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Einleitung

3. Einleitung
3.1 Spines und Synapsen

»lch denke, also bin ich.“ Dieses Zitat des franzosischen Philosophen und
Mathematikers René  Descartes  (31.03.1596-11.02.1650)  beschreibt  etwas
Naheliegendes. Doch es beinhaltet das Komplexeste, was uns als Mensch ausmacht —
das Denken. Der abstrakte Begiff des Denkens ist gebunden an die organische Struktur
des Gehirns und kann als Ausdruck seiner hoheren kortikalen Funktion gesehen werden.
Neben diesen hoheren kortikalen Funktionen gibt es Prozesse, die die Vielseitigkeit
unseres Gehirns darstellen. Sie reichen von der Fihigkeit, einfachste Bewegungen
auszufiihren, z.B. das Heben eines Armes, liber die Moglichkeit, kompliziertere
Bewegungsablidufe wie das Gehen zu realisieren, {iber das Wahrnehmen sensibler und
sensorischer Impulse bis zum Speichern von differenzierten Informationen, wie beim
Auswendig lernen eines Gedichtes. Diese gesamthafte Komplexitit ermdglicht es uns,

unsere Umwelt wahrzunehmen und uns ihr anzupassen.

Die Synapse, als Schaltstelle zwischen den Neuronen, kénnte fiir die Ubermittlung von
Informationen ein wichtiges Korrelat auf zelluldrer Ebene sein. Ein konkreter Hinweis
hierfiir ist die Fahigkeit von chemischen Synapsen, aber auch Nervenzellen oder ganzen
Hirnarealen, sich in Abhéngigkeit von der Verwendung in ihren Eigenschaften zu
verindern, das heiBt ihre Ubertragungseffizienz zu éndern, unterzugehen oder selbst neu

zu entstehen. Man spricht hierbei von synaptischer Plastizitét.

Angesichts einer geschitzten Gesamtzahl von 10" Neuronen im menschlichen Gehirn
und mehr als 10" synaptischen Kontakten sind die Prozesse der Synaptogenese nicht
vollstindig genetisch determiniert, sondern abhingig von lokalen Faktoren und
Interaktionen. Dies steht im Fokus der Forschung, da man sich hiervon u.a. klinische

Erkenntnisse, z.B. fiir die Therapie der Demenzen, erhofft.



Einleitung

3.1.1 Struktureller Aufbau von Synapsen im ZNS

Als Synapse bezeichnet man eine umschriebene Kontaktstelle, die Signale vom Axon
einer Nervenzelle zum Dendriten bzw. dem Soma einer anderen Nervenzelle tibertragt.
Dabei gibt es zwei Mechanismen der Erregungilibertragung: zum einen handelt es sich

um elektrische Synapsen, zum anderen um chemische Synapsen.

Die elektrischen Synapsen sind phylogenetisch élter. Hierbei wird die Erregung direkt
iiber einen Membranverbund auf die Folgezelle iibertragen, das heillt elektrotonisch
gekoppelt. Im Vergleich zu den chemischen Synapsen haben sie eine geringe Bedeutung
fir den Menschen. Chemische Synapsen benutzen Neurotransmitter zur
Signalweiterleitung. Im Folgenden soll besonders auf diesen Synapsentyp eingegangen

werden.

Eine Synapse besteht aus einer prasynaptischen Membran, einem synaptischen Spalt
und einer postsynaptischen Membran. Die prd- und die postsynaptische Membran liegen
sich gegeniiber und sind durch den 20 nm breiten synaptischen Spalt voneinander
getrennt. Die prasynaptische Membran befindet sich am Ende eines Axons, in dessen
Zytoplasma die Transmitter gefiillten Vesikel liegen. Erreicht nun ein Aktionspotential
die prisynaptische Membran, 6ffnen sich die Calciumkanédle und es kommt zu einem
Einstrom von Calciumionen in das Axonende. Das fiihrt zur Freisetzung der mit
Transmitter gefiillten Vesikel in den synaptischen Spalt. Man bezeichnet diesen
Vorgang als Exocytose. Durch Diffusion erreichen die Botenstoffe die postsynaptische
Membran und binden Rezeptoren, womit das chemische Signal wieder in ein

elektrisches umgewandelt wird.

Chemische Synapsen lassen sich weiterhin durch verschiedene
Differenzierungsmerkmale unterteilen. Erstens durch die Position des Axons am
postsynaptischen Neuron (axodendritisch, axosomatisch und axoaxonal), zweitens
durch die Art des Signals (exzitatorisch bzw. inhibitorisch) und drittens durch den

Ubertrigerstoff (Glutamat, Acetycholin, Noradrenalin etc.).

Gray unterschied 1959 nach der Breite des synaptischen Spalts und dem Aussehen der
Verdichtungszonen an der pri- und postsynaptischen Membran die Synapsentypen I und
II. Beim Synapsentyp I ist der synaptische Spalt breiter und die Membranverdichtungen
sind an der postsynaptischen Membran dicker. Man nennt diesen Typ auch
asymmetrische Synapse. Typ I wirkt exzitatorisch. Der Synapsentyp II hingegen weist

einen schmalen synaptischen Spalt auf. Die Membranverdickungen sind nur
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stellenweise vorhanden, allerdings symmetrisch auf pri- und postsynaptischer Membran

verteilt. Typ II wirkt inhibitorisch.

Der Synapsentyp I wird in iliber 90% zwischen Axonen und dendritischen Spines
gebildet, wobei es sich bei letzteren um spezielle Ausstiilpungen der Zellmembran
handelt, die erstmals 1891 von Ramon y Cajal beschrieben wurden. Synapsen vom Typ

IT sind dagegen meist an Zellsomata und an proximalen Dendriten lokalisiert.

3.1.2 Struktur und Funktion dendritischer Spines

Spines haben eine Linge von etwa 1-3 pm und lassen sich in einen Kopf mit einem
Volumen von 0,001-1 pm’ und einen diinnen Hals mit einem Durchmesser von weniger
als 0,1 um einteilen. Dieser verbindet den Spine mit dem Dendriten (Harris und Kater,
1994; Sorra und Harris, 2000; Nimchinsky et al., 2002). Dendritische Spines kénnen
aufgrund ihres speziellen Zytoskeletts mit einer hohen Dynamik ihre Morphologie

verdndern (Matus, 1988; Matus, 2005; Segal, 2005).

Im Kopf des Spines findet sich eine ca. 30 nm breite Verdickung, die dem
postsynaptischen elektronendichten Anteil entspricht (post-synaptic density (PSD)).
Hierbei handelt es sich um einen Komplex aus verschiedenen Rezeptormolekiilen,
Teilen des Membranskeletts zur Verankerung von Rezeptoren, Second Messenger
Molekiilen und weiteren Proteinen, die an der Signalverarbeitung der synaptischen
Aktionspotentiale beteiligt sind. (Ziff, 1997; Walikonis et al., 2000; Kennedy, 2000).
Das Zytoskelett, das die PSD verankert, besteht hauptsidchlich aus Aktin (Fifkova et al.,
1982; Matus et al., 1982; Fitkova, 1989). Dies ist fiir die Motilitdt des Spines von
grofler Bedeutung (Fischer et al., 1998).

Spines befinden sich, neben Zellkorpern und Axonhiigel, iiberwiegend auf den
Dendriten der Nervenzellen und fithren dadurch zu einer enormen Vergroerung der
dendritischen Oberfliche. Man kann sie morphologisch in kurz (stubby), diinn (thin),
pilzformig (mushroom shaped) oder verzweigt (branched) unterteilen. An reifen
Synapsen findet man vor allem pilzformige Spines mit einem deutlich ausgeprigten

Spinekopf.

3.1.3 Aufbau des Spineapparats und seine Funktion
In etwa 20% aller Spines befindet sich glattes endoplasmatisches Retikulum (smooth
endoplasmatic reticulum (sER)). Dies kann entweder in Form von einzelenen Tubuli

oder als eigene Organelle vorliegen. Die Organelle wird als Spineapparat bezeichnet,
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den Gray 1959 aus gestapelten Schichten glatten endoplasmatischen Retikulums und
elektronendichten Platten beschrieb (s. Abb. 1). Die Ausbildung der elektronendichten
Platten zwischen den Lamellen des Spineapparates ist an das Protein Synaptopodin
gekoppelt, was Untersuchungen der Arbeitsgruppe Deller zeigen (Deller et al., 2003;
Bas Orth et al., 2005). Hier sieht man, dass 95% der Spines mit Spineapparat

Synaptopodin aufweisen.

'
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Abb. 1: gezeigt ist ein Spineapparat im Stratum radiatum, CA1-Region des Hippocampus der Ratte, der
Pfeil kennzeichnet den Spineapparat.

¥ WA T

Der Spineapparat kommt in mehr als 80% aller pilzformigen Spines vor, die man
besonders an reifen Synapsen findet (s.0.). Dies fiihrt zur Auffassung, dass der
Spineapparat eine wichtige Rolle fiir die synaptische Plastizitét spielt (Spacek und
Harris, 1997; Harris, 1999). In der Literatur wird diskutiert, ob eine wesentliche
Funktion des Spineapparates in der Calciumspeicherung und - regulation liegt (Fifkova
et al., 1983; Broadwell und Cataldo, 1984; Villa und Meldolesi, 1994; Vlachos et al.,
2009).
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3.1.4 Neurotransmitter und Rezeptoren der Nervenzelle

Neurotransmitter kdnnen sowohl exzitatorisch als auch inhibitorisch wirken. Erreicht
ein Aktionspotential das Axon, werden die Neurotransmitter, die in Vesikel gefiillt im
Zytoplasma des Axons liegen, in den synaptischen Spalt entleert und binden an den
Zielstrukturen der postsynaptischen Membran. Diese Zielstrukturen kdnnen Rezeptoren,
Second Messenger oder sonstige Membrankanéle sein. Entscheidend ist also nicht nur
der spezifische Transmitter, sondern auch das individuelle Zielobjekt fiir die
Bearbeitung des Signals und dessen Weiterleitung. Die Anderung des
Membranpotentials spiegelt die Aktivitdt der Nervenzelle wieder. Wenn keine Aktivitit
vorhanden ist, stellt sich zwischen dem intra- und extrazelluliren Raum ein
Gleichgewichtspotential ein. Das sogenannte Ruhepotential liegt bei circa -70 mV.
Kommt es nach der Bindung des Transmitters an die Zielstruktur zu einem Einstrom
von positiv geladenen Ionen in die postsynaptische Membran, fiihrt dies zu einer
Depolarisation, was auch exzitatorisches postsynaptisches Potential (EPSP) genannt
wird. Dies hat ein Absinken des Ruhepotentials zur Folge. Durch eine Summe von
Potentialen kann ein Schwellenwert erreicht werden, was zur Offnung aller Ionenkanéle
fithrt. In der Zelle entsteht ein Aktionspotential, was von dort aus weitergeleitet werden

kann (Benninghoff und Drenckhahn, 2004a).

Ubertréigerstoff und Zielstruktur kdnnen neben dem Membranpotential auch den

zelleigenen Metabolismus und die genetische Expression der Zielzellen verdandern.

Wie oben bereits erwidhnt, unterscheidet man zwischen exzitatorischen und
inhibitorischen Transmittern. Als wichtigster exzitatorischer Botenstoff ist die
Aminosdure Glutamat zu nennen. Glutamat bindet an ionotrope Rezeptoren, wovon es
drei verschiedene Haupttypen gibt, den NMDA-, den AMPA- und den Kainat-

Rezeptor. Die ionotropen Rezeptoren sind Liganden gekoppelte lonenkanile.

Der NMDA-Rezeptor wird bei ruhendem Membranpotential von einem Magnesiumion
blockiert und bendtigt somit neben seiner Aktivierung durch Glutamat bzw. durch
seinen spezifischen Agonisten N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) auch noch eine
Vordepolarisation durch die Aktivierung von AMPA- oder Kainatrezeptoren auf der
gleichen Zellmembran (Mayer und Westbrook, 1987; Boron und Boulpaep, 2005). Das
Magnesiumion diffundiert somit vom Rezeptor, der Transmitter kann binden und den
Kanal flir Natrium- und Calciumionen freimachen, welches dann zur vollstindigen

Depolarisation flihrt. Der NMDA-Rezeptor vermittelt hauptsidchlich die Induktion
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verschiedener Formen von synaptischer Plastizitit und von Langzeitpotenzierung (LTP,

s.u.) (Bliss et al, 1993; Cull-Candy et al., 2001).

Glutamat kann allerdings auch an metabotrope Rezeptoren binden, die ihre Wirkung
iiber G-Proteine entfalten. Metabotrope Rezeptoren haben langsamere Effekte auf die

Zelle als ionotrope Rezeptoren.

G-Protein gekoppelte Rezeptoren verfligen iiber sieben Transmembranhelices zur
Verankerung in der Membran. Die G-Proteine befinden sich in der Innenseite der
Membran und lassen sich ihrem Aufbau nach in drei verschiedene Gruppen unterteilen,
wovon wir allerdings hier nur auf die heterotrimeren G-Proteine eingehen wollen
(Boron und Boulpaep, 2005). Diese G-Proteine bestehen aus den Untereinheiten alpha,
beta und gamma, welche nach Zerfall und mit Hilfe eines Austausches von GDP in GTP
die Phospholipase C (PLC) aktivieren. PLC fiihrt zur Spaltung von
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat ~ (PIP2) in  zwei  Second  Messenger:
Inositoltriphosphat ~ (IP3) und  Diacylglycerin  (DAG). IP3  erhoht die
Calciumkonzentration in der Zelle durch Freisetzung von Calciumionen aus
intrazelluldren Calciumspeichern und dem endoplasmatischen Retikulum (ER). DAG
erhoht die Aktivitdt der Proteinkinase C (PKC), die wiederum Membrankanile und

verschiedene Enzyme phosphoryliert.

An inhibitorischen Neurotransmittern miissen vor allem y-Aminobuttersdure (GABA)
und Glycin genannt werden. Diese Botenstoffe binden an Rezeptoren, die Kalium- oder
Chloridionenkanile 6ffnen, was somit zu einer Hyperpolarisation der postsynaptischen
Membran fithrt und dadurch ein inhibitorisches postsynaptisches Potential (IPSP)

auslost.

Die Zielstrukturen des Botenstoffes GABA sind wie bei Glutamat metabotrope und
ionotrope Rezeptoren. Bei den ionotropen Rezeptoren werden der GABAA- und der
GABAc-Rezeptor unterschieden. Der GABAa-Rezeptor ist sensitiv gegeniiber
Benzodiazepinen, Barbituraten und Steroiden, der GABAc-Rezeptor nicht. Strukturell
unterscheiden sie sich nicht (Drew et al., 1984). Wird der GABA s-Rezeptor aktiviert,
fiihrt dies zu einem Einstrom von Chloridionen, was ein IPSP auslost und die
Weiterleitung des Aktionspotentials verhindert. Der metabotrope GABAg-Rezeptor
wirkt G-Protein gekoppelt und fiihrt iiber die Offnung von Kaliumkanilen zur
Hyperpolarisation und schlielich zum IPSP (Bowery, 1989; Hill und Bowery, 1981).
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Glycin bindet ausschlieBlich an einen metabotropen Rezeptor. Hier werden
Chloridionenkanéle gedffnet, was zu einer Hyperpolarisation und somit zu einem

inhibitorischen, postsynaptischen Potential (IPSP) fiihrt.

