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1: Schematische Darstellung des Hippokampus.

2: Schematische Darstellung der Vorgehensweise bei der Praparation des
Hippokampus.

3: Schematische Darstellung der Anordnung innerhalb der Semidry-Transfer-
Zelle.

4: VVeranschaulichung der Vorgehensweise bei der Auswertung mit dem
Programm Openlab 3.1.5.

5: Darstellung der Western-Blot-Ergebnisse (BDNF).

: Exemplarische Darstellung der Ergebnisse einer Western Blot-Analyse flr

TrkB.

7: Graphische und tabellarische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot-
Analyse fur TrkB (95 kDA-Form).

8: Graphische und tabellarische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot-
Analyse fur TrkB (155 kDA-Form).

9: Vergleich der TrkB-Expression im Hippokampus von 16 Tage alten Ratten
(A, C, E) und in Gewebekulturen, die am 5. postnatalen Tag prapariert und
fur 11 Tage kultiviert wurden (B, D, F).

10: Vergleich der TrkB-Expression (rot) in der CA1-Region einer unbehandelten

Gewebekultur (A) bzw. nach Letrozol- (B) oder 17B-Ostradiol -Gabe (C).

11: Quantitative Darstellung der Messergebnisse aus dem Stratum radiatum

der CA1-Region.

12: Vergleich der TrkB-Expression (rot) im Stratum moleculare (SM) einer

unbehandelten Gewebekultur (A), und nach Letrozol- (B) bzw.
17B-Ostradiol-Gabe (C).

13: Quantitative Darstellung der Messergebnisse aus dem Stratum moleculare.

Tab. 1: Einstellungen am LSM.
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3. EinfUhrung

3.1. Hintergrund der Studie: Ostrogene und neuronale Plastizitit

Das menschliche Gehirn ist Schaltzentrale des menschlichen Korpers und reguliert
das Zusammenwirken von (iber 10'° Neuronen, die essentiell sind fiir eine korrekte
Funktion der Motorik, der Sensibilitat und, unter anderem, auch fur die
Gedachtnisbildung. Eine zentrale Aufgabe bei der Gedachtnisbildung fallt dem
Hippokampus zu, der im Temporallappen des GroRhirns lokalisiert ist. Dabei spielen
Neurotransmitter, Synapsenkontakte und die resultierenden elektrischen Potentiale
eine wichtige Rolle, denn erst durch ihr optimales Zusammenwirken kommt es zu
einer Speicherung und Konsolidierung der Informationen, mit denen der Mensch im
taglichen Leben konfrontiert wird. Zentral fir die Gedachtnisfunktion des
Hippokampus ist die ausgepragte Fahigkeit seiner Neurone zu neuronaler Plastizitat.
Darunter versteht man die Fahigkeit der Neurone, synaptische Kontakte mit anderen
Neuronen zu verandern, d. h. nach Bedarf zu verstarken oder abzuschwachen. Diese
Fahigkeit zur neuronalen Plastizitat wird durch viele Faktoren reguliert. Wie sich
zunehmend zeigt, spielen hierbei auch Hormone, wie das Sexualhormon 17f3-
Ostradiol (E2), eine groRe Rolle (McEwen et al., 2001; Rune & Frotscher, 2005).

Ostrogene sind lberwiegend bekannt als Hormone, die in den Gonaden, d. h. bei
Frauen in den Ovarien (im Follikel und im Gelbkdrper) und bei Mannern zu einem
geringen Teil im Hoden gebildet werden. Allerdings ist seit einiger Zeit erwiesen,
dass Ostrogene auch in anderen Korpergeweben (z. B. Fettgewebe, Knochen,
Immunzellen) an Stoffwechselprozessen, die nicht vorrangig mit der Reproduktion in
Verbindung stehen, beteiligt sind und dort auch gebildet werden konnen. Besonderes
Aufsehen erregte der Befund, dass Ostrogene (wie z. B. E2) auch im Gehirn, und
dabei vorrangig im Hippokampus, an Funktionen wie der Regulation der
Synapsendichte — also an neuronaler Plastizitat — beteiligt sind (Gould et al., 1990;
Kretz et al.,, 2004). Dies wurde zuerst auf eine Synapsen-modulierende Funktion
gonadal gebildeter Ostrogene zuriickgefihrt (Woolley & McEwen, 1992). Die
Entdeckung, dass die Aromatase, das finale Enzym der Ostradiolsynthese, auch in
hippokampalen Neuronen exprimiert wird (Wehrenberg et al., 2001; Hojo et al., 2004)

und dass hippokampale Neurone selbst zur Synthese von E2 in der Lage sind
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(Prange-Kiel et al., 2003; Kretz et al., 2004), fuhrte hier jedoch zu einem Umdenken.
Es spricht nun vieles dafur, dass vorwiegend hippokampal gebildetes E2, und nicht
das gonadale, als neuronaler Modulator im Hippokampus aktiv ist (Rune et al., 2006).
Die Ostrogen-Produktion im Hippokampus unterliegt dabei jedoch weiterhin der
zyklischen Regulation durch Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH), was die

Zyklusabhangigkeit der Effekte im Hippokampus erklart (Prange-Kiel et al., 2008).

Es stellt sich jedoch die Frage, Uber welche Mechanismen das im Hippokampus
gebildete E2 die neuronale Plastizitat beeinflusst. Bekannt ist, dass E2 an
Rezeptoren binden und dariber genomische, sowie nicht-genomische Effekte
auslésen kann (Adams et al., 2002; McEwen, 2002; Foster, 2005; Balthazart et al.,
2006). Es existieren mindestens zwei Formen von Ostrogen-Rezeptoren (ERa, ERB).
Als Mitglieder der Steroidhormonrezeptoren befinden sie sich im Zytoplasma der
Zelle, konnen jedoch uber lipophile ,Anker” auch in der Membran verankert sein
(Levin, 2005). Die Rezeptoren liegen als inaktive Form vor und dimerisieren nach
Bindung von E2. Die Dimere wandern beim genomischen Signalweg anschlieRend in
den Nukleus und binden an sog. Estrogen Response Elements (ERE) auf der DNA.
Durch diese Bindung stimuliert das Rezeptor-Dimer die Genexpression des
betroffenen Gens. Bei der nicht-genomischen Wirkungsweise interagieren die

Ostrogenrezeptoren mit anderen Signaltransduktionswegen (Levin, 2005).

3.2. BDNF als potenzieller Vermittler von Ostrogen-Effekten

Ein bekanntes Gen mit ERE-Sequenz in der Promotorregion ist das Gen flir den
Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) (Sohrabji et al., 1995). BDNF ist ein
neuronaler Wachstumsfaktor (Barde et al., 1982; Leibrock et al., 1989), der
insbesondere wahrend der hippokampalen Entwicklung (Davies, 1994; Enokido et
al., 1999; Martin et al., 2008; Cohen-Cory et al., 2010), aber auch noch im adulten
Hippokampus, von Neuronen exprimiert wird (Binder & Scharfman, 2004). BDNF wird
in Neuronen als ca. 32 kDA grolRes Vorlaufer-Protein gebildet und anschlielend
proteolytisch prozessiert (Mowla et al., 2001). Nach seiner Freisetzung bindet das
aktive BDNF (ca. 14 kDa) an seinen Rezeptor, TrkB. Dieser verfugt uber
Tyrosinkinase-Aktivitat, die nach BDNF-Bindung uber Autophosphorylierung aktiviert
wird (Klein et al., 1989; Middlemas et al., 1991). Dies fuhrt zur Auslésung von

intrazellularen Signalkaskaden (z. B. Uber Ras, PLC oder PI3 Kinase), an deren
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Ende jeweils eine Anderung der Expression von Genen steht, die die Effekte von
BDNF vermitteln. Funktionell konnte fur BDNF unter anderem eine Stimulation der
Neurogenese (Larsson et al., 2002; Scharfman et al., 2005), sowie verschiedene
differenzierungsférdernde Wirkungen auf hippokampale Neurone (Eide et al., 1993)
nachgewiesen werden. Interessanterweise spielt BDNF auch eine wichtige Rolle bei
der neuronalen Plastizitat (Segal & Murphy, 2001; Lu, 2003; Scharfman & MacLusky,
2006; Gomez-Palacio-Schjetnan & Escobar, 2008). Die Effekte von BDNF und
Ostrogen im Hippokampus  sind dabei hinsichtlich ~ Wirkung und
Signaltransduktionsweg sehr ahnlich (Scharfman & MacLusky, 2005). So wurden
beispielsweise sowohl nach BDNF- als auch nach E2-Gabe vergleichbare
Veranderungen der Aktivitat oder Expression von NMDA-Rezeptoren (Foy et al.,
1999; Levine & Kolb, 2000; Sun et al., 2001; Smith & McMahon, 2005; Zhou et al.,
2010) und von Calcium-modulierten Kalium-Kanalen beobachtet (Carrer et al., 2003;
Kramar et al., 2004). Ahnlichkeiten fanden sich auch in den Wirkungen von BDNF
und E2 auf die Synapsendichte im Hippokampus (Gould et al., 1990; Woolley &
McEwen, 1992; Alonso et al., 2004; Kretz et al., 2004; Ji et al., 2005; Kramar et al.,
2010; Zhou et al., 2010). Da aulierdem gezeigt werden konnte, dass E2 auf die
Transkription von BDNF stimulierend wirkt (lvanova et al., 2001; Solum & Handa,
2002; Scharfman et al., 2007), stellt sich die Frage, ob das im Hippokampus
gebildete E2 seine Wirkung auf die neuronale Plastizitat nicht - zumindest teilweise -
Uber die Expression von BDNF vermittelt. Diese Frage ist Gegenstand und

Motivation der vorliegenden Arbeit.

