries
GFL

Microsoft

Wepa

Hettrich

Sigma

Baxter Deutschland
Gibco/Invitrogen
Helmut Schroder

Sigma

Gibco/Invitrogen
Sigma

Signa

Apotheke UKE
Merk

Pepro Tech
Tocris
Gibco/Invitrogen
Gibco/Invitrogen

Gibco/Invitrogen

Gibco/Invitrogen

Gibco/Invitrogen
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Penicillin/ Streptomycin

Pferdeserum

Poly-D-Lysin

Synaptopodin Antikorper
Trypsin/EDTA

4.3 Lo6sungen

bFGF:

BSA:

Gibco/Invitrogen
Gibco/Invitrogen
Sigma

Progen Biotechnik

Biochrom

5 mM Tris in Aqua dest. gelost, pH = 7,6; sterilfiltern
50 uL bFGF in 1000 pL Tris-Losung, vortexen, aliquotieren

Bei -25°C lagern

3 g bovine Albumin in 100 ml PBS 16sen, suspendieren

Kulturmedium fir PC-12 Zellen:

42 ml RPMI
7,5 ml Pferdeserum 15 %
0,5 ml Penicillin/Streptomycin 1 %

Néihrmedium fiir Dispersionkulturen:

PBS:

50 ml Neurobasal A ohne Phenolrot
500 pl Penicillin / Streptomycin
500 pl B27

125 pl Glutamin

50 ul bFGF

500 ml Aqua dest.
1 PBS Tablette

Titration bis pH = 7,4 mit NaOH (1 mol/l) bzw. HCL (1 mol/l)

Kollagenstammldsung (0,2 %):
100 mg Kollagen in 50 ml sterilem Na-Citrat (0,079 M) losen
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5. Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse prasentiert, deren Grundlage die vorher

beschriebenen Experimente sind.

5.1 PC-12 Zellen

Die PC-12 Zellen stammen von einer Zelllinie eines Phdochromozytoms der Ratte ab
(Greene und Tischler, 1976). Die Stammkultur wird in Gewebeflaschen kultiviert,
wobei diese zuerst mit Kollagen beschichtet werden, um die Zellhaftung zu
ermoglichen. Ohne Kollagen wachsen die Zellen als Suspension und haften nicht an den
Plastikoberflachen der Flaschen.

Nach dem Auftauen der Kultur aus fliissigem Stickstoff war die Haftung an das
Kollagen sehr schlecht, diese besserte sich jedoch nach erfolgter halbjdhriger Kultur. Da
die Zellen sehr anfillig fiir mechanische Einfliisse sind, erfolgt die Entfernung des
Néhrmediums immer mit einer Pipette und nicht mit einem elektronischen Sauger, um
so die einwirkenden Krifte moglichst gering zu halten. Jedoch muss man beim
Umsetzen der Zellen diese durch mehrmaliges Ziehen in eine Pasteurpipette wieder
vereinzeln, um so die Entstehung von Zellhaufen zu vermeiden.

An kollagenbeschichteten Oberflichen wachsen die PC-12 Zellen einzeln und bilden
Neuriten aus, was durch Zugabe von NGF noch verstéirkt wird. Diese Neuriten nehmen
mit der Zeit untereinander Kontakt auf und wachsen schliefflich zu einem
konfluierenden Zellteppich zusammen. Hierbei betrdgt die Verdopplungszeit der Zellen

ungefahr zwei Tage.

5.2 Charakterisierung hippocampaler Dispersionskulturen

Um die Ergebnisse aus den Versuchen mit hippocampalen Dispersionskulturen richtig
interpretieren zu konnen, muss man die unterschiedlichen Zelltypen und ihre Quantitét
kennen. Fiir diese Charakterisierung wurden 49 Wells aus vier verschiedenen
Tierpraparationen nach 10 Tagen Kulur fixiert und immuncytochemisch untersucht. Die
Auswertung ergab ein Zellbild, welches zu mehr als 80 % aus Neuronen besteht.