3.2 Der Hippocampus

3.2.1 Entwicklung des Hippocampus

Das Telenzephalon besteht aus zwei lateralen Ausstiilpungen des vordersten
Hirnbldschens, den spéteren GroBhirnhemisphiren, und einem medialen Anteil, der
Lamina terminalis. Ein Teil der Hemisphidrenwand ist die GroBhirnrinde, die als Pallium
bezeichnet wird. Direkt oberhalb der Fissura choroidea verdickt sich die Wand des
Palliums und bildet den Hippocampus, einen Rindenbezirk des Archipalliums. Der
Hippocampus ist ein wichtiger Teil des limbischen Systems. Mit der Ausweitung des
Telenzephalons und der Ausbildung des Corpus callosum wird die
Hippocampusformation in den Temporallappen verlagert (Benninghoff, 2002). Als
hippocampale Formation werden das Cornu ammonis, bestehend aus CA1-CA4, der
Gyrus dentatus, das Subiculum, das Prasubiculum und das Parasubiculum
zusammengefasst.

Der menschliche Hippocampus liegt in der medialen Randzone des Temporallappens.
Bei der Ratte durchzieht er C-féormig, von rostral nach kaudal, beide Hemisphéren

(Amaral und Witter, 1989).

3.2.2 Aufbau und Funktion des Hippocampus

Die wichtigen Anteile des Hippocampus sind der Gyrus dentatus, das Cornu ammonis
und das Subiculum. Sie bilden die hippocampale Formation, was durch die raumliche
Anordnung zueinander zur Ausbildung eines Schaltkreises fiihrt. Die Besonderheit des
Hippocampus liegt im dreischichtigen Aufbau der axonalen Verbindungen. Das Cornu
ammonis wird transversal in vier Sektoren eingeteilt: CA1-CA4 (Lorente de N6 1933,
1934). Allerdings sind nur CAl und CA3 von anatomischer und funktioneller
Bedeutung. Der mikroskopische Aufbau des Hippocampus ist komplex, da sich das
Cornu ammonis einrollt und dabei noch zusitzlich den Gyrus dentatus mit einschlief3t,
so dass zum Teil mehrere Schichten des Archikortex libereinander liegen. Oberfléchlich
liegt dem Cornu ammonis der Alveus auf, eine Faserschicht, die afferente und efferente
Fasern flihrt. Nach innen schliefen sich die drei klassischen Archikortexschichten an:
das Stratum oriens (Korbzellschicht), gefolgt von dem groBzelligen Stratum pyramidale

(Pyramidenzellschicht) mit groflen glutamatergen Neuronen und schlieBlich das
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zellarme Stratum moleculare (Molekularschicht), welches man wiederum in ein Stratum
radiatum und in ein Stratum lacunosum unterteilt. Diese Schichten dienen vorwiegend
der Verschaltung zwischen Pyramiden- und Korbzellen.

Der Gyrus dentatus weist auch einen dreischichtigen, histologischen Aufbau auf. Das
Stratum pyramidale ist hier durch das Stratum granulare ersetzt. Hier befinden sich
kleinere Kornerzellen anstelle von Pyramidenzellen. Diese Dendriten sind im Stratum
moleculare zu finden, welches auch noch einmal in eine innere und eine duflere Schicht
aufgeteilt wird (Benninghoff und Drenckhahn, 2004b). Zahlreiche lokale Interneurone

sind in allen Schichten vertreten.

Abb. 2: Zeichnung der neuronalen Verbindungen des Nagetier-Hippocampus von Santiago Ramoén y

Cajal, 1911.

Das Subiculum kennzeichnet den Ubergang zum sechsschichtig aufgebauten Neokortex.
Die 1911 durchgefiihrten Golgi- Studien von Ramoén y Cajal und die Untersuchungen
von Lorente de N6 (1933, 1934) gaben Auskunft iiber die Projektionen in die
hippocampale Formation. Weitere Arbeiten von Blackstad ef al. (1970), Hjorth-
Simonsen (1973) und Amaral und Witter (1989) trugen zum Verstindnis der
hippocampalen Formation und dem zelluldiren Aufbau sowie den axonalen
Verbindungen bei.

Uber die Regio entorhinalis, die im Gyrus parahippocampalis liegt, erhilt der
Hippocampus Afferenzen aus dem Riechhirn, dem Neokortex und dem Corpus

amygdaloideum. Dort werden die somato-sensiblen, visuellen, auditorischen und
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olfaktorischen Informationen konvergiert. Weitere Afferenzen erreichen den
Hippocampus vom Gyrus cinguli, dem Thalamus und dem Septum.

Nahezu alle Efferenzen des Hippocampus verlaufen {iber den Fornix cerebri, der selbst
Ausgénge in Richtung Septum, Hypothalamus und Corpus amygdaloideum besitzt und
mit dem Hauptteil seiner Fasern in den Corpora mamillaria endet.

Auf diese Weise kommt der Papez Neuronenkreis zustande, wovon der Hippocampus
einen wichtigen Teil bildet:

Der Hippocampus projiziert iiber den Fornix in die Corpora mamillaria, die wiederum
iiber das Vicq-d’Azyr-Biindel den Nucleus anterior des dorsalen Thalamus erreichen.
Der Nucleus anterior, welcher der spezifische Thalamuskern fiir das limbische
Kortexareal ist, projiziert von dort aus iiber den Gyrus cinguli wieder zuriick in den
Hippocampus. Dieser Neuronenkreis hat wesentliche Bedeutung bei der Uberfiihrung
von Informationen aus dem Kurzzeit- ins Langzeitgedéchtnis.

Diese Vermutung wird gestiitzt durch einige klinische Studien. Scoville und Miller
(1957) berichten iiber eine anterograde Amnesie, die nach beidseitiger
Hippocampusentfernung aufgrund von chirurgischen FEingriffen zum Versuch der
Epilepsiebehandlung auftrat. Selbst bei unilateraler Temporallappenentfernung konnte
gezeigt werden, dass topographische und episodische Gedichtnisverluste auftreten
(Spiers et al., 2001). Ausserdem steht die hippokampale Sklerose in engem
Zusammenhang zur Entwicklung von Epilepsien (Meencke et al., 1996; Diizel et al.,
2004). Auch bei der Demenz vom Alzheimertyp kommt es bereits in einem frithen
Stadium der Erkrankung zur Rezeptorverdnderung und zum Untergang von
hippocampalen Neuronen (Hampel et al., 1998; Csernansky et al., 2005; Li et al.,
2007).

Ein besonderer Aspekt des Hippocampus ist seine Fihigkeit zur Neurogenese, die
anhand von glutamatergen Kornerzellen bei Ratten entdeckt wurde (Altman et al.,
1965). Hiermit konnte endgiiltig wiederlegt werden, dass von Geburt an alle Neurone
vorhanden sind.

Als Teil des limbischen Systems spielt der Hippocampus ausserdem eine wichtige Rolle

bei endokrinen, viszeralen und emotionalen Vorgingen.

3.2.3 KEstradiolsynthese des Hippocampus
Die Estradiolsynthese beginnt, wie die Synthese aller Steroide mit der Bereitstellung

des Cholesterols. Dieses wird durch das Enzym StAR (steroidogenic acute regulatory
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protein) zur inneren Mitochondrienmembran transportiert. Cytochrom P450scc befindet
sich an der inneren Mitochondrienmembran und wandelt Cholesterol in Pregnenolon
um. Die zwei nun folgenden Syntheseschritte werden irreversibel vom Enzym
Cytochrom P450c17 (17a Hydrolase, c17, 20 Lyase) katalysiert, wodurch Pregnenolon
tiber den Zwischenschritt 17-Hydroxy-Pregnenolon zu Dehydroepiandrosteron (DHEA)
umgewandelt wird. 17B-Hydroxysteroid- Oxidoreduktase und 3p-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase katalysieren den reversiblen Schritt vom DHEA zum Androstendiol und
den irreversiblen Syntheseschritt zum Testosteron. Zuletzt katalysiert das Enzym
Cytochrom P450aro (CYP19A1, Aromatase) die Abspaltung der C19-Methylgruppe
und die Aromatisierung des Ringes A. Das Ergebnis ist 17p-Estradiol.

Es konnte gezeigt werden, dass die Neurosteroidsynthese mit der gonadalen
Steroidsynthese identisch ist (Furukawa et al, 1998; Stoffel-Wagner, 2001;
Wehrenberg et al., 2001).

Mukai et al. konnten nachweisen, dass die Dichte von diinnen Spines 2 h nach
Applikation von 1 nM Estradiol bei Pyramidenzellen signifikant zunimmt. Dies fiihrt zu
der Annahme, dass Estradiol und somit auch die Aromatase eine entscheidende Rolle

fiir die synaptische Plastizitét spielen (Mukai, 2006).

3.3 Die Aromatase

3.3.1 Funktions- und Regulationsmechanismen der Aromatase

Wie bereits zuvor dargestellt, ist die Aromatase ein Schliisselenzym der
Estradiolsynthese. Sie ist dafiir zustindig, dass Testosteron in Estradiol umgewandelt
wird. Das Gen befindet sich auf dem humanen Chromosom 15 und die kodierende

Sequenz ist 1511 Basenpaare lang.

Die Aromatase ist im endoplasmatischen Retikulum der Zelle lokalisiert und in
verschiedenen Geweben nachweisbar. Interessanterweise kann die Aromatase auch in
der prd- und postsynaptischen Region von Pyramiden- und Kornerzellen in
hippocampalen Neuronen nachgewiesen werden (Sanghera et al., 1991; Abdelgadir et
al., 1994; Naftolin et al., 1996; Garcia-Segura ef al., 1999; Wehrenberg et al., 2001).
Die Arbeitsgruppe um Naftolin hatte bereits 1971 erste Untersuchungen veroffentlicht,
nach denen das Gehirn iiber eine eigenstindige lokale Steroidbiosynthese verfligt, da
nach Entfernung der Gonaden Estrogene im ZNS nachgewiesen werden konnten

(Naftolin et al., 1971).
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2003 konnte erstmals die Aktivitit der hippocampalen Aromatase bestdtigt und eine
Estrogenabgabe in vitro beobachtet werden (Prange-Kiel et al., 2003; Hojo et al., 2004;
Mukai et al., 2006). Fiir die Funktionalitdt der Aromatase im Hippocampus spricht die
Konzentration von Estradiol in hippocampalen Gewebe, die mit 1 nM hoher ist als die

im Blut (Mukai et al., 2006).

Die Aktivitdt der Aromatase wird durch verschiedene Mechanismen reguliert. Erstens
besteht die Regulation auf genomischer Ebene. Hier binden Steroide an intrazelluldre
Rezeptoren, die somit aktiviert werden und durch Regulation der Gentranskription die
Aromataseaktivitit beeinflussen (Harada et al., 1992; Roselli et al., 1985). Bei diesem
Vorgang dauert die Anpassung der Regulation allerdings ldnger als bei der, in neueren
Studien nachgewiesenen, Phosphorylierung der Aromatase (Balthazart et al., 2003,
2006).

Die Aromatase ist im phosphorylierten Zustand inaktiv, im dephosphorylierten Zustand
aktiv. Beglinstigt wird die Phosphorylierung durch ATP, Calcium und Magnesium. Die
Phosphorylierung ist primér abhingig von Calcium und umfasst die Proteinkinasen A
und C. Balthazart zeigte, dass durch Inhibitoren dieser Kinasen die Phosphorylierung
der Aromatase aufgehoben werden kann und die Enzymaktivitit dadurch erneut ansteigt
(Balthazart et al., 2006). Desweiteren haben Neurotransmitter regulatorische Einfliisse
auf die Aktivitdt der Aromatase. Es wird davon ausgegangen, dass eine Verdnderung der
intrazelluldren Calciumkonzentration, die iiber einen Neurotransmitter bzw. durch
Stimulierung eines Rezeptors, z.B. des NMDA-Rezeptors, reguliert wird, zur
Phosphorylierung des Enzyms und somit zu seiner Inaktivierung fiihrt (Balthazart ef al.,

2006).

3.3.2 BeeinfluBung der Spinogenese durch die Aromatase

Viele Studien sprechen dafiir, dass dendritische Spines hochst motile Elemente sind, die
eine entscheidende Rolle fiir die Entstehung von Synapsen spielen (Fischer ef al., 1998;
Dailey und Smith, 1996). Filopodien gelten als Vorstufen von Spines. Sie sind diinne,
motile Zellmembranausstiilpungen, die wahrscheinlich aktiv Kontakt zu Axonen suchen
(Ziv und Smith, 1996). Bei erfolgter Kontaktaufnahme werden verschiedene Prozesse
induziert, um die pré- und postsynaptischen Strukturen zu stabilisieren und weiter reifen
zu lassen (Zhang und Benson, 2000; Okabe ef al., 2001). Es wurde jedoch auch schon

gezeigt, dass Spines direkt aus dem Dendriten wachsen oder sich an den Stellen
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entwickeln, wo sich Filopodien zuriickgebildet haben (Papa et al., 1995; Fiala et al.,
1998).

Im Rahmen dieser Arbeit ist von besonderem Interesse, welche Rolle die endogene
Estrogensynthese und damit die Aktivitit der Aromatase flir die Spinogenese spielt.
Estrogene am Hippocampus bewirken u.a. einen Zuwachs der Spinedichte und der
Spineanzahl (Segal und Murphy, 1999, 2001; McEwen, 2001, 2004). Diese These
konnten auch weitere Studien belegen (McEwen et al., 2002; Rune und Frotscher 2005,
Rune ef al., 2006). Mukai konnte zeigen, dass die Anzahl der Spines nach Behandlung
mit Estradiol in hippocampalen Schnittkulturen zunahmen (Mukai et al., 2006, 2007).
Auch durch eine systemische Behandlung mit Estradiol bei ovarektomierten Miusen
konnte ein spezifischer Anstieg von pilzformigen Spines gezeigt werden (Lee et al.,
2005) Bei Inaktivierung der Aromatase durch Inhibitoren, wie Letrozol (Mitropoulou et
al., 2003), wurde eine Abnahme der Spine- und Spinesynapsenanzahl festgestellt (Kretz
et al.,2004).

Es besteht kein Zweifel, dass das im Hippocampus synthetisierte Estradiol eine
bedeutende Rolle fiir die synaptische Plastizitit spielt, und sich somit funktionell von
dem in den Gonaden produzierten Estrogen unterscheidet (Prange-Kiel et al., 2003,

2006; Kretz et al., 2004; Rune und Frotscher, 2005; Rune et al., 2006).