3.3. Aufbau des Hippokampus

Der Hippokampus ist ein Bestandteil des limbischen Systems und evolutionar eine
der altesten Regionen des Wirbeltiergehirns. Im Gegensatz zum phylogenetisch
jungeren, sechschichtigen Isocortex besteht der Hippokampus aus einem
dreischichtigen Allocortex. Er liegt im Temporallappen des Telencephalons und ist
mafRgeblich an der Gedachtniskonsolidierung, d. h. der Uberfiihrung von Inhalten des
Kurzzeitgedachtnisses in das Langzeitgedachtnis beteiligt. In  diesem
Zusammenhang ist der Hippokampus ein wichtiges Schaltglied des Papez-
Neuronenkreislaufs, an dem auch der Gyrus cinguli, der Thalamus und die Corpora
mamillaria beteiligt sind. Eine enge Verbindung besteht auRerdem zur Amygdala, die

fuir das emotionale Verhalten des Menschen bedeutsam ist.
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Die in den Experimenten verwendeten Hippokampi der Ratte sind hinsichtlich ihres
mikroskopisch-anatomischen Aufbaus dem menschlichen vergleichbar. Der

Hippokampus wird wie folgt untergegliedert:

- Subiculum

=

f Isocortex-Schichten

Abb. 1: Schematische Darstellung des Hippokampus
GD - Gyrus dentatus

SM - Stratum moleculare

SG - Stratum granulare

Hil - Hilus

SO - Stratum oriens

SP - Stratum pyramidale

SR - Stratum radiatum

SL - Stratum lacunosum
Quelle: Schiinke et al. , Prometheus, Kopf und Neuroanatomie, 2006, Georg Thieme Verlag Stuttgart, Seite 375.

Der Gyrus dentatus erhalt seine Afferenzen vom entorhinalen Kortex und kann als

Tor zum Hippokampus betrachtet werden. Er wird unterteilt in a) das Kdrnerzellband
(Stratum granulare), das aus glutamatergen Kornerzellen besteht (Altman & Das,

1965), b) eine Molekularschicht (Stratum moleculare), die sich hauptsachlich aus den
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Dendriten der Kornerzellen, ihren Afferenzen und interneuronalen Verbindungen
zusammensetzt, und c) den Hilus, der neben hemmenden Interneuronen
hauptséachlich die Axone der Kornerzellen (sog. Moosfasern), die in der CA3 Region

enden, enthalt.

Der Hauptanteil des Hippokampus besteht aus dem dreischichtigen Ammonshorn
(Cornu ammonis, CA), das in die Regionen CA1, CA2 und CA3 eingeteilt wird. Jede
dieser Regionen wird von ventrikuldar nach pial in Schichten untergliedert: das
Stratum oriens (SO), das Stratum pyramidale (SP), das Stratum radiatum (SR),
sowie das Stratum lacunosum (SL). Die Axone der glutamatergen Pyramidenzellen in
CA3 verlaufen durch den Fornix und enden in anderen wichtigen Regionen wie z.B.
den Corpora mamillaria. Sie geben weiterhin die sog. Schaffer-Kollateralen ab, die an
den apikalen Dendriten der CA1-Pyramidenzellen enden. Die an ihren Synapsen
stattfindende Langzeitpotenzierung (LTP) ist von grolRer Bedeutung fir die
Gedachtniskonsolidierung. Die CA1-Region erhalt neben den Schaffer-Kollateralen
auch Afferenzen aus dem entorhinalen Cortex. lhre Efferenzen ziehen u. a. zum

Fornix und zum Subiculum (siehe unten).

Als letzter wichtiger Abschnitt ist das Subiculum zu nennen, das Afferenzen aus der
CA1-Schicht erhalt und seinerseits Projektionen zum entorhinalen und perirhinalen
Cortex, sowie zu Hypothalamus-Kernen, Nucleus accumbens und zur Amygdala

ausbildet.

3.4. Hippokampale 17B-Ostradiol-Synthese durch Aromatase

Die Aromatase ist ein Enzym, welches die Bildung von 17B-Ostradiol aus
Testosteron katalysiert und zur Familie der P450-Enzyme gezahlt wird. Es ist das
einzige Enzym im menschlichen Korper, das die Bildung eines aromatischen Rings
bewirken kann. Lokalisiert ist die Aromatase im endoplasmatischen Retikulum von
Zellen, die Ostrogene produzieren. Im Hippokampus wird das Enzym besonders
stark in den Pyramidenzellen der CA1-CA3 Region exprimiert. Weiterhin findet man
es auch in den Koérnerzellen des Gyrus dentatus (Yague et al., 2008; Bender et al.,
2010).
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Die Aromatase ist auf Grund ihres unmittelbaren Einflusses auf die
Ostrogensynthese von erheblicher Bedeutung fiir die synaptische Plastizitat (Kretz et
al., 2004). Dies unterstreichen auch Beobachtungen im medizinischen Kontext: so
wird beispielsweise nach einer Hirnschadigung die Expression des Enzyms hoch

reguliert (Saldanha et al., 2009).

Zur Regulation der Aromatase trégt weiterhin die Anderung der intrazellularen
Calciumkonzentration wesentlich bei. So kommt es z.B. nach Aktivierung von NMDA-
und AMPA-Rezeptoren zu einem Calcium-Einstrom in die Zelle, der weiteres Calcium
aus intrazellularen Speichern freisetzt (Fester et al., 2011). In der Folge werden
Kinasen aktiviert, die die Aromataseaktivitat mittels spezifischer Phosphorylierung
hemmen (Balthazart et al., 2005), mdglicherweise ein homdostatischer

Ruckkopplungsmechanismus.

In den hier durchgefiihrten Experimenten wurde die Aromatase blockiert, um damit
die lokale Ostrogenproduktion im Hippokampus zu hemmen. Fir diese Blockade
wurde Letrozol verwendet, ein nicht-steroidaler Inhibitor des finalen Enzyms der 17(3-
Ostradiolsynthese. Die Hemmung erfolgt dabei tiber eine kompetitive Bindung an die
Zytochrom P450-Einheit der Aromatase. Diese wird dadurch reversibel blockiert.
Diese Blockade wirkt selektiv nur auf die Aromatase, so dass die Produktion von

Kortikosteroiden unbeeintrachtigt bleibt.

3.5. Experimentelles Modell und Fragestellungen

Als experimentelles Modell fur diese Untersuchungen wurden hippokampale
Gewebekulturen verwendet, die gegenlber dissoziierten Neuronenkulturen einerseits
und in vivo Experimenten (d. h. dem intakten Tier) anderseits den Vorteil besitzen,
dass wesentliche neuronale Verbindungen innerhalb des Hippokampus erhalten
bleiben und dennoch experimentelle Manipulationen in vitro méglich sind. Speziell

wurden mit diesem Modell folgende Fragen untersucht:

1) Wie wirkt sich die Zugabe von E2 zu den hippokampalen Kulturen auf die

Expression von BDNF und seines Rezeptors TrkB aus?
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2) Wie wirkt sich eine Inhibierung der endogenen, hippokampalen Ostrogen-

Synthese mittels Letrozol auf die Expression von BDNF und TrkB aus?

Verwendet wurden fur diese Untersuchungen 2 Bestimmungsansatze: a) die
Proteinanalyse  mittels Western Blot und b) die  Quantifizierung
immunhistochemischer Signale mit Hilfe der optischen Intensitats-Analyse. Letztere
Methode wurde vor allem deswegen angewendet, weil sie neben allgemein-
quantitativen Aussagen auch eine Lokalisation moglicher Expressionsunterschiede
zulasst. Ausgewahlt wurden flir diese Bestimmung das Stratum radiatum der CA1-
Region und das Stratum moleculare des Gyrus dentatus, weil in diesen Regionen
zuvor deutliche Effekte von E2 auf die neuronale Plastizitat nachgewiesen wurden
(Woolley & McEwen, 1992; Warren et al.,, 1995; Kretz et al.,, 2004; Smith &
McMahon, 2005; Bender et al., 2010; Zhou et al., 2010).
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4. Methoden

4.1. Tiere

Fur die Experimente wurden 56 Ratten (Rattus norvegicus) des Zuchtstamms Wistar
verwendet. Sie stammten aus der Tierhaltung des UKEs. Es wurden verschiedene
Alterstufen eingesetzt. Fur die Herstellung der Gewebekulturen fur Western Blots und
Immunhistochemie wurden 5 Tage alte (P5) Ratten verwendet (40 flr
Immunhistochemie, 13 flir Western Blots). Des Weiteren wurden zum Vergleich mit
der in vitro-Situation (Nachweis einer altersgemaflen Expression; siehe 6.3.1) 16
Tage alte Ratten (n = 3) eingesetzt. Die Tiere (d. h. die Mdutter) wurden in der
Tierhaltung unter kontrollierten Bedingungen gehalten: bei einem Dunkel-
Helligkeitsrhythmus von jeweils 12 h und Futter und Wasser ad libitum. Alle
Experimente wurden in Ubereinstimmung mit den gesetzlichen Richtlinien fur

Tierhaltung und Tierversuche durchgefuhrt.