Desweiteren fanden wir Astrozyten und andere Gliazellen (siehe Tab.1. und Diag. 1.).
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Antikorper Zelltyp Anteil in %
MAP2-positive Neurone 81
GFAP-positive Astrozyten 16
MOSP-positive Oligodendrozyten 1
CD11b-positive Mikroglia 2

Tab. 1.: Charakterisierung von hippocampalen Dispersionskulturen

90 ~
80
70 +
60 -
50 +
40 ~
30 A
20 +
10 +

Anteil in %

O Neurone

m Astrozyten

_—F

o Oligodendrozyten m Mikroglia

Diag. 1.: Charakterisierung von hippocampalen Dispersionskulturen
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5.3 Einfluss von Ostradiol auf die Morphologie der Kulturen

Bei der Beobachtung der Morphologie der Zellen fallt auf, dass sowohl PC-12 Zellen
als auch die hippocampalen Dispersionskulturen Zellausldufer bilden. Uber diese
Neuriten nehmen die Zellen untereinander Kontakt auf. Die Zugabe von Ostradiol zum
Nihrmedium in einer Konzentration von 107 M lésst die Zellen vitaler erscheinen. Sie
wachsen schneller als eine unbehandelte Kontrollgruppe. Sie bilden vermehrt Neuriten
aus und verstarken so die zellulire Kontaktauthahme untereinander. Ferner besitzen die
Ostradiol behandelten Zellen weniger Einschliisse in Form von Vesikeln und Vakuolen
als Zeichen ihrer Vitalitit. Diese Beobachtungen sind sowohl bei den PC-12 Zellen als
auch bei den hippocampalen Dispersionskulturen festzustellen. Die Zugabe von
Ostradiol in physiologischen Konzentrationen l4sst keine Verénderung der Morphologie

im Vergleich zu einer Kontrollgruppe sichtbar werden.

5.4 Synaptopodinexpression in PC-12 Zellen unter Ostradiol Stimulation

Die PC-12 Zellen wurden sechs Tage lang mit einer Ostradiol Konzentration von 107 M
stimuliert. Die Synaptopodinexpression wurde nach erfolgter Immuncytochemie per
digitaler Fotographie und digitaler Auswertung bestimmt und statistisch ausgewertet
(siehe Methoden).

Es zeigte sich eine hochsignifikante Herunterregulation der Synaptopodinexpression
unter einer Ostradiol Konzentration von 107 M. Dieser Unterschied wurde nach einer

sechstdgigen Stimulation gemessen (siche Tab. 2. und Diag. 2.).

staining index Standard- n SEM Signifikanz
abweichung
Kontrolle 1878 282,9 50 40
Ostradiol 107 M 857 5223 50 73,9 0

Tab. 2.: Synaptopodinexpression unter Ostradiol Stimulation 107 M bei PC-12 Zellen

Einfluss von Ostradiol auf die neuronale Synaptopodinexpression



33

2,57
< k%%
()] [ |
g 2 )
c’ ju -
£
[ i
wn
.
2 -
o
0,5
0 s
Kontrolle Ostradiol 10" M

Diag. 2.: Auswertung der Immuncytochemie mit Anti-Synaptopodin bei PC-12 Zellen nach Behandlung
mit Estradiol 10”7 M. Dargestellt sind Mittelwert + SEM (n = 50). Die Sterne weisen auf signifikante
Unterschiede hin (*** p<0,001).

S UM
Abb. 5.: Abb. 6.:
PC-12 Zelle ohne Ostradiol Stimulation PC-12 Zelle mit Ostradiol Stimulation 107 M
Antikdrper: Synaptopodin Antikorper: Synaptopodin
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5.5 Effekte von physiologischen Konzentrationen von Ostradiol auf die PC-12

Zellen

Die PC-12 Zellen wurden sechs Tage lang mit einer Ostradiol-Konzentration von

10"° M oder 10" M stimuliert. Dies entspricht der physiologischen Konzentration von

Ostradiol in weiblichen und minnlichen Tieren. Die Synaptopodinexpression wurde

danach gemessen. Als MaB fiir die Synaptopodinexpression diente wieder der staining

index. Aus jeder Zelle wurde wie im oben beschriebenen Verfahren jeweils ein gleich

groBBes Quadrat ausgeschnitten, welches so den relative staining index pro Zelle

widerspiegelt basierend auf einer genormten Fliche. Die so gewonnenen Ergebnisse

zeigen, dass die physiologischen Konzentrationen von Ostradiol keinen sichtbaren

Effekt auf die Expression von Synaptopodin haben (siehe Tab. 3. und Diag. 3.).