3.4 Synaptopodin: Ein Aktin assoziiertes Protein

3.4.1 Molekularer Aufbau von Synaptopodin

Synaptopodin wurde erstmals 1997 von Mundel et al. beschrieben, der das Aktin
assoziierte Protein in Podozyten der Niere und zeitgleich in dendritischen Spines des
Telenzephalons gefunden hatte. Die zu der Zeit verdffentlichte humane Proteinsequenz
umfasste ein 685-aa prolinreiches Polypeptid mit einer berechneten molekularen Masse

von 73,7 kDa und einem isoelektrischen Punkt von 9,38.

Die murine Proteinsequenz besteht aus einem 690-aa Protein mit einer berechneten
molekularen Masse von 74,0 kDa und einem isoelektrischen Punkt von 9,27. Zwischen
der humanen und der murinen Sequenz ergab sich eine 84%ige Ubereinstimmung.
Inzwischen konnte man nachweisen, dass das damals beschriebene offene Leseraster
nicht vollstindig war und die codierende Sequenz in ein tatsdchliches Protein von 903
Aminosduren und einem Molekulargewicht von 96,3 kDa translatiert wird. Der

isoelektrische Punkt liegt bei 9,5.
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Neben der hier beschriebenen langen Variante von Synaptopodin besteht allerdings
auch noch eine kurze Form des Proteins. Sie besteht aus 685 Aminosduren mit einem
Molekulargewicht von 73,7 kDa. Die Aminosduren 1 bis 676 sind allerdings bei beiden
Formen identisch, womit sich die Frage stellt, ob die unterschiedliche GroBe einen
Riickschluss auf die Funktion in unterschiedlichen Geweben zulésst. Die Arbeitsgruppe
um Mundel vermutete, dass die lange Variante in der Niere und die kurze im
Telenzephalon zu finden sei. Die Arbeitsgruppe um Kremerskothen wiedersprach dieser
These. Hier wurde davon ausgegangen, dass gerade die Aminosdure 752 bis 903
wichtiger Bestandteil der Synaptopodinform der Synapsen ist (Mundel et al., 1997,
Kremerskothen et al. 2005). Auffillig ist der hohe Anteil an Prolin mit 20%, welcher
gleichmissig iiber das gesamte Protein verteilt ist. Dies ldsst auf eine gestreckte
dreidimensionale Struktur von Synaptopodin schlieBen, ohne Bildung von globuldren
Doménen.

Synaptopodin verfiigt iber zwei PPxY Motive (P steht fiir Prolin, x fiir eine beliebige
Aminosédure und Y fiir Tyrosin) (Mundel et al., 1997a). Mit Hilfe dieser Motive konnen
Proteine mit hohem Prolingehalt mit den WW-Doménen ihrer Bindungspartner in
Interaktion treten (Einbound und Sudol, 1996). WW-Doménen befinden sich zum
Beispiel auch in Dystrophin und Utrophin, welche Proteine des postsynaptischen
Zytoskeletts sind (Bork und Sudol, 1994). Synaptopodin kann also mit Aktin und
verschiedenen Proteinen des dendritischen Zytoskeletts interagieren (Mundel et al.,
1997). Interessanterweise sind Synaptopodin und Aktin in der postsynaptischen Dichte
und in dendritischen Spines identisch verteilt (Matus et al., 1982).

Des Weiteren verfiigt Synaptopodin iiber mehrere Phosphorylierungsstellen. Unter
anderen auch fiir die Proteinkinase C, welche an der postsynaptischen Dichte in hohen
Mengen vorliegt (Naisbitt ef al., 2000). Es stellt sich also die Frage, ob die Aktivitdt von

Synaptopodin von der Proteinkinase C reguliert sein konnte.
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3.4.2 Lokalisation von Synaptopodin

Synaptopodin ist hauptsdchlich im Telenzephalon, z.B. im cerebralen Cortex, im
Striatum, im Hippocampus und im Bulbus olfactorius vorhanden, wird aber auch in
anderen Geweben wie in den Podozyten der Niere, dem Herz, der Lunge und dem
Skelettmuskel gefunden (Yamazaki et al., 2001). In weiteren Strukturen des ZNS, d.h.
aullerhalb des Telenzephalons, z.B. im Cerebellum, ist Synaptopodin nicht
nachzuweisen (Mundel et al., 1997a).

Sowohl die messengerRNA (mRNA) von Synaptopodin, als auch das Protein selbst,
findet sich in der postsynaptischen Dichte und in den dendritischen Spines. Andere
dendritischen Proteine, wie MAP2, kommen jedoch nur im Soma von Neuronen und
nicht im Dendriten vor (Garner et al., 1988). Elektronenmikroskopisch konnte
nachgewiesen werden, dass Synaptopodin hauptsédchlich im Spinehals lokalisiert ist und
dort in engem Zusammenhang zum Spineapparat steht (Deller et al., 2000). Mundel
hatte schon frither zeigen kdnnen, dass weder Synaptopodin noch seine mRNA in
Purkinjezellen zu finden sind, die interessanterweise auch iiber keinen Spineapparat
verfiigen (Spacek et al., 1985). Synaptopodin ist fiir die Bildung des Spineapparates von
duBerst wichtiger Bedeutung (Deller et al., 2000). Diese These wurde in Experimenten
mit der Synaptopodin-knockout Maus gestiitzt In den Spines der Synaptopodin-
knockout Mause konnte kein Spineapparat nachgewiesen werden. Aullerdem hatten die
Maiuse ein schlechteres Ortsgeddchtnis und eine verminderte hippocampale
Langzeitpotenzierung (LTP), die im weiteren Verlauf ndher erklart werden soll (Deller
et al.,2003).

In mehreren Studien wurde bereits gezeigt, dass Synaptopodin und die LTP miteinander
assoziiert sind (Deller et al., 2000; Yamazaki et al., 2001; Deller et al., 2003).

Die Langzeitpotenzierung ist ein neurophysiologisches Modell, wobei es zu einer
Verstiarkung synaptischer Effektivitit bei wiederholter Reizdarbietung kommt. LTP
kann langanhaltende Verdanderungen der synaptischen Stirke auslosen und somit zu
einer Stabilisierung von aktiven Synapsen fiihren, sowie zu einer Zunahme ihrer Dichte
in umschriebenen Regionen (Hoskowa et al., 1995; Collin et al., 1997; Mueller et al.,
2000; O'Malley et al., 2000). Der hauptsdchliche Mechanismus zur Auslosung von LTP
im Hippocampus lduft iiber die assoziative Verkniipfung, d.h. die gleichzeitige
Aktivierung von zwei nacheinander geschalteten exzitatorischen Neuronen mit der

Aktivierung von NMDA-Rezeptoren (Murphy et al., 1997). Weitere Untersuchungen
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deuten darauf hin, dass die synaptische Plastizitét {iber Calcium vermittelt wird (Bardo

et al., 2006; Deller et al., 2007).

3.5 Calcium im ZNS

3.5.1 Funktion und Regulation in der Nervenzelle

Calcium ist das flinfthdufigste Element der Erde. 1808 wurde durch Sir Humphry Davy
zum ersten Mal elementares Calcium durch Abdampfen von Quecksilber aus
Calciumamalgam gewonnen. Heute weil man um die vielféltigen Funktionen des
Calciums, zum Beispiel bei der Reiziiberleitung in Neuronen. Schwankungen des
intrazelluldren Calciums haben Einfluss auf fast jeden physiologischen, chemischen und
biologischen Prozess des Neurons. Im Speziellen halten besonders zwei gegensétzliche
Prozesse die Zelle am Leben. Auf der einen Seite wird Calcium in die Zelle
eingeschleust, um zum Beispiel fiir mehr Wachstum zu sorgen. Andererseits wird
Calcium davon abgehalten, d.h. inhibiert, um Apoptose zu verhindern (Choi 1992;
Berridge et al., 1998; Holscher 2005).

Calcium ist unabdingbar fiir das Erhalten und Senden von Signalen in der neuronalen
Erregungsleitung, fiir die Verdnderungen auf zelluldrer Ebene beim Lernen und fiir die

Entwicklung eines Gedéchtnisses (Berridge et al., 1998, 2003).

Lange wurde Calciumeinstrom von aullen durch Erh6hung des Membranpotentials, aber
auch durch Neurotransmitterfreisetzung als die hauptsichliche Quelle fiir die
intrazelluldre Calciumkonzentrationen angesehen. Allerdings gibt es auch die
Calciumfreisetzung aus intrazelluldren Speichern, wie vermutlich dem, aus
endoplasmatischem Retikulum bestehenden Spineapparat. Eine dullerst wichtige Rolle
spielen die Inositol 1,4,5-Triphoshphat Rezeptoren (IP3-R) und die Ryanodinrezeptoren
(RyR). Durch die Aktivierung dieser intrazelluliren Calciumkanidle kann Calcium

freigesetzt werden (Yuste et al., 2000; Korkotian und Segal, 2006).

Die Rezeptoren regulieren Membrankanile, die durch Liganden gedffnet werden. Es
gibt drei Subtypen des Ryanodinrezeptors: RyR 1, RyR 2 und RyR 3. Typischerweise
kommt RyR 1 im Skelettmuskel, RyR 2 im Herz und RyR 3 im Gehirn vor. Diese
Vereinfachung stimmt allerdings nur teilweise. Den RyR 2 gibt es auch in neuronalen
Zellkorpern (Kuwajima et al., 1992; Zhao et al., 2000), genau wie der RyR 1 in den
Purkinjezellen des Cerebellums (Furuichi et al., 1994) vorliegt. Ryanodinrezeptoren

sind Tetramere, bestehend aus vier Untereinheiten mit jeweils einer molekularen Masse
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von 560.000 Da. Das Protein FKBP (FK506 binding protein) stabilisiert die tetramere
Form von RyR 1 und RyR 2 (Marks et al., 1997).

Auch von den IP3 Rezeptoren gibt es drei Isoformen. Typ 1 und 3 kommen im
embryonalen und adulten Gehirn vor, das Vorkommen von Typ 2 ist beschrankt auf die
Gliazellen (Sharp et al., 1993; Sharp et al., 1999). Wie die Ryanodinrezeptoren sind die
IP3 Rezeptoren Tetramere, bestehend aus vier Untereinheiten mit jeweils einer

molekularen Masse von 300.000 Da (Marks et al., 1997).

Nach Untersuchungen von Sharp ef al. sind IP3 Rezeptoren im Axon und im Dendriten
von hippocampalen Neuronen prédsent, genau wie die Ryanodinrezeptoren, die
allerdings auch noch dazu in den dendritischen Spines vorkommen. In der CA1 Schicht
des Hippocampus kommen iiberwiegend IP3 Rezeptoren vor, in der CA3 Schicht

hingegen dominieren die Ryanodinrezeptoren (Sharp et al., 1993).

Die intrazelluliren Calciumkandle konnen spezifisch blockiert werden. Um die
verschiedenen Angriffspunkte erldutern zu konnen, mufl man sich, wie bereits oben
beschrieben, noch einmal die Signalkaskade vor Augen fiihren. Die Phospholipase C
(PLC) wird, durch den Zerfall eines G-Proteins in seine Untereinheiten, aktiviert.
Darauthin kommt es zur Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP2) in
zwei unterschiedliche Second- Messenger: Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerin
(DAG). 1P3 erhoht die Calciumkonzentration in der Zelle durch Freisetzung von
Calciumionen aus intrazelluldren Calciumspeichern und dem endoplasmatischen
Retikulum (ER). DAG erhoht die Aktivitit der Proteinkinase C (PKC), die wiederum

Membrankanéle und verschiedene Enzyme phosphoryliert.

U73122 ist ein Inhibitor von Phospholipase C abhédngigen Prozessen. Desweiteren kann
es durch U73122 zur Inhibition der durch Thrombin oder Kollagen verursachten
Plittchenaggregation kommen, sowie zur hemmenden Aktivitdit der HIV-1 Integrase

(Smith et al., 1990, Bleasdale et al., 1990; Burke et al., 1995).

8-Brom-Cyclic Adenosin Diphosphat Ribose (8-Br-cADPR) ist ein cADPR Antagonist.

Walseth et al., konnten zeigen, dass durch die Blockade des Ryanodinrezeptors die

Calciumfreisetzung verhindert werden kann (Walseth ef al., 1993)

3.5.2 Bedeutung des Calciums fiir die Estrogensynthese und fiir
Synaptopodin

Wie bereits schon erwidhnt, kann Calcium {iber Calcium abhéngige Kinasen zur

Phosphorylierung der Aromatase und somit zur Inaktivierung dieses Enzyms fiihren.
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Dadurch greift Calcium aktiv in die Estrogensynthese ein (Balthazart et al., 2001,
2006). Dies konnte iiber eine Heraufregulation von bestimmten Estrogenrezeptoren, wie

ER B, zum Absinken der Synaptopodinexpression fiihren .

3.6 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit soll die Rolle des Spineapparates als Calciumspeicher fiir die

Regulation der Estradiolsynthese untersucht werden.
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4. Material und Methoden
4.1 Material

4.1.1 Arbeitsmaterialien, Gerite und Software

Aluminiumfolie Lager UKE

Brutschrank WTC Binder

Cutfix Surgical Disposable Scalpel, Skalpell Braun

Deckgléser, 24x32mm Marienfeld
Einmalspritzen, verschiedene Gréf3en Braun

EP TIPS Standard, verschiedene Grof3en Eppendorf AG

Excel 2003 (Software) Microsoft

Falcon Cell Strainer, 40 pm Nylon Becton Dickinson Labware
Falcon Tissue Culture Plate, 24 Well Becton Dickinson Labware
Falcon Tubes, 15 ml und 50 ml Becton Dickinson Labware
Handschuhe Kimberly-Clark
Heidemannspatel Aesculap

Hettrich zentrifuge EBAIR Hettrich

Hettrich Zentrifuge Universal 32R Hettrich

Histobond Adhésions-Objekttrager Marienfeld

ImageTool 3.0 (Software) University of Texas Health

Science Center/ San Antonio

Instrumentenkasten Merck

Mikroskop Axiovert 25 Zeiss

Mikroskop Axioskop 2, HBO100, MC80, EBQ100 Zeiss

Mikroskop: Axiovert 100, HBO50, MC100, MBG52ac  Zeiss

Mikroskopische Deckgléser, rund, @12mm Assistent
Neubauer-Zahlkammer: Tiefe 0,1mm; 0,0025mm? Brand Germany

Openlab 3.1.5 (Software) Improvision

Parafilm M Pechiney Plastic Packaging
Pasteurpipetten, 25 cm Merck
Phasenkontrastmikroskop Leitz

Pinzette nach Dumont Merck

Pipetten, verschiedene Volumina Gilson

Pipettenspitzen 5 ml, 10 ml und 25 ml Becton Dickinson Labware
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Reaktionsgefile, 1,5 ml
Riittler

Schere

Sicherheitswerkbank der Stufe 2

SPSS fiir Windows (Software)

Tissue Culture Dishes, 35x10 mm

Vortex-Genie 2

Waage

Wasserbad mit Schiittler
Windows XP (Software)
Word 2003/2007 (Software)
Zellstofftiicher