4.2. Gewebefixierung von Rattengehirnen durch Perfusion

Den 16 Tage alten Ratten wurde zuerst ein Anasthetikum (Ketamin/Rompun,
Zusammensetzung: siehe 5.5.) intraperitoneal injiziert. Nach einsetzender Betaubung
wurden sie auf dem Rulcken liegend befestigt. Nun wurde das Peritoneum und die
Bauchdecke mittels einer Schere eréffnet und eine Kandule in den linken Ventrikel des
Herzens eingefuhrt. Durch diese Kanile pumpte ein Perfusor zuerst eine 0,9%ige
NaCl-Losung zur Spulung des Gefaldsystems, d. h. Entfernung des Blutes aus den
Gefallen, das durch eine Inzision im rechten Vorhof entweichen konnte. Nach
Abschluss des Spulvorgangs wurde die 0,9%ige NaCl-Losung im Perfusor gegen die
Perfusionslosung (2,5%iges Paraformaldehyd) ausgetauscht und der Rattenkdrper
mit dieser Losung fur weitere 10 min durchgespdult. Dadurch wurde eine Fixierung
des Rattengehirns ,von innen“ erreicht. Danach wurde die Ratte dekapitiert und die
Kalotte durch einen median-sagittalen Schnitt eréffnet. Das Gehirn wurde mit einem
Heidemannspatel entnommen und fir 4 h in 2,5% PFA-L6sung nachfixiert. Danach
wurde es fur 24 h in eine 25%ige Saccharose-Losung eingelegt und abschliel3end in

Isopentan eingefroren.
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4.3. Anlage von organischen Gewebekulturen

Die Praparation hippokampaler Kulturen wurde unter semisterilen Bedingungen
durchgefuhrt: 5 Tage alte Ratten wurden mittels einer Schere dekapitiert und im
darauf folgenden Arbeitsschritt wurde ihnen die Kopfhaut aufgeschnitten. Diese
wurde dann mit einer Pinzette zur Seite gezogen, so dass die Schadeldecke zum
Vorschein kam. Die Schadeldecke wurde ebenfalls mit der Schere erdffnet,
anschliellend wurde das Gehirn mit einem Heidemannspatel aus der Kalotte
entnommen und in Praparationsmedium (Zusammensetzung: siehe 5.5.) Uberfuhrt.
Nach Entfernung zuerst des Frontal-, dann des Kleinhirns mit Hilfe eines Skalpells
wurden die beiden Hirnhemispharen durch einen Mediansagittalschnitt getrennt. Der
Hippokampus wurde daraufhin gemeinsam mit dem entorhinalen Cortex unter der
Stereolupe mit Hilfe von Pinzette und Heidemannspatel vom Rest des Gehirns
getrennt, auf die Plattform eines Gewebehackslers (Tissue Chopper) gelegt und
transversal in 10-12 400 uym dicke Scheiben geschnitten (siehe Abb. 2A). Nach
Uberfiihrung dieser Scheiben in das Praparationsmedium wurden unter der
Stereolupe zwei zueinander passende Hippokampusscheiben (Schwesterkulturen)
ausgewahlt, um morphologisch einheitliche Voraussetzungen der zu vergleichenden
Kulturen zu schaffen (siehe Abb. 2B und C).

Die Kultivierung der organotypischen Gewebekulturen erfolgte nach der Methode von
Stoppini (Stoppini et al., 1993). Die Hippokampusscheiben wurden dabei zusammen
mit Praparationsmedium auf Bio-Mikro-Membranen aufgetragen, deren Poren einen
Durchmesser von 0,4 pym besalden. Nach Absaugung des Praparationsmediums
wurden die Hippokampusscheiben, auf der Bio-Mikro-Membran liegend, unter
sterilen Bedingungen in Kulturschalen (siehe Abb. 2D) mit Kulturmedium
(Zusammensetzung: siehe 5.5.) Ubertragen; das Kulturmedium konnte durch die
Poren der Bio-Mikro-Membran durchflieen, um so die Hippokampusscheiben zu
ernahren. In dieser Vorkultur verblieben die Praparate fur die Dauer von 4 Tagen bei
37°C, bevor einer Gruppe der Schwesterkulturen entweder Letrozol oder E2 fir 7
Tage zugegeben wurde. Die Vergleichsgruppe blieb unbehandelt und diente als
Kontrolle (siehe Abb. 2D).
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Letrozol

Kontrolle @ @*(7
Kontrolle @@+— Estradiol

Ol

Kulturschale
(six-wall)

Abb. 2: Schematische Darstellung der Vorgehensweise bei der Prdparation des
Hippokampus

A) Hippokampus-Scheibe (400 um) unter dem Tissue Chopper

B) Querschnitt zweier benachbarter Gewebeschnitte (Schwesterkulturen)

C) Platzierung der Gewebeschnitte auf der Mikromembran

D) Kulturschale (Six-well) mit experimenteller Anordnung der Gewebeschnitte
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Wahrend des Inkubations-Zeitraums wurde jeden zweiten Tag das Kulturmedium
gewechselt. Betroffen davon war auch das hinzugegebene Letrozol bzw. EZ2,
welches beseitigt und bei jedem Mediumwechsel in der Konzentration von 10”M in
die Kulturschalen neu hinzugegeben wurde. Diese Konzentration orientierte sich an
vorangegangenen Studien (Prange-Kiel et al., 2003), die zeigten, dass die
Aromatase bei einer Konzentration von 10”M Letrozol ohne toxische Effekte maximal
inhibiert wird. Zu erwahnen ist, dass diese Arbeitsschritte von einer Labortechnischen
Assistentin vorgenommen wurden, um so eine Durchfuhrung der Experimente auf
der Basis einer Blindstudie zu gewahrleisten. Durch die Blindstudie wurde erreicht,
dass keine subjektiven Eindriicke des Verfassers Einfluss auf das Ergebnis der

Studie nehmen konnten.

Nach sieben Tagen wurden die Kulturen jeweils 2x abwechselnd in 4°C kaltem PBS-
Medium und 37°C warmem PBS-Medium kurz gewaschen und anschlief3end fir 4 h
bei 4°C in PFA fixiert. Es folgten zwei weitere Waschgange mit PBS von jeweils 10

min Dauer, gefolgt von einem abschliefenden Waschgang von 30 min Dauer.

Die Kulturen wurden danach mit 25%iger Saccharose-Losung (in PBS) Uberschichtet
und darin fur vier Stunden inkubiert. In dieser Zeit wurde die Saccharose-Losung
einmal ausgetauscht. Zwei Gewebeschnitte (jeweils die Schwesterkulturen, d. h. die
experimentell behandelte Kultur und die zugehdrige Kontrolle) wurden dann von der
Membran losgeldst, gemeinsam auf ein Deckglaschen ubertragen und als Gruppe A
bzw. B bezeichnet. Dem Verfasser blieb wahrend der weiteren Bearbeitung der

Praparate die Kodierung unbekannt (Blindstudie).

Nach vorsichtigem Absaugen uberschussiger Saccharose wurde auf jede Kultur ein
Tropfen Gefriermedium gegeben. Die Deckglaschen mit den Kulturen wurden dann
auf Trockeneis aufgelegt, wodurch das Gefriermedium festfror und die Kulturen dabei
einschloss. Bis zum Erstellen der Schnitte am Kryostat wurden die eingefrorenen

Kulturscheiben im Gefrierschrank bei -25°C gelagert.

4.4. Herstellung von Gefrierschnitten am Kryostat

Im Kryostat wurden die eingefrorenen Kulturen mit einem Tropfen Gefriermedium auf

eine Halterungsplatte geklebt und bei -18°C in horizontaler Richtung von ventral nach
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dorsal in 20 um-dicke Scheiben geschnitten. Die noch gefrorenen Schnitte wurden
anschlielend mit Hilfe eines Spatels vorsichtig in eine Kulturschale mit PBS-Puffer
Uberfuhrt. In dieser wurden sie langsam an die Raumtemperatur aquilibriert. Im
nachsten Arbeitsschritt wurden jeweils zwei Kultur-Schnitte der Gruppe A und der
Gruppe B mit Hilfe eines Pinsels und etwas Aqua dest. auf einen Objekttrager
aufgetragen. Die Objekttrager wurden dann zum Trocknen sicher gelagert und bis

zur weiteren Bearbeitung bei -25°C aufbewahrt.

FUr die Herstellung von Gewebeschnitten aus ganzen Rattengehirnen wurden diese
komplett mittels eines Tropfens Gefriermedium auf die Halterungsplatte im Kryostat
aufgeklebt. Die Platte wurde danach in die Microtom-Halterung eingespannt. Die
Gehirne wurden in horizontaler Richtung geschnitten (20 pm-dicke Schnitte).
Gehirnschnitte, die die Hippokampusformation enthielten, wurden mittels eines
Spatels in eine Kulturschale mit PBS uberflhrt. Fir das weitere Vorgehen wurden
diese Schnitte nicht auf Objekttrager aufgezogen und gelagert, sondern direkt
anschlieBend mittels der Free Floating-Technik immunhistochemisch (siehe 4.5.2.)

weiter behandelt.