Kontrolle
Ostradiol 10° M
Ostradiol 102 M

staining Standard- N SEM | Signifikanz
index abweichung
1878 2829 50 40
1720 340 50 48 0,399
1852 403 50 57 0,641

Tab. 3. Synaptopodinexpression unter Ostradiol Stimulation 10"° M und 10" M bei PC-12 Zellen

2,5

relative staining index

Hi

Kontrolle

Ostradiol 101°M

Hi

Ostradiol 102M

Diag. 3.: Auswertung der Immuncytochemie mit Anti-Synaptopodin bei PC-12 Zellen nach Behandlung
mit Ostradiol in den Konzentrationen 10™° M und 10™'* M. Dargestellt sind der Mittelwert + SEM (n =

50).
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5.6 Effekt von Ostradiol auf hippocampale Dispersionskulturen

Bei folgender Auswertung soll der Einfluss von Ostradiol auf hippocampale
Dispersionskulturen untersucht werden. Es wurde wieder der relative staining index als
Mal} fiir die Synaptopodinexpression ermittelt. Die Dispersionskulturen wurden mit
einer Ostradiol Konzentration von 107 M stimuliert. Nach zehn Tagen wurden die
Kulturen fixiert und die Synaptopodinexpression gemessen. Bei der Auswertung ging
jeweils pro Zelle ein genormtes Quadrat in die Messung ein.

Es zeigte sich eine hochsignifikante Herunterregulation der Synaptopodinexpression
durch eine Ostradiol Konzentration von 10”7 M. Dieser Unterschied wurde nach einer

sechstdgigen Stimulation gemessen (siche Tab. 4. und Diag. 4.).

staining Standard- N SEM | Signifikanz
index abweichung
Kontrolle 4,1142 0,432 50 0,06
Ostradiol 107 M 2,07 0,737 50 0,1 0

Tab. 4. Synaptopodinexpression unter Ostradiol Stimulation 107 M bei Dispersionskulturen

45 *k%k

N
|
i

relative staining index
N
H

Kontrolle Ostradiol 107 M

Diag. 4.: Auswertung der Immuncytochemie mit Anti-Synaptopodin bei Dispersionskulturen nach
Behandlung mit Ostradiol in der Konzentration 10”7 M. Dargestellt sind der Mittelwert + SEM (n = 50).
Die Sterne weisen auf signifikante Unterschiede hin (*** p<0,001).
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5 pm S pm
Abb. 7.: ) Abb. 8.: )
Dispersionskultur ohne Ostradiolstimulation Dispersionskultur mit Ostradiolstimulation 10”7 M
Antikdrper: Synaptopodin Antikdrper: Synaptopodin

5.7 Effekte von physiologischen Konzentrationen von Ostradiol auf
hippocampale Dispersionskulturen

Die Dispersionskulturen wurden nach dem oben beschriebenen Verfahren mit
physiologischen ~Konzentrationen von Ostradiol behandelt. Die eingesetzten
Konzentrationen betrugen 107'° M oder 10™'* M. Nach sechstigiger Stimulation erfolgte
die Fixierung und die Auswertung mittels digitaler Fotographie und Ermittlung des
relative staining indexes. Auch hier gingen nicht die gesamten Zellen in die Auswertung
ein, sondern nur jeweils ein definierter Ausschnitt der Zelle, um so Schwankungen
aufgrund unterschiedlicher ZellgroBen zu vermeiden. Die so gewonnenen Ergebnisse
zeigen, dass die physiologischen Konzentrationen von Ostradiol keinen sichtbaren

Effekt auf die Expression von Synaptopodin haben (siehe Tab. 5. und Diag. 5.).

staining Standard- n SEM | Signifikanz
index abweichung
Kontrolle 4,1142 0,432 50 0,06
Ostradiol 10° M 3,96 0,539 50 0,08 0,429
Ostradiol 10 M 4,04 0,646 50 0,09 0,891

Tab. 5. Synaptopodinexpression unter Ostradiol Stimulation 10" M und 10™"* M bei Dispersionskulturen
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relative staining index
N

Kontrolle  Ostradiol 101°M Ostradiol 1012 M

Diag. 5.: Auswertung der Immuncytochemie mit Anti-Synaptopodin bei Dispersionskulturen nach
Behandlung mit Ostradiol in den Konzentrationen 10™° M und 10" M. Dargestellt sind der Mittelwert +
SEM (n = 50).