Zentrifuge Universal 32R und EBA1R

4.1.2 Chemikalien
&-Brom-cADP Ribose

Albumin, bovine serum (BSA), A7906

Alexa Fluor 488, polyklonal
Aqua ad iniectabilia, 1 Liter

B27 Supplement

Barrycidal 36, Desinfektionsmittel
basic fibroblast growth factor (bFGF),

Human Rekombinat

Cy3, monoklonal, goat anti-mouse

DAKO, fluorescent free mounting medium

DAPI

EDTA

Ethanol 70% und 96%
Formaldehydlésung 37%
ICI 182,780
L-Glutamin, 200 mM

MAP2 (Microtubule-associated protein 2)

polyklonal

Neurobasal A Medium mit und ohne Phenolrot

Eppendorf AG
Biihler, Labortechnik
Aesculap de (Braun)
Heraeus

SPSS GmbH Software
Becton Dio

Scientific Industries
Sartorius

GFL

Microsoft

Microsoft

Wepa

Hettrich

Biomol

Sigma

Molecular Probes, Invitrogen
Baxter Deutschland
Gibco/Invitrogen

Helmut Schroder

Strahtmann

Jackson Immuno Research
Dako

Sigma

Sigma

Apotheke UKE

Merck

Tocris

Gibco/Invitrogen

Chemicon

Gibco/Invitrogen
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NMDA Sigma

NGS Sigma

NGF Sigma

PBS Tabletten Gibco/Invitrogen
Penicillin/Streptomycin Gibco/Invitrogen
Poly-d-Lysin Sigma
Synaptopodin, monoklonal Progen Biotechnik
U73122 Biomol
Trypsin/EDTA, L2163 Biochrom

4.1.3 Losungen
8-Brom-cADP Ribose:

¢ in Aqua dest. ldsen

e weiter verdiinnen mit Aqua dest. bis eine Konzentration von 10° M erreicht wird

Beschichtung der Kulturplatten:
e 600 ul Poly-d-Lysin (0,1 mg/ml Aqua dest.) pro Kavitét
e 12 h inkubieren
e abpipettieren und mit Neurobasal A spiilen (mit Phenolrotzusatz)

¢ mindestens 2 h trocknen lassen

bFGF:

e 50 pg bFGF in 2,5 ml Aqua Dest 16sen und in 50 pl Tubes aliquotieren
e 50 pl aliquotiertes bFGF in 50 ml Neurobasal 16sen
e bei -25°C lagern

BSA:
e 3% BSA in PBS

e suspendieren
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EDTA:
e in 500 ml Aqua dest. 93,06 g EDTA geben
e bei pH 7,5 mit NAOH Plétzchen 16sen
e aufpH 8,0 einstellen

e weiter verdiinnen mit Aqua dest. bis eine Konzentration von 10° M erreicht wird

ICI 182,780:
¢ in Ethanol 16sen
e 500 ul B27
e 125 pl L-Glutamin (200 mM)

e 500 mit Aqua dest. verdiinnen bis eine Konzentration von 10”7 M erreicht wird

Kulturmedium fiir Dispersionkulturen:

e 50 ml Neurobasal A

500 pl Penicillin/Streptomycin

50 ul bFGF

125 pl L-Glutamin

500 ul B27

NMDA:
e in Aqua dest. ldsen

e weiter verdiinnen mit Aqua dest. bis eine Konzentration von 10® M erreicht wird

NGS:

e 2% NGS in PBS
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PBS:

e 8 gNaCl

0,2 g KaCl

1,44 Dinatriumhydrogenphosphat

0,2 g Kaliumhydrogenphosphat

in 11 Aqua dest.
alternativ:

e 500 ml Aqua dest.
e 1 PBS Tablette
e Titration mit NaOH (1 mol/l) bzw. HCI (1 mol/l)

U73122:
e Stammldsung 1 mg/ml in Ethanol gelost

¢ 2 min Ultraschall (2 mM)

e weiter verdiinnen mit Aqua dest. bis eine Konzentration von 10”7 M erreicht wird
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4.2 Methoden

4.2.1 Praparation der Hippocampi

Die Prdparation der Hippocampi fand unter semisterilen Bedingungen statt. In den
Experimenten wurden ausschlieBlich 5 Tage alte Ratten (P5) des Zuchtstammes
WISTAR verwendet. Die Experimente fanden unter Beriicksichtigung der geltenden

gesetzlichen Bestimmungen statt.

Zuerst wurden die Ratten mit einer Schere dekapitiert, anschlieBend wurde die Haut des
Schideldaches entfernt. Das Schideldach wurde mit Hilfe einer feinen, geraden Schere
median-sagittal er6ffnet, so dass die Schddeldachhédlften mit einer Pinzette zur Seite
geklappt werden konnten. Somit konnte das Gehirn schadlos von den &ulleren
Strukturen befreit werden. Mittels eines Heidemannspatels entnahmen wir das

vollstindige Gehirn und legten es zunéchst auf einen mit PBS getrdnkten Schwamm.

Im Anschluss wurde zuerst das Kleinhirn mit einem Skalpell entfernt und durch einen
weiteren median-sagittalen Schnitt erfolgte die Trennung der beiden Hemispharen. Aus
den beiden nun offen liegenden Hemisphiren wurde jeweils der Hippocampus mit Hilfe
des Heidemannspatels ,,herausgeschélt”. Die Hippocampi wurden danach sofort in Eis
gekdihltes steriles PBS gegeben, um eventuellen Zelluntergang durch den ischdmischen

Zustand gering zu halten.

4.2.2 Hippocampale Dispersionskultur

Die Praparation der Dispersionskulturen aus hippocampalen Neuronen wurde nach der
Methode von G.J. Brewer (Brewer, 1997) durchgefiihrt, jedoch mit einigen
Modifikationen nach J. Prange-Kiel (Prange-Kiel ef al., 2003). Ziel dieser
Durchfithrung ist die Entstehung einer Dispersionskultur, um Zellen fiir Stimulationen
zu gewinnen. Wie von Schassen et al. 2006 zeigen konnten, bestehen

Dispersionskulturen zu 80% aus Neuronen und zu 12% aus Astrozyten.

Einen Tag vor der Priparation der Hippocampi wurde in einer Zellkulturplatte mit 24
Wells jede Kavitdt mit einem Glaspléttchen bestiickt. Pro Kavitit wurde 600 pl Poly-D-
Lysin hinzugegeben, welches nach einer Stunde wieder abgesaugt wurde. Im Anschluf3
wurden die Glasplattchen mit 1 ml Neurobasal A befiillt, welches kurz danach wieder
entfernt wurde, um es bei Raumtemperatur unter dem Abzug der Sicherheitswerkbank

tiber Nacht trocknen zu lassen.
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Am Tag der Priparation wurden die entnommenen Hippocampi weiter aufbereitet.
Unter sterilen Bedingungen erfolgte eine mehrmalige Spiilung mit PBS, um nicht-
hippocampales Gewebe und vorhandene Erythrozyten zu entfernen. Mit einer Klinge
konnten die Hippocampi grob zerkleinert werden, so dass der dadurch entstandene
,.Zellbrei mit 25 ml PBS in ein 50 ml Falconrohrchen tiberfithrt werden konnte. Diese
Zellsuspension wurde dann 5 min lang bei 4°C mit 5000 U/min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, wihrend das Zellpellet mit jeweils 500 pl Trypsin/EDTA
pro prapariertem Gehirn fiir 2,5 min unter Schiitteln in einem Wasserbad mit einer
Temperatur von 37°C und 5% CO, angedaut wurde. Dieser Verdau der extrazelluldren

Matrixproteine wurde anschliefend mit 25 ml Neurobasal A geblockt.

Im Folgenden wurde die entstandene Zellsuspension {iber ein 40 uM Zellsieb gegeben,
wodurch hierbei groflere unverdaute Bestandteile der Zellsuspension entfernt werden
konnten. Daraufthin wurden zwei weitere Male bei 4°C mit 5000 U/min fiir 5 min
zentrifugiert und der Uberstand des Falconinhaltes verworfen, so dass nur das Pellet
iibrig blieb. Vor der zweiten Zentrifugation sowie auch in der weiteren Verarbeitung der

Zellkultur wurde nur noch phenolrotfreies Neurobasal verwendet.

Nach dem wiederholten Verwerfen des Uberstandes wurde eine definierte Menge
Neurobasal A in das Falconréhrchen hinzugegeben und die Zellzahl mit Hilfe der
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. In den Experimenten wurde immer mit einer
Zelldichte von 100.000 Zellen pro ml gearbeitet. Die Zellen mussten nach der
entsprechenden Auffiillung und vor der Umsetzung in die Zellkulturplatten griindlich

resuspendiert werden, um diesem Idealwert nahezukommen.

Jeweils 1 ml der Zellsuspension wurde auf die mit Poly-D-Lysin beschichteten
Glasplittchen pro Kavitdt gegeben. Die Zellkulturplatte wurde danach fiir eine Stunde
in einen Brutschrank bei 37°C und 5% CO, gestellt, um eine Sedimentation und

Anhaftung der Zellen an dem beschichteten Glasplittchen zu gewédhrleisten.

Nach einer Stunde wurden die Glaspléttchen in eine neue Zellkulturplatte mit 24 Wells
tiberfithrt und pro Kavitit wurde 1 ml Kulturmedium fiir die Dispersionskulturen (s.o.),
welches bereits zuvor auf 37°C erwarmt worden war, hinzugegeben. Der erste Wechsel
des Kulturmediums erfolgte 24 h spéter, danach in einem Rhythmus von 48 h. Das
Kulturmedium wurde teilweise fiir RIA-Estradiol Messung gesammelt und bei -25°C

eingefroren.
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Schon nach viertdgiger Vorkultur hatten die Zellen bereits Fortsétze gebildet und ein
vollstdndiger Zellverband in vitro war entstanden. Wenn eine Langzeitstimulation
durchgefiihrt wurde, konnte man ab diesem Zeitpunkt mit den jeweiligen Substanzen
alle 48 h die Zellen stimulieren und nach sechs Tagen fixieren. Bei einer
Kurzzeitstimulation hingegen wurden die Zellen erst nach zehn Tagen fiir einen

bestimmten Zeitraum kurz vor dem Fixieren stimuliert.

4.2.3 Stimulation und Inhibition

Stimulation und Inhibition beziehen sich immer auf die Substanz, die auf die Zellen
appliziert wurde und was es bei diesen ausldste. Beim Standardprotokoll wurde nach
viertdgiger Vorkultur insgesamt drei Mal im Abstand von 48 h mit den spezifischen

Substanzen stimuliert bzw. inhibiert.

Um den Einfluss der Calciumtransienten in den hippocampalen Neuronen auf die
Expression von Synaptopodin zu untersuchen, wurde mit 8-Brom-cADP Ribose und
U73122 in verschiedenen Konzentrationen stimuliert. Einige Versuche wurden mit
vorheriger Abpufferung des extrazelluldren Calciums durch EDTA und nachfolgender
Stimulierung durch die Calciumkanalblocker durchgefiihrt. Auch der Zusammenhang
zwischen zuerst durchgefiihrter, vermutlicher inhibierender Applikation von NMDA auf
die Zellen und anschliessender Stmulation durch U73122 beziehungsweise 8-Brom-
cADP Ribose wurde studiert. In weiteren Experimenten wurde auch mit ICI 182,780,

einem Estrogenrezeptorantagonist und NMDA stimuliert beziehungsweise inhibiert.

Es wurde bei jeder Stimulationsreihe Kulturen ohne Behandlung gelassen, welche fiir
die Auswertung das Kontrollniveau lieferten. Hierdurch wurden Unterschiede durch

Behandlungen interpretierbar und, bei Wiederholung des Experiments, vergleichbar.

Bei einigen Experimenten wurde nicht nach dem Standardprotokoll gearbeitet, sondern
die Kultur wurde als bereits oben beschriebene Kurzzeitstimulation durchgefiihrt. Um
zum Beispiel Effekte auf genomischer Ebene auszuschlieen, stimulierte man fiir einen
bestimmten Zeitraum, der zwischen 30 min und 24 h je nach Experiment lag. Der
Wechsel des Kulturmediums fand wie beim Standardprotokoll statt. Fiir die einmalige
Stimulation wurden die Kulturen in den Brutschrank gestellt und nach Ablauf der Zeit

direkt fixiert (sieche unten).
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4.2.4 Quantitative Estrogenbestimmung mittels Radio-Immunoassay
(RIA)

Durch den Radio-Immunoassay kénnen Hormone bis zu einer Konzentration von 107"
mol/l nachgewiesen werden. Aufgrund dessen ist er ideal fiir eine quantitative Messung

des Estrogengehaltes im Kulturmedium geeignet.

Bei jedem Mediumwechsel der Dispersionskulturen, die fiir den RIA bestimmt waren,
wurden mindestens 8 ml Kulturmedium gesammelt und eingefroren. Die Proben wurden

fortlaufend nummeriert und in einem Blindversuch mit diesem Verfahren ausgewertet.

Zur Erstellung einer Standardkurve wurde das unbehandelte Kulturmedium verwendet.
Durch stufenweise Erhohung der 17B-Estradiol Konzentration (X-Achse) konnte mit
Hilfe des Radio-Immunoassays ein Responsewert (Y-Achse) ermittelt werden. Diese

Standartkurve  diente  als  Grundlage fiir alle folgenden = Messungen.
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Abb. 3: Standardkurve als Grundlage fiir die weiteren quantitativen Estrogenwertbestimmungen.

5 ml Kulturmedium jeder Probe wurden zunichst getrocknet und danach mit 250 pl
Peptidpuffer versetzt. Mit Hilfe einer SEP-PAK C;g Séule wurde dem Medium 173-
Estradiol entzogen und mit Methanol versetzt. Im Anschlufl daran konnte das Medium
quantifiziert werden. Der RIA wurde unter Verwendung des Standartprotokolls

durchgefiihrt und mit einem Gamma Counter analysiert.

32



Material und Methoden

4.2.5 Fixierung der hippocampalen Dispersionskultur

Fiir die Fixierung der Dispersionskultur wurde eine 3,7%ige Formaldehydldsung
benutzt. Zuerst wurde das Kulturmedium aus den Kavititen entnommen, ggf.
gesammelt und fiir 5 min durch PBS ersetzt. Nach dem Absaugen des PBS wurden mit
der 3,7%igen Formaldehydlosung die Zellen fiir 10 min fixiert. Im Anschluss wurde
jede Kavitdt dreimal fiir jeweils 5 min mit sterilem PBS gespiilt. Es erfolgte ein
Verschluss der Zellkulturplatte mit Parafilm. Die Platten konnten zur weiteren
Behandlung bei 4°C gelagert und bis zu drei Monate nach Fixierung weiterbehandelt

werden.

4.2.6 Immuncytochemie der Dispersionskulturen

Die bei 4°C im Kiihlschrank gelagerten Kulturen wurden zuerst mit PBS zweimal fiir 5
min gespiilt und anschlieBend bei Raumtemperatur mit 3%igem bovine serum albumin
(BSA) blockiert, um unspezifische Immunreaktionen zu unterbinden. Hierzu wurde
jeweils 500 ml fiir 30 min in jede Kavitit gegeben. Nach Ablauf der halben Stunde
wurden die beschichteten Glasplittchen mit Hilfe einer Nadel und einer Pinzette aus den
Kavitidten entnommen und auf einen zuvor beschrifteten Objekttriger gegeben. Die

Objekttrager mit den Glasplattchen wurden in einer feuchten Kammer positioniert.