4.5. Immunhistochemie

Die Immunhistochemie dient dem Nachweis der Proteinexpression in
Gewebeschnitten mittels spezifischer Antikorper.
In der vorliegenden Studie wurde speziell die Expression des TrkB-Rezeptors

untersucht. Dazu wurden folgende immunhistochemische Verfahren angewendet:

4.5.1. Immunhistochemie an Schnitten von Gewebekulturen

Die noch tiefgefrorenen Objekttrager mit Kulturschnitten wurden aus der Kihltruhe
geholt und zur Aquilibrierung fiir ca. 1 h bei Raumtemperatur gelagert. Danach
wurden sie zur Nachfixierung fur 20 min in eine Kuvette mit 2,5%iger PFA-LOsung
eingestellt. Es folgten zwei Waschungen (jeweils 5 min) in 1x PBS. Daran schloss
sich die Prainkubation an. Hierflr wurden die Objekttrager mit den Gewebeschnitten
mit jeweils 500 ul einer Losung von 5% Ziegenserum (NGS) Uberschichtet und fur 45
min bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer inkubiert. Der Zweck dieser

Behandlung ist die Neutralisierung elektrostatischer Ladungen im Gewebe, die zu
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einer unspezifischen Bindung des TrkB-Antikdrpers fuhren kdnnten. Im nachsten
Arbeitsschritt wurde die Prainkubationslésung von den Ojekttragern entfernt und im
Austausch gegen die Inkubationslésung (ebenfalls 500 ul pro Objekttrager) ersetzt,
die aus Kaninchen gewonnene polyklonale Antikdrper gegen TrkB enthielt (ca. 2
Mg/ml bzw. 1:200 Verdinnung der Antikdrperstammldsung). Mit dieser Losung
wurden die Schnitte Uber einen Zeitraum von 24 h in der Feuchtkammer bei
Raumtemperatur inkubiert.

Am nachsten Tag erfolgten 2 Waschungen in mit 1x PBS gefullten Kivetten (jeweils
10 min). Daran schloss sich die Inkubation mit dem gegen Kaninchen-
Immunglobuline (IgGs) gerichteten und mit Fluorochrom (Cy3) markierten
Zweitantikorper an. Dieser Antikorper wurde in einer Endkonzentration von 1:800
(entspricht 1,25 pg/ml) eingesetzt. Nach 3 h Inkubation mit dieser Losung in der
abgedunkelten Feuchtkammer wurden die Objekttrager erneut mit 1x PBS
gewaschen (2 x 10 min in einem abgedunkelten Raum) und danach fir 1 min mit 500
Ml einer DAPI-Lésung (1 pg/ml) zum Zweck der Kerngegenfarbung Uberschichtet.
Dies diente einer besseren Orientierung bzw. Erleichterung beim Auffinden der
darzustellenden Regionen im Fluoreszenz-Mikroskop. AbschlieRend wurden die
Praparate in eine Kuvette mit Aqua dest. eingetaucht, danach abgedunkelt
getrocknet, mit Einbettmedium (DAKO) beschichtet (2 Tropfen) und mit einem

Deckglas eingedeckelt.

4.5.2. Inmunhistochemie an Schnitten von Rattengehirnen

Bei der Free-floating-Technik werden die Gewebeschnitte vor der Immunhistochemie
nicht auf Objekttragern fixiert, sondern sie flottieren in Losung, werden dabei von
einer Inkubationslosung zur nachsten transportiert und erst nach Abschluss der
Immunhistochemie auf Objekttrager gebracht.

Die aufeinander- folgenden Inkubationslésungen befanden sich in den Vertiefungen
einer Kulturschale (six-well), wobei jeweils pro Vertiefung 1,5 ml Inkubationslésung
verwendet wurden. Der Transport der Schnitte erfolgte mit Hilfe einer gekrimmten
Glaspipette. Es wurden stets ca. 4-6 Schnitte gleichzeitig pro Vertiefung einer

Kulturschale inkubiert. Im Einzelnen wurden folgende Schritte durchgeflhrt:
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Die im Kryostat angefertigten Gewebeschnitte wurden zuerst in 1x PBS-Medium
gesammelt. Danach wurden sie zur Prainkubation in 1,5 ml einer 5%igen NGS-
Lésung (in PBS) Uberfuhrt. Die Inkubationszeit betrug 45 min. Dieser Lésung wurde
dann der Primarantikérper (Konzentrationsverhaltnisse siehe 4.5.1.) zugegeben; die
Schnitte wurden damit fir 48 h bei 4°C inkubiert. Es folgten zwei Waschgange in 10
ml PBS fur die Dauer von jeweils 10 min. Im Anschluss daran wurden die Schnitte fur
3 h mit dem Zweit-Antikdrper (Cy3-markiert; Konzentrationsverhaltnisse siehe 4.5.1.;
1,5 ml Inkubationsvolumen) bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten zwei weitere
Waschgange in jeweils 10 ml 1x PBS, sowie eine 1-minltige Inkubation in DAPI-
Lésung (Konzentrationsverhaltnisse siehe 4.5.1.; 10 ml Inkubationsvolumen). Erst
danach wurden die Schnitte mit Aqua dest. auf Objekttrager aufgezogen, nach dem
Trocknen mit Einbettmedium (DAKO) beschichtet (2 Tropfen) und mit einem

Deckglas eingedeckelt.

4.6. Western Blot

4.6.1. Proteinaufbereitung aus Gewebe

Um Proteine fir SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse verwenden zu kdénnen,
musste zunachst einmal eine Proteinaufbereitung stattfinden, bei der Bestandteile

der Zelle, die nicht von Interesse waren, beseitigt wurden.

Das Gewebe wurde dazu gewogen, anschlieRend mit der 6-fachen Menge RIPA-
Puffer (Zusammensetzung: siehe 5.5.) versetzt, welchem zuvor Proteaseinhibitor
(Protease Inhibitorenmix complete) zugesetzt worden war, und dann in einem
Potterrohrchen mit einem Glasstab auf Eis homogenisiert. Nach 20-minutiger
Kihlung auf Eis wurde das Gewebe bei maximaler Leistung und 4C° zentrifugiert.
Das dabei entstandene Prazipitat (Zelltraimmer, DNA) wurde verworfen. Die Protein
enthaltende Losung wurde in flussigem Stickstoff eingefroren und bei

-80C° gelagert.

4.6.2. Proteinbestimmung nach Bradford

Um zu gewahrleisten, dass im spateren Verlauf einheitliche Proteinmengen
eingesetzt wurden, wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford durchgefuhrt. Dazu

wurden zunachst 8-10 ul Proteinldsung aus der Proteinaufbereitung 1:5 mit Aqua
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dest. verdunnt. Dann wurde am Photometer 2x eine Standardreihe 0-2,5-5-10-15-20
(Angaben in pl) zur Eichung durchgefuhrt, wobei das Medium eine BSA-L6sung (0,5
Mg/ul) war, das von den in der Standardreihe angegebenen Mengen mit Aqua dest.
auf 20 pl aufgefullt wurde. Zudem wurden pro Kuvette 800 ul Aqua dest. und 200 pl
Bradford-Reagenz hinzugefugt. Zum Vergleich wurden drei Klvetten mit jeweils 1 pl
der Proteinlésung besetzt, ebenfalls mit Aqua dest. ad 20 ul aufgefillt und 800 pl
Aqua dest.,, 200 pl Bradford-Reagenz sowie 1 pl RIPA-Puffer beigefugt. Die
Extinktionswerte dieser Losungen wurden im Photometer ermittelt und im Vergleich

mit den Werten aus der Standardreihe wurde die Proteinmenge errechnet.

4.6.3. SDS-PAGE

Bei diesem Verfahren werden Gele hergestellt, in denen die Proteine eines
Proteingemisches nach Anschluss an eine elektrische Stromquelle bezuglich ihrer

Ladung bzw. Grofe aufgetrennt werden.

Es wurden zunachst eine grolRe und eine kleine Glasplatte so in die Gelhalterung
eingespannt, dass zwischen ihnen ein dicht verschlossener Spalt entstand, in den
zunachst das Trenngel (Zusammensetzung: siehe 5.5.) und Aqua dest. sowie nach
Auspolymerisierung des Trenngels (30 min) und Verwerfen des Aqua dest. das
Sammelgel (Zusammensetzung: siehe 5.5.) eingefullt wurde. Dabei war das Mengen-

Verhaltnis Trenngel zu Sammelgel ca. 2:1.

Nach Einfiihren der Kdmme wurde auch das Sammelgel flr 30 min auspolymerisiert.
Anschlieend wurde das Gel in die Gelelektrophoresekammer transferiert und die
Kammer mit Lammli-Laufpuffer aufgefullt. Fir die Analysen wurden weiterhin jeweils
25 pg Protein (Letrozol- oder E2-behandelt bzw. Kontrolle) mit 8 ul Lammli-
Probenpuffer versetzt und mit Aqua dest. (Menge abhangig von Proteinmenge pro pl
Proteinlésung) auf 40 pl verdunnt. Die Proteinldsungen wurden dann in die
Geltaschen einpipettiert. Die Reihenfolge dabei war wie folgt: 0-0-Kontrolle-
Laufpuffer-Letrozol-E2-Marker-0-0-0. Bei 200 V und 150 mA fir 55 min liefen die

Proteine nun aus dem Sammelgel in das Trenngel und wurden hier aufgetrennt.
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4.6.4. Blottechnik

Beim Verfahren des Western-Blots werden durch das Anlegen eines elektrischen
Feldes die Proteine aus dem Elektrophoresegel auf eine Nitocellulose-Membran

Ubertragen.

In vorliegender Arbeit wurde ein Semidry-Blot in der Semidry-Transfer-Zelle
durchgefuhrt. Dicke und dunne Filterpapierstreifen wurden dabei fur 2-3 min in
Semidry-Blot-Puffer (Zusammensetzung: siehe 5.5.) eingeweicht und anschlieRend
zusammen mit der Nitrocellulose-Membran und dem SDS-Gel aus der
Gelelektrophorese (beides kurz mit Semidry-Blot-Puffer gespult), wie im Schema der
Abbildung 3 dargestellt, in der Semidry-Transfer-Zelle Ubereinanderliegend
angeordnet. Dabei war darauf zu achten, dass die Nitrocellulosemembran auf der
Seite des Anode und das SDS-Gel auf der Seite des Kathode lagen, denn nur so

wandern die negativ geladenen Proteine aus dem Gel auf die Membran.

