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2. Einleitung

2.1 Einfuhrung

Hormone sind biochemische Botenstoffe, die von igfisierten Zellen des Korpers
gebildet werden. Sie werden mit dem Blutstrom tpanert und Ubermitteln so ihre
Informationen zu den Erfolgsorganen. Dabei ist digothalamus-Hypophysen-
System (HHS) das wohl wichtigste Steuerzentrumchesd aus verschiedenen, fein
aufeinander abgestimmten Regelkreisen besteht.edosidere der Hypothalamus
empfangt viele Signale aus der Umwelt, dem Korpenian sowie dem Gehirn selber,
fur deren Vermittlung im Koérper produzierte Hormagiee grundlegende Rolle spielen.
Auf diese Weise stellt er ein wichtiges integrasive Zentrum der

Informationsverarbeitung und eine Bricke zwischesuranalem und endokrinem

System dar.

Im Hinblick auf eine Vielzahl von Studien ist abauch der Hippocampus als ein
wichtiges Zielorgan der im Koérper produzierten Homa bekannt. Diese Erkenntnis ist
von besonderem Interesse, wenn man betrachtetddagtippocampus eng mit Lernen
und Gedéchtnis assoziiert ist. So beschrieb Willi@ooville schon 1957, dass die
Resektion des Temporallappens zu Stoérungen derdBeust und Lernfunktion flhrt

(Scoville und Milner, 1957). Nach Entfernung depgocampalen Formation konnten
die Patienten neue Informationen des Kurzzeitgadé&des nicht ins

Langzeitgedachtnis Uberfihren. Aul3erdem zeigtenPsmbleme, sich rdumlich zu
orientieren beziehungsweise sich an rdumliche Gadebten zu erinnern. Nach viralen
Encephalitiden des Temporallappens, dem VerscldassArteria cerebralis posterior
oder anderweitig bedingten hypoxischen Temporadistbn zeigten sich dieselben

Gedéchtnisstérungen (Zola-Morgan et al., 1986).

Die Forschung der letzten Jahre richtete ein besesdAugenmerk auf die Wirkung
von Steroidhormonen in hippocampalem Gewebe. Hieigte sich in der
Vergangenheit, dass Estrogenwirkung im  Hippocampusorphologische
Veranderungen, wie z.B. in der Synapto- und Spinege, herbeifiihrt (Gould et al.,
1990; Woolley et al., 1990; Segal und Murphy, 200ItEwen, 2001; Li et al., 2004).
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Versuche an Ratten zeigten ein verbessertes Ldralten weiblicher Tiere nach
Estrogengabe (Daniel et al., 1997; Packard e1298).

Klinische Studien zeigten auch bei Frauen ein \&sbes Gedachtnis durch Estrogene.
Anfang der neunziger Jahre beobachteten Philli@d. etlass es bei postmenopausalen
Frauen die eine Estrogensubstitutionstherapie leghjezu einer verbesserten Leistung
in der Durchfihrung verbaler Merktests kam (Phsllynd Sherwin, 1992).

In anderen Studien zeigte auch der weibliche Zylduren Einfluss auf das verbale
Gedéachtnis, wobei hohe Serum-Estrogenspiegel, idretgpischerweise in der ersten
Zyklushélfte finden, zu einer verbesserten Merldglhit fuhrten (Hampson, 1990;
Sherwin, 2003).

In diesem Zusammenhang konnte von klinischer Ralegain, dass Patientinnen, die
im Rahmen eines Estrogenrezeptorpositiven Mammadars mit Aromatasehemmern
therapiert wurden, deutlich schlechter in Merkfédeigstests abschnitten (Shilling et al.,
2003; Jenkins et al., 2004; Bender et al. 2006)

Weiterhin weisen immer mehr Arbeiten auf die pesitiVirkung von Estrogenen bei
multiplen neuronalen Erkrankungen hin. So bietenzsim einen durch Interaktion mit
neurotrophen Faktoren und der Beeinflussung veszdelnier Neurotransmittersysteme
(Ryan et al., 2008), zum anderen auch durch ihtexadativen Eigenschaften einen
Therapieansatz fir Morbus Alzheimer, bei dem oxgatZelltod ein Charakteristikum
ist (Behl und Holsboer, 1999; McEwen und Alves, 49Behl und Manthey, 2000;
Garcia-Segura et al., 2001; McCullough und Hurn 300Auch bei Epilepsie,
Schizophrenie, Insulten und anderen zerebralerakkkingen besitzen die durch 17-13-
Estradiol ausgelosten neurotrophen Effekte einedeftiden Einfluss auf regenerative
Vorgange. Estrogeninduziertes Neuritenwachstunhiest als ein Beispiel zu nennen
(Zhao et al., 2005; von Schassen et al., 2006;"Sanal., 2008).

Nicht zuletzt sind Estrogene ein wichtiger Diffezesrungsfaktor fur die Entwicklung
des Nervensystems (Beyer, 1999; lvanova und Begeq).

Das grof3e Spektrum neuronaler Estrogenwirkungerfaitivahrend Anlass fur weitere
wissenschatftliche Forschungen. Betrachtet man Zigd§t dass Manner und Frauen
naturgegeben Uber einen unterschiedlichen Hormatbegrfligen, eroffnet sich ein
neues und spannendes Feld mit der Frage nach gelstddpezifischen Wirkungen, die

in dieser Arbeit genauer untersucht werden sollen.
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2.2 Der Hippocampus

Der Hippocampus gilt in seiner Gesamtheit als diatrale Struktur des limbischen
Systems und spielt eine bedeutende Rolle bei Lengdt Gedachtnisvorgangen. Als
Ganzes betrachtet formiert es sich nicht aus eigeschlossenen Bahnsystem, sondern
bildet vielmehr eine Funktionseinheit eng mitein@ndverbundener Kern- und
Rindengebiete. Dabei ist es stark in den ProzessSteuerung von Verhalten und
Emotionen, sowie bei Lern- und Gedéachtnisprozessegebunden.

Im menschlichen Gehirn befindet sich der Hippocasnpn der medialen Flache der
Temporallappen und bildet sich dort am Boden deéte®eentrikel. Nach hinten oben
reicht er bis zum kaudalen Ende des Balkens unzt seth an dieser Stelle in die
Struktur des Fornix fort. Im Gegensatz dazu liegt Hippocampus der Ratte weiter
kranial. Bei ihr befindet er sich unmittelbar untlgm Kortex und durchzieht beide
Hemisphéaren von rostral nach kaudal entlang einédri@igen Achse (Amaral und
Witter, 1989; Abb. 1).

Zugeordnet wird der Hippocampus dem entwicklungdgehtlich alteren Allokortex
und weist im Gegensatz zum phylogenetisch jungaerhsschichtigen Isokortex einen
annahernd dreischichtigen Aufbau auf. In seinenfabion setzt sich der Hippocampus
aus folgenden Regionen zusammen, die bei der Rattdbeim Menschen eine grol3e
Homologie aufweisen: Gyrus dentatus, Cornu amm@Ammonshorn), Subiculum,

Prasubiculum, Parasubiculum (Zilles K., 1998).

5 i

Abb. 1: Lage und Struktur des Rattenhippocampus, dargesteid der
Gyrus dentatus (DG), das Ammonshorn (CA) dénh Regionen CAl und
CA3, die Moosfasern (mf), der Tractus penfigsra(pp), sowie die
Schaffer-Kollateralen (sc); Quelle: Amaratiuwitter, 1989.
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Die Organisation der hippocampalen Neurone erfaigtzwei sich umgreifenden,
C-foérmigen Zellb&andern, welche sich aus untersditieein Zelltypen zusammensetzen.
Eines der Zellbander besteht aus dicht gepack&ned Kornerzellen, den Hauptzellen
des Gyrus dentatus. Ein weiteres Zellband forngeth aus Pyramidenzellen, welches
die Prinzipalzellen des Cornu ammonis darstellebb(A2). Dieses Band lasst sich
sowohl makroskopisch als auch funktionell in eind1€ und eine CA3-Region
unterteilen. Der intermediare Bereich der CA2-Regidard heute von vielen Autoren
der CAl1-Region zugerechnet. Gesaumt wird diesekbatel auf der einen Seite vom
Stratum oriens, in dem sich die basalen Dendritgaweigen. Der Apikaldendrit zieht
gegeniberliegend durch das Stratum radiatum uwmtitreiit seinen Auslaufern bis in
das Stratum lacunosum-moleculare (Zilles K., 19¢&hle W., 2001). Zusatzlich findet
sich in beiden Richtungen ein Dendritenbaum, ansetesreichen Dornenbesatz
Uberwiegend exzitatorische Synapsen Eingang findéiterhin finden sich Gliazellen
wie Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikroglia &lsmktionell bedeutsame, zellulare
Bestandteile. Mit der Aufrechterhaltung der BlunidBchranke sowie einer
kontinuierlichen Nahrstoffversorgung fallen ihnenchitige Aufgaben im neuronalen
Zusammenspiel zu. So schitzen sie vor toxischerst&oben und unterstitzen die

Energiebereitstellung.

Boden des
Sefterventikets

Subicutun &
Entonbiricier
Corlex

Frrit cdery valaifsncksn

Sepharn Alferanzan Effarenzan Blutgeiéen)
Abb. 2: Faserverbindungen des Hippocampus. DG: Gyrus Demtat
CA: Cornu ammonis (Ammonshorn). Dabei erfolgt diatésteilung in 3

Regionen CA1-3.
Quelle:http://www.uni-leipzig.de/~vetana/Hippocarafhippocampus.htmi
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Die hippocampalen Hauptafferenzen zur integratiVenarbeitung stammen aus dem
entorhinalen Kortex. Als Tractus perforans endeseliFasern an den Kornerzellen des
Gyrus dentatus und bilden dort die erste Synapses desynaptischen
Hauptverschaltungsweges innerhalb des HippocampDg als Moosfasern
bezeichneten Axone der Kornerzellen ziehen anddiid zu den CA3-
Pyramidenzellen (zweite Synapse), von denen ausagie erneuter Verschaltung tber
die Schaffer-Kollateralen die CA1-Pyramidenzellereiehen (dritte Synapse). Von hier
aus erfolgt die Projektion zum Subiculum, welchea thbergang vom dreischichtigen
Allo- zum sechsschichtigen Isokortex bildet. Gleieiig sammeln sich hier die Fasern,
um im Fornix, der Hauptefferenz des Hippocampus) @orpus mamillare zu ziehen.
Der Hippocampus zeichnet sich im Gegensatz zurvialeleren Hirnarealen dadurch
aus, dass die Funktion der Neurogenese im Gyrugattsnnicht sistiert. Mit der
Fahigkeit, ein Leben lang neue Verbindungen zwisdhestehenden Nervenzellen zu
generieren, diese zu verandern, aber auch neueolNewu schaffen, bildet der
Hippocampus die Basis flur die Akquisition neuen $&iss. Grundlegende Bedeutung in
diesem Zusammenhang haben Synapsen und die AndetengEffektivitat der

synaptischen Ubertragung, die synaptische Platizit

2.3 Synapse / Spinesynapse

Synapsen sind neuronale Kontaktstellen, die spsigdl dem Informationsaustausch
dienen. Durch Anderung der synaptischen Ubertraggtégke, infolge einer sich
verandernden Physiologie oder Morphologie der Syaastellen sie die Grundlage der

synaptischen Plastizitat dar.

Nach allgemeingultiger Definition setzt sich ihr fAau aus den Strukturen:
prasynaptischer Teil (Bouton) mit der prasynapesciMembran, synaptischer Spalt
und postsynaptischer Teil mit der postsynaptisckEsmbran zusammen. Weiterhin
lassen sie sich nach der Lokalisation der Bouton&ntergruppen klassifizieren.
Hierbei unterscheidet man axo-somatische SynaBeutdns liegen am Perikaryon),
axo-axonale Synapsen (Boutons liegen am Initialeegrdes Axons), axo-dendritische
Synapsen (Boutons liegen an Dendriten der Empfaegeone) und Spinesynapsen

(Boutons kontaktieren Spines als postsynaptisclaeimé) (Kahle W., 2001).
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Die als Spines bezeichneten Dornfortsatze stellieh $ierbei als membrandse
Protrusionen dar, deren Ursprung Uberwiegend aufom@len Dendriten gelegen ist
(Nimchinsky et al., 2002). Im hippocampalen Gewdlilden sie hauptsachlich das
postsynaptische Element exzitatorischer Synapselthe sich zu Uber 90 % an ihnen
formieren (Gray, 1959; Harris und Kater, 1994; Nmmsky et al., 2002). Die
klassische Struktur stellt sich bei allen Spinasidgséatzlich ahnlich dar. So verfligen sie
Uber einen ovalen Bulbus, welcher Uber einen dtstie Halsteil mit dem
Dendritenschaft in Verbindung steht. Die heute ndcntwahrend verwendete
strukturelle Differenzierung fihrten Peters unddéaman-Abramof 1970 ein. In dieser
erfolgt die morphologische Unterteilung in pilzfdga (mushroom shaped), kurze
(stubby) und dinne (thin) Spines, deren Distributieine Charakteristik fur
verschiedene Entwicklungs- und FunktionszustandkemGehirnregionen aufweist. An
reifen Dendriten finden sich bis zu zehn SpinesNikrometer lokalisiert, wodurch sie
die flr neuronale Vorgange zur Verfigung stehenterfliche erheblich vergré3ern
(Sorra und Harris, 2000). In ihrer Architektur &al sie primar biochemische
Kompartimente dar, die Uber ein reiches Repertaae Calcium-vermittelten
Signalwegen verfigen (Bloodgood und Sabatini, 20(Hgsultierend aus dieser
Kompartimentierung werden Moleklile nahe der Symapgespeichert und ihre

Abdiffusion verhindert.

Fur die Bildung und Funktion der Spines besitzt emlAktin das Gerilstprotein
Spinophilin eine bedeutende Rolle (Feng et al.,020@a0 et al., 2003; Muly et al.,
2004; Sarrouilhe et al. 2006). Charakteristischesavést es fast ausschlief3lich in den
Dornen der Dendriten angereichert (Allen et al97)und dient daher als zuverlassiger
postsynaptischer Marker (Tang et al.,, 2004). Spinop besitzt die Fahigkeit,
Aktinfilamente zu bindeln und die Aggregation vo#lgin zu regulieren (Feng et al.,
2000). Durch seine Interaktion mit Protein-Phosagbatl (PP1) ist es weiterhin in der
Lage, dynamische Zellprozesse zu unterstitzen.

In 1998 von Fischer durchgefiihrten Experimentendeudeutlich, dass diese Zell-
Protrusionen in der Lage sind, ihre Morphologie neim Sekunden zu verédndern
(Fischer et al., 1998). Dies weist auf die bededgerRolle von GréfRen- und

Formveranderung fur die Effektivitat der synaptichibertragung hin.
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So gelten Spinewachstum und morphologische Variate eng verknipft mit
synaptischer Plastizitat (Yuste und Bonhoeffer, 1300welche wiederum als

Voraussetzung fur Lernprozesse angesehen wird (Mbse., 1994).

2.4 Spinedichte im Zyklus

Anfang der neunziger Jahre wiesen Gould und ihrbeksgruppe erstmals einen
Zusammenhang zwischen der Estrogensynthese unddaipypaler Spinezahl nach. Sie
zeigten, dass Ovarektomie in einer verminderterpdoépmpalen Spinezahl resultiert
und konsekutive Estrogensubstitution diesen Eff@ktler aufhebt (Gould et al., 1990).
Eine weitere interessante und neuartige Form deysiplogischen synaptischen
Plastizitdt konnten Woolley et al. 1990 nachweis@dem sie in ihren Versuchen
demonstrierten, dass die Spinedichte sich mit deikliseh fluktuierenden
Estrogenplasmaspiegeln andert (Woolley et al., 1988 zeitlichen Verlauf zeigte
diese wahrend des Proestrus, der Zeit erhéhtendesiplasmakonzentrationen, ein
Maximum und fiel nachfolgend annahernd auf das Anggniveau zurtck.

Aufgrund dieser Ergebnisse entwickelte sich nadeiotl die weitlaufig akzeptierte
Auffassung, dass gonadales Estrogen die hippocamPghaptogenese modifiziert
(Gould et al., 1990). Unbertcksichtigt blieb alder Aspekt, dass die hippocampale
Synaptogenese der Regulation durch GnRH unter(itginge-Kiel et al., 2008). Es
stellte sich nun die interessante Frage, wie réigaldVMechanismen bei méannlichen
Individuen erfolgen, die naturgegeben weitaus mnjede Estrogenkonzentrationen

aufweisen.