5.8 Effekte von Ostradiol und ICI 182,780 auf PC-12 Zellen

Die PC-12 Zellen wurden mit Ostradiol und dem Antidstrogen ICI 182,780 stimuliert.
Die eingesetzten Konzentrationen beliefen sich jeweils auf 107 M. Die Fixierung und
Auswertung der Zellen erfolgte nach sechs Stimulationstagen. Fiir die Berechnung des
relative staining indexes wurde jeweils ein definierter Ausschnitt pro Zelle
herangezogen. Die Daten zeigen, dass die Synaptopodinexpression unter der alleinigen
Zugabe von Ostradiol in einer Konzentration von 107 M erniedrigt ist. Dies bestitigt
die oben beschriebenen Versuche. Die erniedrigte Synaptopodinexpression ist auch bei
einer simultanen Stimulation mit Ostradiol von 107 M und ICI 182,780 von 107 M

festzustellen (siehe Tab. 6. und Diag. 6.).

staining Standard- n SEM |Signifikanz
index abweichung
Kontrolle 1878 2829 50 40
E210'M 837,36 132 50 18,67 0
E210"M & ICI 735,81 103 50 14,57 0
182,780 10" M

Tab. 6. Synaptopodinexpression unter Ostradiol Stimulation 107 M und ICI 182,780 und Ostradiol
Stimulation von je 10”7 M von 6 Tagen bei PC-12 Zellen
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Diag. 6.: Auswertung der Immuncytochemie mit Anti-Synaptopodin bei PC-12 Zellen nach Behandlung
mit Ostradiol in der Konzentration 10”7 M und Ostradiol und ICI jeweils in der Konzentration 107 M.
Dargestellt sind der Mittelwert £ SEM (n = 50). Die Sterne weisen auf signifikante Unterschiede hin
(*** p<0,001).
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6. Diskussion

Seit der Entdeckung der Spines durch Ramoén y Cajal (1891) sind sie Gegenstand
neuronaler Forschung. Die Wissenschaft ist fasziniert von der Idee, dass Spines
moglicherweise eine entscheidende Rolle fiir die Ausbildung des Gedichtnisses spielen.
Diese Arbeit soll den Stellenwert und die Wichtigkeit des Ostrogens in der Ausbildung
neuronaler Plastizitét aufzeigen und belegen.

Die Steuerung der neuronalen Plastizitit ist vielfaltig. Steroide scheinen hierbei eine
zentrale Rolle einzunehmen, da es eine von den Gonaden unabhidngige
Steroidbiosynthese im ZNS gibt (Prange-Kiel et al., 2003). Eine gezielte Unterdriickung
der Ostradiolsynthese durch Letrozol reduziert die Spinedichte. Daraus ldsst sich
schlieBen, dass die im ZNS produzierten Ostrogene eine wichtige Rolle in der

Ausbildung und Aufrechterhaltung der neuronalen Plastizitit haben.

Der Spineapparat, dessen exakte Funktion bis heute nicht genau geklért ist, ist ein auf
das Vorhandensein von Synaptopodin essentiell angewiesenes Zellorganell. Es wird
vermutet, dass der Spineapparat als Calciumspeicher den Calciumhaushalt der Spines
mit beeinflusst und / oder in der lokalen Proteinbiosynthese eingebunden ist. Wir
wissen, dass das Fehlen des Spineapparates bei der Synaptopodin-Knockout-Maus mit
eingeschrinkten kognitiven Féhigkeiten und mit einer reduzierten Ausbildung des LTP
einhergeht (Deller et al., 2003). Gleichzeitig findet sich eine verstirkte Expression der
Synaptopodin-mRNA nach LTP-Induktion (Yamazaki et al., 2001), was darauf
hindeutet, dass der Spineapparat in der Ausbildung der neuronalen Plastizitit eine

Schlusselfunktion einnimmt.

In dieser Arbeit ist erstmalig untersucht worden, in wie weit die Ausbildung der

Spineapparate durch Ostrogene beeinflubar ist.

Die Stimulation mit physiologischer Ostrogenkonzentration zeigte keinen Einfluss auf
die Synaptopodinexpression im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe.
Durch die Zugabe von Ostradiol in einer Konzentration von 107 M konnte ein

signifikanter Unterschied erzielt werden. Die Synaptopodinexpression war durch diese
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Stimulation deutlich erniedrigt. Diese Ergebnisse werfen die Frage auf, ob
Synaptopodin in Signalkaskaden eingebunden ist, welche fiir Ostrogene sensibel sind.
Untersuchungen an der Synaptopodin-Knockout-Maus belegen, dass die Existenz des
Spineapparates von Synaptopodin abhéngig ist (Deller et al., 2003). So gingen wir von
der Theorie aus, dass die Synaptopodinexpression mit dem Vorhandensein des
Spineapparates korreliert. Dies wiirde bedeuten, dass durch die Zugabe von Ostradiol
nicht nur die Synaptopodinexpression reduziert wird, sondern gleichzeitig auch der
Spineapparat in weniger Spines zu finden ist. Zur Uberpriifung, ob die Anzahl der
Spineapparate in den Spines verringert sind, wurden elektronenmikroskopische
Aufnahmen von hippocampalen Slicekulturen ausgewertet und so das Auftreten des
Zellorganells quantifiziert. Hierbei zeigte sich ein deutlich vermindertes Vorkommen
des Spineapparates bei den mit Ostrogenen behandelten Slicekulturen (Disteldorf,
Dissertation 2009).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Synaptopodinexpression mit dem quantitativen
Auftreten des Spineapparates korreliert.