Als Primérantikdrper wurden bei den Experimenten Synaptopodin [monoklonal]
unverdiinnt und MAP2 [polyklonal] im Verhiltnis 1:500 eingesetzt. Wir benutzten das
Microtubuli-associated protein 2 (MAP2), um ausschlieBlich neuronale Zellen
anzufarben. Hierbei wurde der MAP2-Antikorper zum Synaptopodin-Antikorper
hinzugegeben. Danach wurde auf jedes Glaspliattchen 50 pl des geldsten
Primérantikorpers gegeben. Es folgte eine mindestens 12-stiindige Inkubation bei 4°C

im Kiuhlschrank.

Mittels einer Pinzette konnten die Plittchen nach Ablauf dieser Zeitspanne wieder in
eine 24er Zellkulturplatte umgesetzt werden. Die Glaspléttchen wurden dort wiederum
dreimal flir 5 min mit PBS gewaschen und somit vom Primédrantikorper restlos entfernt.
Nach dem Spiilen wurde der immunfluoreszierende Sekundérantikorper unter
Abdunkelung des Raumes hinzugegeben. Hierbei handelte es sich um einen Cy3-
markierten Antikdrper [monoklonal] im Verhiltnis 1:700, sowie um Alexa Fluor 488
[polyklonal] im Verhiltnis 1:500. Die beiden Sekundérantikoérper wurden in PBS
verdiinnt und somit konnten jeweils 300 ul in eine Kavitidt gegeben werden. Die

Inkubationszeit betrug eine Stunde bei Raumtemperatur unter Abdunklung des Raumes.
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Danach wurde der Sekundirantikorper entfernt und die Zellen wiederum dreimal 5 min

lang mit PBS gespiilt.

Hiernach folgte die Kernfarbung, bei der DAPI mit einer Konzentration von 1:100.000,
gelost in PBS, verwendet wurde. In jede Kavitit wurden 300 pl fiir 3 min unter
abgedunkelten Lichtverhéltnissen gegeben. Nach einem letzten Spiilvorgang (dreimal
fiir 5 min mit PBS) wurden die Plittchen aus den Kavititen entnommen und auf einen
Objekttrager gelegt. Sie wurden mit einigen Tropfen DAKO, einem fluoreszensfreiem
Eindeckmedium, versehen und mit einem Deckglas eingedeckt. Die bestiickten
Objekttrager wurden in einer Mappe zum Trocknen gelagert. Die Lagerung fand bei 4°C
im Kiihlschrank statt. Bis zur Bildanalyse konnten die Objekttrager etwa drei Monate

im Kiihlschrank gelagert werden.

4.2.7 Mikroskopische Messung und Bildanalyse

Zur Intensititsmessung der Immuncytochemie fotografierten wir die Kultur mit Hilfe
des Laser Scanning Mikroskops (LSM, Meta 5, Carl Zeiss, Inc.) mit einem 63x/1.4NA
Objektiv (Ol Immersion). Die Objekttriger wurden jeweils verblindet fotografiert, um
subjektive Beeinflussungen ausschlieBen zu kénnen. Durch die Kontrollgruppen konnte
die optimale Einstellung zur Bilderfassung fiir das Scannen der Zellen ermittelt werden.
Diese Einstellungen wurden im weiteren Verlauf fiir alle anderen behandelten Gruppen
beibehalten. So konnte auch hier sichergestellt werden, dass die mit Fluorochrom
markierten Antikdrper immer bei gleicher Intensitdt und Wellenlinge des Lasers

gemessen wurden. Pro Untersuchungsgruppe wurden 50 Zellen gescannt (n=50).

Die so gewonnen Daten wurden mit dem Improvision Programm Openlab 3.1.5
semiquantitativ ausgewertet. Hierbei wurde die Anzahl der Pixel der Fliche eines
Signals mit der jeweiligen Intensitit, gemessen auf einer Grauskala, verrechnet,
wodurch sich der ,relative staining index* ergab. Bei der Auswertung wurde eine
konstant grofle Fldche gewihlt und diese willkiirlich fiinfmal pro Zelle platziert. So
konnten Schwankungen aufgrund unterschiedlicher ZellgroBen vermieden und

Inhomogenititen der Zellfarbung beriicksichtigt werden.

Mit Hilfe von Excel 2003 konnten wir den Mittelwert der errechneten Staining indizes

pro fotografierter Zelle berechnen.

Fiir die statistische Auswertung bedienten wir uns dem Programm SPSS einfaktoriell
nach ANOVA. Hiermit konnte fiir die Versuchsreihen der jeweilige Mittelwert, die

Standardabweichung und das Signifikanzniveau (p<0,05) nach Dunett (zweiseitig) im
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Vergleich zur Kontrolle berechnet werden. Diese Daten wurden als Mittelwerte mit

SEM mit Excel (2003) und Power Point (2003) graphisch dargestellt.
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5. Ergebnisse
5.1 Auswertung der Immunzytochemie

An per Zufall ausgewidhlten MAP2 positiven Neuronen wurde in allen Auswertungen

der ,relative staining index‘ als MaB fiir die Expression von Synaptopodin bestimmt.

Die ,staining indices* aller gemessenen Zellen wurde durch die Anzahl aller
gemessenen Neurone dividiert. Der sich dadurch ergebende Mittelwert wird in Prozent

in den jeweiligen Abbildungen dargestellt.

5.2 Der Synaptopodin- Antikorpers

Der von uns verwendete monoklonale Synaptopodinantikérper zeigt die Lokalisation
des Proteins Synaptopodin im Zellkdrper und in den Dendriten von hippocampalen
Neuronen. Durch MAP2 wurden ausschlieBlich neuronale Zellen angeférbt (s. Abb. 4,
Bild A). In Abb. 4, Bild B sind dichte rote Punkte in den Dendriten zu sehen. Hierbei

handelt es sich um Spineapparate in den MAP2-positiven Neuronen.

Abb. 4: MAP2- (A) und Synaptopodin-Signale (B) zweier Pyramidalneurone (weile Pfeile) einer

unbehandelten Dispersionskultur.

5.3 Calciumfreisetzung aus intrazellularen Speichern reguliert die
Synaptopodinexpression

Nach derzeitigem Wissensstand wird vermutet, dass der Spineapparat in hippocampalen

Spines als Calciumspeicher fungiert, aus dem Calcium durch spezifische Stimulantien

freigesetzt werden kann (Korkotian und Segal, 2006 Vlachos et al, 2009). Die

Aromatase wird durch frei werdendes Calcium phosphoryliert und im Gegensatz zu
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anderen Enzymen dadurch in ihrer Aktivitit gehemmt (Balthazart ef al., 2003). Dies hat
wiederum einen bedeutenden Einfluf3 auf die Expression von Synaptopodin, wie wir in

unseren Experimenten feststellen konnten.

5.3.1 Blockade der IP3 Rezeptoren durch U73122

Bei U73122 handelt es sich um einen Calciumblocker, dessen Wirkmechanismus iiber
die Blockade Phospholipase C abhédngiger Prozesse sekundér zu einer Inhibiton der IP3
Rezeptoren fithrt. Werden diese Rezeptoren inhibiert, so kann kein Calcium mehr aus
dem Speicher in die Zelle freigesetzt werden. Das Calcium bleibt somit im

Spineapparat.

In unseren Experimenten flihrten wir sowohl Kurzzeitstimulationen als auch
Langzeitstimulationen durch. Bei der Kurzzeitstimulation werden die Zellen fiir 1 h mit
anschliessender Fixierung, jedoch erst zehn Tagen nach der Priparation, behandelt. Bei
der Langzeitstimulation werden die Zellen alle 48 h stimuliert und nach sechs Tagen

fixiert.

Mit U73122 wurden sowohl Kurz- als auch Langzeitstimulationen, mit jeweils einer
Konzentration von 107 M, durchgefiihrt. Im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe konnte nach Behandlung bei beiden Stimulationsschemata eine stark
signifikante Heraufregulation der Synaptopodinexpression im Soma der Zellkorper

nachgewiesen werden (s. Abb. 5).

5.3.2 Blockade der Ryanodinrezeptoren durch 8-Brom-cADP Ribose

8-Brom-cADP Ribose ist ein Inhibitor, der an den Ryanodinrezeptor am intrazelluldren
Calciumspeicher bindet und diesen verschliefit, so dass kein Calcium aus dem Speicher
in das Zytosol austreten kann. 8-Brom-cADP Ribose wendeten wir in den
Konzentrationen 10°M und 10”7 M an. Eindeutigere Ergebnisse lieBen sich allerdings in
der Konzentration 10°M feststellen, welche wir somit im weiteren Verlauf verwendeten

(Guse et al., 2005).

Auch hierbei wurden Kurz- und Langzeitstimulationen durchgefiihrt. Wir konnten
zeigen, dass es nach Behandlung mit dem Inhibitor der Ryanodinrezeptoren zu einer
signifikanten Heraufregulation der Synaptopodinexpression gekommen war. Jedoch war

diese Heraufregulation nicht so stark wie bei der Behandlung mit U73122 (s. Abb. 5).

Auch bei der Behandlung der hippocampalen Dispersionskulturen mit beiden

Calciumkanalblockern zusammen konnte ein signifikantes Ergebnis, wie bei der
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Stimulation mit den Calciumkanalinhibitoren alleine, gezeigt werden (s. Abb. 6 und

Abb. 7).
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Abb. 5: Auswertung der Immunreaktion mit Anti-Synaptopodin in hippocampalen Dispersionskulturen
nach Behandlung mit U73122 107 M und 8-Brom-cADPR 10 M. Dargestellt sind Mittelwert + SEM.
Die Sterne weisen auf signifikante Unterschiede hin (**p < 0,01; ***p < 0,001).
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Abb. 6: Auswertung der Immunreaktion mit Anti-Synaptopodin in hippocampalen Dispersionskulturen
nach Behandlung mit einer Kombination von U73122 107 M und 8-Brom-cADPR 10° M. Dargestellt
sind Mittelwert £ SEM. Die Sterne weisen auf signifikante Unterschiede hin (***p < 0,001).
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Abb. 7: Synaptopodin-Signale hippocampaler Zellen der Dispersionskultur unter der Kombination von
U73122 107 M und 8-Brom-cADPR 10 M (B). Behandlungen im Vergleich zur Kontrolle (A).
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5.3.3 Auswirkungen auf die Synaptopodinexpression nach Abpufferung
des extrazelluliren Calciums

Durch diese ersten Experimente liess sich eindeutig feststellen, dass die

Synaptopodinexpression nach der Inhibition der Calciumkanéle hochreguliert wird.

Dies untermauert eine Verbindung zwischen den Calciumtransienten in den Spines und

der Existenz eines Spineapparates.

Als weitere Kontrolle und um einen moglichen Calciumeinstrom aus dem Medium
auszuschlieen, bestimmten wir in einem weiteren Schritt die Synaptopodinexpression
nach Abpufferung des extrazelluldren Calciums durch EDTA. Mit Hilfe des frei im
Internet verfligbaren Softwareprogrammes Webmaxc Standard bestimmten wir die
benotigte Konzentration von EDTA in Bezug auf das Kulturmedium, so dass weder
Calcium noch Magnesium, die beide zweibindig sind, darin vorhanden waren. Diese
Experimente wurden als Kurzzeitstimulationen durchgefiihrt, da die Zellen eine
Langzeitstimulation aufgrund des fehlenden Calciums nicht iiberlebt hitten.

5.3.4 Die Inhibition der IP3 Rezeptoren nach Abpufferung des

extrazelluliren Calciums

Das extrazellulidre Calcium wurde mit Hilfe von EDTA in einer Konzentration von 107
M abgepuffert. Dann fligten wir zu diesen schon vorbehandelten Zellen den
Calciumkanlinhibitor U73122 in einer Konzentration von 107 M hinzu. Die

Inkubationszeit betrug 15 min.

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe konnte auch hier ein Anstieg von

Synaptopodin nachgewiesen werden.
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5.3.5 Die Inhibition der Ryanodinrezeptoren nach Abpufferung des
extrazellulidren Calciums

Im Folgenden pufferten wir wiederum das extrazellulire Calcium mit EDTA in einer
Konzentration von 10> M ab, um dann den Calciumkanalinhibitor 8-Brom-cADP
Ribose mit einer Konzentration von 107 M hinzuzufiigen. Auch hier zeigte sich eine
signifikante Erhohung der Synaptopodinexpression im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe. Allerdings wieder nicht so stark wie bei der Versuchsdurchfithrung mit

U73122.

Abschliefend testeten wir bei zuvor abgepuffertem extrazellulirem Calcium des
Mediums durch EDTA (10~ M) die Kombination beider Calciumkanalinhibitoren. Auch
hier konnte eine schwach signifikante Heraufregulation der Synaptopodinexpression

gezeigt werden (p-Wert < 0.05) (s. Abb. 8 und Abb. 9).
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Abb. 8: Auswertung der Immunreaktion mit Anti-Synaptopodin in hippocampalen Dispersionskulturen
nach Behandlung mit U73122 107 M und 8-Brom-cADPR 10 M nach Abpufferung des extrazelluliren
Calciums mit EDTA 10 M. Dargestellt sind Mittelwert + SEM. Die Sterne weisen auf signifikante
Unterschiede hin (*p < 0,05).
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Abb. 9: Synaptopodin-Signale hippocampaler Zellen der Dispersionskultur unter der Kombination von
U73122 107 M und 8-Brom-cADPR 10° M (B) und unter der Kombination von U73122 10”7 M und 8-
Brom- cADPR 10°M mit EDTA 10™ M (C). Behandlungen im Vergleich zur Kontrolle (A).

5.3.6 Synaptopodinexpression nach glutamaterger Stimulation

Um einen Calciumausstrom aus den intrazelluldren Speichern zu provozieren,
stimulierten wir unsere Zellen mit dem glutamatergen Agonisten NMDA. Vorherige
Studien haben bereits zeigen konnen, dass neuronale glutamaterge Stimulation zu einem
Calciumeinstrom fiihrt, welcher eine Calciumfreisetzung aus intrazelluldren Speichern
nach sich zieht. Hierauf begriindet sich das Modell der Calcium induzierten
Calciumfreisetzung, des ,,calcium induced calcium release” (CICR), in Nervenzellen

(Emptage et al., 1999).

Wir konnten zeigen, dass es bei einer Kurzzeitstimulation zu einer stark signifikanten
Herunterregulation von Synaptopodin kommt, wenn die Neurone alleine mit NMDA in

einer Konzentration von 10™® M behandelt werden (s. Abb. 10).
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5.3.7 Blockade der Calciumkanile bei gleichzeitiger glutamaterger
Stimulation

Bei dieser Langzeitstimulation wurden die hippocampalen Dispersionskulturen zuerst
mit NMDA in einer Konzentration von 10® M inkubiert und sofort darauf mit der
Kombination der beiden Calciumkanalblocker, U73122 (107 M) und 8-Brom-cADP
Ribose (10° M), versehen. Hier konnte festgestellt werden, dass das Niveau der
Synaptopodinexpression wieder auf Hohe der unbehandelten Kontrollgruppe zu liegen
kommt (s. Abb. 10 und Abb. 11). Man spricht hierbei von einem sogenannten Rescue-
Effekt, der deutlich macht, dass die durch NMDA ausgeloste Calcium induzierte
Calciumfreisetzung die Herunterregulation der Synaptopodinexpression bewirkt. Bei
gleichzeitiger Blockade der Calciumkandle am  Spineapparat bleibt die

Herunterregulation des Synaptopodins jedoch aus.