2.5 GnRH und sein Rezeptor

Gonadotropin-Releasing Hormon (GnRH) besitzt einentrale Bedeutung im
komplexen System der Steuerung reproduktiver Fan&h. So ist es wesentlich an der
Regulation von Androgen- und EstrogenkonzentratianeOrganismus beteiligt. Diese
Wirkung wird hauptséachlich Uber die Freisetzung dgpophysaren Gonadotropine

LH (luteinisierendes Hormon) und FSH (follikelstihmuendes Hormon) vermittelt.
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Nach seiner Bindung an spezifische Rezeptoren eiedSekretion der Gonadoliberine
FSH und LH in der Hypophyse stimuliert (Knobil, B)8welche Uber den Blutweg ihre
Zielstrukturen erreichen und dort die Synthese \Jestrogen bzw. Testosteron
induzieren. Diese wirken wiederum in einer RiuckKappgsschleife auf den

Hypothalamus und sind damit in der Lage seine Atiétizu beeinflussen.

Abb. 3: Physiologische GnRH-Wirkungen und hormoneller Rlegis

der Estrogenfreisetzun@uelle: http://mars.glia.mdc-berlin.de

Zahlreiche frihere Arbeiten legten bereits dar,sd@nRH indirekt Uber in der
Hypophyse gebildetes FSH und LH einen Effekt awd Histrogensynthese in den
Gonaden ausubt (Parinaud et al., 1988; Janssas 2000; Abb. 3). GhRH aus dem
Hypothalamus kann aber auch direkt in den Gonaden Hbrmonfreisetzung
stimulieren. Dabei steigern niedrige Dosen GnRH Ekérogensynthese in ovariellen
Granulosazellen, wohingegen hohe Dosen hemmendkidsia aufweisen (Janssens et
al., 2000).

Neuere Studien der letzten Jahre belegen zudengy d&ser Mechanismus der
Signalvermittlung auch in neuronalem Gewebe ein#eRgpielt. So weil3 man, dass
GnRH auf diese Art in der Lage ist, die Estradintbgse im Hippocampus zu
regulieren (Prange-Kiel et al., 2008; Abb. 3). Dgenauen Prinzipien der
Signalvermittlung sind derzeit jedoch noch nichécbiel3end geklart.
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Seine Wirkungen vermittelt GnRH dber einen membk#ardigen Rezeptor. Der
humane GnRH-Rezeptor ist ein aus sieben Transmechmsnen bestehender
Peptidhormonrezeptor. Neben seiner zentralen Rolleproduktiven Organen ist seine
Existenz auch in extrahypophysaren Geweben nackgewi So wird er zudem in
Granulosazellen des Ovars, in Leydig-Zellen desddsdund neuronal im lateralen
Septum, den Nuclei ventromediales und arcuatusAdergdala, dem Parasubiculum
und insbesondere auf hippocampalen Neuronen exgtiridennes und Conn, 1994;
Kakar und Jennes, 1995). In Experimenten von JeandsWoolums gelang 1994
mittelsin situ Hybridisierung der spezifische Nachweis von GnRézéptor mRNA in
Pyramidenzellen dieser Region. Einen Nachweis aufteihebene flhrte Patrick
Kohlmann 2008 durch, wobei er zuséatzlich Bindurgjtst auf Astrozyten und
Mikroglia detektierte. Uberdies ergaben quantigtAnalysen, dass die hippocampale
Konzentration gegenuber der hypothalamischen umdegifaches, dem Neokortex
gegenuber sogar um ein funffaches, erhoht ist fer&ael et al., 2008).

Aus Studien an Ovarien ist bekannt, dass der hur@aitH-Rezeptor zur Familie der
G-Protein gekoppelten Rezeptoren zahlt und Uberreithes Spektrum asecond
messenger Systemen verfugt. Hierzu gehéren unter anderenspgtiadipase C (PLC),
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphonat ()P Calcium, Diacylglycerol (DAG),
MAP-Kinase, Proteinkinase A (PKA), cAMP und cAMfsponse eement-binding
protein (CREB) (Stanislaus et al., 1998). Insbesondere EEREichnet sich durch
regulatorische Aufgaben bei Transkriptionsvorgangeis und ist essentiell an der
Vermittlung neurotropher Effekte beteiligt (Zhaoaét 2005).

Im Jahr 1971 gelang erstmals die chemische Ideietifing des neben GnRH auch als
LH-RH (LH releasing hormone) bezeichneten Botenstoffes (Matsuo et al., 19ifl).
seinem strukturellen Aufbau handelt es sich um aus zehn Aminosauren
zusammengesetztes Dekapeptid, welches von eineeklédnzahl Zellen synthetisiert
und sezerniert wird. Diese sogenannten Neuroaxioerf sich im medialen Septum,
dem rostralen Hypothalamus und der praoptischerioRegennes und Conn, 1994;
Herbison, 1998). Die Hauptprojektionen der GnRHdéaiden Neurone verlaufen zu der
am Hypophysenstiel gelegenen Eminentia medianadiesdiormone das Portalsystem
der Adenohypophyse durchflieRen.

Die GnRH-Freisetzung erfolgt in einem pulsatilerki@@onsmodus in Intervallen von

90-120 Minuten und ist durch einen intrinsischerpliisgeber determiniert (Knobil,
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1988; Gore A., 2002). Insbesondere die Sexualhoembestosteron und Estradiol
besitzen die Fahigkeit, diesen konstanten Rhythomasdamit die GnRH-Freisetzung
zu modifizieren (Gore A., 2002).

2.6 Estrogene werdemle novo im Hippocampus produziert

Untersuchungen der letzten Jahre erbrachten righteisende Ergebnisse auf dem
Gebiet der neuroendokrinen Forschung. Entscheieaardhierbei der Nachweis, dass
alle steroidogenen Enzyme in hippocampalen Neur@xgmimiert werden und diese

zur lokalen Estrogensynthese befahigt sind (Furakatval., 1998; Stoffel-Wagner,

2001; Wehrenberg et al., 2001; Prange-Kiel e2803).

Im Jahr 2004 zeigten Kretz et al., dass die Inkohatippocampaler Schnittkulturen

mit dem Aromataseinhibitor Letrozol zu einer sig@ht verminderten Spinezahl fihrt

(Kretz et al., 2004). Erstaunlicherweise resuléigedoch die Estrogenbehandlung der
Schnitte in keiner Zunahme der Spinezahl (Kretal.e2004). Diese Ergebnisse standen
nun im Widerspruch zu den oben aufgefihrtervivo Ergebnissen, in denen gezeigt
werden konnte, dass erhohte Estrogenplasmaspieg®ahmen des Zyklus zu einer
Zunahme der hippocampalen Spinedichte fuhren. D#&heb giltige These, dass

gonadales Estrogen die hippocampale Spinogeneseittadt, war damit in Frage

gestellt.

Aus den Ergebnissen von Kretz et al. (2004) undTdésache, dass die hippocampale
Estrogenkonzentration der Serumkonzentration gdggrniim ein Vielfaches erhoht ist

(Hojo et al.,, 2004), leitete sich die gegenwartiyaffassung ab, dass nicht das
gonadale, sondern vielmehr hippocamplal novo synthetisiertes Estrogen fur die

Synaptogenese verantwortlich ist.

Diese These gelang es 2008 experimentell zu bgstétsSo belegten Prange-Kiel et al.,
dass die durch Estrogen vermittelte Modifizierureg &pinedichte auf einer lokalen,

hippocampalen Hormonsynthese beruht (Prange-Kial.e2008). Es stellte sich nun

die Frage, wie zyklische Veranderungen der Spiieiic entstehen, wenn nicht die
Schwankungen des gonadalen Estrogens die Ursacstelbian.

Diese Frage konnte ebenfalls durch Prange-Kielle{2808) beantwortet werden,

indem sie herausfanden, dass auch die hippocantgsitegensynthese der direkten
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Regulation durch GnRH unterliegt und dieses ineseWirkung eine Synchronisation
der peripheren und hippocampalen Estrogensynthesaittelt (Prange-Kiel et al.,
2008). Sie wiesen weiterhin nach, dass diese Regularomatasevermittelt ist. Durch
Applikation des Aromataseinhibitors Letrozol wurdie GnRH-induzierte Spinogenese
aufgehoben (Prange-Kiel et al., 2003; Kretz et241Q4).

Heute wird davon ausgegangen, dass hippocampalegonddale Estrogensynthese
gleichartig ablaufen. Dabei ist 17-3-Estradiol (B25 Wichtigste der aus Androgenen

produzierten Estrogene.

Die Forschung der vergangenen Jahrzehnte hat d@sgéiohe Bild von Estrogen als
einfachem weiblichen Sexualhormon grundlegend gdelanin seinen Wirkungen
wird es heute allgemein nicht nur als neuroakti&sroid, sondern vielmehr als
Neuromodulator anerkannt (Balthazart und Ball, 2006

Gerade hier stellt die aktuelle Forschung mit sgindeuen Erkenntnissen viel
Diskussionsmaterial bereit. Obwohl wir wissen, dbsstosteron hauptséachlich Gber die
Umwandlung in Estrogen seine Wirkung ausubt (Fested., 2009), ergaben kirzlich
durchgefihrte Versuche in unserem Labor einen Hewdarauf, dass auch Testosteron
selber unabdinglich fir die Aufrechterhaltung d@ingsynapsen sein kdnnte (Breda
von Blittersdorf 2011, med. Dissertation). Aus ém@sGrund soll diese Arbeit dazu

beitragen, geschlechtsdimorphe Unterschiede bessgehen zu kdnnen.

2.7 Arbeitshypothese und Fragestellung

Estrogene werden nicht nur im weiblichen Organismsynthetisiert. Beide

Geschlechter sind in der Lage, Estrogen aus Andexgeu produzieren (Behl und
Manthey, 2000). Was sie dennoch voneinander umteidet, sind unterschiedliche
Konzentrationen der Sexualhormone im Blut. In ueserLabor wurde kirzlich

demonstriert, dass die Stimulation mit GhnRH zu eineranderten Spinedichte im
Hippocampus fuhrt, wobei dieser Effekt durch einstrégen de novo Synthese

vermittelt wird (Prange-Kiel et al., 2008).

Vor dem Hintergrund, dass sich die GnRH-Sekretienrbannlichen und weiblichen
Individuen physiologisch unterscheidet, soll insdie Arbeit untersucht werden, ob

geschlechtsspezifische Effekte von GnRH auf Spoedi und synaptische
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Plastizitdt vorhanden sind. Anhand hippocampalémiikulturen soll geklart werden,
ob

o die Stimulation mit niedrigen und hohen Dosen GnRidhe
geschlechtsspezifische Auswirkung auf die Spinapmiénge, als
Korrelat der synaptischen Plastizitat, besitzt.

o sich die Neubildung dendritischer ~ Spinesynapsen hnac
GnRH-Stimulation bei mannlichen und weiblichen €rersignifikant
voneinander unterscheidet.

0 sich Unterschiede in der GnRH-Rezeptorverteilungere

o die durch GnRH induzierte Estradiolsynthese bei mhéimen und

weiblichen Individuen Unterschiede aufweist.
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3. Material

3.1 Arbeitsmaterialien, Gerate

Brutschrank, 37 °C und 65 °C

CGQO; Inkubator, 37 °C

Cutfix Surgical Disposable Scalpel
Deckglaser, 20 x 46 mm
Desinfektionsmittel

Diamantmesser

Dokumentenfolie

Einbettungsformen

ep T.I.LP.S. Standard, verschiedene Grof3en
Falcon Multiwell Cell Culture Plate, well
Falcon Tubes, 15 ml und 50 ml
Farbekéasten nach Hellendahl (Kivetten)
Feuchtkammer

Fotopapier

Gefrierschrank, -25 °C und -80 °C
Gelatinekapseln

Gildergrids

Handschuhe, verschiedene Groélien
Heidemannspatel

Heizplatte

Kosmetiktliicher Samtess

Kuhlschrank, 4 °C

Lichtmikroskop

LSM Mikroskop

Microm HM 560

Microtom

Microtome Blade S35

Mikroskop Axiovert 200M

Millicell-CM

Neubauer Zahlkammer, Tiefe 0,1 mm, 0,0025°mm
Objekttrager SuperFrost/ Plus

Parafilm M

Pasteurpipetten

Pinsel

Pinzette

Pipetten 100 und 2500 ml

Pipetten 2, 20, 100, 200 und 1000 pl
Pipettenspitzen fur Pipetus 5, 10 und 25 ml

MEMMERT
HERAEUS

BRAUN
MARIENFELD
BODE

DIATOM

LEITZ

PLANO
EPPENDORF AG
BECTON DICKINSON LAB.
GREINER BIO-ONE
ROTH

EIGENBAU UKE
TETENAL
LIEBHERR

PLANO

PLANO
KIMBERLY-CLARK
AESCULAP DE

W. PFENNING
WEPA

BOSCH/ LIEBHERR
OLYMPUS/ ZEISS
ZEISS

MICROM
REICHERT-JUNG
FEATHER

ZEISS

MILLIPORE
BRAND GERMANY
ASSISTENT
PECHINEY PLASTIC
PACKAGING
ASSISTENT

DA VINCI/ PELIKAN
MERCK
EPPENDORF AG
GILSON

BECTON DICKINSON LAB.
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Pipetus Akku
Reagiergefal3e 1,5 und 2 ml
Ruttler

Schere

Serologische Pipetten
Sicherheitswerkbank Stufe 2
Stericup Filter Units

Tissue Chopper
Ultramicrotom

USB-Stick ,PNY“ 4 GB
Vortex Genie 2

Waage

Zentrifuge Universal 32R

3.2 Software

Excel 2000 (Software)
PC/Macintosh-Systeme
Programm Openlab 3.1(Software)
SAS

Windows 2000 (Software)
Windows XP (Software)

Word 2000 (Software)

3.3 Chemikalien

2,4,6-Tris(dimethyl-aminomethyl)phenol, 2 %

Aceton

Albumine, Bovine, BSA Nr. A7906
Aqua ad iniectabilia, 1 Liter

B 27 Supplement

Bleicitrat

Borsaure

DAKO

DAPI
Dinatriumhydrogenphosphat
Ethanol, absolut

Glucose, 50 %
Glutaraldehydlosung, 25 %
Glycidether

Gonadotropin releasing hormone, L7134
Hanks Balanced Salts (HBSS)

HIRSCHMANN LABORGER.
EPPENDORF AG
EDMUND BUHLER

FINE SCIENCE TOOLS
FALCON

HERAEUS

MILLIPORE

H. SAUR
REICHERT-JUNG

PNY

SCIENRIFIC INDUSTRIES
METTLER

HETTICH

MICROSOFT
VERSCHIEDENEHERSTELLER
IMPROVISION

CARY, NORTH CAROLINA
MICROSOFT

MICROSOFT

MICROSOFT

SERVA

BAKER

SIGMA

BAXTER DEUTSCHLAND
GIBCO

MERCK

MERCK

DAKO CYTOMATION
SIGMA

MERCK

MERCK

FRESENIUS KABI
MERCK

SERVA

SIGMA

GIBCO
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HBSS GIBCO
HEPES SIGMA
Horse Serum GIBCO
Kaliumhydrogenphosphat MERCK
L-Glutamin, 200 mM SIGMA
Minimum Essential Medium GIBCO
Natriumdihydrogenphosphat MERCK
Natriumhydroxid MERCK
Neurobasalmedium A (ohne Phenolrot) GIBCO
Osmiumtetroxid, 1 % ROTH
Papain SIGMA
Paraformaldehyd MERCK
PBS Tabletten GIBCO
Penicillin/ Streptomycin GIBCO
Penicillin-Streptomycin Losung GIBCO
Poly-L-Lysin SIGMA
Propylenoxid SERVA
Saccharose MERCK
Salzsaure MERCK
Sodium Bicarbonate Solution, 7,5 % SIGMA
Tissue Tek SAKURA
Toluidinblau MERCK
Trockeneis HUMANGENETIK DES UKE
Uranylacetat MERCK
3.4 Antikorper

Neurabin Il, monoclonal, 612166
Cy3, monoklonal, Goat Anti-Mouse 1gG

3.5 LOosungen

BSA 3 % (bovine serum albumin)

- 3 g bovines Albumin in 100 ml PBS losen

HBSS
- 50 ml 10x HBSS
- 5,04 ml HEPES
- ad 450 ml HO
- pH auf 7,3 einstellen

- ad 500 ml mit Aqua dest. auffillen

- steril filtrieren

BD TRANSDUCTION LAB.
JACKSON IMMUNO RES.
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Inkubationsmedium Slicekulturen

25 ml Minimum Essential Medium (MEM), 2-fach konzeert
1 ml L—-Glutamin, 200 mM

580 pl Sodium Bicarbonate Solution, 7,5 %

25 ml Hanks Balanced Salts (HBSS)

25 ml Horse Serum

1 ml Penicillin-Streptomycin Losung

1250 pl Glucose, 50 %

19 ml Aqua dest.