Deller et al. (2003) und Bas Orth und Deller (2005) postulierten ebenfalls, dass durch
die Markierung von Synaptopodin der Spineapparat identifiziert werden kann. Bei einer
Untersuchung der Spines zeigte sich eine iiber 95%ige positive Korrelation fiir
Synaptopodin. Die Verteilung gleicht der Lokalisation von Spineapparaten, wie sie von
Gray (1959) und Spacek und Harris (1997) beschrieben wurden.

In einer aktuellen Arbeit (Bas Orth et al., 2007) konnte gezeigt werden, dass
Synaptopodin neben dem Spineapparat fiir ein weiteres Zellorganell essentiell ist,
ndmlich das Axoninitialsegment von Neuronen. Es enthilt die so genannte ,,Cisternal
Organelle®, die aus glattem endoplasmatischen Retikulum mit dazwischenliegendem
elektronendichten Material besteht. Dieses Zellorganell hat groBe morphologische
Ahnlichkeit mit dem Spineapparat. Bei der Synaptopodin-Knockout-Maus konnte
weder die Cisternal Organelle noch der Spineapparat gefunden werden. Das Fehlen der
Cisternal Organelle beeinflusst nicht die Ausbildung und Qualitit des Aktionspotentials
(Bas Orth et al., 2007). Inwieweit die Cisternal Organelle einem Einfluss der Ostrogene
unterliegt, ist bis jetzt nicht bekannt.

Die Tatsache, dass Synaptopodin fiir beide Zellorganellen essentiell ist, konnte den
Schluss nahe legen, dass sie beide dhnliche Funktionen erfiillen. So konnte die fiir den
Spineapparat propagierte Rolle als Calciumspeicher auch fiir die Cisternal Organelle

gelten.
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Die klassische Ostrogenwirkung wird iiber die zytoplasmatischen Ostrogenrezeptoren
und B vermittelt. Nach einer Aktivierung bewegen sie sich in den Nukleus und
induzieren die Transkription spezifischer Gene.

In den vergangenen Jahren wurden auch G-Proteinrezeptoren entdeckt, welche
spezifisch fiir Ostrogene sind. Interessanterweise wird der G-Proteinrezeptor 30 auf
Pyramidenzellen des Hippocampus exprimiert (Funakoshi et al., 2006).

Fir uns stellte sich die Frage, in welche Signalkaskade die oben beschriebenen
Ostrogeneffekte eingebettet sind. Durch die Zugabe von ICI 182,780 werden die
zytoplasmatischen Rezeptoren geblockt. Da ICI 182,780 keine agonistischen Effekte
mit Ostrogen ausiibt, ist eine solche potentielle Verfilschung der Ergebnisse
ausgeschlossen. Die Wirkung des exogen zugefiigten Ostrogenes ist trotz der Blockade
der zytoplasmatischen Rezeptoren noch sichtbar. Dies ldsst den Schluss zu, dass die
Ostrogenwirkung nicht iiber die durch ICI 182,780 geblockten zytoplasmatischen
Ostrogenrezeptoren vermittelt wird. Die Ostrogenwirkung miisste demnach iiber
membrangekoppelte Rezeptoren an die Zelle weitergeben werden.

Funakoshi et al. (2006) berichteten iiber einen dstrogensensiblen G-Proteinrezeptor, der
nach  einer  Stimulation einen schnellen  Anstieg der intrazelluliren
Calciumkonzentration nach sich zog. Dieser Anstieg des zytoplasmatischen Calciums
konnte einen Calciumaustrom aus dem Spineapparat triggern. Dies wiére dann eine
Calcium vermittelte Calciumfreisetzung. Diese Verdnderung der Calciumkonzentration
im Spine konnte eine Signalkaskade induzieren, welche die Expression von
Synaptopodin verringert. Diese verminderte Expression, des fiir den Spineapparat
essentiellen Bausteins, wiirde sich dann in einer reduzierten Anzahl von Spineapparaten
widerspiegeln.

Auf der anderen Seite ist aber auch vorstellbar, dass der Calciumausstrom aus dem
Spineapparat mit dessen Auflosung oder Verkleinerung einhergeht. Sowohl die
Auflosung des Spineapparates als auch die verminderte Synthese von Synaptopodin

wiirde die gemessene verminderte Expression von Synaptopodin erkléren.