*hk |
200 4
180 T
i
160 1
140
— dkk
1201 _
% 100 4
=
T 80
™
S 601
o
S 4l
20
U R 1
Kontralle MDA, 108 M 73122107 M + UF3122107 M +
8-Brom-cADPR 10% M +  8-Brom-cADPR 108 i

MDA 10 M

Abb. 10: Auswertung der Immunreaktion mit Anti-Synaptopodin in hippocampalen Dispersionskulturen
nach Behandlung mit U73122 107 M und 8-Brom-cADPR 10° M bei gleichzeitiger glutamaterger
Stimulation durch NMDA 10® M. Dargestellt sind Mittelwert + SEM. Die Sterne weisen auf signifikante
Unterschiede hin (¥***p < 0,001).
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Abb. 11: Synaptopodin-Signale hippocampaler Zellen der Dispersionskultur unter neuronaler Stimulation
mit NMDA 10™® M (B), unter der Kombination von U73122 10”7 M und 8-Brom-cADPR 10°M (C) und
unter der Kombination von U73122 107 M und 8-Brom-cADPR 10° M mit NMDA 10® M (C).
Behandlungen im Vergleich zur Kontrolle (A).
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5.3.8 Quantitative Estrogenbestimmung im Medium

Zur quantitativen Estrogenbestimmung im Medium wurde ein Radioimmunoassay
verwendet.

Bei jedem Wechsel des Kulturmediums, der mit den Calciumkanalinhibitoren U73122
(107 M) und 8-Brom-cADP Ribose (10° M) und mit dem glutamatergen Agonisten
NMDA (10® M) behandelten Dispersionkulturen, wurde mindestens 8 ml davon
gesammelt. Die Proben wurden fortlaufend nummeriert und verblindet. Der RIA wurde
unter Verwendung des Standardprotokolls durchgefiihrt und mit einem Gamma Counter
analysiert.

Konsistent zu unseren vorherigen Experimenten zeigte sich ein signifikant erhohter
Estrogengehalt im Kulturmedium der Zellen, die mit den Calciumkanalinhibitoren
stimuliert worden waren. Die gleichzeitige Applikation der Calciumkanalinhibitoren in
Kombination mit dem glutamatergen Agonisten zeigte einen Estrogengehalt auf

Kontrollniveau (s. Abb. 12).

300 - Fek —\

250 4
E'FE 200 -
=
T 150 -
A=y
S -
E 100 -+ T
»
W 5 -

0 A v
Kontrolle UT312210° M * U7312210° M +
8-Brom-cADPR10° M 8-Brom-cADPR10°M +
NMDA10EM

Abb. 12: Estrogenbestimmung im Kulturmedium hippocampaler Dispersionskulturen nach Behandlung

mit U73122 107 M, 8-Brom-cADPR 10® M und NMDA 10® M, mittels RIA. Dargestellt sind
Mittelwerte £ SEM Die Sterne weisen auf signifikante Unterschiede hin (*** p < 0,001).
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5.4 Der Einfluss von Estrogenrezeptorantagonisten auf die Expression

von Synaptopodin

ICI 182,780 ist ein Inhibitor des genomischen Estrogenrezeptors. Bei alleiniger Gabe

von ICI 182,780 in einer Konzentration von 10”7 M blieb die Synaptopodinexpression

auf Kontrollniveau (s. Abb. 13).

5.4.1 Synaptopodinexpression unter Estrogenrezeptorantagonisten und
glutamaterger Stimulation

Bei dieser Kurzzeitstimulation wurden die Zellen wiederum mit ICI 182,780 mit einer

Konzentration von 107 M fiir 24 h inkubiert und im Anschluss daran fiir weitere 30 min

mit NMDA mit einer Konzentration von 10" M versehen.

Wie Dbereits oben erwidhnt, fitht NMDA 2zu einer Calcium induzierten
Calciumfreisetzung. Diese Calciumfreisetzung fiihrt wahrscheinlich iiber eine Inhibition

der Aromatase zu einer Absenkung des Estradiolspiegels.

In diesem Versuch konnten wir zeigen, dass die Blockade des Estrogenrezeptors bei
gleichzeitiger Induktion einer Calciumfreisetzung dazu fiihrt, dass sich die

Synaptopodinexpressin nicht verdndert, sondern auf Kontrollniveau bleibt.
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Abb. 13: Auswertung der Immunreaktion mit Anti-Synaptopodin in hippocampalen Dispersionskulturen
nach Behandlung mit ICI 182,780 107 M, einem Estrogenrezeptorantagonisten und NMDA 10 M.
Dargestellt sind Mittelwert £ SEM. Die Sterne weisen auf signifikante Unterschiede hin (***p < 0,001).

46



Ergebnisse

Abb. 14: Synaptopodin-Signale hippocampaler Zellen der Dispersionskultur unter NMDA 10® M (B),
unter ICI 182,780 10-7 M (C) und in Kombination von NMDA 10® M und ICI 182,780 107 M (D).
Behandlungen im Vergleich zur Kontrolle (A).
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6. Diskussion

In dieser Arbeit konnten wir erstmals zeigen, dass die Calciumtransienten und die
Synaptopodinexpression in einem engen Zusammenhang stehen. Als Bindeglied
fungiert die Aromatase, die als das wichtigste Enzym der Steroidbiosynthese
Testosteron in Estradiol umwandelt. Estradiol bestimmt entscheidend die Expression

des Aktin assoziierten Proteins Synaptopodins.

6.1 Estradiol in der Nervenzelle

Wie mehrfach in friiheren Untersuchungen gezeigt werden konnte, sind hippocampale
Neurone in der Lage, Estradiol de novo zu synthetisieren (Prange-Kiel et al., 2003;

Fester et al., 2006). Aber wofiir brauchen die Nervenzellen Estradiol?

Es konnte beobachtet werden, dass Estradiol die Ausbildung und Entwicklung von
Spines reguliert (Bruce et al., 1999; McEwen, 2002; Rune und Frotscher, 2005; Rune et
al., 2006). Weitere Untersuchungen wurden mit Letrozol, einem potenten Inhibitor der
Aromatase, durchgefiihrt. Wird die Aromatase inhibiert, kommt es zur Abnahme der
Spineanzahl und der Spineapparate (Kretz et al., 2004; Disteldorf, Med. Dissertation,
2009). Glassmeier et al. (2009 in Revision) zeigen in neusten Studien, dass unter
Aromataseinhibitoren keine LTP in hippocampalen Slicekulturen induziert werden kann
(Glassmeier et al., 2009). Aufgrund dessen kann man davon ausgehen, dass Estradiol
eine bedeutende Rolle fiir die synaptische Plastizitét darstellt. Dieses im Hippocampus
synthetisierte Estradiol reguliert auch durch einen auto- und paracrinen Mechanismus
die Ausbildung von Estrogenrezeptoren (Prange-Kiel et al., 2003, 2006, 2008; Kretz et
al., 2004; Rune und Frotscher, 2005; Rune et al., 2006; Fester ef al., 2009a).

Es lassen sich mehrere Typen von Spines differenzieren. Die pilzférmigen Spines gelten
als die Ausdifferenziertesten. In 80% dieser Art lassen sich Spineapparate finden
(Spacek und Harris et al., 1997). Lee et al. konnten 2005 zeigen, dass die Gabe von
Estradiol bei ovarektomierten Méausen im Cerebellum ausnahmslos zu einer Zunahme
der Anzahl dieser reifen, pilzformigen Spines fiihrt. Inhibiert man die Aromatase,

kommt es jedoch iiberwiegend zu einem Verlust dieser Spines.

Eine wichtige Funktion des Calciums ist die Féhigkeit, das Enzym Aromatase zu
phosphorylieren, was zu seiner Inaktivierung fiihrt (Balthazart et al., 2003). Somit l4sst

sich hier eine Verbindung ziehen, zwischen dem Spineapparat, der vermutlich die
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Féhigkeit zur Calciumspeicherung besitzt, und der Aromatase, deren Aktivitét iiber

Calcium reguliert wird.

6.2 Synaptopodin - Lokalisation und Funktion

Eine weitere wichtige Bedeutung kommt dem Protein Synaptopodin zu, welches in
enger Verbindung zu dem Spineapparat steht (Deller et al., 2003). Synaptopodin-
Antikorper konnen benutzt werden, um den Spineapparat zu markieren und ihn im
Anschlul mit licht- und -elektronenmikroskopischen Verfahren zu untersuchen.

Synaptopodin gilt als Parameter des Spineapparates.

Im Hippocampus findet man Synaptopodin vor allem entlang der dendritischen Spines
des Cornu ammonis und des Gyrus dentatus. Dort ist es {iberwiegend im Spinehals
lokalisiert und mit dem Spineapparat assoziiert (Mundel et al., 1997; Deller et al.,
2000). In geringerem Male findet sich Synaptopodin auch in den Kopfen der Spines
und in dendritischen Schéften, wo es meistens neben Anteilen des glatten
endoplasmatischen Retikulums lokalisiert ist (Mundel et al., 1997; Deller et al., 2000).
Desweiteren ist Synaptopodin mit der cisternalen Organelle assoziiert (Bas Orth ef al.,
2007). Diese liegt im Axon Initial Segment von kortikalen Prinzipalneuronen und weist
strukturelle Ahnlichkeiten zum Spineapparat auf (Palay et al., 1968; Benedeczky et al.,
1994). Beide Organellen gehoren zum erweiterten Netzwerk des endoplasmatischen

Retikulums, welches u.a. Calciumsignalwege reguliert (Berridge, 1998).

Synaptopodin mRNA kommt ausschlieflich in Soma prinzipaler Neuronen vor,
wohingegen das Protein sowohl in dendritischen Schichten als auch in den Zellkdrpern
dissoziierter Neurone lokalisiert ist. Dies widerspricht zwar der von den meisten
Instituten gédngigen Auffassung, konnte aber von unserer Arbeitsgruppe eindeutig
nachgewiesen werden. Zur Untermauerung dieser These behandelten wir Neurone mit
einem polyklonalen Synaptopodin-Antikérper der u.a. von der Arbeitsgruppe Deller
benutzt wird und mit einem monoklonalen Synaptopodin-Antikorper, den wir in unserer
Arbeitsgruppe verwenden (s. Abb. 15). Hier zeigt sich eindeutig ein Signal des

monoklonalen Synaptopodin-Antikdrpers in den Dendriten der Neurone.
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Abb. 15: Behandlung von Neuronen mit Synaptopodin-Antikorper, polyklonal der Arbeitsgruppe Deller
(Pfeil 1) und mit Synaptopodin-Antikérper, monoklonal der Arbeitsgruppe Rune (Pfeil 2).

Die Funktion von Synaptopodin bleibt jedoch vorerst noch unklar. Sicher ist, dass die
Ausbildung des Spineapparates wesentlich von Synaptopodin abhingt (Deller et al.,
2003). Kremerskothen et al. konzentrierten sich 2005 iiberwiegend auf die zelluldren
Aufgaben von Synaptopodin, so zum Beispiel seine Interaktion mit dem
postsynaptischen Zytoskelett. Hier konnten sie zeigen, dass Synaptopodin nicht nur
direkt an F-Aktin bindet, sondern auch in Zusammenhang zu a-Aktinin steht, welches in
der Nidhe des Spineapparats besonders angereichert ist. Synaptopodin reguliert die
Aktivitit von a-Aktinin, das wichtig fiir die Biindelung und Vernetzung von

Aktinfilamenten ist (Kremerskothen et al., 2005; Asanuma et al., 2005; 2006).

Weiterhin konnte Yamazaki ef al. 2001 zeigen, dass die synaptische Aktivitit zu einer
erhohten Synaptopodinsynthese im Hippocampus fiihrt. Dies konnte darauf hindeuten,
dass das Protein groB3e Bedeutung flir die synaptische Plastizitdt hat (Yamazaki et al.,
2001; Fukazawa et al., 2003). In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass
die Synaptopodin knock-out Maus deutlich verminderte LTP und Lerndefizite aufweist
(Deller et al., 2003; Jedlicka et al., 2008).
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6.3 Die Regulation von Synaptopodin

Wir konnten in Versuchen mit Letrozol, dem Inhibitor der Aromatase, eine verminderte
Expression von Synaptopodin zeigen (Arbeitsgruppe Rune et al., unverdffentlichte
Daten). Erstaunlicherweise fithrt die Behandlung mit Estradiol auch zu einer
Herrunterregulation von Synaptopodin (Fester et al.,, 2009b; Labitzke, Med.
Dissertation, 2009). Durch Estradiol kommt es wahrscheinlich zu einer
Calciumfreisetzung aus Ryanodinrezeptoren und IP3 Rezeptoren (Zhao et al., 2005).
Wir nehmen an, dass Estradiol hierbei an membranstindige Rezeptoren bindet und
dadurch die Calciumfreisetzung bewirkt, da unsere Arbeitsgruppe die Ergebnisse auch
mit an bovines Serumalbumin gebundenes Estradiol reproduzieren konnte
(Arbeitsgruppe Rune et al, unveroffentlichte Daten). Diese Calciumfreisetzung
vermindert wahrscheinlich iiber eine Phosphorylierung der Aromatase deren Aktivitit
(s.u.). Auch durch die Behandlung mit NMDA konnte eine Calciumfreisetzung aus den
Ryanodinrezeptoren und IP 3 Rezeptoren beobachtet werden. Hier zeigt sich auch eine
Verminderung der Synaptopodinexpression. Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelt es

sich auch hier um eine Calcium induzierte Calciumfreisetzung (s.u.).

Der Inhibitor des SERCA 4, Thapsigargin, (Yuste et al., 2000) der fiir eine vollige
Entleerung des Calciums aus dem Spineapparat sorgt, fithrt zu einer Heraufregulation
der Expression von Synaptopodin ldsst (Voets, Med. Dissertation, 2009), genau wie die
Blockade der Calciumkandle durch U73122 und 8-Brom-cADP-Ribose. Durch
Blockierung bzw. durch vollstindige Entleerung des Calciums aus seinem Speicher
kann es nicht zu einer schnellen Calciumfreisetzung kommen. Die Aromatase bleibt

somit aktiv.