Titration bis pH 7,25 mit NaOH (1 mol/l) bzw. HCl (mol/l)

Neurobasalmedium

50 ml Neurobasalmedium A (ohne Phenolrot)
500 pl B 27

125 ul L-Glutamin 200 mM

500 pl Penicillin/ Streptomycin

PBS (phosphate buffered saline)

8 g NaCl

0,2 g KClI

1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat

0,2 g Kaliumhydrogenphosphat

in 1 L Aqua dest. (pH 7,4) bei Raumtemperatur I6sen

alternativ:

PFA 4

500 ml Aqua dest. (pH 7,4)
1 PBS Tablette
Titration bis pH = 7,4 mit NaOH (1 mol/l) bzw. HCl mol/l)

%
4 g Paraformaldehyd in 100 ml PBS losen

Phosphatpuffer 0,1 M

1 ml 0,5 M NaHPGQ,
1 ml 0,5 M NaHPO,
Aqua dest.

Poly-L-Lysin

6.183 g Borsaure in 800 mh8 l6sen
pH auf 8,5 einstellen und ad 1000 ml auffullen
steril filtrieren

100 mg Poly-L-Lysin darin I6sen, aliquotieren ured 20 °C einfrieren
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Praparationsmedium Slicekulturen
- 50 ml Minimum Essential Medium (MEM), 2-fach konzeert
- 1 ml L-Glutamin, 200 mM
- 48 ml Aqua dest.
- Titration bis pH 7,35 mit NaOH (1 mol/l) bzw. HCl tmol/l)
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4. Methoden

4.1 Eingesetzte Tiere

Wir verwendeten fur unsere Experimente funf Tage Rhatten (P5) und Ratten am Tag
der Geburt (PO) des Zuchtstammes WISTAR, beregtiestiurch die zentrale
Tierhaltung des UKE. Die Haltung erfolgte unter &oliierten Bedingungen, Futter
und Wasser standemd libitum zur Verflgung. Alle Experimente wurden in
Ubereinstimmung mit den geltenden gesetzlichen ilBestingen der Behdorde fir

Gesundheit und Wissenschaft durchgefuhrt.

4.2 Préaparation der Hippocampi

Die Praparation der Hippocampi wurde unter semisterBedingungen realisiert.
Zunachst dekaptierten wir die Ratten und resiziedie Haut tGber der Schadelkalotte.
Mit einer geraden Schere ertffneten wir medianttdgilas Schadeldach. Um eine
Verletzung der cerebralen Strukturen zu vermeidsetzten wir zwei weitere
Entlastungsschnitte lateral. Die anschlieRendeeEmihg des Gehirns wurde mit einem
Heidemannspatel vorgenommen. Nach erfolgter Resekiberfihrten wir dieses auf
einen mit PBS getrdnkten Schwamm. Es schloss siclichst die Entfernung von
Hirnstamm und Kleinhirn mittels Skalpell an. Dadalgend trennten wir unter
Zuhilfenahme des Heidemannspatels die beiden Hédnisp voneinander, sodass sich
der freie Blick auf den Hippocampus darbot. Abse®déind ,schélten* wir die
Hippocampi aus den Hemisphéren und nahmen sogiigciAnlage der Kulturen vor,
um ischdmischen Schaden weitestgehend vorzubeugen.

Unser Vorgehen erfolgte hierbei nach der Methode Stoppini (Stoppini et al., 1991).

4.3 Hippocampale Gewebekulturen

Aus den wie unter 4.2 beschrieben praparierten dtipmpi fertigten wir unter

Verwendung dedlissue Choppers 375 um dinne Gewebsschnitte an. Anschlie3end

wurden diese mittels Heidemannspatel in eine ndp&mationsmedium (pH 7,35, 4 °C)
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befiillte Glasschale tberfuhrt, um unter lichtmilkagischer Kontrolle die Separation
vornehmen zu kénnen. Wir sicherten auf diese Weisevollstandige Entnahme der
CAl1l- und CA3-Region. Geschlechtsspezifisch getregaben wir benachbarte
Gewebeschnitte auf mit Praparationsmedium vorleegit 0,4 pm dinne
Biomembranen. Unter sterilen Bedingungen befuliien Zellkulturplatten mit sechs
Kavitdten. Dazu pipettierten wir 1 ml Inkubationgsinen (pH 7,25) prowell. In die
bereits vorbereitetenwells lieBen wir nun die Membranen ein und saugten
Uberschissiges Medium mit einer sterilen, gebogeBEspipette ab. Nachfolgend
wurden die Kulturen fir elf Tage inkubiert. Bei einlfemperatur von 37 °C, sowie in
einer mit 5 % CQ@ angereicherten Atmosphare simulierten imirvitro Bedingungen.
Um einer Malnutrition vorzubeugen, erfolgte Tag seipost praeparationem unter
sterilen Bedingungen der erste Austausch des Kuoéidiums. Die anschlieRenden
Wechsel erfolgten im zweitdgigen Abstand, wobei jgiwveils mindestens 8 ml zur
quantitativen Estradiolbestimmung im Medium aufbleen. Weiterhin erfolgte die
Realisation der Versuche in Unkenntnis der Kulthebellung, um Manipulation
auszuschlieBen und Objektivitdt zu gewahrleistezdodh achteten wir in allen
Arbeitsschritten streng auf die systematische Anondy der Gewebeschnitte, um zu
jedem Zeitpunkt die sichere Identifikation der pgan Zusammengehdrigkeit zu

ermaglichen.

4.4 Hippocampale Dispersionskulturen

Die Herstellung hippocampaler Zellkulturen erfolgtach der Methode von G. J.
Brewer (Brewer, 1997), jedoch modifizierten wir d&hema nach Prange-Kiel
(Prange-Kiel et al., 2003).

Einen Tag vor Beginn der Praparation beflllten yade Kavitat einer 24well
Zellkulturplatte mit Glasplattchen. Anschliel3engbgitierten wir 500 pl Poly-L-Lysin
hinzu und inkubierten die Platten fur 4 StundenchNabschluss der Inkubation
entfernten wir das Poly-L-Lysin und ersetzten esImml sterilem Wasser proell. Auf
diese Art verblieben die Zellkulturplatten bis zunméichsten Morgen in einer

Sicherheitswerkbank.
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Am Praparationstag entnahmen wir die Hippocampi ubdrfihrten sie sogleich in
grolRere Petrischalen, welche mit HBSS beflllt waMsach Abschluss der Entnahme
gaben wir die Hippocampi, nach Geschlechtern getren 15 ml Falconrdéhrchen. In
diesen spulten wir das Gewebe nochmals mit HBSSgaihén nach dem Spilvorgang
erneut 5 ml HBSS, sowie 2 ml Papain zum Verdauerzthi In diesem Zustand
inkubierten wir das Gewebe fur 20 Minuten im Britsmk. Nach Abschluss der
Inkubation schlossen sich vier weitere SpulgangeHBISS an, die mit der Zugabe von
2 ml Neurobasal A Medium endeten. Vor dem Hintengrvon Untersuchungen die
darauf hindeuten, dass Phenolrot Uber eine eskéhdiacche Wirkung verfugt,
verwendeten wir in unseren Versuchen Phenolrodidieurobasal A Medium (Berthois
et al., 1986). Fur den nachsten Schritt, das HEesteler Zellsuspension, benutzten wir
feuerpolierte Pasteurpipetten. Hierbei zerkleimentdr das durch Papain angedaute
Gewebe mittels auf- und abpipettieren, bis eine dgene Suspension entstand. Um
unverdaute Bestandteile zu entfernen, filtriertendiese durch ein 40 um Zellsieb und

fullten das Falconrohrchen mit dem Filtrat auf 5amf.

Es folgte die Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe @inNeubauer Zahlkammer. Nach
entsprechender Auffullung der Suspension stellténemwme Zelldichte von 100 000
Zellen/ml ein und fulltenjedeswell, mit den darin gelegenen Poly-L-Lysin Platten, mit
1 ml auf. Um nun optimale Bedingungen fir das Atdretind Uberleben der Neurone
zu schaffen, gaben wir die Kulturplatten fur eirterfsle bei 37 °C und mit 5 % GO
angereicherter Atmosphare in den Brutschrank. InscAluss daran fiihrten wir einen
Mediumwechsel durch, wobei wir altes durch frischNesirobasal A Medium ersetzten.
In der vorerst abschlieRenden mikroskopischen tatakontrolle zeigten erste Zellen
bereits neu gebildete Fortsatze und wiesen daniiteamen funktionellenin vitro

Zellverband hin.

4.5 Stimulation und Inhibition

Nach vier Tagen Vorkultur fuhren wir mit der Behamy fort, es erfolgte die erste
Stimulation beziehungsweise Inhibition. Alle wedsrerfolgten zeitgleich im Rahmen
des Mediumwechsels zweitagig. Unbehandelte Kultudia wir unter identischen

Versuchsbedingungen mitfihrten, dienten bei allepeEmenten als Kontrolle. Wie in
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der Einleitung erwahnt, stimulierten wir mit Gonatlopin-Releasing-Hormon
(GnRH), wobei wir bei Slicekulturen mit Konzent@ien von 100 nM und 500 nM
arbeiteten, in Dispersionskulturen hingegen verwésd wir 10 nM und 500 nM. In
bereits publizierten Untersuchungen zeigte sichGy@RH-Konzentrationen von 10 nM
und 100 nM ein signifikanter Anstieg in der Estdslynthese, wohingegen bei 500 nM
eine signifikante Reduktion beobachtet wurde (Peaigl et al.,, 2008). Die
maximalen Effekte in  Dispersionskulturen wurden ribé@ mit einer
Stimulationskonzentration von 10 nM GnRH errei¢htSlicekulturen hingegen zeigte
die Stimulation mit 100 nM GnRH deutlichere Effekfais diesem Grund verwendeten
wir in den jeweiligen Versuchen unterschiedlichenKentrationen. Um resultierende
Effekte der GnRH-Stimulation auf den Spineturnogeschlechtsspezifisch darstellen
zu kénnen, stimulierten wir sowohl die weiblichds auch die mannlichen Hippocampi
separat mit den oben angeflhrten Konzentrationen Siimulation wurde nach sieben
Tagen mit der Fixierung der Zellen beendet.

4.6 Fixierung der hippocampalen Slicekulturen

4.6.1 Immunhistochemische Fixierung

Nach viertagiger Vorkultur und anschlieRender sidgiger Behandlung wurde unter
sterilen Bedingungen die Fixierung mit 4 % PFA thgefiihrt. Dazu verwarfen wir das
verbliebene Nahrmedium und spulten die entnommaeippocampi initial zweimal
mit 37 °C warmen PBS. Anschliel3end benutzen wizfiiei weitere Spulvorgange aus
dem Kihlschrank entnommenes, auf 4 °C gekihltes EBSolgte eine Fixierung tber
einen Zeitraum von 24 Stunden mit 4 %iger PFA L@suWViederum spulten wir im
Anschluss dreimahit auf 4 °C temperiertem PBS, um einen gré3tmbegicAnteil des
PFA auszuwaschen. Prael wurden anschlieBend 2 ml 25 %iger Saccharose
hinzugefiigt, die dort sechs Stunden verblieben.chAlie3end entnahmen wir die
Gewebeschnitte aus den Kavitaten und ordnetenaheden gleichgerichtet auf einem
Deckglaschen an. Um Gewebedestruktionen durchi&iafr moglichst auszuschliel3en,
entfernten wir mittelsTissues verbliebene Restflissigkeit. Erst hiernach Gbeznogyir
die Hippocampuspréparate mit Tissue-Tek ® und iilbetén sie zum Schnellfrost in

eine mit flissigem Stickstoff geftillte Isolierbox.
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4.6.2 Elektronenmikroskopische Fixierung

Fur ein vergleichendes Experiment fixierten wireginTeil der Kulturen speziell fur
elektronenmikroskopische Untersuchungen. Wir veisvar hier ebenfalls das
verbliebene Nahrmedium. Wiederum spulten wir ihigaveimal mit 37 °C warmen,
sowie einmal mit 4 °C kaltem PBS und schlossen tiethar einen weiteren
Spulvorgang mit 4 °C kaltem 0,1 M Phosphatpuffer lan Folgenden nahmen wir fur
drei Stunden bei 4 °C die Fixierung vor. Hierzuwendeten wir Glutaraldehydldsung
2,5 % in 0,1 M Phosphatpuffer und terminierten malgend den Vorgang mit einem
letzten Spulvorgang in 4 °C kaltem 0,1 M Phosphiéépu

AnschlieRend setzten wir fir eine halbe Stunde Ige%i Osmiumtetroxid in
0,1 M Phosphatpuffer mit Saccharose zur Nachfixigrau. Weiterhin wurden die
Schnitte mittels  aufsteigender  Alkoholreihe  dehgdyi um  spatere
Gewebedestruktionen zu minimieren. Hierfir verwéedewir jeweils zehn Minuten
unvergdllten Ethanol, verdinnt mit Aqua dest. ifistigenden Konzentrationen von
35 %, 50 %, 70 %, 96 %, terminiert mit zwei Durchgén 100 %igem Ethanol.
Abschlie3end versetzten wir die Schnitte zweimalMiGuten mit Propylenoxid, um
Restwasser gesichert zu entziehen. Fur die folgedds Stunden applizierten wir ein
Intermedium bestehend aus Propylenoxid und Glykatetm Verhaltnis 1:3 sowie
einen als Accelerator fungierenden Zusatz von 2 %,62Tris(dimethyl-
aminomethyl)phenol. Die paarigen Gewebeschnittéefegvir in auf Silikonplatten
vorbereitete Tropfen Glycidether und bedecktenalimst Dokumentenfolie. In dieser
Weise vorbereitet Ubertrugen wir sie fir den Zeitnaeiner Nacht zum Aushéarten in
einen auf 65 °C temperierten Brutschrank. Am né@hatlorgen losten wir die Folie
einschlieBlich  der ihr anhaftenden  Schnitte. = Zustch wurden  mit
Identifikationsnummer versehene Gelatinekapseln @lycidether beflllt. Diese
stulpten wir nachfolgend tber die Gewebekulturemg8fertigte Schnittblécke wurden
abermals eine Nacht im Brutschrank ausgehartet.

Der Zuschnitt erfolgte am Microtom mittels Diamamesser, anschlielend farbten wir
die Praparate frei schwimmend in Toluidinblau. Bi#& Lichtmikroskopie verwendeten
wir 1 um Schnittdicke, mit der hier standardmélagripeitet wurde. Nach eingestellter
Ubersicht entnahmen wir die indizierten Areale @#&1-Region und schnitten diese
gezielt am Ultramicrotom (Scheibendicke <100 nm)zZur folgenden Ubertragung auf

einen Kupferschlitztrager verwendeten wir eine WempNach abgeschlossener
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Applikation erfolgte die EM-Farbung. Hierfur setatewir initial fir 30 Minuten
Uranylacetat zu. Im Anschluss an einen Waschganglevdieses Uber weitere funf
Minuten durch Bleicitrat ersetzt und abschlieRemnel Barbung durch einen letzten
Spulvorgang beendet. Unser Vorgehen erfolgte dadeh der Methode von Reynolds
(Reynolds, 1963).

4.7 Zuschnitt und Immunhistochemie der Gewebekultren

Das Redlicing der bei -80 °C gelagerten Kulturen erfolgte ohnetdbrechung der
Kihlkette im Kryostaten. Wir verwendeten eine Stiitke von 20 um um optimale
Bedingungen fur die Antikdrperbindung zu schafféfit einem Spatel erfolgte die
Uberfuihrung in raumtemperiertes PBS, wobei wir anschlieRenden Applikation auf
Objekttrager die Gewebeschnitte mit einem Pinséhammen. Nach abgeschlossener
Ubertragung verblieben die Objekttrager bei 25 °Qf ainer Heizplatte. Mit
eisgekuhltem Aceton fixierten wir diese abschlief3@ir 15 Minuten. Die Asservation

der Schnitte erfolgte in Gefrierboxen bei -25 °C.