Die Stimulation der PC-12 Zellen mit Ostrogenen in physiologischen Konzentrationen
10" M und 10" M zeigte keine Verdnderung im Vergleich zu einer unbehandelten
Kontrollgruppe. Eine signifikante Reduktion des Synaptopodins konnte bei einer

Ostrogenkonzentration von 10”7 M erzielt werden.
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Somit zeigen die Dispersionskulturen mit PC-12 Zellen vergleichbare Ergebnisse. Dies
ist liberraschend, da PC-12 Zellen keinen Spineapparat ausbilden. Dies deutet auf eine
vom Spineapparat unabhéngige Herunterregulation hin. Die Tatsache, dass die Zellen
Synaptopodin synthetisieren, ldsst den Schluf zu, dass eine vom Spineapparat
unabhingige Funktion vorliegt. Hier konnte die bereits mehrfach beschriebene enge
Bindung zu o -Aktinin (Kremerskothen et al., 2005) eine bedeutende Rolle spielen.

Die These, dass sich der Spineapparat auflost oder verkleinert, wenn Calciumionen
ausstromen, riickt somit mehr in den Hintergrund, da dieser Mechanismus bei den PC-
12 Zellen nicht stattfinden kann.

Somit stellt sich die Frage, welche Signalwege durch die Ostrogene induziert werden

und zu einer verminderten Expression von Synaptopodin fiihren.

Die Ostrogensynthese im Gehirn wird durch Calcium reguliert. Durch den
Calciumeinstrom werden calciumabhéngige Kinasen stimuliert und das Schliisselenzym
der Ostrogensynthese, die Aromatase, phosphoryliert. Diese Phosphorylierung fiihrt zu
einer Inhibition des Enzyms (Balthazart et al., 2003).

Diese Inhibition der Aromatase wire ein potentieller Ausloser, welcher die Auflosung
von Synaptopodin induzieren konnte. Somit wére dann der Calciumeinstrom, ausgelost
iiber die NMDA-Rezeptoren oder iiber membranstindige Ostrogenrezeptoren, der Reiz,
welcher zu einer Inhibition der Aromatase fiihrt. Interessanterweise flihrt auch die
Stimulation von PC-12 Zellen mit Diethylstilbestrol (DES), einem synthetischen
Ostrogen, zu einem Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration (Janevski et al.,
1993). Dieser Calciumeinstrom wiirde dann auch bei den PC-12 Zellen Synaptopodin
herunterregulieren.

Die Inhibition der Aromatase kann auch durch Letrozol erreicht werden. Die
Letrozolgabe bindet das Enzym und inhibiert es reversibel. Dies wiirde den
phosphorylierten Zustand des Enzyms induzieren. Hierbei zeigt sich das Synaptopodin

ebenfalls deutlich herunterreguliert (Rune, noch nicht veréffentliche Daten).

Sicher ldsst sich nun sagen, dass die Synaptopodinexpression unabhingig vom
Spineapparat reguliert wird. Es liegt nahe, den angesprochenen Calciumanstieg als
einen der entscheidenden Faktoren zu sehen, der die Synthese oder den Abbau von

Synaptopodin kontrolliert.
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Funktion des Spineapparates und der Spines

Die Spines stellen das postsynaptische Element der asymmetrischen Synapsen dar
(Gray, 1959). In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass die Spines zu hoch dynamischen
Verdnderungen fahig sind. Diese Verdanderungen konnten die Adaption des
postsynaptischen Neurons an die prisynaptische Aktivitdt darstellen. Dies konnte die
morphologische Komponente der neuronalen Plastizitit darstellen. Spines scheinen
einen wichtigen Teil in der Ausbildung des Gedichtnisses zu spielen.

Einige Autoren hingegen sprechen Spines eine ganz andere Aufgabe im ZNS zu. Die
Spines stellen in ihren Augen ein Kompartiment dar, welches die Vorginge an der
Synapse isoliert. Durch diese Isolierung sollen die Verdnderungen im
Transmittergleichgewicht nur lokal auf die Synapse wirken und so ein unerwiinschter

Einfluss auf den Dendriten unterbunden werden (Segal et al., 2005).