Kathode
| | Filterpapier (dick)

| 1 Filterpapier (diinn)
| | SDS-Gel

—— L

| ,  Filterpapier (dinn)

| | Filterpapier (dick)

Anode
Abb. 3: Schematische Darstellung der Anordnung innerhalb der Semidry-Transfer-
Zelle.

Bei 35 V und 150 mA wurden die Proteine fur 55 min (bei einem SDS-Gel) bzw. 60
min (bei zwei SDS-Gelen) ,geblottet. Dem Blot folgte die Farbung mit Ponceau-Rot
fur 1 min und die Blockierung mit Milchpulver in PBS-T fur 60 min auf dem MACS-
Mix-Tube-Rotator. Danach wurde die eine Halfte (> 50 kD) der Membran (horizontale
Durchtrennung auf Hohe der 50 kD Bande) bei RT fur 3 h mit 3 ml des durch
MP/PBS-T 1:400 verdunnten TrkB-AK (aus Kaninchen) inkubiert und die andere
Halfte (< 50 kD) bei RT fur 3 h auf dem MACS-Mix-Tube-Rotator mit 3 ml 1:20.000
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verdinntem GAPDH-AK (aus Maus) inkubiert. Anschlie3end wurden diejenigen AKs,
die nicht gebunden hatten, durch 3-maliges Waschen der Membranen in PBS-T (fur
jeweils 10 min) entfernt und die Membranen flr 50 min auf dem MACS-Mix-Tube-
Rotator mit dem 2. AK inkubiert (TrkB-Membran: 3 ml donkey anti rabbit 1:2.500 mit
MP/PBS-T verdinnt; GAPDH-Membran: 3 ml goat anti mouse 1:5.000 mit MP/PBS-T

verdunnt). Es folgten 3 Waschungen fur jeweils 10 min.

4.6.5. Entwicklung der Blots

Hierbei werden die Proteinbanden mittels Kopplung an eine lichtsensible Substanz
(ECL) in einer Photoentwicklungsmaschine auf einem Film sichtbar gemacht.

Beide Membranen wurden dafir mit jeweils 2 ml ECL-L6sung (1:1) fur 4 min auf dem
MACS-Mix-Tube-Rotator inkubiert. Anschliellend wurde jede der beiden Membran-
halften in eine eigene Foto-Kassette zwischen zwei Plastikfolien gelegt. Das
Filmpapier wurde eingelegt und nach einiger Zeit (zwischen 10 sec und 5 min)

entnommen und in der Entwicklermaschine entwickelt.

4.7. Konfokale Mikroskopie

In diesem Arbeitsschritt wurden mit Hilfe des konfokalen Laser Scanning Microscope
(LSM) Aufnahmen von den mit Antikbrpern behandelten Gewebekulturschnitten
gemacht. Dabei wurde so vorgegangen, dass jeder der auf dem Objekttrager
vorhandenen Kultur-Schnitte nur einmalig zur Dokumentation der Immunreaktivitat (=
Fluoreszenz-Intensitat) in einer Region (Stratum radiatum von CA1 oder Stratum
moleculare des Gyrus dentatus) herangezogen wurde. Dadurch wurde verhindert,
dass durch Intensitatsbestimmung an durch vorherige Verwendung bereits
ausgebleichten Gewebestellen fehlerhafte Messungen in die Auswertung
miteinbezogen wurden.

Auf Grund unterschiedlicher Farbeintensitaten in den einzelnen Regionen mussten
fur jede Region vor den Aufnahmen eigene Einstellungen fur Helligkeit,
Kontraststarke sowie Blende eingerichtet werden. Verwendet wurden folgende

Parameter:
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Tab. 1: Einstellungen am LSM.

g‘é‘izzlﬂ:?‘:atus’ Stratum CA1, Stratum radiatum
Helligkeit 8949 8932
Kontrast 350 331
Pinholder (Blende) | 35 50

Waren diese Parameter einmal eingestellt, so wurden sie fir alle Aufnahmen aus der
jeweiligen Region verwendet. Die Regionen wurden zuerst mit Hilfe eines DAPI-
Filters (370 mm) aufgesucht und anschlielend mit der Cy3-Anregungswellenlange
gescannt. Die Anzahl der Bilder war fir jede Region unterschiedlich:

Im Stratum radiatum von CA1 wurden zwei Ubersichtsaufnahmen nebeneinander-
liegender Bereiche gemacht. Im Stratum moleculare wurde jeweils nur ein Bild pro
Kulturschnitt angefertigt. Hier wurde bei der Auswahl so vorgegangen, dass imaginar
eine Verlangerungslinie des CA3-Pyramidenzellbandes gezogen wurde. Der
Abschnitt, in dem diese imaginare Linie die Molekularschicht schnitt, wurde per

Ubersichtsaufnahme festgehalten.

4.8. Auswertung

4.8.1. Auswertung Immunhistochemie

Die Auswertung der Immunreaktivitat wurde mit Hilfe des Programms Openlab 3.1.5
(Improvision) auf einem Macintosh-PC (OS 9.1.) durchgefiihrt. Dabei wurden die
Intensitatssignale der Bilder, die zuvor am konfokalen LSM aufgenommen worden
waren, gemessen und in einen Zahlenwert (Staining Index) transformiert. Dazu
wurden aus den Ubersichtsaufnahmen aus dem Stratum radiatum (CA1) jeweils flnf
50x50 Einheiten groRe Felder bzw. dem Stratum moleculare (Gyrus dentatus) zwei
90%x90 Einheiten groRe Felder ausgewahlt, in denen die Bereiche, in denen das
Immunsignal am starksten erschien, enthalten waren. Die Zahlenwerte wurden

tabellarisch angelegt und mit Microsoft Excel ausgewertet.
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Abb. 4: Veranschaulichung der Vorgehensweise bei der Auswertung mit dem
Programm Openlab 3.1.5.

links: Darstellung der zwei 90x90 Einheiten groBen Felder im Stratum

moleculare (SM) des Gyrus dentatus.

rechts: Darstellung der fiinf 50x50 Einheiten groBen Felder im Stratum radiatum

(SR) der CA1-Region.

4.8.2. Auswertung Western Blot

Die Auswertung des Western Blot-Experiments erfolgte mit Hilfe des Programms
Image J an einem PC der Firma Dell. Dabei wurden die Bilder der Proteinbanden
(BDNF, TrkB, GAPDH) eingescannt, Uber Image J die Grau-Intensitaten berechnet
und in einen Zahlenwert transformiert. Alle BDNF- und TrkB-Werte wurden uber eine
Division durch die korrespondierenden GAPDH-Werte normalisiert. Die
resultierenden Zahlenwerte wurden danach tabellarisch angelegt und mit Microsoft

Excel und GraphPad Prism statistisch ausgewertet.

4.8.3. Statistik

FUr die immunhistochemische Analyse wurde der paired Student’s t-test zur
statistischen Bewertung der Daten eingesetzt, da in diesen Experimenten stets Paare
(experimentell behandelte vs. nicht behandelte ,Schwesterkulturen®) miteinander
verglichen wurden. Die Resultate der Western Blot-Analysen (jeweils 3 Gruppen)

wurden mit Hilfe einer Analysis of variance (ANOVA) und anschlieRendem Tukey’s-
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Test statistisch auf ihre Signifikanz untersucht. Zusatzlich wurden einzelne
Experimentgruppen mit Hilfe des unpaired Student’s t-tests statistisch verglichen.
Dargestellt werden die Ergebnisse jeweils als ,Prozent von der Kontrolle®. Als

Signifikanzkriterium wurde p < 0,05 festgesetzt.
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5. Materialien

5.1. Chemikalien

Produkt Hersteller

APS SIGMA

Bio-Rad Protein Assay BIO-RAD

BPB MERCK

BSA SIGMA

DAPI SIGMA

DAKO Einbettmedium DAKO
ECL-Substrat THERMO SCIENTIFIC
EDTA MERCK
17R-Estradiol (wasserldslich) SIGMA

Ethanol (96%) APOTHEKE UKE
Gefriereinbettmedium (Tissue Tek) SAKURA
Gel-Kdmme BIO-RAD
Glucose FRESENIUS
Glutamin SIGMA

Glycerin SIGMA

Glycin APOTHEKE UKE
HBSS INVITROGEN
Ketamin GRAUB

Kryostat (HM 560) MICROM
Letrozol APOTHEKE UKE
Methanol J.T.BAKER
Milchpulver HEIRLER
Minimal Essential Medium INVITROGEN
Molekulargewichtsmarker fur Gele

(Prestained Page Ruler) FERMENTAS
Natriumbicarbonat-Lésung SIGMA
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Normal Goat Serum SIGMA

NP40 Alternative CALBIOCHEM-NOVABIOCHEM
PBS-Tabletten MERCK
Penicillin-Streptomycin INVITROGEN
PFA MERCK
Pferdeserum INVITROGEN
Ponceau-Rot MERCK
Protease Inhibitoren-Mix complete ROCHE

Rompun BAYER
Rotiphorese Gel 30 ROTH
Saccharose MERCK

SDS FLUKA

Sterilium BODE CHEMIE
Stickstoff APOTHEKE UKE
TEMED SIGMA

Tris ROTH
Trockeneis TMG

Tween SIGMA

5.2. Antikorper

Produkt Hersteller
BDNF, mouse monoclonal IgG SIGMA
Donkey-anti-rabbit IgG (HRP-gekoppelt) | PIERCE

GAPDH AMBION APPLIED BIOSYSTEMS
Goat-anti-mouse 1gG (HRP-gekoppelt) PIERCE

Goat-anti-rabbit IgG (Cy3-gekoppelt)