Die sich anschlieRende Immunhistochemie fiihrtenuwter semisterilen Bedingungen
durch. Initial wurden die auf den Objekttragernidixen Hippocampuspraparate
zweimal funf Minuten in PBS gewaschen. Bei diesesowie allen folgenden
Waschgangen, befanden sich die Kivetten in forterdder Bewegung, um ein
maoglichst artefaktfreies Ergebnis zu erzielen. Daréolgend blockierten wir die

Kulturen bei Raumtemperatur mit 3 %igem BSA in PHEB 30 Minuten, um

unspezifische  Immunreaktionen zu  verhindern. Um e einpermanente
Flissigkeitsbenetzung der Gewebeschnitte zu gewigtah, erfolgten samitliche
Inkubationen in der Feuchtkammer. Nach Ablauf dergesehenen Zeit wurde die
BSA-LOosung durch die Primarantikdrperlosung ersekiierzu benutzten wir einen
monoklonalen Spinophilin-Antikérper (Anti-Neurabih) in der Verdinnung 1:250 in
PBS. Dieser verblieb bei einer Temperatur von 3UAG unter Abwesenheit von Licht
fur zwei Stunden auf den Objekttragern. Anschliel3emrden die Kulturen je einmal
funf und einmal zehn Minuten mit PBS gespult. Nwigte die Inkubation des
Sekundarantikoérpers, wobei wir einen monoklonalgB-@arkierten Antikdrper in der

Verdinnung 1:350 verwendeten. Die Kulturen wurdereisie Stunde bei 37 °C unter
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Lichtausschluss inkubiert. Es folgte erneut einnmeimitiger Spulvorgang mit PBS,
woraufhin wir die Kernfarbung mit DAPI (Verdiinnudgl000 in PBS) fiir eine Minute
pro Objekttrager durchfiihrten. Nach einem absckhhe@n Spllgang von zweimal funf
Minuten in PBS entfernten wir mit einehnssue die Uberschissige Flissigkeit. Sogleich
versahen wir die Préparate mit einem Tropfen DAK@ weckten sie mit einem
Deckglas ein. Um die Fluoreszenz sicher auf Antindbin 1l-Bindungen zuriickzu-
fuhren, fuhrten wir jeweils zwei Objekttrager aleddtivkontrolle mit. Bei diesen
wurde die 3 %ige BSA-L6sung nicht durch den Primtikkéirper ersetzt. Alle weiteren
Arbeitsschritte erfolgten jedoch unter identischéarsuchsbedingungen. Das eben
beschriebene Vorgehen gilt als grundlegender Stdrikr gesamten Arbeit.

4.8 Bildanalyse

4.8.1 Bildanalyse der Immunhistochemie

Die Intensitatsmessung nach immunhistochemischeam#ung wurde mit Hilfe des
Laser Scanning Microscopes durchgefuhrt. Eingangs definierten wir optimale
Messeinstellungen als Standard, sodass die Fluorcharkierten Antikdrper bei
gleicher Wellenlange — d.h. 370 nm fir DAPI und 56 fir Cy3 — und Intensitat des
Lasers gemessen wurden. Diese fir das Scannen eweb@schnitte optimierten
Parameter wurden im weiteren Verlauf nicht mehréamdert, sodass in allen
Versuchsgruppen gleiche Bedingungen sichergestatin.

Zunachst stellten wir bei 200-facher Vergré3eruag &tratum pyramidale der CAl-
und CA3-Region ein, um anschlieBend bei 400-fadteegréRerung signalstarke Bilder

im angrenzenden Stratum radiatum aufzunehmen.

Abb. 4: Pyramidenzellschicht (links) und Stratum radiatum
(rechts) der CAl-Region.
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Die Aufnahmen erfolgten digital und wurden ohne Kt der vorangegangenen
Kulturbehandlung gespeichert, um moglichst hohe ekibjitdt zu gewahrleisten.
Entsprechend des Versuchsaufbaus behielten wicledie paarige Zuordnung bei. Die
semiquantitative Auswertung der Spinophilinsignakrfolgte mit Hilfe von
Openlap 3.1.5. (Improvision) auf einem Macintosh{€GS 9.1.).

Hierzu markierten wir finf Areale definierter Grgl3@m anschlieBend im Stratum
radiatum die Messung durchzufiihren. Zur Auswertwmogde nachfolgend die Flache
jedes Spinophilinsignals mit der entsprechendepnbitat multipliziert, sodass sich
hieraus desstaining index (Farbungsintensitat) ergab. Pro Gewebeschnitt leghievir
auf diese Weise mehrere Indizes, aus denen wirHitfe des Programms Excel die

Mittelwerte berechneten. Diese verwendeten widigirnachfolgenden Auswertungen.

4.8.2 Bildanalyse der Elektronenmikroskopie

Um madglichst hohe Objektivitat bei der Auswertunggewahrleisten, definierten wir
zu Beginn ein Standardvorgehen. Dazu werteten wiiStrukturen, die dem definierten
Aufbau einer Synapse mit folgenden strukturelleri3stében folgten:

prasynaptische Membran,

prasynaptische Vesikel,

synaptischer Spalt,

postsynaptische elektronische Dichtung (Kahle \WW013.

Wir verglichen dazu jeweils zwei Aufnahmen, die d&chnitt abgebildet von beiden
Seiten, wiedergaben. In diesem Prozess nahmenusschlie3lich jene auf, welche
eindeutig nur in einem Anschnitt zu identifizierararen. Auf einer quadratischen,
6,4 pum messenden Flache (16,8 x 16,8 cm) erfolgte diatigative Auswertung. Als
Zahlausschnitt wéahlten wir generell den BereicH3tgd Synapsendichte.

4.9 Quantitative Estrogenbestimmung mittels Radienmunoassay

Der Radioimmunoassay zeichnet sich durch hohe Batidiund Spezifitat sowie der

Nachweismoglichkeit geringer Konzentrationen big®1BI/l aus. Daher erweist er sich
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als etabliertes Verfahren zur quantitativen Bestimgy des Estrogengehaltes im
Kulturmedium.

Nach viertagiger Vorkultur erfolgte Tag funf vorrdeitialen GnRH-Applikation von
100 bzw. 500 nM die erste Mediumentnahme. Vier a&veit schlossen wir in
zweitdgigem Abstand Uber einen Stimulationszeitraomsieben Tagen an.

Bei jedem Mediumwechsel entnahmen wir mindestersal,8die wir sogleich zum
Einfrieren Ubergaben.

Fur die folgende Asservation wurden die Probenlgofénd nummeriert, sodass die
Auswertung mittels Radioimmunoassay in Unkennteiskllturbehandlung erfolgte.
Um die als Vergleichsniveau dienende Standardkiiivelie folgenden Messungen zu
erstellen wurde unbehandeltes Kulturmedium verwende

Dazu wurde durch stufenweise Erhdhung der 17-faéisikonzentration (X-Achse)

mit Hilfe des RIA der entsprechende Response-WeAdhse) ermittelt.
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Abb. 5. Kalibrierungskurve als Grundlage der quantitativen

Estradiolbestimmung.

Die Durchfihrung des Radioimmunoassay erfolgteen niversitatsklinik Gottingen,
Department fur Endokrinologie. Zur Analyse wurdemmyieder Probe 5 ml Medium

getrocknet und in 250 pl Peptid-Puffer aufgenommen.
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17-R3-Estradiol wurde auf SEP-PAK C18-Extraktiomtkschen selektiv adsorbiert und
anschlieBend mit Methanol eluiert. Die quantitatBestimmung im Eluat erfolgte
mittels RIA unter Anwendung des Standardprotokd@ig Zahlung der Impulsedunts

per minute; CPM) erfolgte anschlieRend mithilfe eines Gammarg@ers.
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5. Ergebnisse

51 Immunhistochemie

Untersuchungen der letzten Jahre bestétigen, dassdampal synthetisiertes Estradiol
die synaptische Plastizitat beeinflusst. Prangé-&tial. (2008) konnten dosisabhangige
Effekte von GnRH auf die Estrogensynthese und danfolgende Spinebildung zeigen.
Im Hinblick auf geschlechtsspezifische physiologescUnterschiede der GnRH-
Sekretion war fir uns die Frage nach sexuelleneBsfizen der Spinogenese von
Interesse. Hierflr untersuchten wir die Spinophiimunreaktivitat als Marker der
synaptischen Plastizitat. Dieses Aktin-assozii@gelstprotein ist fast ausschlieflich in
dendritischen Spines angereichert (Allen et al97)9Da diese das postsynaptische
Element exzitatorischer Synapsen bilden, dient &hilin  als verlasslicher
postsynaptischer Marker (Tang et al., 2004)

Um der Fragestellung einer genusabhangigen Andedendgspinophilinmenge gezielt
nachzugehen, erfolgte zunachst eine viertagige Wuvierung der hippocampalen
Schnitte und anschlie3end eine siebentagige Belmagdahit GNnRH in Konzentrationen
von 100 nM und 500 nM.



Ergebnisse 36

In den konfokalmikroskopischen Ubersichtsaufnahmerfielen bereits

Signalunterschiede auf, wobei bei einer Stimulakmmzentration von 100 nM
gegenuber der Stimulation mit 500 nM GnRH deutlsbhr fluoreszierende Signale
auftraten. Die nachfolgende Abbildung 6 stellt eptarisch den Vergleich der

Stimulationskonzentrationen in der CA1-Region miét@r Gewebsschnitte dar.

B

Abb. 6: CAl-Region des Hippocampus. Blau:
Nuclei der Pyramidenzellen und rot:
Spinophilinsignale im angrenzenden Stratum
radiatum. A) Deutlich sichtbare Spinophilin-
signale nach Stimulation mit 100 nM GnRH,;
B) Vereinzelt Spinophilinsignale nach
Stimulation mit 500 nM GnRH und C)
Pyramidenzellschicht und  angrenzendes
Stratum radiatum der Kon-trolle, ohne
Applikation des Erst-Antikorpers, es sind

keine Spinophilinsignale erkennbar. Alle

Aufnahmen stammen aus mannlichen Tieren.
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511 Spinophilinmenge nach Stimulation mit 100 nM5nRH

Nach anschlieRender Auswertung am konfokalen MHKopsberechneten wir den
Quotienten aus Intensitat und Flache als relatst@ning index.
Dabei untersuchten wir die CAl- und CA3-Region @ett voneinander, um

regionsspezifisch quantitative Unterschiede zuseda.

Fur die nun folgende statistische Datenanalyse evuwlte Verteilung der Daten
graphisch untersucht und durch Logarithmierung radisiert.

Um die Signifikanz der verschiedenen Versuchspatamend ihrer Einflisse auf das
Ergebnis zu ermitteln, fihrten wir eine Varianzgsal (engl.analysis of variance,
ANOVA) durch. Diese ist ein Instrument zum Aufspiiderjenigen Faktoren in einem
multivariaten Modell, die das Modell am starksteeinflussen.

In unserem Experiment wurden hierbei der Einfluson v Geschlecht,
Stimulationskonzentration sowie deren Wechselwigkmasammenhangend betrachtet.
Mit dem Ziel, valide Aussagen uber geschlechtsgdbne Reaktionen treffen zu
konnen, verglichen wir zunéchst das Ausgangsniwgsiehandelter mannlicher und
weiblicher Kontrollgruppen. Hierbei zeigten sichn&il in der CA1- als auch in der

CA3-Region keine signifikanten Unterschiede.

Nach siebentagiger Behandlung lie3 sich in der ®&tjion, mittels der oben
beschriebenen Varianzanalyse, eine hohe Signifik@mden Einfluss des Geschlechtes
(p < 0.0001), der Stimulationskonzentration (p €©001) sowie ein signifikanter
Zusammenhang fir das Zusammenspiel dieser beidamPBier ermitteln (p = 0.0004).
In der statistischen Auswertung fielen in der n0InM GnRH stimulierten Gruppe
geschlechtsspezifische Unterschiede der Spinopiginge auf.

Dabei zeigte die immunhistochemische Auswertung niémer Hippocampi eine
signifikante Zunahme der Spinophilinmenge von 63égentber dem Kontroliniveau
(p < 0.0001; n = 12). Die Intensitditsmessung deibWeben Hippocampi wies im
Vergleich eine geringere Zuwachsrate auf, die rhi®d gegentber der Kontrolle keine
statistische Signifikanz erreichte (p = 0.1467; b45.

Die Auswertung der CA3-Region ergab vergleichbaigeBnisse, jedoch erbrachte die

statistische Berechnung hierbei keine Signifikanz.
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Mit 22 % (p = 0.0596; n = 9) wiesen mannliche Tienech hier einen starkeren
Zuwachs als weibliche Tiere auf, bei denen der Alnsanur 1 % (p = 0.9301; n = 10)
gegenuber der unbehandelten Kontrolle betrug.

Der Einfluss des Geschlechtes (p = 0.0844) sowee HEffekte der Stimulations-
konzentration (p = 0.1061) lagen knapp uber demniftignzniveau. Auch die
Interaktion beider Parameter zeigte in dieser Redoine statistisch signifikanten
Unterschiede (p = 0.3220).

Abbildung 7 und 8 stellen die Ergebnisse der vérgenden immunhistochemischen
Auswertung getrennt nach CA1- und CA3-Region dam Uie Zunahme der
Spinophilinmenge beider Geschlechter vergleichemdustellen zu kénnen, wurden die

Mittelwerte der Kontrollgruppen gleich 100 % gesetz
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SPINOPHILINMENGE CA1-REGION
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Abb. 7: Relative Spinophilinmenge hippocampaler Schnittkein nach der Stimulation mit 100 nM
GnRH. Dargestellt sind die prozentualen Verandesung 95%-Konfidenzintervall. Die Kontrollen
entsprechen 100%. Die Sterne kennzeichnen stalissignifikante Unterschiedé (p < 0.05;** p <
0.01;*** p<0.001).

Anderung der Spinophilinmenge gegeniiber der Kontrdigruppe CA1-Region
Anderung der n p 95%-Konfidenzintervall
Spinophilinmenge [%] [%6]
mannlich +62 % 12 <0.0001 136;193
weiblich +11 % 14 0.1467 96;127

Tab. 1: Numerische Darstellung der Versuchsergebnisse r&taiulation mit 100 nM GnRH.
n = Anzahl der ausgewerteten paarigen Schnittegidabdie Auswahl zufallig und stammt aus jeweils

funf mannlichen und funf weiblichen Tieren. Die Kmllgruppen entsprechen jeweils 100%.
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SPINOPHILINMENGE CA3-REGION
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Abb. 8: Relative Spinophilinmenge hippocampaler Schnittkein nach der Stimulation mit 100 nM

GnRH. Dargestellt sind die prozentualen Verandeszung 95%-Konfidenzintervall. Die Kontrollen

entsprechen 100%. Die geschlechtsvergleichende rdndeder Spinophilinmenge liegt mit p = 0.083
knapp tUber dem Signifikanzniveau.

Anderung der Spinophilinmenge gegeniiber der Kontrdigruppe CA3-Region

i

Anderung der n P 95%-Konfidenzinterv
Spinophilinmenge [%] [%%]
mannlich +22% 9 0.0596 99;150
weiblich +1% 10 0.9301 86;118

Tab. 2: Numerische Darstellung der Versuchsergebnisse r&taiulation mit 100 nM GnRH.
n = Anzahl der ausgewerteten paarigen Schnittegidabdie Auswahl zufallig und stammt aus jeweils

funf mannlichen und finf weiblichen Tieren. Die Kmllgruppen entsprechen jeweils 100%.
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5.1.2 Spinophilinmenge nach Stimulation mit 500 nM5nRH

Aus Arbeiten von Prange-Kiel et al. ist bekanntsgdl&ine Stimulation mit hoheren
Dosen GnRH nicht in einer weiteren Zunahme der &gyinapsen resultiert (Prange-
Kiel et al., 2008). Vor diesem Hintergrund war iolgenden Teil des Experimentes zu
klaren, ob dieser Sachverhalt bei mannlichen undligbeen Tieren in &hnlicher Weise
nachzuweisen ist. Dazu erfolgte bei vergleichbak&msuchsaufbau nach viertagiger

Vorkultur eine siebentagige Stimulation mit einerR¥-Konzentration von 500 nM.

Die Auswertung der CAl-Region zeigte bei mannlicheren eine um 2 % (n = 11)
gegenuber der unstimulierten Kontrollgruppe herabtge Spinophilinmenge. Bei
weiblichen Versuchstieren liel3 sich ein geringersttey der Spinedichte um 6 %
(n = 14) detektieren. Die Evidenzprifung mittelatistischer Testverfahren belegte,
dass weder die Anderungen der Spinophilinsignalehntie geschlechtsspezifischen
Signaldnderungen signifikant waren. Die Berechnamfplgte analog zum ersten

Versuch.

Die nachfolgende Auswertung der CA3-Region zeigteder Gruppe mannlicher
Versuchstiere einen Anstieg der Spinophilinsignatel % (n = 10), die der weiblichen
Tiere sank um 10 % (n = 14) im Vergleich zu dengiigyen unbehandelten Kulturen.

Alle gemessenen Anderungen waren jedoch statistigth signifikant.