Obwohl die Beweglichkeit der Spines hinreichend beschrieben wurde, ist der
molekulare Mechanismus, welcher priasynaptische Aktivitit in Spineverdnderungen
iibertragt, nicht bekannt. Die Spinebeweglichkeit wird durch das Zytoskelett der Zellen
ermoglicht. Aktin als ein Hauptbestandteil des Zytoskeletts wurde in den Spines
nachgewiesen (Fifkova et al., 1989). Die Regulation von Aktin konnte daher der
entscheidende Mechanismus fiir die Entstehung oder Untergang von Synapsen und
Spines sein. Synaptopodin ist aufgrund der Bindung an Aktin (Mundel et al., 1997), a -
Aktinin (Kremerskothen et al., 2005) und seiner Position im Spine ein potentieller
Kandidat fiir die Steuerung dieser Prozesse. Der zytoplasmatische Calciumspiegel ist
ein entscheidender Botenstoff bei der Steuerung des Zytoskeletts (Oertner und Matus et
al., 2005). An dieser Stelle konnte der Spineapparat als Calciumspeicher in die
Steuerung dieser Prozesse eingreifen.

Ferner scheint der Spineapparat tiber Aktin und a-Aktinin-2 mit NMDA-Rezeptoren
verbunden zu sein (Wyszynski et al., 1998). Somit kénnte auch eine vom NMDA-
Rezeptor abhédngige Freisetzung von intrazelluldrem Calcium moglich sein (Emptage et
al., 1999).

Die erhohte Expression von Synaptopodin-mRNA 75 Minuten und dreieinhalb Stunden
nach einer stattgefunden LTP, beruht auf der verstirkten Aktivitit des NMDA-
Rezeptors. Durch die Blockade des Rezeptors mit MK801, einem nicht kompetitiven
NMDA-Rezeptorantagonisten, konnte die Zunahme der Synaptopodinexpression durch

eine LTP unterdriickt werden (Yamazaki et al., 2001).
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Diese Ergebnisse lassen sich wie folgt in das oben dargestellte Modell einordnen. Durch
die Aktivitdt des NMDA-Rezeptors kommt es zu einem Calciumeinstrom in den Spine
und somit zu einer Inaktivierung der Aromatase. Dies geht mit einer Auflésung von
Synaptopodin und des Spineapparates einher. Die verminderte Konzentration von
Synaptopodin wird dann im zeitlichen Verlauf wieder ausgeglichen durch die verstarkte
mRNA-Expression, von welcher Proteinbiosynthese durch Translation erfolgt. Dort
konnte Synaptopodin entweder bestehende Spineapparate vergréfern oder als Baustein
fiir neue Spineapparate dienen. Somit konnte die Existenz des Spineapparates direkt von

der prasynaptischen neuronalen Aktivitdt abhidngen.

Eine verstirkte Ausprigung des LTP konnte durch eine Ostradiolstimulation erreicht
werden. Dies ist wahrscheinlich kein direktes Resultat der hier dargestellten
verminderten Synaptopodinexpression. Die LTP Zunahme ist durch eine Verdnderung
des Verhiltnisses von NMDA-Rezeptoren zu AMPA-Rezeptoren begriindet (Smith und
McMahon, 2005). In einer nachfolgenden Arbeit konnte der fiir diesen Effekt
verantwortliche Rezeptor identifiziert werden. Ostrogene induzieren eine Zunahme von
NR2B-Rezeptoren. Uber diese verstiirkte Expression und der damit verbundenen
verstiarkten Expression von NMDA-Rezeptoren wird eine Zunahme der LTP erreicht

(Smith und McMahon, 2006).

Calcium

Der Botenstoff Calcium war zwar kein direkter Teil der durchgefiihrten Experimente,
soll jetzt aber aufgrund der zentralen Rolle in den Signalwegen in den Spines hier
gesondert erortert werden.

Calcium nimmt in der Ausbildung der neuronalen Plastizitit und vor allem in der
Ausbildung der LTP eine entscheidende Rolle ein. Die Calciumkonzentration im
Plasma eines Spines kann sich durch Einstrom von Calcium von extrazelluldr oder
durch Entleerung intrazelluldrer Speicher verdndern. Der Einstrom von extrazelluldr
wird durch spannungsabhingige Calciumkanile, durch NMDA- und Ostrogen-
rezeptoren vermittelt. Die intrazelluldre Freisetzung von Calcium aus dem
endoplasmatischen Retikulum kann durch die Familie der Inositol-1,4,5-triphosphat
(IP3) und Ryanodinrezeptoren ausgeldost werden. Diese Rezeptoren werden durch

geringe Verdnderungen des Calciumspiegels aktiviert. Man spricht dann von einer
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Calcium induzierten Calciumfreisetzung (Garaschuk et al., 1997; Emptage et al., 1999
Rae et al., 2000).