JACKSON IMMUNORESEARCH

TrkB, rabbit polyclonal IgG (sc-8316)

SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY
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5.3. Technische und apparative Hilfsmittel

Produkt Hersteller
Analysen-Waage SARTORIUS
Axioskop 2, HBO 100 ZEISS
Bio-Photometer EPPENDORF
Blot-Aparatur (Semidry-Transfer-Cell) BIO-RAD
Boxen fur Objekttrager VWR
Deckglaser, 24x46 mm, 24x60 mm MARIENFELD
Eppendorf Tube transparent, 1,5 ml, 2 ml | EPPENDORF
Erlenmeyer Kolben, Duranglas SCHOTT
Feuchtkammer LABOR ANATOMIE UKE
Film AGFA

Filterpapier (dick, diinn)

SCHLEICHER & SCHULL

Foto-Kassette

AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH

Foto-Entwicklungs-Maschine (Optimax) | PROTEC
Gefrierschrank, -25C°, -80C° LIEBHERR
GEL-Aparatur (Mini-Protean 3 cell) BIO-RAD
Gewebe-Zerteiler (Tissue Chopper) MCILWAIN
Glaspipette, 5ml, 10mi BD-FALCON
Heidemannspatel FST
Kuhlschrank BOSCH
Kuvetten, Farbekasten nach Helledahl VWR
Laborflaschen, 0,5I, 11, Duranglas SCHOTT

LSM Axiovert 100 Microsystem ZEISS
Magnetriuhrstabchen, Standard VWR
Magnetriihrer HEIDOLPH INSTRUMENTS
Mikro-Homogenisator Potter 0,1 ml NOVODIRECT
Mikroliter-Pipetten, 2 , 20, 200, 1000 ul EPPENDORF
Mikrotommesser (S35) FEATHER
Millicell-Kulturmembranen MILLIPORE
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Multiwell-Zellkulturplatten (Six-wells) BD-FALCON
Nitrocellulose-Membran MILLIPORE

20er Objektiv ZEISS

40er Objektiv ZEISS

60er Objektiv UPLAN SAPO

Objekttrager HECHT-ASSISTENT

Parafilm PECHINEY PLASTIC PACKAGING

PC (Optilex GX 280)

DELL

PC (Macintosh, OS 9.1.) APPLE
Perfundiergerat (Masterflex L/S) COLE-PARMER
pH-Meter KNICK

Pinsel DA VINCI
Pinzette, feine Spitze FST

Pinzette, gebogen FST
Pipettenspitzen (EpT.l.P.S. Standard) EPPENDORF
Pipettierhelfer (Accu-Jet) BRAND
Plastik-Pipetten, 10 mi EPPENDORF

15 ml-, 50 mI-Rdéhrchen (Cellstar)

GREINER BIO-ONE

Roéhrchen-Rotations-Gerat (MACS-Mix-
Tube-Rotator)

MILTENYI BIOTECH

Sauger MILLIPORE
Scanner (Scanjet 8300) HP

Schere, grol3 und klein FST

Schdttler, grofl3 (Svip) JOHANNA OTTO
Skalpell BRAUN

Spatel MILLIPORE
Spritzflasche VWR

Stereolupe (Stemi SV11) ZEISS

Sterile Werkbank

HERAEUS INSTRUMENTS

Stromversorgungsgerat fur

Elektrophorese

AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH



Materialien

30

(Electrophoresis constant power supply
ECPS 3000/150)

Warmeschrank MEMMERT

Zentrifuge 5417R EPPENDORF

5.4. Software

Produkt Hersteller

AxioVision ZEISS

Excel 2004 MICROSOFT

GraphPad Prism 4.0 GRAPHPAD SOFTWARE
Image J WAYNE RASBAND (NIH)
LSM Carl Zeiss ZEISS

Openlab 3.1.5 IMPROVISION
Photoshop CS3 Extended ADOBE

Windows XP MICROSOFT

Word 2004 MICROSOFT

5.5. Losungen

Inkubationsmedium (pH 7,25) (Kulturmedium)

Zur Herstellung von 100 ml:

e 25 ml MEM (minimal essential medium), steril

e 1 ml Glutamin (200 mM), steril

e 580 pl Natriumbicarbonat-Losung (7,5%), steril

e 20 ml Aqua dest.

e 25 ml HBSS (Hank's Balanced Salt Solution)

e 25 ml Pferdeserum, steril
e 1 ml Penicillin/Streptomycin, steril

e 1,56 ml Glucose, steril

e Titration bis pH = 7,25 mit NaOH (1 mol/ |) bzw. HCI (1 mol/ )

e Aqua dest., steril, ad 100 mi
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17B-Ostradiol-Ldsung

e 2,72 mg 17B-Ostradiol in 1 ml Aqua dest., steril = Konzentration

e Konzentration mit Aqua dest., steril, 1:100 verdiinnen = Stammlésung (10™M)

e 1 ul Stammldsung in 1 ml Inkubationsmedium (siehe oben)

Letrozol-Losung

e 2,85 mg Letrozol in 1 ml ETOH = Konzentration
e Konzentration mit Aqua dest. (steril) 1:100 verdiinnen = Stammlésung (10M)

e 1 pl Stammldsung in 1 ml Inkubationsmedium (siehe oben)

Perfusionslosung

e 4% PFA -Ldsung (siehe unten).

Praparations-Medium (pH 7,35)

Zur Herstellung von 100 ml:

e 50 ml MEM, steril

e 1 ml Glutamin (200 mM), steril

e 48 ml Aqua dest., steril

e Titration bis pH = 7,35 mit NaOH (1 mol/ |) bzw. HCI (1 mol/ I)
e Aqua dest., steril, ad 100 mi

PBS-Lésung
e 1 PBS Tablette (5g) in 500 ml Aqua dest., steril, [6sen

e Titration bis pH = 7,4 mit NaOH (1 mol/ I) bzw. HCI (1 mol/ 1)

PFA-L6sung (4%)
e 20 gPFAin 400 ml Aqua dest., steril, Idsen
e Aqua dest.,steril, ad 500 ml

RIPA-Puffer

1,5 ml 150 mM NaCl
2,5ml 50 mM Tris pH 7,5
5 ml 1% NP40

250 pl 0,1% SDS
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e 2,5ml0,5% Natriumdesoxycholat
e 0,5mI5mMEDTA
e Piad50ml

Lammli-Probenpuffer

e 1,54gDTT

e 29gSDS

e 8ml1MTris-HCI pH 6,8
e 10 ml Glycerin

e 250 mg BPB

Lammli-Laufpuffer

30,3 g TrisBase

144,2 g Glycin

10 g SDS

Aqua dest., steril, ad 1000 mi

Semi-Dry-Blot-Puffer

e 3,03 g TrisBase

e 14,4 g Glycin

e 100 ml 10% Methanol

e Aqua dest., steril, ad 1000mI

Sammelgel
e 5,5 ml Aqua dest.

e 1,7 ml 30% Acrylamid

e 2,5ml0,5MTris pH 6,8
e 100 pl 10% SDS

e 100 pl BPB-LOsung

e 100 pl 10% APS

e 8 ul TEMED
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Trenngel

8 ml Aqua dest., steril
6,6 ml 30% Acrylamid
5ml1,5M Tris pH 8,8
200 pl 10% SDS

200 pl 10% APS

8 ul TEMED

PBS-Tween

100 ml PBS
30 ml Tween-20

Aqua dest., steril, ad 1000mI

Milchpulver(5%)-PBS-Tween

2 g Milchpulver
38 ml PBS-Tween

Ketamin-Rompun

2,4 ul Ketamin

1,6 yl Rompun

2 ml 0,9% NaCl
Anwendung: 900 pl pro Tier
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6. Ergebnisse

Die Proteine BDNF und TrkB sind fir die neuronale Plastizitat im Hippokampus von
groRer Bedeutung. Um die Effekte von 17B-Ostradiol auf die Expression der beiden
Proteine zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit zuerst mittels Western
Blot-Analysen der Einfluss von E2 bzw. Letrozol auf die Gesamtexpression von
BDNF und TrkB im Hippokampus untersucht. Fir eine regionsspezifische
Untersuchung der Expression (hier nur TrkB) in der CA1-Region und im Gyrus

dentatus wurde anschlieRend das immunhistochemische Verfahren angewandt.

6.1. Analyse der BDNF-Expression nach E2- bzw. Letrozol-Behandlung mittels
Western Blot

Frihere Untersuchungen deuten darauf hin, dass Verdnderungen der E2-
Konzentration auf die Expression von BDNF im Hippokampus regulierend wirken
(Solum & Handa, 2002). In Betracht gezogen wurde hier jedoch stets nur gonadal
gebildetes E2. Eine Untersuchung der Rolle des im Hippokampus selbst — d.h.
endogen — gebildeten E2 (Prange-Kiel et al., 2003) liegt bislang noch nicht vor. In
unseren Experimenten wurde mit Hilfe des Aromatase-Inhibitors Letrozol die
Produktion des endogen gebildeten E2 in organotypischen Gewebekulturen des
Hippokampus verhindert und danach die Auswirkung dieser Behandlung auf die
BDNF-Expression mittels Western Blot-Analysen untersucht. Zum Vergleich wurden

unbehandelte sowie mit E2 stimulierte Kulturen herangezogen.