Abbildung 9 und 10 stellen das Ergebnis der Appitdkavon 500 nM GnRH getrennt
nach CAl- und CA3-Region dar.
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Abb. 9: Relative Spinophilinmenge hippocampaler Schnittiglh nach der Stimulation mit 500 nM

GnRH. Dargestellt sind die prozentualen Verandesung 95%-Konfidenzintervall. Die Kontrollen

entsprechen 100%. Die geschlechtsvergleichendering der Spinophilinmenge zeigte mit p = 0.6175
keine Signifikanz.

Anderung der Spinophilinmenge gegeniiber der Kontrdigruppe CA1-Region

Anderung der n p 95%-Konfidenzintervall
Spinophilinmenge [%)] [%0]
mannlich -2% 11 0.8233 83;117
weiblich +6% 14 0.4584 91;122

Tab. 3: Numerische Darstellung der Versuchsergebnisse r&taulation mit 500 nM GnRH.

n = Anzahl der ausgewerteten paarigen Schnittegidabdie Auswabhl zufallig und stammt aus jeweils

funf mannlichen und funf weiblichen Tieren. Die Kanllgruppen entsprechen jeweils 100%.
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Abb. 10: Relative Spinophilinmenge hippocampaler Schnittkglh nach der Stimulation mit 500 nM
GnRH. Dargestellt sind die prozentualen Verandesung 95%-Konfidenzintervall. Die Kontrollen

entsprechen 100%. Die geschlechtsvergleichenderéndeder Spinophilinmenge zeigte mit p = 0.1791
keine Signifikanz.

Anderung der Spinophilinmenge gegeniiber der Kontraigruppe CA3-Region

Anderung der n p 95%-Konfidenzintervall
Spinophilinmenge [%)] [96]
mannlich +1% 10 0.9472 80;127
weiblich -10% 14 0.1854 78;105

Tab. 8: Numerische Darstellung der Versuchsergebnisse r&taulation mit 500 nM GnRH.

n = Anzahl der ausgewerteten paarigen Schnittegidabdie Auswahl zufallig und stammt aus jeweils

funf mannlichen und funf weiblichen Tieren. Die Kmllgruppen entsprechen jeweils 100%.
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Zusammenfassende Darstellung der Immunhistbemie
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Abb. 11: Zusammenfassende geschlechtsvergleichende Dangtelar Spinophilinmenge hippocampaler
Schnittkulturen nach der Stimulation mit 200 nM &) nM GnRH. Dargestellt sind die Mittelwerte der
CAl-Region + 95%-Konfidenzintervall.
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Abb. 12: Zusammenfassende geschlechtsvergleichende Dangteler Spinophilinmenge hippocampaler
Schnittkulturen nach der Stimulation mit 200 nM &) nM GnRH. Dargestellt sind die Mittelwerte der
CA3-Region + 95%-Konfidenzintervall.
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5.2 Elektronenmikroskopie

Zur Durchfuhrung eines erganzenden Experimentesidhitich synaptischer Plastizitéat
unter GnRH-Stimulation verwendeten wir ein verdhibiares Versuchsschema. Da sich
im ersten Versuch die starksten Signalanderungendan CAl-Region zeigten,
beschrankten wir unsere Untersuchungen auf diesesal, A um moglichst
aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten. Zur Geeigtwhg der Vergleichbarkeit der
Resultate erfolgte die Stimulation der hippocampaBxhnittkulturen in identischer

Weise wie fur die Immunhistochemie (siehe erstaswueh).

In dieser Versuchsanordnung ermittelten wir die @mnzder Spinesynapsen als
entsprechenden Zuwachsindikator, wobei die resefien Ergebnisse hierbei das
morphologische Korrelat der Spinophilinmessung vadeegeln. Zu Beginn definierten

wir ein Standardvorgehen, um eine objektive Auswegtzu ermoglichen. Hierbei

werteten wir nur Strukturen, die dem definiertenfldw einer [asymmetrischen]

Synapse folgen:

prasynaptische Membran/ prasynaptische Vesikelasyscher Spalt/ postsynaptische
elektronische Membranverdichtung (Kahle W., 2001).

Wir verglichen dazu jeweils zwei Aufnahmen, die d&chnitt abgebildet von beiden

Seiten wiedergaben, und zahlten ausschliel3lich $gmapsen, die nur auf einem der
beiden Bilder waren. Durch dieses Vorgehen stelltgrsicher, dass nur neu gebildete,
exzitatorische Synapsen, welche fur die synaptigtastizitat entscheidend sind, in die
Auswertung einflossen. Abbildung 13 stellt exemiglgr den Aufbau intakter

Spinesynapsen als Grundlage der Auswertung dar.

Abb. 13: Elektronenmikroskopisches Bild.

Dargestellt sind drei Spinesynapsen (*). Man
erkennt den  charakteristischen  Aufbau
bestehend aus: prasynaptischer Membran mit
prasynaptischen Vesikeln (einfacher Pfeil),
synaptischem Spalt und postsynaptischer
elektronischer Membranverdichtung (doppelter
Pfeil).
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Zur quantitativen Auswertung wurden nur morpholofgisntakte Synapsen heran-

gezogen. Diese konnten wir fur alle Stimulationpgen nachweisen (Abb. 14-19).

i :
& 3 7 e SR 3 e i
Abb. 16: Spinesynapsen weibl. Tiere nach Abb. 17:Spinesynapsen mannl. Tiere nach
Stimulation mit 100 nM GnRH. Stimulation mit 100 nM GnRH.

Abb. 19: Spinesynapsen mannl. Tiere nach
Stimulation mit 500 nM GnRH. Stimulation mit 560 GnRH.
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5.21 Quantitative Bestimmung der Spinesynapsarach Stimulation mit
100 nM GnRH

Die quantitative Auswertung der Spinesynapsen giéahach viertagiger Vorkultur und
sieben Behandlungstagen mit 100 nM GnRH. Hierflurden die Synapsen nach den
oben genannten Kriterien ausgezabhilt.

Die Ergebnisse der mannlichen Versuchsgruppe zeigeech der Applikation von
100 nM GnRH einen Zuwachs von 63 % gegenuber dentr&liniveau (p < 0.0001;
n=18).

Die Zunahme der Spinesynapsen weiblicher Versiariestiies einen im Vergleich zum
mannlichen Kollektiv geringgradigeren Anstieg adgr in diesem Experiment mit

einem Zuwachs von 21 % Signifikanz erreichte (pGO06; n = 29).

In der initialen Auswertung mittels ANOVA berecheet wir, wie auch in der
Immunhistochemie, eine hohe Signifikanz fir denflags des Geschlechtes, der
Stimulationskonzentration sowie eine signifikanteedNselwirkung dieser beiden
Faktoren (p = 0.0002).
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Abb. 20: Relative Anzahl der Spinesynapsen hippocampaténiBkulturen nach der Stimulation mit
100 nM GnRH. Dargestellt sind die prozentualen Yidegiungen + 95%-Konfidenzintervall. Die
Kontrollen entsprechen 100%. Die Sterne kennzeiclstatistisch signifikante Unterschiedeg < 0.05;
** p<0.01;*** p<0.001).

Anderung der Spinesynapsenzahl gegeniiber der Konttmruppe
Anderung der n p 95%-Konfidenzintervall
Spinesynapsenzahl [%] [%0]
mannlich +63% 18 <0.0001 148;179
weiblich +21% 29 0.0006 109;134

Tab. 9: Numerische Darstellung der Versuchsergebnisse r&taulation mit 100 nM GnRH.
n = Anzahl der ausgewerteten elektronenmikroskbgiscSchnitte. Die Kontrollgruppen entsprechen
jeweils 100%.
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5.2.2 Quantitative Bestimmung der Spinesynapsen ol Stimulation mit
500 nM GnRH

Elektronenmikroskopische Untersuchungen wurden leiclger Weise auch nach
Stimulation mit 500 nM GnRH durchgefuhrt.

Bei den Schnittkulturen mannlicher Versuchstiergteesich die Spinezahl um 10 %
gegenuber der unbehandelten Kontrollgruppe reduzier

Die Auswertung hippocampaler Schnitte weiblichett&®aergab eine Reduktion um
8 %. Diese Veranderungen erreichten weder in demp@ mannlicher noch in der
Gruppe weiblicher Versuchstiere das Signifikanzaive?d: p = 0.1305; n = 30;
Q:p=0.1768; n = 29).
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Abb. 21: Relative Anzahl der Spinesynapsen hippocampaténi8kulturen nach der Stimulation mit
500 nM GnRH. Dargestellt sind die prozentualen Ydeiungen + 95%-Konfidenzintervall. Die
Kontrollen entsprechen 100%. Die geschlechtsverigégide Anderung der Synapsenzahl zeigte mit p =
0.2203 keine Signifikanz.

Anderung der Spinesynapsenzahl gegeniiber der Konttmruppe
Anderung der n p 95%-Konfidenzintervall
Spinesynapsenzahl [%] [%0]
mannlich -10% 30 0.1305 76;103
weiblich -8% 29 0.1768 80;104

Tab. 10: Numerische Darstellung der Versuchsergebnisse r&ahulation mit 100 nM GnRH.
n = Anzahl der ausgewerteten elektronenmikroskbgiscSchnitte. Die Kontrollgruppen entsprechen
jeweils 100%.
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5.2.3 Zusammenfassende Darstellung der Elektronemkroskopie
Die folgende Abbildung 22 zeigt deutlich, dass ni@he Tiere nach einer Stimulation

mit 100 nM GnRH signifikant mehr Spinesynapsenvedsbliche Tiere bilden. Dieser
Effekt trat nach Applikation von 500 nM GnRH nichuf.

Geschlechtervergleich Spinesynapsen nach GnRH-S  timulation

p =0.0037
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w eibl. mannl. w eibl. 100 nM méannl. 100 nM w eibl. 500 nM mé&nnl. 500 nM
Kontrolle Kontrolle GnRH GnRH GnRH GnRH

Geschlecht und zugehdrige Stimulationskonzentration

Abb. 22: Zusammenfassende geschlechtsvergleichende Danstellder Spinesynapsenzahl
hippocampaler Schnittkulturen nach der Stimulatiith100 nM und 500 nM GnRH. Dargestellt sind die

Mittelwerte + 95%-Konfidenzintervall.
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5.3 Immunhistochemische Darstellung des GnRH-Reztap's bei

mannlichen und weiblichen Tieren

Aus bereits publizierten Untersuchungen ist bekarddss der GnRH-Rezeptor
hippocampal exprimiert wird (Jennes und Conn, 19&rick Kohlmann 2008, med.
Dissertation). Da in diesen Arbeiten jedoch keinpligite Differenzierung zwischen
weiblichen und mannlichen Tieren erfolgte, unteidec wir, ob die Ursache des
darstellbaren Geschlechtsunterschiedes moglicheeverif GnRH beziehungsweise der

Verteilung seines Rezeptors beruht.

Zur Klarung dieser Frage fihrten wir eine immurdtsiemische Farbung an
Gehirnschnitten mannlicher und weiblicher Ratterrcdu Fir dieses Experiment
verwendeten wir 12 Wochen alte, adulte Ratten.Adswertung erfolgte sowohl licht-

als auch konfokalmikroskopisch. Hierbei erfolgte @iewertung des GnRH-Rezeptors

und seiner quantitativen Auspragung durch vergtide Betrachtung der Farbungen.

Bereits in den lichtmikroskopischen Ubersichtsahfnan fielen regionale und
genusspezifische Auspragungen des GnRH-Rezeptorabei zeigten die Schnitte
weiblicher Tiere gegentuber Schnitten mannlichereTiein deutlich starkeres GnRH-
Rezeptorsignal. Weiterhin fanden sich in beidencBleshtern mehr fluoreszierende

Signale in der CA3-Region als in der CA1-Region.

Die folgenden Abbildungen 23 und 24 zeigen die aegie Verteilung des GnRH-

Rezeptors in den hippocampalen Regionen mannliaiegrveiblicher Tiere.
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Abb. 23: CA1-Region des Hippocampus. Blau: Pyramidenzeiththund rot: GnRH-Rezeptorsignale.
A) CAl-Region des weiblichen Hippocampus. Deutlisithtbare GnRH-Rezeptorsignale in der
Pyramidenzellschicht. B) CA1-Region des mannlichigmpocampus. Vereinzelt GnRH-Rezeptorsignale

in der Pyramidenzellschicht.
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B

Abb. 24: CA3-Region des Hippocampus. Blau: Pyramidenzeitét und rot: GnRH-Rezeptorsignale.
A) CA3-Region des weiblichen Hippocampus. Deutlistthtbare GnRH-Rezeptorsignale in der
Pyramidenzellschicht. B) CA3-Region des mannlichimpocampus. Die GnRH-Rezeptorsignale in der

Pyramidenzellschicht sind gegenuber den Signalewdiblichen Tieren vermindert.
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5.4 Quantitative Estrogenbestimmung im Medium neh Stimulation mit
GnRH

In Gewebe- und Zellkulturexperimenten konnte gezeigrden, dass hippocampale
Neurone die Fahigkeit besitzen, Estrogemovo zu produzieren und in das Medium zu
sezernieren (Prange-Kiel et al., 2003).

In unserer Untersuchung sollte nun Gberprift weraddneine geschlechtsspezifische

Korrelation zwischen Estrogensynthese und Spinestachzu detektieren ist.

Dafir sammelten wir das Medium dissoziierter Neartulturen zweitagig vor jeder
nachfolgenden Stimulation, wobei die jeweiligen Kofikulturen ohne GnRH-
Behandlung verblieben. Der Estrogengehalt des Mesliwurde quantitativ mittels

Radioimmunoassay bestimmt (siehe Kapitel 4.9).

54.1 Quantitative ~ Estrogenbestimmung  nach  Stimul&n  mit
100 nM GnRH

Die folgende quantitative Auswertung des 17-(3-Eébdtgehaltes im Kulturmedium
zeigte bei weiblichen Tieren eine Zunahme des Histigehaltes um 16 % (p = 0.3843;
n = 8). Die Auswertung des Mediums mannlicher Tieetgte eine Abnahme der
Hormonkonzentration um 14 % (p = 0.2712; n = 16an erwiesen sich die
Veranderungen gegenuber den Kontrollgruppen wedsr vieiblichen noch bei
mannlichen Tieren als signifikant. Jedoch lieR siflr die Anderung der
Hormonkonzentration zwischen den Geschlechternpmit 0.0272 ein signifikanter
Unterschied berechnen (Abb. 23).

Weiterhin berechneten wir mittels Varianzanalysen deinfluss der Parameter
Geschlecht und Stimulationskonzentration sowieSignifikanz der Interaktion dieser
beiden Faktoren. Dabei liel3 sich mit p = 0.0094 g@gnifikanter Einfluss fur das
Geschlecht ermitteln. Die Stimulationskonzentratisowie die Interaktion von

Geschlecht und Stimulationskonzentration lagen tdbar Signifikanzniveau.
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17 B-ESTRADIOL IM MEDIUM
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Abb. 25: Gehalt an 17-R-Estradiol im Medium nach der Statiah mit 100 nM GnRH. Dargestellt sind
die prozentualen Veranderungen * 95%-Konfidenziatér Die Kontrollen entsprechen 100%. Die

Sterne kennzeichnen statistisch signifikante Unteesle { p < 0.05;** p<0.01;*** p<0.001).

17-R-Estradiol im Medium
Anderung des p 95%-Konfidenzintervdll
Estradiolgehaltes [%] [%0]
mannlich -14% 0.2712 65;113
weiblich +16% 0.3843 82;164

Tab. 11: Anderung des 17-R-Estradiolgehaltes nach Stinmratiit 100 nM GnRH. Die Kontrollgruppen
entsprechen jeweils 100%.
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5.4.2 Quantitative ~ Estrogenbestimmung nach  Stimul&n  mit
500 nM GnRH

Nach neuntdgiger Stimulation mit 500 nM GnRH ergdib Quantifizierung der
Hormonkonzentration weiblicher Versuchstiere eine eddktion um
5% (p =0.7732; n = 8). In ménnlichen Kulturgrupgank die Hormonkonzentration
um 22 % (p = 0.0834; n = 16). Somit liel3 sich iasgim Experiment zeigen, dass die
Applikation von 500 nM GnRH zu einer Herunterregialia des 17-3-Estradiolgehaltes

gegenuber den Kontrollkulturen fuhrt. Ein geschisspezifischer Effekt lie3 sich
hierbei nicht ermitteln (Abb. 24).

17 B-ESTRADIOL IM MEDIUM
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w eibl. Kontrolle w eibl. 500nM GnRH mannl. Kontrolle mannl. 500nM GnRH
n=16 n=8 n=16 n=16

500 nM GnRH

Abb. 26: Gehalt an 17-3-Estradiol im Medium nach der Statiah mit 500 nM GnRH. Dargestellt sind
die prozentualen Verdnderungen = 95%-Konfidenzimtér Die Kontrollen entsprechen 100%. Die

geschlechtsvergleichende Anderung der Estrogeafming zeigte mit p = 0.1044 keine Signifikanz.