Die Calciumspeicher werden nach Entleerung durch eine Ca-ATPase aufgefiillt. Diese
Calcium-Pumpen konnen durch Thapsigargin gechemmt werden (Thastrup et al., 1990).
Hierbei bleibt die Funktion der Calciumspeicher erhalten. Durch die Blockierung
konnen sich die Speicher nach initialer Abgabe des Calciums nicht wieder auffiillen,
wodurch die intrazellulire Calciumfreisetzung vermindert wird (Behnisch und
Reymann, 1995; Kovalchuk et al., 2000).

Die Bedeutung der intrazelluldren Calciumfreisetzung aus Calciumspeichern fiir die
Entstehung von LTP konnte in einer Studie von Matias et al. (2002) gezeigt werden.
Durch die Blockade der Ryanodinrezeptoren waren die Calciumstrome in der CAl
Region des Hippocampus deutlich verringert und die Ausbildung einer STP und LTP
konnte so unterdriickt werden. Dies zeigt, dass die Ausbildung der LTP auf eine
Calciumfreisetzung aus intrazelluldrem Calciumspeicher angewiesen ist. Bei diesen
Versuchen wurde nach einer inititalen geringen Depolarisation ein unbeeintrichtiger
geringer Calciumfluss innerhalb der Zelle gemessen trotz Blockierung der
intrazelluldren Calciumspeicher durch Thapsigargin. Dieser Calciumfluss wird
wahrscheinlich durch einen NMDA-Rezeptor induziert. Dieser Calciumeinstrom konnte

die Calcium induzierte Calciumfreisetzung bewirken.

Diese beschriebenen Daten stellen die Grundlage fiir weitere Experimente dar. Vor
allem wée es interessant herauszufinden, ob die Modifikation des Calciumhaushaltes
durch den Einsatz von Thapsigargin einen Einfluss auf die Aktivitdt der Aromatase und

auf die Expression von Synaptopodin und damit auf den Spineapparat hat.
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1. Zusammenfassung

Der Einfluss von Ostrogenen auf die synaptische Plastizitit wurde hinreichend
beschriecben (McEwen et al., 2002, 2004; Kretz et al., 2004). Desweiteren wird den
Ostrogenen eine Rolle als modulierendes Neurosteroid zugeschrieben. Bei dieser
Regulation nimmt die Modifikation der Aromatase als Schliisselenzym der
Ostrogensynthese eine zentrale Rolle ein.

Synaptopodin stellt einen essentiellen Baustein fiir den Spineapparat dar, so dass die
Quantitdt von Synaptopodin mit der Zahl der Spineapparate korreliert. Das Fehlen der
Spineapparate geht mit einem reduzierten LTP einher, so wird diesem Zellorganell eine

Schliisselfunktion in der Ausbildung des Gedéchnis zugesprochen (Deller et al., 2003).

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der exogen zugefiihrten Ostrogene auf die
Expression von Synaptopodin bei hippocampalen Dispersionskulturen der Ratte und bei
PC-12 Zellen untersucht. Der Zusatz von ICI 182,780 zu den Kulturen sollte Aufschluss

liber beteiligte Ostrogenrezeptoren geben.

Unter einer Ostradiolstimulation von 107 M zeigte sich die Expression von
Synapatopodin bei den Dispersionskulturen und bei den PC-12 Zellen reduziert. Dies
deutet auf eine vom Spineapparat unabhingige Regulation von Synaptopodin hin, da
PC-12 Zellen keinen Spineapparat ausbilden. Eine Zugabe von Ostradiol in
physiologischen Konzentrationen zeigte keinen Effekt. Diese dargestellten Effekte
wurden nicht {iber zytoplasmatische Ostrogenrezeptoren vermittelt, da die reduzierte

Synaptopodinexpression auch unter ICI 182,780-Gabe persistierte.

Unter  Ostrogenstimulation  bei  gleichzeitig  geblockten  zytoplasmatischen
Ostrogenrezeptoren wird offensichtlich durch membranstindige, &strogensensible
Rezeptoren ein Calciumeinstrom induziert. Durch den Calciumeinstrom werden
calciumabhiingige Kinasen stimuliert und das Schliisselenzym der Ostrogensynthese,
die Aromatase, phosphoryliert. Diese Phosphorylierung fiihrt zu einer Inhibition des
Enzyms (Balthazart et al., 2003). Diese Inhibition der Aromatase wire ein potentieller
Ausloser, welcher die Auflosung von Synaptopodin und den Spineapparaten induzieren

konnte.
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