Prange-Kiel ef al. konnten zeigen, dass die Behandlung mit Letrozol zu einer
Heraufregulation des ER P und zu einer Herunterregulation des ER a fiihrt (Prange-Kiel
et al., 2003). Die Behandlung mit Estradiol zeigte interessanterweise gegenteilige
Effekte. NMDA fiihrt zur Herunterregulation des ER o (Prange-Kiel et al.,
unverdffentlichte Daten). Abschliessende Untersuchungen zum Verhalten von NMDA
auf ER B stehen noch aus. Die bisherigen Erkenntnisse geben allerdings zum jetzigen
Zeitpunkt Grund zur Vermutung, dass die beiden Estrogenrezeptoren in einem
balancierten Verhiltnis zueinander stehen und stets entgegengesetzt verlaufen.
Vorstellbar ist z.B. die Existenz eines Synthesewegs, der liber die Heraufregulation des

ER B, die Expression von Synaptopodin herunterreguliert.
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Weitere Experimente unserer Arbeitsgruppe wurden mit dem spezifischen ER a
Agonisten PPT und dem ER P Agonisten DPN durchgefiihrt. Hierbei zeigt sich, dass
PPT keinen Einfluss auf die Synaptopodinsynthese hat, DPN hingegen Synaptopodin
herrunterreguliert (Hinz, Med. Dissertation, 2009). Diese Ergebnisse unterstiitzen

unsere Hypothese einer Regulation von Synaptopodin durch den ER f.

Wie oben bereits erwdhnt, kommt es durch den Aromataseinhibitor Letrozol zur
Inaktivierung dieses Enzyms und zum Anstieg des ER B. Durch die Calciumfreisetzung
wird die Aromatase inhibiert (Balthazart et al., 2006) und denkbar ist auch, dass parallel
der ER P aktiv wird. Diese Uberlegungen fiihrten uns zur Frage, ob die experimentell
induzierte Calciumfreisetzung durch glutamaterge Agonisten in Anwesenheit von einem
Estrogenrezeptorantagonisten zunichte gemacht werden kann. Hierfiir verwendeten wir
ICT 182,780. Es handelt sich um einen Antagonist an zytosolischen und
membranstidndigen Estrogenrezeptoren, (Fitzpatrick et al., 2002) der eine 100fach
hohere Affinitdt zum zytosolischen Estrogenrezeptor als Estradiol hat (Howell et al.,
2002). Wir konnten in unseren Experimenten zeigen, dass die alleinige Behandlung mit
ICT 182,780 dazu fiihrt, dass die Expression von Synaptopodin auf Kontrollniveau
bleibt. Weiterfithrend konnten wir zeigen, dass Zellen, die mit ICI 182,780 inkubiert
waren und danach mit NMDA stimuliert wurden, nicht die typische Herunterregulation
nach NMDA Inkubation zeigten, sondern auch auf Kontrollniveau blieben. Diese
Ergebnisse bestitigen unsere Vermutung, dass die Synaptopodinexpression {iiber
Estrogenrezeptoren reguliert sein konnte. Weitergehende Untersuchungen in diese

Richtung werden zur Zeit in der Arbeitsgruppe Rune durchgefiihrt.

Diese Ergebnisse ergeben ein komplexes Bild, wie sich u.a. die Calciumtransienten auf
die Synaptopodinexpression auswirken. Aufgrunddessen soll im Folgenden noch einmal

gesondert auf die Rolle des Calciums eingegangen werden.

6.4 Die Funktion von Calcium

Die besondere Bedeutung von Calcium und seine Funktion innerhalb der Zelle und mit
threr Umgebung stehen im Vordergrund dieser Arbeit. Die Calciumsignalwege in
dendritischen Spines stehen in spezifischen Interaktionen miteinander und mit anderen
Signalkaskaden. Yuste et al. wiesen 2000 auf die Kompartimentierung von Ca®’
innerhalb des Spines hin. In ihrem Review unterstreichen sie die enge Verbindung
zwischen Calcium und der Morphologie und Funktion des Spines. Schon in einigen

vorherigen Studien wurde vermutet, dass der Spineapparat die Funktion eines
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Calciumspeichers hat (Fifkova et al., 1983; Broadwell und Cataldo 1984; Villa und
Meldolesi 1994; Spacek und Harris 1997). Aktuellen Untersuchungen zufolge ist der
Spineapparat insbesondere fiir zwei wichtige Prozesse, im Hinblick auf die synaptische
Plastizitit von Bedeutung: Zum einen fiir die bereits zuvor erwidhnte lokale
Calciumregulation (Fitkova et al., 1983; Korkotian und Segal, 1998), und zum anderen
fiir die lokale Proteinsynthese und die posttranslationale Modifikation von Proteinen

(Pierce et al., 2000, 2001; Steward und Schuman, 2001; Sytnyk et al., 2004).
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Abb. 16: Calciumkompartimentierung innerhalb eines Spines (Quelle: Yuste et al., 2000).

Wie man aus der Abbildung 16 erkennen kann, gibt es zwei wichtige Rezeptoren, die in
der Wand des Spineapparates lokalisiert sind. Der Ryanodinrezeptor (RYR) und der
Inositol 1,4,5-Triphosphat Rezeptor (IP3R) kontrollieren die Calciumfreisetzung.
Daneben sieht man die Calcium ATPase des glatten endoplasmatischen Retikulums
(SERCA), die dafiir zustindig ist, dass das freie Calcium innerhalb des Spines in den
Speicher zuriickgefiihrt wird.
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6.4.1 Inhibition der Calciumfreisetzung fithrt zur gesteigerten
Synaptopodinexpression

Um die Rolle des Spineapparates als Calciumspeicher weiter zu verdeutlichen, wurden
die intrazelluldren Calciumspeicher mit Hilfe von U73122 und 8-Brom-cADP Ribose
blockiert (Guse ef al., 2005). Wir konnten zeigen, dass durch die Inhibition der IP3- und
Ryanodinrezeptoren sowohl in Kurz- als auch in Langzeitstimulation eine
Hochregulation von Synaptopodin erfolgt. Da es durch Inhibition der Calciumkanile
nicht zu einer Calciumfreisetzung aus dem Spineapparat kommen kann, wird die
Aromatase nicht inaktiviert. Elektronenmikroskopisch konnte auch eine VergroBerung
der Spineapparate in den dendritischen Spines gezeigt werden. Diese Ergebnisse
wurden durch die Bestimmung des Estrogengehaltes im Medium bestétigt. Mit Hilfe
des RIA wurde unter Verwendung des Standardprotokolls und Analyse mit dem
Gamma Counter, eine quantitative Bestimmung des Estrogengehaltes im Kulturmedium
bei hippocampalen Dispersionskulturen unter Behandlung mit U73122 und 8-Brom-
cADP Ribose durchgefiihrt. Es zeigte sich ein erhohter Estrogengehalt nach
Stimulation.
Auffillig ist hierbei, dass die Blockade der Phospholipase C abhédngigen Prozesse, d.h.
die Inhibition der IP3 Rezeptoren durch U73122, eine verstirkte Expression von
Synaptopodin zeigt (p-Wert < 0.001), als bei der Inhibition von Ryanodinrezeptoren
durch 8-Brom-cADP Ribose (p-Wert < 0.01). Dies ldsst sich moglicherweise durch ein
geringeres Vorkommen der Ryanodinrezeptoren im Verhéltnis zu den IP3 Rezeptoren
erkldren, so dass weiterhin ein geniigend grofler Calciumausstrom den Spineapparat
passieren kann. Bei der gemeinsamen Applikation der beiden intrazelluldren
Calciumkanalblocker konnte allerdings wiederum ein stark signifikantes Ergebnis
erzielt werden (p-Wert < 0.001).
6.4.2 Extrazellulires Calcium hat keinen Einflu auf die
Calciumfreisetzung
Als Kontrolle und um einen potentiellen Calciumeinstrom von extrazelluldr aus dem
Medium auszuschlieen, wurde ein weiteres Experiment durchgefiihrt. Hierbei wurde
das extrazellulire Calcium mit Hilfe von EDTA abgepuffert, so dass ein
Calciumeinstrom ausgeschloBen werden konnte. In einem weiteren Schritt wurden die
Calciumkanile intrazelluldr geblockt. Auch hierbei zeigten unsere Ergebnisse eine
Hochregulation der Synaptopodinexpression. Dieses Ergebnis stiitzt unsere oben
beschriebene Vermutung, dass das Calcium, das zur Phosphorylierung der Aromatase

fithrt, aus dem intrazelluldren Calciumspeicher, dem Spineapparat, stammt.
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6.4.3 Verminderte Synaptopodinexpression durch glutamaterge
Stimulation der Nervenzellen

Wie in Abbildung 16 dargestellt, kann es auch von extrazellulir zu einem
Calciumeinstrom kommen. So kann Calcium iiber NMDA-Rezeptoren in die Zelle
gelangen. Dieser Calciumeinstrom fiihrt dann im weiteren Verlauf zu einer
Calciumfreisetzung iiber die intrazelluldr gelegenen IP3- und Ryanodinrezeptoren.
Dieser Mechanismus wird ,calcium induced calcium release” (CICR) genannt

(Emptage et al., 1999).

Wir stimulierten unsere Zellen mit dem glutamatergen Agonisten NMDA in einer
Konzentration von 10® M in Kurz- und Langzeitversuchen. Hierbei konnten wir eine
stark signifikante Herunterregulation der Synaptopodinexpression beobachten. Diese
Ergebnisse erkldren wir uns durch das Modell der Calcium induzierten
Calciumfreisetzung (CICR) in Nervenzellen (Emptage et al., 1999). Durch NMDA
kommt es zu einem Calciumeinstrom, der dazu fiihrt, dass im Folgenden vermehrt
Calcium aus intrazelluliren Speichern, wie wahrscheinlich dem Spineapparat,
freigesetzt wird. Dies wird als Calciumfreisetzung bezeichnet. Dieses Calcium kann

dann in weiteren Signalkaskaden wirken.

Besonderes Interesse unsererseits liegt hierbei auf dem Mechanismus der
Aromatasephosphorylierung. Die Phosphorylierung der Aromatase durch das
freigesetzte Calcium fiithrt zur Inaktivitdt des Enzyms. Die Inaktivitit der Aromatase hat
zur Folge, dass die Konzentration von Estradiol sinkt, dass die Anzahl der Spines mit
den Spineapparaten abnimmt und dass die Expression von Synaptopodin, welches eng
mit dem Spineapparate assoziiert ist, herunterreguliert wird. Durch die Inaktivierung der
Aromatase konnte es auch zur Heraufregulation des ER B kommen, der wahrscheinlich

eine wichtige Rolle in der Regulation der Synaptopodinexpression spielt.

Aber sind alle diese Konsequenzen durch die Inhibition der Aromatase wirklich durch

glutamaterge Stimulation und das Modell des CICR zu erklédren?

Um in dieser Richtung weiter zu arbeiten, inhibierten wir, wie in den vorherigen
Experimenten die Ryanodin- und die IP3 Rezeptoren und gaben in einem zweiten
Schritt NMDA als glutamatergen Agonisten hinzu. Hierbei lie8 sich ein sogenannter

Rescue-Effekt zeigen, der im Weiteren erklért werden soll:

Durch die Bindung von NMDA an seinen Rezeptor fiihrt der Calciumeinstrom zu einer

enormen Calciumfreisetzung. Durch Blockierung der Calciumkanéle wird genau diese
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Aktion unterdriickt. Das heifit, durch die Blockade kann es nicht zur starken
Calciumfreisetzung und damit zur Inaktivierung der Aromatase kommen, die

Expression von Synaptopodin bleibt auf Kontrollniveau.

Zusammengefasst ldsst sich also sagen, dass neuronale Aktivitit die Expression von
Synaptopodin herunterreguliert, bei gleichzeitiger Blockade der Calciumkanédle die

Herrunteregulation des Synaptopodins allerdings ausbleibt.

6.5 LTP und Synaptopodin

Die Langzeitpotentierung (long-term-potentiation, LTP) beruht auf wiederholten
Reizdarbietungen, die zu einer Verstirkung der synaptischen Effektivitit und
schlieBlich zu strukturellen Verdnderungen fiihrt. Bereits im Jahre 1949 beschrieb Hebb,
dass die Speicherung von Gedichnisinhalten auf einer Verdnderung der Stérke
synaptischer Verbindungen und auf Bildung neuer Synapsen beruhen muss. Nach dieser
Erkenntnis folgten weitere Experimente und Untersuchungen, die die LTP als Lern- und
Gedichtnismechanismus des Gehirns betrachteten (Bliss und Collingridge, 1993;
Martin et al., 2000; Lynch et al., 2004). Es existieren mindestens drei Formen der LTP
nebeneinander, was im Gegensatz zu dem zuvor postulierten Vorkommen von nur zwei
Formen, ndmlich dem friihen ,,early“-LTP (eLTP) und dem spéten ,late“-LTP (ILTP)
steht. Diese Klassifikation basierte auf der Aktivierung verschiedener biochemischer
Signalwege (Raymond et al., 2002). Die heute iibliche LTP 1, LTP 2 und LTP 3
Nomenklatur hat sich durchgesetzt (Racine et al., 1983; Abraham und Otani, 1991;
Bliss und Collingridge, 1993; Raymond und Redman, 2002), aber wird auch zum Teil
in Anlehnung an die vorher iibliche Unterteilung, early-, intermediate-, und late-

Langzeitpotenzierung benannt.

LTP 1 hat nur eine kurze Dauer und ist abhingig von posttranslationalen
Modifikationen durch synaptische Proteine (Lovinger et al., 1987; Malinow et al.,
1988). LTP 2 hat eine mittlere Dauer und bendtigt neu synthetisierte Proteine, jedoch
keine Gentranskription (Otani ef al., 1989; Raymond et al., 2000; Kelleher et al., 2004).
LTP 3 verfiigt iiber eine lange Verweildauer, eventuell sogar von permanenter Form
und ist abhingig von Gentranskription (Nguyen et al., 1994; Frey et al., 1996). Bis
heute ist wenig liber die Vorginge der Induktion der verschiedenen LTP Formen
bekannt. 2002 vermuteten Raymond und Redman, dass die Aktivierung der Induktion
verschiedene Calciumquellen benétigt. Hierbei gingen sie von Ryanodinrezeptoren

(RYR), Inositol 1,4,5-Triphosphat Rezeptoren (IP3R) und L-Typ spannungsabhéngigen
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Calciumkanilen aus (Raymond und Redman, 2002). Vier Jahre spiter konnten sie
jedoch zeigen, dass eine spezielle Kompartimentierung von Calcium im Spine, die
abhéngig von verschiedenen Signalen Calcium freisetzen kann, fiir den Erhalt der

einzelnen Formen der Langzeitpotentierung sorgt.
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Abb. 17: Induktionswege von LTP1-3 (Quelle Raymond & Redman, Journal of Physiology 2006).

Wie aus Abbildung 17 hervorgeht, konnten verschiedene LTP induzierende
Stimulationswege von Raymond und Redman beschrieben werden. Ryanodinrezeptoren
sind allein fir LTP 1 durch die Calciumfreisetzung aus dem Spine verantwortlich. 1P3
Rezeptoren produzieren Calciumsignale innerhalb des Dendriten und sind verantworlich
fiir die Induktion von LTP 2. Fiir LTP 3 sind die spannungsabhéngigen Calciumkanile
zustindig, die iiberwiegend an den Zellkdrpern und den proximalen Dendriten
lokalisiert sind (Westenbroek et al., 1990; Hell et al., 1996), jedoch auch an proximalen
dendritischen Spines vorkommen (Davare et al, 2001). Diese generieren eine
somatische Calciumantwort und greifen somit in die Gentranskription ein. Diese

Erkenntnisse unterstiitzen die Unterteilung von Calcium in verschiedene
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Kompartimente. Auch immunhistochemische Studien unterstiitzen diese Vorstellung

einer Kompartimentierung von Calcium.