17-R-Estradiol im Medium
Anderung des p 95%-Konfidenzintervdll
Estradiolgehaltes [%] [%]
mannlich -22% 0.0834 59;103
weiblich -5% 0.7732 67,134

Tab. 12: Anderung des 17-R-Estradiolgehaltes nach Stinauatiit 500 nM GnRH. Die Kontrollgruppen
entsprechen jeweils 100%.
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54.3 Zusammenfassende Darstellung der Estrogenfsetzung ins Medium

Die folgende Abbildung 25 zeigt, dass weiblicher&i@ach einer GnRH-Stimulation
mit 100 nM GnRH die Tendenz einer erhdhten Estregethese aufweisen. Bei
mannlichen Tieren resultierte die Gabe von 100 nkRB in einer verminderten
Estrogenfreisetzung, was bei dieser Stimulationg&otration zu einem signifikanten
Unterschied in der GnRH-Antwort bei mannlichen welblichen Tieren fihrte.

Nach Applikation von 500 nM GnRH zeigten sich keigeschlechtsspezifischen
Effekte der Estrogensynthese.

Geschlechtervergleich Estradiolgehalt nach GhRH  -Stimulation

70

60

p=0.0834
50 4

o [ |

20 A

Estradiol [pg/5ml]

10 4

w eibl. Kontrolle w eibl. 100nM w eibl. 500nM ménnl. Kontrolle ménnl. 100nM ménnl. 500nM
n=16 GnRH n=8 GnRH n=8 n=16 GnRH n=16 GnRH n=16

Geschlecht und zugehdérige Stimulationskonzentration

Abb. 27: Zusammenfassende geschlechtsvergleichende Dangtelldes 17-3-Estrogengehaltes
dissoziierter Neuronenkulturen nach der Stimulation100 nM und 500 nM GnRH. Dargestellt sind die
prozentualen Veranderungen + 95%-Konfidenzintenigé Sterne kennzeichnen statistisch signifikante
Unterschiede!(p < 0.05;** p<0.01;*** p<0.001).
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0. Diskussion

Uber die Regulation der Estrogensynthese beeinfBa®H die synaptische Plastizitat
im Hippocampus (Prange-Kiel et al., 2008). Dabeisteht man unter dem Begriff
,synaptische Plastizitat* eine Anderung der syrsghten Ubertragungsstarke durch eine
sich verandernde Physiologie oder Morphologie derafse. In dieser Arbeit nahmen
wir die synaptische Dichte als Parameter fur sysapé Plastizitat. Mit den von uns
durchgefuhrten Versuchen sollte die Frage beangwvowwerden, inwiefern das

Geschlecht einen Einfluss auf die estrogenabharmgpgecampale Plastizitat besitzt.

Die schematische Abbildung (Abb. 26) soll deutlichachen, dass GnRH die
Estrogensynthese reguliert (Prange-Kiel et al.,8200nd Estrogen wiederum die
Spinogenese beeinflusst (Gould et al., 1990; Wgadkeal., 1990; Segal und Murphy,
2001; McEwen, 2001; Li et al., 2004). Da GnRH distr&diolsynthese uber eine
mehrschrittige Signalkaskade reguliert, lassen smtschiedene Fragen in Bezug auf
eine geschlechtsspezifische, regionalspezifischd dosisabhangige Wirkung von

GnRH formulieren.

Frage 1: Ist die Zunahme synaptischer Signale dEsthogen und seine Wirkung an
Estrogenrezeptoren (ER) geschlechtsspezifisch éiliett? Sind geschlechtsspezifische
Estrogenkonzentrationen fur die sexuell dimorphe naptische Plastizitat

verantwortlich?

Frage 2: Aromatase vermittelt den wichtigen Scluéit Konversion von Testosteron zu
Estrogen. Ist eine unterschiedliche Aromatasedétivin beiden Geschlechtern

regulierender Faktor der unterschiedlichen Spinege®

Frage 3: Testosteron ist als Substrat der Aromatdse Vorstufe in der
Estrogensynthese. Ist Estrogen allein StimulusSg@nogenese, oder kommt gerade dem

mannlichen Sexualhormon Testosteron selber eineubexdde Rolle zu?

Frage 4: Oder aber ist eine unterschiedliche GnREeRtordichte Ursache des

sexuellen Dimorphismus?
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Abb. 28: Schematische Darstellung der Spinophilinbildungfghund der Ergebnisse dieser
Arbeit kann der Spinophilingehalt mit der Spinezgleichgesetzt werden.

Die Estrogensynthese erfolgt aus Cholesterol, vesich im ersten,
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt durch desoislogenicacute regulatory protein
(StAR) an die innere Mitochondrienmembran transpdrtwird (Arakane et al., 1996;
Kallen et al.,, 1998). Uber verschiedene Zwischerigeh entsteht daraus zunachst
Testosteron, welches in einem letzten Schritt fsitteomatase zu Estrogen umgewandelt
wird. Estrogen vermittelt nachfolgend die Spinojibildung beziehungsweise
Spinogenese. Welcher Mechanismus fir die ZunahmeSgaesynapsen (Spinogenese)
beziehungsweise fir die Vermehrung postsynaptis€heteine (Spinophilinbildung) die
ausschlaggebende Rolle spielt, ist bis heute nmtt abschlieBend geklart.
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6.1 Regionale und dosisabhangige GnRH-Responsiviién Hippocampus

Unsere Ergebnisse an hippocampalen Slicekulturggerzedass die Spinophilinmenge
dosisabhangig durch GnRH reguliert wird. Bei ei@&mulationskonzentration von
100 nM GnRH erhielten wir in ménnlichen Tieren eigignifikante Zunahme der
postsynaptisch markierten Spinophilinsignale, beiblichen Tieren lag die Zunahme
knapp Uber dem Signifikanzniveau. Die Stimulatioit 80 nM GnRH resultierte in
einer Signalminderung, die gegenuber der Stimulatoit 100 nM GnRH einen
signifikant niedrigeren Farbeindex fir Spinophgiafwies.

Da die von uns durchgefihrten Messungen der Spiloplenge nicht
notwendigerweise der Anzahl der Spinesynapsen reaispn (Zhou et al., 2010),
fuhrten wir ein weiteres Experiment durch. Wir zéhl die Anzahl neu gebildeter
Synapsen nach Stimulation mit denselben GnRH-Kdnagonen wie in den
Spinophilinexperimenten elektronenmikroskopisch . atiierbei zeigte sich, dass
Spinophilinmenge und Anzahl der Spinesynapsen ipdsitrelieren. Daraus abgeleitet
kann angenommen werden, dass Spinophilin als Itatikér die Spinedichte verwendet
werden kann.

Bisherige Studien, bei denen allerdings nicht gestiisspezifisch untersucht wurde,
zeigen vergleichbare Ergebnisse (Prange-Kiel et 2008): Die Behandlung von
hippocampalen Schnittkulturen mit 10 nM und 100 GMRH flhrte zu einer Zunahme
der Spinophilinsignale, wobei dieser Effekt hier nach Applikation von 10 nM GnRH
signifikant war. Die entsprechenden elektronennskopischen Experimente zeigten
eine signifikante Zunahme neu gebildeter Spinesebwr Konzentration von 100 nM
GnRH. Die Applikation von 500 nM GnRH fihrte in den Versuchen zu einer
Verminderung der Spinophilinsignale und SistierereeGnRH-induzierten Neubildung

dendritischer Spines (Prange-Kiel et al., 2008).

Weiterhin liel3 sich durch unsere immunhistochengacExperimente eine regionale
Spezifitat der synaptischen Plastizitat darstell@abei erwies sich die Zunahme der
Spinophilinmenge in der CAl-Region signifikant, waiegen sie in der CA3-Region
keine Signifikanz erreichte. Ubereinstimmend migs#in Ergebnissen weisen andere
Forschergruppen darauf hin, dass Anderungen dapsigahen Plastizitat vorwiegend in
der CAl-Region zu finden sind (Woolley et al., 198duld et al., 1990; Brake et al.,
2001; Prange-Kiel et al., 2006).
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Dieser Befund ist zunachst erstaunlich, da in vagea Arbeiten gezeigt werden
konnte, dass die beiden Schlisselenzyme der Essgginese teroidogenic acute
regulatory protein (StAR) und Aromatase, gerade in Neuronen der CAGibh
verstarkt nachzuweisen sind (Prange-Kiel et alD620Dabei fand sich in den Synapsen
der CA3-Region ein dreimal héherer Enzymgehaliratdenen der CA1-Region und des
Gyrus dentatus (Prange-Kiel et al., 2006). Weiteikt eine erhdhte Estrogenrezeptor
MRNA Expression in der CA3-Region gezeigt worders @warauf hinweist, dass gerade
in dieser Region eine hohere Estrogenresponsiyigentber der CAl-Region und des
Gyrus dentatus zu finden ist (Rune et al., 2002).

Diese Befunde lassen vermuten, dass Estrogen iibeerstarktes Axonwachstum (von
Schassen et al., 2006) mithilfe der Schaffer-Ketlalen an Dendriten der CAl-
Pyramidenzellen die Bildung neuer Spines induZietine et al., 2002; Prange-Kiel et
al., 2006). Konsequenterweise wirde das bedeutass &pinophilinmessungen im
Stratum radiatum der CAl1-Region auf ein veranddptegeinprofil in der CA3-Region

zuriickzufiihren sind.

6.2 Geschlechtsspezifische GhnRH-Responsivitat imppocampus

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal an hippocdemp&chnittkulturen untersucht, ob
die Spinogenese geschlechtsspezifisch regulied.\diur Markierung postsynaptischer
Elemente wurde eine spezifische Farbung von Spihoplan hippocampalen
Schnittkulturen mannlicher und weiblicher Tiere chgefuhrt. Wir konnten zeigen, dass
die Behandlung weiblicher und mannlicher Hippocaskpilturen mit 100 nM GnRH zu
signifikant héheren Spinophilinmengen in mannlichemturen fuhrt, was damit auf
eine starkere Spinogenese gegenuber weiblicheemignweist. Die Applikation von
500 nM GnRH fiihrte bei beiden Geschlechtern wedegizer signifikanten Anderung
gegenuber den unbehandelten Kontrollkulturen nackizem signifikanten Unterschied
zwischen mannlichen und weiblichen Tieren. Diesa wms ermittelten Ergebnisse
beschréanken sich auf die CA1-Region. Geschlechegsgmen Unterschiede lie3en sich
in der CA3-Region nicht darstellen.

In den von uns durchgefuihrten elektronenmikroslata Untersuchungen liel3en sich
die immunhistochemischen Befunde verifizieren. &gte sich bei mannlichen Kulturen

nach einer Stimulation mit 100 nM GnRH eine sid@ht hohere Anzahl neu gebildeter
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Spinesynapsen gegeniber weiblichen Tieren, woherweie Applikation von 500 nM
GnRH zu keinem Unterschied fuhrte.

Estrogene liegen in geschlechtsspezifisch untezdtibhen Konzentrationen im Blut
vor, wobei Manner mit 1% M gegeniiber Frauen mit 1dM einen niedrigen Spiegel
aufweisen (Balthazart und Ball, 2006). Es konnt@h gezeigt werden, dass periphere
Hormonkonzentrationen keinen Einfluss auf Gewebe&ntrationen in verschiedenen
Gehirnregionen haben, beziehungsweise dass pdstsata &ndernde Steroid-
hormonkonzentrationen in Hypothalamus und Hippoassrieinen Zusammenhang mit
der Blutkonzentration aufweisen (Konkle und McCwgy2011).

Die naheliegende Vermutung, dass auch hippocanigstadiolkonzentrationen sich in
ahnlicher Weise wie hormonale Blutkonzentrationerterscheiden konnten, wurde
durch Amateau et al. 2004 widerlegt. In ihren Vermn zeigten sie, dass sich bei
Geburt die Estradiolkonzentrationen von Mannern Enauen im Hippocampus nicht
unterscheiden (Amateau et al., 2004; Konkle und dMtty, 2011).

Wenn sich nun die Hormonkonzentrationen selber tnicimterscheiden, sind
maoglicherweise die Estrogenrezeptoren fir eine reagedliche Regulation
verantwortlich? Hier sind die in der Literatur blesebenen Ergebnisse widersprtchlich.
Die Forschergruppe um Weiland zeigte, dass Geddsieaterschiede weder in der
Anzahl noch in der Farbeintensitat immunreaktivetrégenrezeptorpositiver Zellen im
Hippocampus darstellbar waren (Weiland et al., J9Bi7anderen Experimenten konnte
dahingegen gezeigt werden, dass bei Mannern soiiRl, als auch ER-3 mRNA am
Ende der ersten postnatalen Woche im Hippocampus exhdhte Expression aufweist
(lvanonva und Beyer, 2000), wodurch sich ein mdglicAnsatz bieten wirde, das

sexuell dimorphe Spinogenesepotential zu erklaren.

Uber ihre Rezeptoren sind Estrogene in der Lage, Hffekte zum einen klassisch tber
langsame, genomische, zum anderen Uber schnellg, ggnomische Mechanismen zu
vermitteln (McEwen und Alves, 1999; McEwen, 2008erade der Hippocampus
scheint hierbei eine Region zu sein, in der diensltn, nicht genomischen
Mechanismen eine Rolle fur die neuronale Plastizpéelen (Gould et al., 1990; Moss
und Gu, 1999; Ivanova und Beyer, 2000). Bei seim@cht-genomischen

Wirkvermittlung Uber membranassoziierte Rezeptomtzt die Estrogenbindung
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intrazellulare Signalkaskaden in Gang, zu denen Aldivierung von CcAMP,
MAPkinase, IP3, Calciumeinstrom in die Zelle sowfgalciumfreisetzung aus

intrazellularen Speichern gehdren (Beyer und Ra8®3; Beyer und Karolczak, 2000).

Gerade in Bezug zu unserer zweiten Frage nach dinesrphen Aromataseaktivitat
bietet die Wirkung auf Calcium einen Diskussionsdns

Wie bereits erwahnt, ist Aromatase das Schlissghenfiir die Konversion von
Testosteron zu Estradiol. Den Nachweis, dass happeales Gewebe Uber dieses
Enzym verfugt, erbrachten verschiedene Forschepgruunachst auf Proteinebene
(Sanghera et al., 1991; Garcia Segura et al., &&8egura et al., 2001). In unserem
Labor fuhrten wir erstmals den Nachweis auf mRNZAel#h durch (Wehrenberg et al.,
2001).

Balthazart et al. wiesen darauf hin, dass eine hteho intrazelluléare
Calciumkonzentration zu einer Phosphorylierung Aesmatase fuhrt und auf diese
Weise ihre Aktivitat senkt (Balthazart et al., 208althazart und Ball, 2006).

Kurze Zeit spater wiesen Nuiiez et al. nach, damsdfrintrazellular tber einen hoheren
basalen Calciumspiegel verfigen (Nufiez und McCah99). Wenn Calcium nun die
enzymatische Aktivitat der Aromatase senkt undlmezale Calciumspiegel bei Frauen
hoher als bei Mannern ist, lasst dies den begréndeerdacht zu, dass Manner tber
eine hohere Aromataseaktivitat verfugen und dieglictierweise der Grund ist, warum
der Spinezuwachs bei Mannern signifikant hohebeald-rauen ist.

Hierbei ist noch nicht restlos geklart, ob der Ibas&alciumspiegel fur die
Wirkvermittlung eine essentielle Rolle spielt. Inesem Zusammenhang wurde in
unserem Labor gezeigt, dass fur die Inhibition deomatase das Calcium aus
intrazellularen Speichern von Bedeutung ist (Caiifoets 2008, med. Dissertation).
Da jedoch Estrogen Uber verschiedene Mechanisnmam eCalciumeinstrom aus dem
Extrazellularraum bewirkt, welcher dann selber d{@alciumfreisetzung aus
intrazellularen Speichern triggert (Prange-Kielakét 2009), ware es denkbar, dass bei
einem erhdhten basalen Calciumgehalt der Schwedlgnwiir die intrazellulare
Calciumfreisetzung leichter erreicht werden kénmief diese Weise konnte es bei
Frauen schneller zu einer Aktivitdtsminderung deorAatase kommen und somit
letztlich im Vergleich zu Mannern zu einem gerirggeiAnstieg der Spinophilinmenge

beziehungsweise Synapsenzahl.
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Weiterhin scheint nicht nur die Aktivitat der Arotaae sondern auch ihre Verteilung
eine Rolle zu spielen. Die Aromatase ist pra- umstgynaptisch sowie auch im
endoplasmatischen Retikulum der Pyramidenzellenaligikrt. Besonders hohe
Enzymaktivitaten findet man vor allem in prasynsgtien Boutons (Hojo et al., 2004;
Peterson et al., 2005; Balthazart und Ball, 2006k# et al., 2006).