Die Ergebnisse legen eine regulierende Wirkung auch des endogen im Hippokampus
gebildeten E2 auf die BDNF-Expression nahe (siehe Abb. 5): Western Blot-Analysen
mit dem verwendeten BDNF-Antikdrper ergaben regelmallig zwei charakteristische
Banden auf Hohe von ca. 32 und 28 kDa. Bei der 32 kDa-Bande handelt es sich um
das unprozessierte Vorlauferprotein von BDNF, wahrend die kleinere Bande ein
Zwischenprodukt der BDNF-Prozessierung wiedergibt (Mowla et al., 2001).
Interessanterweise war die BDNF-Expression (32 kDa-Bande) nach Letrozol-Gabe
im Hippokampus deutlich reduziert (71 £ 11% des Kontrollwertes), wahrend E2-Gabe
eine Erhdhung der BDNF-Expression bewirkte (143 £ 26% des Kontrollwertes). Eine
einfaktorielle ANOVA mit nachfolgendem Tukey's-Test ergab, dass die

experimentelle Behandlung zu nahezu signifikanten Unterschieden in der BDNF-
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Expression gefuhrt hatte (n = 6; p = 0,057; F = 3,5). Ein separater Vergleich
experimenteller Gruppen mit Hilfe des unpaired Student’s t-tests zeigte deutliche
Trends im Vergleich von E2 und Kontrolle (p = 0,21) bzw. Letrozol und Kontrolle (p =
0,17). Ein signifikanter Unterschied war jedoch nur im Vergleich zwischen E2- und

Letrozol-behandelten Kulturen (p = 0,03) nachweisbar.

E2 Ktl Let
o IR e 32 kDa
28 kDa

E2 Kil Let

*
200 - | |
L
2
£ 100+
= ——
0 T 1
E2 Let

E2 Kontrolle Letrozol
Mittelwert 142,5 100 70,5
Standardabweichung | 65,8 41,9 26,4
Standardfehler 26,8 17,1 10,7
p-Wert (ANOVA) 0,057
N 6 6 6
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Abb. 5 (vorherige Seite): Darstellung der Western-Blot-Ergebnisse (BDNF)

Oben: Dargestellt ist exemplarisch das Ergebnis einer Western-Blot-Analyse fiir
BDNF (32 kDa-Bande) im Vergleich zu GAPDH (38 kDa), das als Ladekontrolle
bestimmt wurde. Unten: Graphische und tabellarische Darstellung der Ergebnisse:
Die Signifikanzangabe (*) im Balkendiagamm wurde durch Student’s t-test ermittelt
(Vergleich E2 zu Letrozol: p = 0,03). Der p-Wert in der Tabelle wurde mittels ANOVA

errechnet.

6.2. Analyse der TrkB-Expression nach E2- bzw. Letrozol-Behandlung mittels
Western Blot

Nach dem Befund einer Regulation von BDNF durch exogen zugegebenes sowie
endogen gebildetes E2 stellte sich die Frage, ob auch der BDNF-Rezeptor TrkB einer
Regulation durch E2 unterliegt.

Auch hier ergaben Western Blot-Analysen der TrkB-Expression nach E2- bzw.
Letrozol-Gabe regelmafig 2 deutlich zu unterscheidende, immunreaktive Banden,
die Proteinen mit der Molekularmasse von ca. 95 und 155 kDa entsprechen (siehe
Abb. 6). Wie aus der Literatur bekannt, handelt es sich bei der 155 kDa-Variante um
den vollstandigen und zur Signaltransduktion fahigen TrkB-Rezeptor, wahrend die 95
kDa-Variante einem verkurzten und funktionell nicht aktiven TrkB-Protein entspricht
(Klein et al., 1990; Middlemas et al., 1991; Kleene et al., 2010). Eine getrennte
Analyse beider Varianten erbrachte nicht signifikante Trends, die auf eine veranderte
Expression der 95 kDa-Variante nach E2- oder Letrozol-Gabe hindeuteten (siehe
Abb. 7; n =5; p = 0,26; F = 1,5; einfaktorielle ANOVA). Fiur die 155 kDa-Variante war
jedoch ein signifikanter Einfluss nachweisbar (siehe Abb. 8). So war hier die
Expression nach E2-Behandlung auf 203 + 45% von der Kontrolle erhéht und nach
Letrozol auf 89 + 9% der Kontrolle erniedrigt (n = 5; p = 0,0369; F = 4,4). Dies deutet
darauf hin, dass auch die Regulation des Rezeptors fur BDNF, TrkB, durch 17[3-

Ostradiol reguliert wird.
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Abb. 6: Exemplarische Darstellung der Ergebnisse einer Western Blot-Analyse fiir
TrkB. Es resultierten stets 2 Banden in Héhe von 155 kDa (vollstédndiger, funktioneller
TrkB) und 95 kDa (truncated TrkB). Zum Vergleich: GAPDH (38 kDa), die zur

Ladekontrolle bestimmt wurde.

300 - | |
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= 1004 |

1} T q

E2 Ktl Let
E2 Kontrolle Letrozol

Mittelwert 189,6 100 88,0
Standardabweichung | 153,2 63,7 56,4
Standardfehler 68,5 28,5 25,2
p-Wert (ANOVA) 0,26
N 5 5 5

Abb. 7: Graphische und tabellarische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot-
Analyse fir TrkB (95 kDA-Form): Keine signifikanten Unterschiede in der TrkB-
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(Fortsetzung von Seite 34) Expression wurden festgstellt (ANOVA: p = 0,26),

obgleich im Student’s t-test ein Trend zu einem Einfluss von E2 (p = 0,26) erkennbar

war.
%*
250 - —l
200+
2
© 1504
£
o
_f 100 —_—
50+
0 T 1
E2 Ktl Let
E2 Kontrolle Letrozol
Mittelwert 203,2 100 89,4
Standardabweichung | 101,2 53,2 20,2
Standardfehler 45,3 23,8 9,0
p-Wert (ANOVA) 0,03
n 5 5 5

Abb. 8: Graphische und tabellarische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot-
Analyse fir TrkB (155 kDA-Form): Im Gegensatz zur 95 kDa-Form war die
Expression des funktionellen TrkB-Rezeptors nach E2- bzw. Letrozol-Behandlung
signifikant verdndert (ANOVA: 0,03). E2-Gabe fiihrte zu einer deutlichen Erhéhung (p
= 0,07 im Vergleich zur Kontrolle; p = 0,04* im Vergleich zu Letrozol; unpaired
Student’s t-test), Letrozol zu einer leichten Erniedrigung (p = 0,7) der 155 kDa TrkB-

Expression.
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6.3. Analyse der regionalen TrkB-Expression nach E2- bzw. Letrozol-
Behandlung mittels quantitativer Immunhistochemie

Die Befunde der Western Blot-Analysen warfen als nachstes die Frage auf, ob es
regionale Unterschiede hinsichtlich der BDNF- bzw. TrkB-Regulation durch E2 im
Hippokampus gibt. Von besonderem Interesse sind hier das Stratum radiatum der
CA1-Region und das Stratum moleculare des Gyrus dentatus, da insbesondere in
diesen Regionen regulative Effekte von Ostradiol auf die Synapsendichte (Kretz et
al., 2004; Bender et al., 2010) und die Funktionalitdt von Synapsen nachgewiesen
werden konnten (Smith & McMahon, 2005; Vierk et al., 2012). Mittels quantitativer
Immunhistochemie wurde daher die Wirkung von E2 bzw. Letrozol auf die
regionsspezifische Expression untersucht. Da sich die eingesetzten Antikorper gegen
BDNF fir eine derartige Untersuchung leider als nicht tauglich erwiesen, musste

diese Analyse auf die Expression von TrkB beschrankt werden.

6.3.1. Vergleich der regionalen Expression in vivo und in vitro

Als Vorversuch fur die immunhistochemische Untersuchung der E2- bzw. Letrozol-
Wirkung auf die TrkB-Expression wurde untersucht, ob die hippokampale TrkB-
Expression in vitro der Expression in vivo entspricht, d.h., ob das
Gewebekulturmodell flr diese Untersuchung geeignet ist. Zu diesem Zweck wurden
die hippokampalen Expressionsmuster von TrkB in vitro und in vivo verglichen. Dabei
wurden Hippokampi von Ratten immunhistochemisch untersucht, deren
Entwicklungsstand dem der Gewebekulturen zum Zeitpunkt der Untersuchung (ca.
postnataler Tag 16) entsprach. Wie in Abbildung 9 dargestellt, zeigte die
Immunhistochemie fur TrkB in 16 Tage alten Ratten und in Gewebekulturen
(Praparation P5, dann 11 Tage in vitro) eine vergleichbare Expression. Starke
immunhistochemische Signale waren in beiden Praparaten im Stratum radiatum (SR)
der CA1 (siehe Abb. 9C, D), im Stratum moleculare (SM) des Gyrus dentatus (GD)
und in der Hilusregion (Hil) zu erkennen (siehe Abb. 9E, F). Im Stratum radiatum war
dabei insbesondere eine Expression in Dendriten erkennbar (siehe Abb. 9C, D; auch
Abb. 10). In der Hilusregion beschrankte sich die Expression weitgehend auf die
Zellsomata (siehe Abb. 9E, F).
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Abb. 9: Vergleich der TrkB-Expression im Hippokampus von 16 Tage alten Ratten
(A, C, E) und in Gewebekulturen, die am 5. postnatalen Tag prépariert und fiir 11
Tage kultiviert wurden (B, D, F). In beiden wurden &hnliche Expressionsmuster
vorgefunden.

A, B: Ubersicht iiber den Hippokampus in vivo (A) und in vitro (B).

C, D: CA1-Region in vivo (C) und in vitro (D) (SP = Stratum pyramidale; SR =
Stratum radiatum).