Die derzeitige Studienlage gibt wenig Auskunft zur genauen Lokalisation von
Ryanodin- und IP3 Rezeptoren. 1993 beschrieb Sharp in seiner Untersuchung, dass
Ryanodinrezeptoren tiberwiegend an den Spines und den dendritischen Schéften in der
Néhe der Spines représentiert sind, wo hingegen IP3 Rezeptoren ausschlielich auf
dendritischen Schiften zu finden sein sollen (Sharp et al., 1993). Eine nachfolgende
Untersuchung steht diesen Erkenntnissen gegeniiber. Sie besagt, dass die IP3
Rezeptoren genauso im Spine vorhanden sind wie die Ryanodinrezeptoren (Sala ef al.,
2001). Das Review von Jedlicka et al. beruft sich auf die Arbeit von Sharp et al. von
1993. Daraus ergibt sich jedoch in Bezug auf den Zusammenhang zwischen
Synaptopodin und der Langzeitpotenzierung ein Problem. Wenn IP3 Rezeptoren
ausschlieBlich im Dendriten vorkommen und nicht auch im Spineapparat wie die
Ryanodinrezeptoren, dann kann LTP2, das IP3 Rezeptor abhingig ist, nicht im
Zusammenhang mit Synaptopodin stehen; denn Synaptopodin ist eng mit dem
Spineappparat assoziiert. Diese Uberlegungen fiihren zu einer berechtigten Skepsis an

der Arbeit von Sharp et al. (1993) zur Lokalisation der Calciumkanéle.

Weiterhin scheint auch die Aktivierung von postsynaptischen NMDA Rezeptoren
wiéhrend der Induktion eine groBBe Rolle zu spielen. So ist wahrscheinlich die Calcium
induzierte Calciumfreisetzung durch den NMDA Rezeptor und den Ryanodinrezeptoren

eine Art Schliisselfigur fiir die Einleitung von LTP 1.

LTP 2 ist abhidngig von der NMDA Rezeptoraktivierung. Hierbei fiihrt der CICR zu
einer Calciumfreisetzung aus den IP3 Rezeptoren. Nakamura ef al. hatten bereits ein
mGlutamat Rezeptor/IP3 Rezeptor abhdngiges dendritisches Calciumsignal, dass durch

Calciumeinstrom nach Depolarisation aktiviert wird, beschrieben (Nakamura et al.,

1999, 2000, 2002).

Auch die Induktion von LTP 3 ist abhingig von L-Typ spannungsabhdngigen
Calciumkanilen und NMDA-Rezeptoren. NMDA spielt hier eher eine untergeordnete
Rolle (Raymond und Redman, 2006). Daraus ergibt sich, dass alle drei Formen
nebeneinander in der gleichen Nervenzelle existieren und ihre eigenen Calciumquellen
zur Verfiigung haben. Dies spricht fiir eine Calciumkompartimentierung innerhalb des

Spines.
In welchem Zusammenhang stehen nun die Langzeitpotenzierung und Synaptopodin?
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Es konnte gezeigt werden, dass es bei der Synaptopodin-knockout Maus zu einer
Reduktion hippocampaler Langzeitpotenzierung (LTP) kommt (Deller et al., 2003;
Jedlicka et al., 2008). Die Méuse schnitten bei Lern- und Verhaltenstests schlechter ab
als ihre Kontrollgruppe. Synaptopodin scheint somit durch seine Assoziation zum
Spineapparat wichtig fiir die Ausbildung von LTPs zu sein. Diese Beobachtungen
werden durch Untersuchungen von Spacek gestiitzt. Hier wurde beschrieben, dass sich
im Kleinhirn keine LTPs induzieren lassen, was auf die dortig fehlende
Synaptopodinexpression und damit auch auf das Fehlen eines Spineapparates zuriick zu

fithren sein konnte (Spacek et al., 1985).

2001 konnten in Versuchen von Yamazaki et al nach Induktion einer LTP im
Hippocampus eine verstirkte Expression von Synaptopodin sowie eine de novo
Ausbildung dendritischer Spines beobachtet werden (Yamazaki et al., 2001; Fukazawa
et al., 2003; Engert und Bonnhoeffer, 1999). Hierbei konnte auch eine verstérkte

Expression von Aktin beobachtet werden.

Die Verteilung von Synaptopodin im Spine entspricht den Regionen mit hohem
Aktingehalt (Mundel et al., 1997; Kaech et al., 2001; Asanuma et al., 2005). Der
Spineapparat ist iber Aktin mit NMDA verbunden (Wyszynski ef al., 1998; Racca et
al., 2000). Wenn dieser Rezeptor aktiviert wird, kommt es {iber einen intrazelluldren
Calciumeinstrom und weiteren Second Messenger Prozessen zu einer Steigerung der
Proteinbiosynthese und, daraus folgend, zu einer Synapsenverinderung. Diese
strukturellen =~ Verdnderungen  sind das  morphologische = Korrelat  der
Langzeitpotenzierung. Daraus folgern wir, dass die Verdnderungen von Synaptopodin,

des Spineapparats, der LTP und der synaptischen Plastizitdt abhingig von Calcium sind.

Diese Uberlegungen fiihrten uns zu weiteren Untersuchungen innerhalb unserer
Arbeitsgruppe. Gegenstand aktueller Untersuchungen ist der Einflul von Letrozol auf
die LTP: Nach bisherigen Erkenntnissen kommt es durch die Inhibierung der Aromatase

zu einer Herunterregulation der LTP (Glassmeier, unverdffentlichte Daten).

6.6 Unsere Ergebnisse im aktuellen wissenschaftlichen Kontext

Es gibt unterschiedliche Ansichten beziiglich der Lokalisation von Synaptopodin im
Spine. In einem aktuellen Review vertreten Jedlicka et al. die These, dass das Protein
Synaptopodin ausschlieBlich in den dendritischen Schichten, nicht aber im Zellkorper

lokalisiert ist (Jedlicka et al., 2008). Dies steht im Gegensatz zu unseren
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Untersuchungen. Wir konnten feststellen, dass sowohl mRNA als auch das Protein
Synaptopodin sich im Soma des Spines befinden (Fester et al., 2009). Von dort aus folgt
wahrscheinlich ein Transport von Synaptopodin entlang des Dendriten zum Spinehals,

zum Spinekopf und zu den dendritischen Schéften.

Desweiteren gibt es verschiedene Ansichten, inwiefern Synaptopodin eine Rolle bei der
synaptischen Plastizitét spielt. Es ist, ausgehend von vorherigen Studien, unter anderem
mit der Synaptopodin-knockout Maus, eine Verbindung zwischen Synaptopodin und
der Langzeitpotenzierung nicht von der Hand zu weisen. Allerdings scheint noch kein
plausibler =~ Zusammenhang zu bestehen und die zurzeit vorgebrachten

Losungsvorschldge sind unvollstdndig und ungeniigend aussagekréftig.

Wie bereits oben erwidhnt sind strukturelle Verdnderungen der Spinemorphologie im
Aktinzytoskelett das morphologische Korrelat der Langzeitpotenzierung. In reifen
Podozyten und im ZNS, besonders im Telenzephalon, treten Synaptopodin und Aktin
kolokalisiert in Spines und an der postsynaptischen Dichte (PSD) auf (Matus et al.,
1982). Synaptopodin verfiigt dazu weiterhin iiber zwei Bindungsstellen fiir Aktin und

eine Bindungsstelle fiir a-Aktinin (Kremerskothen et al., 2005).

Wihrend der LTP kommt es zu einer Hochregulation des Synaptopodingens (Inokuchi
et al., 1996; Kato et al., 1997; Matsuo et al., 1998, 2000). Synaptopodin mRNA wird im
Soma hochreguliert und das Protein Synaptopodin steigt dann in der aktivierten
synaptischen Schicht an (Fukazawa et al., 2003; Yamazaki et al., 2001). Man kann also
sagen, dass Synaptopodin auf noch ungeklirte Weise daran beteiligt ist, dass die

Proteinsynthese abhéngige Langzeitpotenzierung stattfinden kann.

Neben Synaptopodin konnten Krucker et al. 2000 feststellen, dass die LTP im
Hippocampus mit einer Verdnderung des Aktinzytoskeletts und einem erhohten
Aktingehalt einhergeht. Eine Depolymerisation von Aktin fithrt zur Authebung der
Spinemotilitdt und zum Verlust synaptischer Strukturen (Fischer et al., 1998). Aktin
wirkt somit wahrscheinlich stabilisierend auf Synapsen. Aufgrund der wie bereits oben
erwdhnten rdumlich engen Lokalisation von Synaptopodin und Aktin scheint
Synaptopodin regulativ in das Aktinzytoskelett einzugreifen und somit Prozesse der
synaptischen Plastizitdt zu induzieren. Eine neue Verdffentlichung unterstreicht dies:
Hier wurde eine LTP in Spines induziert, die Synaptopodin exprimieren. Im Vergleich
zur Kontrollgruppe konnte es dabei nicht zu einem Abbau des Aktinzytoskeletts

kommen (Okubo-Suzuki et al., 2008).
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Die regulative Funktion liegt nach unseren Untersuchungen beim Calcium. Calcium
wird durch den CICR aus dem Spineapparat via der Ryanodin- und der IP3 Rezeptoren
freigesetzt. Die Freisetzung von Calcium fiihrt im Folgenden zur Phosphorylierung der
Aromatase, wodurch das Enzym inaktiv wird. Gleichzeitig kommt es zur
Hochregulation des ER 3 was zu einem Stopp des Synaptopodinsynthesewegs fiihrt. Die

Synaptopodinexpression wird herunterreguliert.

In weiteren Untersuchungen konnte unsere Arbeitsgruppe darlegen, dass das
neuroprotektive Estrogen einen Einfluss auf die Profilinexpression hat (Stephanie
Strohbiicker, Diplomarbeit 2007). Profilin ist ein ubiquitéres Protein, dass beteiligt ist
an Wachstums- und Stabilisierungseffekten von Aktinfilamenten. Weiterhin dient es als
Austauschfaktor von ADP zu ATP in G-Aktin. Im Hippocampus ist Profilin
iiberwiegend in den Dendriten lokalisiert (Neuhoff, 2005).

Kommt es nun in dem oben beschriebenen Kreislauf zur einer Herunterregulation von
Synaptopodin, fiihrt dies im Verlauf zu einer Inhibition von Profilin. Die Spines sind

instabil und das Aktinzytoskeletts ist unzureichend funktionsfdhig.

Diesen Ergebnissen miissen weiterfiihrende Untersuchungen folgen, um die genaue
Funktion dieses durch Calcium regulierten Kreislaufes aufzukldren. Es ist jedoch bereits
anhand unserer jetzigen Erkenntnisse auszuschlieBen, dass Synaptopodin einen direkten
Effekt auf die Langzeitpotenzierung hat, wie die neusten Arbeiten suggerieren wollen

(Jedlicka et al., 2008).
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6.7 Unsere Ergebnisse im aktuellen klinischen Kontext

Im Mittelpunkt kiinftiger klinischer Auswirkungen unserer Grundlagenforschung stehen
die Demenzen, allen voran die Alzheimer-Demenz. Bei dieser Erkrankung kommt es
durch eine Aktivititsdinderung Calcium abhéngiger Proteasen und Proteinkinasen zu
einer Erhohung des Ap-Peptides und zu Phosphorylierungen des Tau-Proteins
(Querfurth und Selkoe, 1994).

Eine erhohte Calciumionenkonzentration zieht dendritische Degeneration, Verlust von
Synapsen, Anderungen im Zytoskelett und Apoptosen nach sich (Khachaturian, 1989).
Die pathologischen Hauptmerkmale des Morbus Alzheimer sind Apoptose sowie
Plaques und Fibrillen mit hyperphosphorylierten Neurofilamentproteinen. Diese

konnten nun im Zusammenhang mit der gestorten Calciumregulation gesehen werden.

An Alzheimer erkrankte Patienten zeigen auch hiufig depressive Symptome. Einige
Studien geben Hinweise darauf, dass bei depressiven Erkrankungen eine erhohte
intrazelluldre Calciumkonzentration vorliegt (Dubovsky et al., 1994; Yamawaki et al.,
1996). Vielleicht kann man sich diesen Punkt in Zukunft diagnostisch zur Hilfe
nehmen, so dass bei der Diagnose Morbus Alzheimer und depressive Verstimmung

Calciumantagonisten eingesetzt werden konnten (De Vry et al., 1997).
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7. Zusammenfassung

Vorausgegangene Studien konnten zeigen, dass der Spineapparat, bestehend aus
gestapelten Schichten glatten endoplasmatischen Retikulums und elektronendichten
Platten in 80% der reifen Spines vorhanden ist. Synaptopodin, ein Aktin assoziiertes
Protein, bindet spezifisch an den Spineapparat und kann als Parameter fiir sein
Vorhandensein benutzt werden. Der Spineapparat wird als Calciumspeicher in der

Literatur diskutiert.

Die Zellen wurden mit Calciumkanalinhibitoren (U73122 und 8-Brom-cADP Ribose),
einem glutamatergen Agonisten (NMDA) und mit einem Estrogenrezeptorantagonisten

(ICT 182,780) behandelt.

Die  Untersuchungen  zeigten eine  signifikante  Heraufregulation  der
Synaptopodinexpression nach Inhibition der Calciumkandle. Um einen Einstrom des
extrazelluldren Calciums ausschliefen zu konnen, verwendeten wir EDTA, welches
keinen Einfluss auf die Synaptopodinexpression zeigt. Umgekehrt ist ein CICR durch
glutamaterge Agonisten z.B. NMDA induzierbar. Nach NMDA zeigte sich eine
konsistente Herunterregulation, die durch U73122 und 8-Brom-cADP Ribose authebbar
war. Die Regulation der Synaptopodinexpression korrelierte positiv mit der neuronalen
Estradiolsynthese. Die Blockierung der Estrogenrezeptoren durch ICI 182,780 zeigte
keinen Effekt auf die Synaptopodinexpression; eine simultane Behandlung mit ICI

182,780 und NMDA blockierte die NMDA- induzierte Herunterregulation.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Synaptopodinexpression durch Calciumtransienten
reguliert wird. Da bekannt ist, dass die Aromatase durch Calciumfreisetzung aus
internen Speichern iiber Calcium abhédngige Kinasen phosphoryliert und damit
inaktiviert wird, ist die korrespondierende Regulation der Estradiolsynthese konsistent.
Die durch ICI 182,780 authebbare Herunterregulation der Synaptopodin- und der
Estradiolsynthese  ldsst den  SchluB zu, dass die Abhidngigkeit der

Synaptopodinexpression nach synaptischer Aktivierung Aromatase vermittelt ist.
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