Durch lokale Anderung des Steroidmilieus sowie bté Estrogenkonzentrationen im
synaptischen Spalt kdnnte gerade diese in den mapatgchen Boutons lokalisierte
Aromataseaktivitat flr die synaptische Plastizéétscheidend sein. Interessanterweise
ist bei mannlichen Individuen der Anteil aromatassfiver Prasynapsen deutlich héher
als bei weiblichen (Peterson et al., 2005). Di¢seis weiterer Hinweis darauf, dass
synaptische Aromatisierung sexuell dimorph reguligvird und Synapsen im
mannlichen Gehirn moglicherweise lokal héheren dggnkonzentrationen ausgesetzt
sind (Peterson et al., 2005). Diese konnten damwolslo Gber postsynaptische
Estrogenrezeptoren und die oben beschriebenen Misamen als auch Uber einen
veranderten Neurotransmitterrelease oder Anderdegtrischer Membranpotentiale
eine erhdhte synaptische Aktivitat ermoglichen @Bal., 1999; Milner et al., 2001).
Zusatzlich zeigten andere Studien, dass auf mRNAengb die postnatalen
Aromatasespiegel bei mannlichen Tieren gegenubeerdeer weiblichen erhoht sind
(lvanova und Beyer, 2000). Untersuchungen an emmiatgn Tieren zeigten zunéchst
keine Unterschiede. Nach der Geburt jedoch stieg rbéannlichen Tieren die
Enzymaktivitat um 80 %, wohingegen sie bei weildichiTieren mit einem Anstieg um
nur 50 % signifikant niedriger war (lvanova und Bey2000).

In zusammenhangender Betrachtung mit den Ergebnissserer Forschung spiegeln

diese Werte annéhernd die Verhaltnisse der Zunalem8pinophilinmenge wider.

Hinsichtlich  der  Aromataseaktivitat gibt es  jedochwiderspriichliche

Forschungsergebnisse. So wurde im Unterschied muoben aufgefiihrten Befunden
ebenso gezeigt, dass sowohl die Estradiolmengauals die Aromataseaktivitat nicht
sexuell dimorph ausgepragt sind (Bowers et al.,02®onkle und McCarthy, 2011).

Angesichts dieser kontraren Ergebnisse stellt dadier die Frage, ob die Konversion
der Androgene zu Estrogen und damit das Enzym Ataseader Schlissel der sexuell
dimorphen Spinogenese ist, oder aber ob Testostevienin unserer dritten Frage

vermutet, selber eine bedeutende Rolle in der $pinese zukommt?
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Im Jahr 2003 veroffentlichten Leranth et al. Untelsingen, die erstmals darauf
hinweisen, dass Testosteron selber zu einer Zunalem&pinedichte fihrt (Leranth et
al., 2003). In ihren Versuchen behandelten sie ektamierte Tiere sowohl mit
Dihydrotestosteron (einem nicht aromatisierbaremrdgen) als auch mit Testosteron
Propionat, welches durch Aromatisierung in Estrogengewandelt werden kann.
Hierbei stellten sie in beiden Behandlungsgruppere esignifikante Zunahme der
Spinedichte in der CAl1-Region fest. Letrozolapdiida vor der Steroidinjektion flhrte
bei Testosteron Propionat dazu, dass nachfolgeadSginesynapsendichte auf dem
Niveau ovarektomierter Tiere war, wohingegen diekg von Dihydrotestosteron
unbeeinflusst blieb. Dartber hinaus konnte gezeegtien, dass Gonadektomie zu einer
reduzierten CA1-Spinezahl in beiden Geschlechtahmtf wobei Estrogengabe diesen
Effekt bei weiblichen Tieren wieder aufhob, jedodkeine Auswirkung in
orchiektomierten Tieren zeigte (Leranth et al., 20Qeranth et al.,, 2004). Diese
Diskrepanz trat nach Androgengabe nicht auf, wdimde Geschlechter auf dieses
Hormon reagierten. Aus den Ergebnissen abgeleiegriindet sich daher die
Vermutung, dass Mechanismen, die weder von Aroreatashangig noch durch
Estrogen vermittelt sind, eine Rolle spielen (Léhaet al., 2003; Leranth et al., 2004).

Diese These wird gestitzt durch aktuelle Ergebnisss in unserem Labor
durchgefuhrtenin vivo Versuchen. In diesen zeigte sich, dass Letrozalbaiang
mannlicher Tiere nicht zu einem Abfall der Spinegysendichte flhrt, wohingegen
Letrozolapplikation bei weiblichen Tieren dieserfelkt vermittelt (MacLusky et al.,
2004; Breda von Blittersdorf 2011, med. Dissertdti®©ffensichtlich besitzt Testosteron
selber einen protektiven Effekt und seine Wirkueguiht nicht nur auf seiner Rolle als
Substrat fur die Estrogensynthese. Weiterhin ldssh aus den Ergebnissen die
Vermutung ableiten, dass Testosteron insbesonderen@dnnlichen Organismus eine
bedeutende Funktion in der Spinogenese besitzt.

Dass Testosteron einen aktivierenden Effekt haintem auch andere Forschergruppen
nachweisen. 20 Minuten nach Testosteronbehandlongdgktomierter Tiere liel’3 sich

ein signifikanter Anstieg der Amplitude erregengestsynaptischer Potentiale (EPSP)
verzeichnen, welcher sich auRerdem signifikant hdlaestellte als nach der Gabe von
Estrogen oder Progesteron (Smith et al., 2002).a@ektomie hingegen fuhrte zu einer

Amplitudenminderung, die jedoch nur bei ménnlicliéaren auftrat. Weiterhin zeigte
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sich in intakten mannlichen Tieren, dass der Gednalrzirkulierendem Testosteron im
Serum positiv mit der EPSP-Amplitude korrelierten{th et al., 2002). Diese Befunde
weisen auf eine bedeutende Rolle von Testosterdberskir die synaptische Plastizitéat
hin.

Es ist bekannt, dass Testosteron im Hippocampus e@uen durch Umwandlung zu
Estradiol wirkt, neben diesem Mechanismus kannobBtston seine Wirkung aber auch
Uber die Bindung an intranukledre Androgenrezeptaggtfalten (Xiao und Jordan,
2002). Den Nachweis von Androgenrezeptor mRNA imrn@doammonis (CA) und
Subiculum des Hippocampus erbrachten Simerly el @30. Spater zeigte sich, dass
Androgenrezeptoren vorwiegend an CA1-Neuronen exprt werden, wobei ihre
Verteilungsdichte wesentlich héher als die derdggnrezeptoren ist (Kerr et al., 1995;
Zhang et al., 2008). Zusatzlich liel3 sich ein gksfisspezifisches Bild ihrer Anzahl
darstellen, wobei die CA1-Neurone mannlicher Tidser mehr Androgenrezeptoren als
die weiblicher Tiere verfliigen (Xiao und Jordan, 200Nenn nun die Wirkung der
Androgene im mannlichen Organismus fir die synabpésPlastizitat eine essentielle
Rolle spielt, ergibt sich daraus ein weiterer Himyedie verstarkte Spinogenese

gegeniber den weiblichen Organismen zu erklaren.

6.3 Geschlechtsspezifische Darstellung des GnRH-#ptors

Nach neueren Ergebnissen kann man von einer GnRHsteuggten

Steroidhormonsynthese im Hippocampus ausgehen dé4tdiel et al., 2008), in der
GnRH auf bisher noch nicht geklarte Weise hippoameurone beeinflusst. Da in
unserem experimentellen System aufgrund isenitro Kultivierung hippocampaler
Schnittkulturen keine geschlechtsspezifischen Woteede in der GnRH-Konzentration
auftreten konnten, untersuchten wir zur Klarung eves vierten Frage in einem
immunhistochemischen Experiment, ob UnterschiediemVerteilung beziehungsweise

Anzahl der GnRH-Rezeptoren darstellbar sind.

Die Ergebnisse unserer Experimente zeigen erstmadigs der GnRH-Rezeptor eine
sowohl sexuell dimorphe als auch regionale Venmgjlaufweist. Hierbei fanden sich im

weiblichen Organismus deutlich mehr GnRH-Rezeptasnm mannlichen. In beiden
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Geschlechtern war das GnRH-Rezeptorsignal in d&3-Région starker als in der CA1-

Region.

Verschiedene Forschergruppen zeigten bereits ddsaxWdensein des GnRH-Rezeptors
in hippocampalem Gewebe (Jennes und Conn, 1994rKald Jennes, 1995; Wilson et
al., 2006; Albertson et al., 2008; Schang et @113. Jennes und Woolums wiesen
zunachst GnRH-Rezeptor mRNA in hippocampalen Pydanzellen nach (Jennes und
Woolums, 1994), spater lie3 sich der GnRH-Rezeptonunhistochemisch auch auf
Pyramidenzellen darstellen (Wilson et al., 2006)uhserem Labor konnten wir diese
Ergebnisse bestatigen (Patrick Kohlmann 2008, mexbertation).

Weiterhin konnte durch quantitativgeal-Time PCR gezeigt werden, dass die GnRH-
Rezeptormenge im Hippocampus finfmal héher als iortd« ist, was unter der

Voraussetzung einer gleichsinnigen Regulation voiARund Proteinmenge, auf eine
besondere GnRH-Empfindlichkeit des Hippocampus kistyPrange-Kiel et al., 2009).

Mittels in situ Hybridisierung durchgefiihrte Untersuchungen imgdéigampus belegen
aul3erdem regionale Unterschiede der GnRH-Rezemi@ssion. Dabei zeigte die
guantitative Auswertung, dass die Menge der GnREeR®r mRNA in der CAl-

Region am niedrigsten und in der CA3-Region am &iichist (Jennes et al., 1995).
Diese Ergebnisse stltzen zusatzlich unsere eingdogsulierte These, dass
Hormonwirkungen vorwiegend in der CA3-Region stattén und verdnderte
Spinophilinmengen der CA1l-Region auf Hormonwirkumgen der CA3-Region

zuriickzufiihren sind.

Jedoch sind die Ergebnisse in Bezug auf eine gedusispezifische GnRH-
Rezeptormenge kritisch zu bewerten. WeiterfUhreheersuchungen aus unserem
Labor konnten die sexuell dimorphe Rezeptorvenmelunicht reproduzieren.
Insbesondere im weiblichen Organismus zeigte sids Bild der GnRH-
Rezeptorfarbung variabel.

An hypothalamischen und hypophysaren Ratten-Gewkbente gezeigt werden, dass
die Anzahl der Rezeptoren, der G-Proteine und dielEnRH-Rezeptor mRNA Spiegel
wahrend des Zyklus variieren (Bouvier et al., 19%dnnes et al., 1996; Stanislaus et al.

1998). Daraus, sowie aus unseren Ergebnissen #ébgekltellt sich die begriindete
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Frage, ob dieses Modell auf hippocampales Gewehibertragen ist und auch hier der
GnRH-Rezeptor zyklischen Schwankungen unterliegt.

In der Literatur gibt es bereits Hinweise auf einyklische Anderung des GnRH-
Rezeptors im Nucleus arcuatus des Hypothalamusesdwapocampalem Gewebe.
Jennes und Mitarbeiter konnten zeigen, dass GnRig¢fRer mRNA Spiegel im
Diestrus Il und dem nachfolgenden Proestrus aresteignd dass dieser Anstieg mit
zunehmenden Estrogenplasmaspiegeln zusammenfallt.ddr Zeit abnehmender
Estrogenplasmaspiegel lagen dagegen verringerteHdRézeptor mRNA Spiegel vor,
woraus geschlossen werden kann, dass Estradioinbenesine zentrale Rolle in der
Regulation des Rezeptors besitzt (Jennes et &6)19

Die Anderungen der GnRH-Rezeptor mRNA Level im Higgmpus zeigten das gleiche
Muster wie die Anderungen im mediobasalen Hypothak Obwohl die statistische
Auswertung in dieser Region keine Signifikanz echta, konnte gezeigt werden, dass
auch im Hippocampus die Konzentration der GnRH-RezemRNA Anderungen

unterliegt, die mit veranderten Hormonspiegeln ergehen (Jennes et al., 1996).

Ein weiterer Grund, der die Vermutung einer zyklsse GnRH-Rezeptorregulation im
Hippocampus nahe legt, ist aus dem Hinweis abanledass sowohl GnRH selber als
auch Estradiol den Rezeptor regulieren. So koneteigt werden, dass die Frequenz
und Pulsamplitude der GnRH-Freisetzung Einfluss @ief GnRH-Rezeptor mRNA

Expression besitzen (Kaiser et al., 1993; Yasimlgt1995). Dabei traten regulative
Effekte in beiden Geschlechtern bei jeweils chanagtischen Frequenzen

beziehungsweise Pulsamplituden auf.

Aber auch Estradiol scheint einen Einfluss aufEk@ression des GnRH-Rezeptors zu
haben (Sealfon et al., 1990; Yasin et al., 1996nds et al., 1996)ersuche an Ratten,
an denen mittels Ovarektomie und Phenoxybenzamamuiting ein GnRH-freies
System imitiert wurde zeigten, dass es 12 Stunde rEstrogenapplikation zu einer
Erh6hung, 24 Stunden spater sogar zu einer Verdogaler GnRH-Rezeptor mRNA in
der Hypophyse kam (Yasnin et al., 1995). In Experiten von Stuart et al. fihrte die
Stimulation mit 10 nM Estradiol an Hypophysenzellen Schafen zu einer dreifach
erhohten GnRH-Bindungskapazitat, sowie einer sachsh Erhohung der GnRH
Rezeptor mRNA Expression (Jennes et al., 1996).
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Eine Hochregulation des GnRH-Rezeptors durch Esiragt jedoch kein universeller
Mechanismus, sondern scheinbar gewebespezifischummanen Granulosazellen des
Gelbkorpers fihrte eine 24-stindige Behandlung Esitrogen (1-100 nM) zu einer
signifikanten Abnahme der GnRH-Rezeptor mRNA (Nathwet al., 1999). Eine
sechsstiindige Behandlung mit geringen Estrogenkdram®nen (1 nM) resultierte aber
auch hier in einer Zunahme (Nathwani et al., 1999).

Versuche aus unserem Labor fuhren zu der Vermutilegs endogenes Estradiol in der
Regulation der GnRH-Rezeptormenge eine bedeutente Bpielt. In hippocampalen
Zellkulturen fuhrte die Applikation des Aromatadahitors Letrozol zu einer Zunahme
des GnRH-Rezeptors (Patrick Kohlmann 2008, medsdbdiation). Dieser Befund weist
darauf hin, dass endogenes Estradiol den GnRH-Resepegel auf niedrigem Niveau
halt und dass geringere endogene Estrogenspiegeh ddrhéhung der GnRH-

Rezeptorexpression kompensiert werden.

Angesichts der Komplexitat der Estradiolwirkung,hae allein auf die GnRH-
Rezeptordichte, sind sorgfaltige, kontrollierte &hstichungen notwendig, bei denen
sowohl das Geschlecht als auch die jeweiligen Zphasen weiblicher Tiere
beriicksichtigt werden missen, um sexuell dimorpRegulationsmechanismen des

GnRH-Rezeptors verstehen zu kénnen.

6.4 Geschlechtsspezifische Estrogensynthese

Um der Ursache der geschlechtsspezifischen Spiesgenveiter nachzugehen,
untersuchten wir an mannlichen und weiblichen nealen Zellkulturen, ob sich ein
Unterschied in der nach GnRH-Stimulation auftreeand7-3-Estradiolsynthese findet.
Unsere Experimente zeigen erstmalig, dass GnRHu&dtian in beiden Geschlechtern
konzentrationsabhangig zu einer signifikant untaestlichen Estrogensynthese flhrt.
Wir konnten nachweisen, dass die Stimulation mi® 1M GnRH in den Kulturen

weiblicher Tiere zu einer erhdhten Estrogensynthgsgeniber der Kontrolle fuhrt,
wohingegen bei mannlichen Tieren die Menge von -E&ftadiol gegeniber der
unbehandelten Kultur sank. In der statistischenwkuting erwies sich die 17-3-
Estradiolkonzentration nach Stimulation mit 100 GRH zwischen den Geschlechtern

als signifikant verschieden. Die Behandlung mit 56M GnRH zeigte keine
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signifikanten Unterschiede der Hormonsekretion. D&rR-Estradiolgehalt war hier
sowohl in weiblichen als auch maéannlichen Zellkudturgegeniiber den Kontrollen

vermindert.

In vorhergehenden Experimenten liel3 sich an wdibhcRatten zeigen, dass Dosen von
10 nM und 100 nM GnRH zu einer erhdohten Estrogath®ge fiuhren (Prange-Kiel et
al., 2008). Es wurde angenommen, dass Uber diesechaviismus eine erhohte
Spinogenese vermittelt wird (Prange-Kiel et al.p&0 Interessanterweise lassen sich
diese Zusammenhange im mannlichen Organismus aecktellen, trotz einer Abnahme
der Estradiolsynthese ist hier die Spinogenesergdugs weiblichen Tieren erhdht. Es
stellt sich erneut die Frage, inwiefern GnRH dietréggensynthese reguliert,
beziehungsweise warum die Stimulation mit denselbesen GnRH im mannlichen
Organismus nicht zu einer erhOohten Estrogenkonaory, trotzdem aber zu einer

vermehrten Spinogenese gegentber weiblichen Tfaheh

In friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dasteh®osen GnRH zu einer
Internalisierung des GnRH-Rezeptors fuhren (Loumaye Catt, 1982; Tsutsumi et al.,
1995). Im Hinblick auf unsere Ergebnisse wére eskblar, dass dieser Effekt bei
mannlichen und weiblichen Tieren eine andere Dbkigagigkeit aufweist. So ware es
madglich, dass im méannlichen Organismus bereitsriggece Dosen GnRH ausreichen,
um zu einer Rezeptorinternalisierung zu fuhren. MViean GnRH Uber seinen Rezeptor
einen aktivierenden Einfluss auf die Aktivitat delomatase ausibt, wirde eine bereits
durch niedrigere Dosen GnRH induzierte AbnahmeGigRH-Rezeptormenge, rascher
zu einer verminderten Aromataseaktivitat in manmic Zellen fuhren. In diesem Falle
wirde weniger Testosteron zu Estrogen umgewandedrdem, wodurch die
intrazellulare Testosteronkonzentration ansteigarde. Da sich wie bereits besprochen
zunehmend Hinweise ergeben, dass gerade im maanl©ihganismus Testosteron an
der Spinogenese beteiligt ist (Leranth et al.,, 200Bietet sich hieraus ein
Erklarungsansatz, warum bei mannlichen Tieren trazmindertem Estrogengehalt
sowohl die Zahl der Spinesynapsen als auch die @astynaptisch markierter Proteine
signifikant hoéher als bei weiblichen Tieren ist.eBe Idee deckt sich weiterhin mit
aktuellen Experimenten aus unserem Labor, in dgeerigt wurde, dass die Hemmung
der Aromatase bei ménnlichen Tieren nicht zu eiSsymapsenverlust fuhrt (Breda von
Blittersdorf 2011, med. Dissertation).
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In Bezug auf eine geschlechtsdimorphe Aromatastaggn ware aber auch eine
geschlechtsspezifische Aktivierung von G-Protein@a second messenger Systemen
denkbar. Es konnte gezeigt werden, dass der GnRid¢gRw in der Lage ist
verschiedene G-Proteine zu binden (Hawes et ab2;1Stanislaus et al., 1998). In
diesem Zusammenhang liel3 sich weiterhin darstetlass die Anzahl des Rezeptors
einen Einfluss auf die Art der gebundenen G-Pretéiesitzt (Stanislaus et al., 1998).
Diese Ergebnisse legen die Idee nahe, dass -einechlgestsdimorphe
Aromataseregulation und Estrogensynthese durch emerschiedliche Rezeptorzahl
und nachfolgend durch eine unterschiedliche G-Rrakéivierung vermittelt sein

kdnnte.

Weiterhin weisen Untersuchungen an neuronenédhmlidemodellen darauf hin, dass
GnRH zu einer erhdhten Cholesterolsynthese sowm®héen SAR-Aktivitat fuhrt
(Rosati et al., 2011). Diese kdnnte nachfolgeneiner erhohten Testosteronsynthese,
sowie vermehrten Konversion von Testosteron zuofstr resultieren. Wenn nun die
Aromatase in beiden Geschlechtern vollstandig tgsaarbeitet, konnte zusatzlich
anfallendes Testosteron die Spinogenese im mamemnli€drganismus weiter erhéhen,
wodurch dieser Effekt auch ohne steigende Estragedatrationen aufzutreten

vermag.

Zusammenfassend betrachtet unterstitzen diesenFaktere dritte Hypothese, dass
eine erhdhte Spinezahl im méannlichen Organismusht nimit einer erhohten

hippocampalen Estrogensynthese einhergehen muss estdogenunabhéangige
Mechanismen fir die Regulation der Spinogenese ledteutende Rolle spielen. Von

besonderem Interesse scheint hierbei Testostereaiau

6.5 Kritische Beurteilung des experimentellen Modés

Wie bereits erwahnt, konnte in dieser Studie erstméttels immunhistochemischer und
elektronenmikroskopischer Untersuchungen gezeigdeve dass in mannlichen und
weiblichen hippocampalen Schnittkulturen ein Untbrsd in der durch GnRH

induzierten synaptischen Plastizitat besteht. Jedkichierbei das Modellsystem und die
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Interpretation der Ergebnisse in Bezug auf diedtdtschin vivo vorliegende Situation
kritisch zu betrachten.

Wie in unserer vierten Frage formuliert, konnte ra@nRH selber eine bedeutende
Rolle in der Erklarung geschlechtsspezifischer thu@ede der hippocampalen
Plastizitat zukommen. Da in unseren Experimentdagk definierte Mengen GnRH auf
hippocampale Schnitte appliziert wurden, die freinvVerbindungen zu anderen
Gehirnstrukturen und zusatzlichen Einflussen wardaisst sich Uber diesen
Zusammenhang keine valide Aussage treffen.

Insbesondere aktuelle Forschungsergebnisse zedpsy GnRH-Neurone und ihre
integrative Verarbeitung neuronaler Signale furchéchtsdimorphe Regulationen der
Spinogenese von entscheidender Bedeutung seinékinnt

GnRH sezernierende Neurone bestehen aus einerkléiopulation von circa 800-
2000 Zellen, die ausschliel3lich im Hypothalamusgeh sind (Gore A., 2002). Von
dort aus projizieren sie mit ihren Fasern in Gl@Gehirnregionen (Boehm et al., 2005;
Christian Mayer 2011, biol. Dissertation). Bisherigstudien zeigen, dass diese
Neuronenpopulation keine geschlechtsspezifischarsgtion aufweist (Gore A., 2002;
Semaan und Kauffman, 2010). lhre Wirkung vermit@mRH-Neurone im Organismus
durch eine pulsatile Hormonsekretion in das Kapikdéz der Eminentia mediana (Chu et
al., 2008). Bis heute ist noch nicht abschlieReeklagt auf welchem Weg GnRH die
Strukturen des Hippocampus erreicht, um dort s¥itikung zu entfalten. Es konnte
nachgewiesen werden, dass GnRH-Fasern im Hippocamxstieren und GnRH auf
diese Weise zu seinem Wirkort gelangen kénnte gemmd Stumpf, 1980; Witkin et
al., 1982). Aber auch die Sekretion in die cerghrede Flissigkeit wird als
Mechanismus betrachtet, tiber den GnRH mdglicheenasis den Hippocampus wirken
konnte (Skinner und Caraty, 2002).

Da GnRH-Neurone nun selbst keine geschlechtsdineor@inganisation aufweisen
(Semaan und Kauffman, 2010) und weder Uber Estregeptore. noch
Androgenrezeptoren verfiugen (Kauffmann, 2010), neiss genusspezifische
Unterschiede von afferenten Signalwegen fir die emsehiedlich ablaufenden
Regulationen der reproduktiven Achse verantwortiiem (Boehm et al., 2005).
Neurone aus dem Nucleus periventricularis antertoaks (AVPV-Region) projizieren

auf GnRH-Neurone des Hypothalamus und besitzen resdanterweise stark
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geschlechtsdimorphe Unterschiede. Insbesonder&esamtzahl der Nervenzellen, die
Anzahl dopaminerger, GABAerger und glutamatergeuriee weisen hierbei starke
Unterschiede zwischen den Geschlechtern auf, wélbauen mehr dieser Zellen

besitzen (Forger, 2009; Semaan und Kauffman, 2010).

Zusatzlich wurde in dieser Region eine weitere Neanpopulation detektiert, die
zunehmende Bedeutung fur die Regulation von GnRHrdieen aufweist und einen
neuen Ansatz bietet, geschlechtsspezifische Rewggktion vivo zu erklaren. Hierbei
handelt es sich um Kisspeptin-Neurone (Gottscl. e2@04; Irwig et al., 2004).

Diese Zellen erweisen sich in ihrem Vorkommen ebisf geschlechtsdimorph
organisiert. In weiblichen Individuen finden sich-ghal mehr Kisspeptin-Zellen, eine
erhohte mRNA-Expression und auch erhéhte Proteshlayegeniber mannlichen
Individuen (Clarkson und Herbison, 2006; Kauffmamle 2007a).

Vor wenigen Jahren erst stellte sich heraus, dese &ellpopulation die Aktivitat der
GnRH-Neurone reguliert, wobei gezeigt werden konwmkess Kisspeptinn situ an
hypothalamischen Explantaten die Freisetzung vormRKbnnduziert (Semaan und
Kauffman, 2010). Zuséatzlich konnte auch vivo eine GnRH-Freisetzung in das
Portalsystem nach Kisspeptin-Stimulation induzieerden (Messager et al., 2005; de
Tassigny et al., 2008). Weiterhin weil3 man, dassliesExpression von FOS, einem
Marker fur neuronale Aktivitat, induziert (Irwig @i., 2004; Kauffman et al., 2007b)
und auch die Aktionspotentiale der GnRH-Neuronelamgert (Han et al., 2005;
Pielecka-Fortuna et al., 2008). Die Vermutung, d&sRH-Neurone einer direkten
Regulation durch Kisspeptin unterliegen, wird dudib Tatsache unterstrichen, dass
Fasern von Kisspeptin-Neuronen an die Somata odemé von GnRH-Neuronen
reichen (Clarkson und Herbison, 2006; Decourt £t28l08; Ramaswamy et al., 2008),
welche ihrerseits den Kisspeptin-Rezeptor expriemgirwig et al., 2004; Messager et
al., 2005).

Kisspeptin-Neurone besitzen auf ihrer Oberflachevadd Estrogen- als auch
Androgenrezeptoren und scheinen auf diese Weishkeimegulatorische Aktivitat der
gonadalen Sexualhormone eingebunden zu sein (®téth 2005a; Smith et al., 2005b;
Smith et al., 2006; Clarkson et al., 2008). Da bekast, dass GnRH-Neurone selber
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diese Rezeptoren nicht besitzen, kdnnten sie deslendende Bindeglied zwischen
Estrogensignalen aus dem Plasma und GnRH-Neurarsteliien.

Darlber hinaus stellt sich der Kisspeptin-Rezepionht nur auf GnRH-Neuronen dar.
Beschrieben ist seine Genexpression in besonderea3eMin Hypothalamus,
praoptischer Region, Hippocampus, Habenula und Alalg(Lee et al., 1999; Muir et
al., 2001; Kauffman, 2010). Entgegengesetzte Farsgéergebnisse weisen allerdings
darauf hin, dass im Hippocampus keine Immunore##tiwon Kisspeptin gefunden
werden kann (Clarkson et al., 2009). Diese Diskmepasst erkennen, dass bis heute
keine eindeutige Aussage Uber die Wirkungen vorspé@ptin getroffen werden kann
und daher weitere Untersuchungen notwendig sind, eimen moglichen direkten

Einfluss von Kisspeptin auf den Hippocampus abzaizemn.

GnRH stimuliert die Freisetzung von FSH (Folliketatlierendes Hormon) und LH
(Luteinisierendes Hormon). LH bewirkt die Testostdrildung in den Gonaden. FSH
fordert die Umwandlung von Testosteron zu Estrog@etrachtet man dien vivo
Situation, ist ein Einfluss dieser beiden Hormoné die hippocampale synaptische
Plastizitdt ebenfalls zu bedenken. In diesem Zusamang ist interessant, dass LH-
Rezeptoren im Hippocampus vorhanden sind und sicth &SH-Rezeptoren in der
CA1l- und CA3-Region darstellen lassen (Lei etk893; Chu et al., 2008). Es wére also
denkbar, dass moglicherweise LH oder FSH einen tzlidéen Einfluss auf die
Aromataseaktivitat besitzen. Damit waren GnRH-EBfeklie nicht durch Estrogen oder
Testosteron vermittelt sind, in Betracht zu ziehsm ein Teil der GnRH-Wirkung

konnte hierbei durch LH- beziehungsweise FSH- Rezep vermittelt sein.

Weiterhin zeigte sich in Experimenten von Leraritlale erstmalig, dass Verbindungen
des medialen basalen Septums fir die estrogener@Zpinogenese im Hippocampus
von Bedeutung sind. In ihren Versuchen konnte gexeerden, dass die Stimulation mit
Estrogen intakte subkortikale Faserverbindungendtiginum eine Spinogenese zu
induzieren (Leranth et al., 2000a). Hierzu wurdeeeunilaterale Durchtrennung des
Fornix weiblicher Ratten vorgenommen und nachfoligesuf beiden Seiten die

Spinedichte bestimmt. Die Analyse der Synapserzeigte im Seitenvergleich zunachst
keine Unterschiede, was darauf hindeutete, dassFmixdurchtrennung per se nicht

zu einer veranderten Spinezahl fuhrt (Leranth gt28l00a). Interessanterweise fuhrte
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sowohl systemisch als auch lokal appliziertes E&mo auf der Seite intakter
Faserverbindung zu einer Zunahme der Spinezahht mimgegen auf der Seite des
durchtrennten Fornix (Leranth et al., 2000a; Lanalet 2003). Diese Beobachtungen
lassen den Schluss zu, dass neben der direkteogBstvirkung am Hippocampus)
vivo Uber subkortikale Strukturen vermittelte EstrodBrkte eine Rolle spielen. In
weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dask &estosteron einen Teil seiner
Effekte Uber subkortikale Strukturen vermittelt ((aos et al., 2003), woraus sich ein
begriindeter Ansatz ergibt, geschlechtsdimorphe [Begusmechanismen der

Spinogenesi vivo zu untersuchen.
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7. Zusammenfassung

Vorausgegangenmn vitro Studien belegen, dass Estrogene im Hippocampusovo
produziert werden und lokal die synaptische Plagtimodifizieren. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass im weiblichen Organismus dissegensynthese einem direkten
Regulationsmechanismus durch GnRH unterliegt undRKsrsomit indirekt einen
Einfluss auf die Spinogenese austibt. In der vaehegn Arbeit sollte geklart werden,
ob dieser Mechanismus auch fiir den mannlichen @ngeaus gilt.

Dafir wurden hippocampale Schnittkulturen mannliched weiblicher Ratten mit
GnRH behandelt und im Hinblick auf synaptische Be¢chdie Expression des
postsynaptischen Markers Spinophilin und die Kagazzur Estradiolsynthese hin
untersucht.

In Schnittkulturen weiblicher Ratten flhrte die Baldlung mit 100 nM GnRH zu einer
Steigerung der hippocampalen Estradiolsynthese, iwieinem Radioimmunoassay
gezeigt werden konnte. Die stereologische Ausz@hlmon Spinesynapsen in
elektronenmikroskopischen Bildern dieser Kulturengab eine signifikante Zunahme
der Synapsendichte, die zudem mit einer konsistemfeantitativ erfassten Zunahme
der Spinophilinexpression einherging. In Schnitibkkdn mannlicher Ratten dagegen
bewirkte dieselbe Dosis GnRH eine Abnahme der Eistigynthese, bei gleichzeitiger
Zunahme von Synapsendichte und Spinophilinexpressidie aul3erdem noch
signifikant héher war als in den Schnittkulturenlieher Ratten.

Im Ergebnis zeigen unsere Befunde einen deutlickexuellen Dimorphismus der
hippocampalen GnRH-Responsivitat, was zudem duncé éeutlich héhere GnRH-
Rezeptordichte im weiblichen Hippocampus gegendeen ménnlichen Hippocampus
unterstrichen wird. Unsere Ergebnisse bestatgeausgegangene Untersuchungen, in
denen gezeigt werden konnte, dass GnRH im weiblicHgpocampus Uber eine
Stimulation der Aromataseaktivitat die Estradiolbyse und in der Folge davon die
Synaptogenese stimuliert. Im ménnlichen Hippocampagegen muss nach unseren
Ergebnissen davon ausgegangen werden, dass dieh dGrRH stimulierte
Synaptogenese aromataseunabhangig zustande kommt.
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