E, F: Gyrus dentatus in vivo (E) und in vitro (F) (SM = Stratum moleculare; SG =
Stratum granulosum; Hil = Hilusregion).
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6.3.2. Analyse der regionalen TrkB-Expression nach E2- bzw. Letrozol-
behandlung in vitro

6.3.2.1. CA1, Stratum radiatum

Fiar die Auswertung der TrkB-Immunreaktivitdt im Stratum radiatum wurden pro
Kultur zwei benachbarte Bildausschnitte mit dem konfokalen LSM photographisch
dokumentiert und mit Hilfe des Open-Lab-Programms (siehe 4.8.1.) quantitativ
ausgewertet. Diese Auswertung ergab ein unerwartetes Ergebnis (siehe Abb. 10 und
11): So fiel die TrkB-Immunreaktivitat in mit Letrozol behandelten Kulturen deutlich
starker aus als in den unbehandelten Kontrollkulturen (135 + 12%), und dieser
Unterschied erwies sich nach statistischer Betrachtung als signifikant (n = 28; p =
0,02, paired Student’s t-test). Hingegen war nach E2-Gabe kein signifikanter
Expressionsunterschied nachweisbar (95 + 9%; n = 19; p > 0,05; paired Student’s t-
test).

@)=} ig=Telle]

A - Kontrolle B Letrozol"

SP

Abb. 10: Vergleich der TrkB-Expression (rot) in der CA1-Region einer unbehandelten
Gewebekultur (A) bzw. nach Letrozol- (B) oder 173-Ostradiol -Gabe (C). In dem von
den deutlich erkennbaren Dendriten der Pyramidenzellen durchzogenen Stratum
radiatum (SR) ist eine stédrkere Farbung nach Letrozol auffallend. (SP = Stratum
pyramidale; blau markiert sind die Zellkerne durch DAPI-Férbung). Die Pfeile zeigen

Jeweils auf einen Dendrit.
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Mittelwert 95,2 100,0
Standardabweichung | 38,9 441
Standardfehler 8,9 10,1
p-Wert (paired t-test) | 0,7
n 19 19
Letrozol Kontrolle
Mittelwert 135 100,0
Standardabweichung | 65,7 69,1
Standardfehler 12,4 13,1
p-Wert (paired t-test) | 0,02*
n 28 28

Abb. 11: Quantitative Darstellung der Messergebnisse aus dem Stratum radiatum

der CA1-Region: Beim Vergleich unbehandelter und Letrozol-behandelter Kulturen

wurde ein signifikanter Expressionsunterschied (Erh6hung nach Letrozol) festgestellt.

Kein signifikanter Unterschied war jedoch nach E2-Behandlung nachweisbar.
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6.3.2.2. Gyrus dentatus, Stratum moleculare

Bei der Analyse der TrkB-Expression im Stratum moleculare wurde pro
Gewebekultur jeweils nur ein Bildausschnitt aus der mittleren Molekularschicht,
zentral Uber der Kornerzellschicht gelegen, mit dem konfokalen LSM aufgenommen
und anschliefend quantitativ ausgewertet. Diese Auswertung ergab ein, von der
Auswertung in CA1 unterschiedliches Resultat (siehe Abb. 12 und 13). Zwar war
auch hier die Immunreaktivitat fir TrkB nach Letrozolbehandlung etwas erhoht. Der
Unterschied war jedoch nicht signifikant (115 £ 11% im Vergleich zur Kontrolle; n =
26; p > 0,05; paired Student’s t-test). Aullerdem war in diesen Experimenten auch
eine leichte, jedoch ebenfalls nicht signifikante Erhdhung nach E2-Gabe feststellbar
(126 £ 13% im Vergleich zur Kontrolle; n = 24; p > 0,05; paired Student’s t-test).

A Kontrolle B Letrozol
SG SG

C Ostradiol
SG

Abb. 12: Vergleich der TrkB-Expression (rot) im Stratum moleculare (SM) einer
unbehandelten Gewebekultur (A), und nach Letrozol- (B) bzw. 17B-Ostradiol-Gabe
(C). Sowohl nach Letrozol als auch nach E2 schien die TrkB-Expression im Vergleich
zu den Kontrollen etwas erhéht. Der Unterschied erwies sich jedoch als nicht
signifikant. (SG = Stratum granulosum; blau markiert sind Zellkerne, durch DAPI-

Farbung).
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E2 Kontrolle

Mittelwert 126,8 100
Standardabweichung | 63,1 39,9

Standardfehler 12,9 8,1

p-Wert (paired t-test) | 0,08

N 24 24

Letrozol Kontrolle

Mittelwert 115,4 100
Standardabweichung | 58,5 49,3

Standardfehler 11,5 9,7

p-Wert (paired t-test) | 0,3

n 26 26

Abb. 13: Quantitative Darstellung der Messergebnisse aus dem Stratum moleculare:

Es waren keine signifikanten Unterschiede feststellbar.
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7. Diskussion

Die vorliegende Arbeit hatte sich zum Ziel gesetzt, die Rolle von 17p-Ostradiol (E2)
bei der Regulation des Neurotrophins BDNF und seines Rezeptorproteins TrkB im
Hippokampus zu beschreiben. Zur Bearbeitung dieser Fragestellung wurde ein in
vitro-Modell — die organotypische hippokampale Gewebekultur — eingesetzt, in dem
die E2-Konzentration durch exogene Zugabe oder durch Inhibierung der
hippokampalen (endogenen) Synthese von E2 durch den Aromatase-Inhibitor
Letrozol verandert werden konnte. Die Resultate nach Western Blot-Analyse ergaben
eindeutige Hinweise auf eine Regulation der BDNF- wie der TrkB-Expression durch
sowohl exogen zugegebenes als auch endogen im Hippokampus produziertes E2.
Eine quantitativ immunhistochemische Analyse der TrkB-Expression im Stratum
radiatum der CA1-Region ergab jedoch ein unerwartetes und den Western-Blot-
Ergebnissen widerspruchliches Resultat. Diese Ergebnisse sollen im Folgenden

diskutiert werden.

7.1. BDNF und E2 als Vermittler von synaptischer Plastizitiat im Hippokampus

Die Fahigkeit des Hippokampus zur assoziativen Gedachtnisbildung beruht zu einem
grolRen Teil auf der Fahigkeit seiner Neurone, die Aktivitat ihrer Synapsen gemaf
ihrer Beanspruchung zu verandern. Dieses ,synaptische Plastizitat genannte
Phanomen ist eine wesentliche Grundlage unseres Lernvermégens (Morris, 2003).
Physiologisch aufiert sich diese Plastizitdt unter anderem im Phanomen der sog.
Langzeitpotenzierung (LTP), bei dem durch verschiedene molekulare Signale die
Starke der synaptischen Erregungsbildung in Abhangigkeit von der synaptischen
Aktivitat reguliert wird. BDNF wird bereits seit langem als modulierender Faktor
dieser Langzeitpotenzierung diskutiert. So konnte bereits 1996 an BDNF-defizienten
Mausen gezeigt werden, dass das Vorhandensein von BDNF fur die Ausbildung von
LTP essentiell ist (Korte et al., 1996). Im Hippokampus ist BDNF vor allem an den
Synapsen der Schaffer-Kollateralen (Verbindung CA3—CA1) im Stratum radiatum
der CA1-Region (Kang & Schuman, 1995; Figurov et al., 1996; Rex et al., 2007) und
an den Synapsen des Tractus perforans im Stratum moleculare des Gyrus dentatus
(Messaoudi et al.,, 1998) aktiv. Diese Regionen enthalten auch zahlreiche TrkB-

Rezeptoren (Yan et al., 1997; Drake et al., 1999; vorliegende Studie). Neuere
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Erkenntnisse weisen darauf hin, dass BDNF seine LTP-fordernde Wirkung u.a. Uber
erhohten postsynaptischen Calcium-Einfluss (Kovalchuk et al., 2002) und
Veranderungen des Zytoskeletts (Rex et al., 2007) austbt. Weiterhin wurden BDNF-
Wirkungen auf die Aktivitat von NMDA-Rezeptoren (Levine & Kolb, 2000; Sun et al.,
2001) und von Calcium-modulierten Kalium-Kanalen (Kramar et al., 2004)

nachgewiesen.

Ahnliche Wirkungen wurden auch fiir E2 beschrieben. So ist seit einiger Zeit bekannt,
dass die Fahigkeit zur Langzeitpotenzierung an CA3—CA1-Synapsen durch die E2-
Konzentration beeinflusst wird (Warren et al., 1995; Good et al., 1999). Exogene
Zugabe von E2 steigert die LTP (Cordoba Montoya & Carrer, 1997; Smith &
McMahon, 2005) vermutlich Uber eine verstarkte Aktivierung von NMDA-Rezeptoren
(Foy et al., 1999; Smith & McMahon, 2005). Umgekehrt bewirkt eine Inhibierung der
endogenen E2-Synthese im Hippokampus eine deutliche Reduktion der LTP (Vierk et
al., 2012), einhergehend mit einer Reduktion der NMDA-Rezeptor-Expression (Zhou
et al.,, 2010), was darauf hindeutet, dass das im Hippokampus gebildete E2 eine
entscheidende Rolle bei der Regulation der LTP spielt. Neueste Erkenntnisse weisen
daraufhin, dass auch E2 seine Wirkung an den Synapsen unter anderem uber
Veranderungen des Zytoskeletts auslbt (Srivastava et al., 2008; Kramar et al.,
2009a, 2010) und, dass Calcium dabei eine wesentliche Rolle spielt (Fester et al.,
2011).

Nimmt man noch die Tatsache hinzu, dass das BDNF-Gen eine ERE-Sequenz
enthalt (Sohrabji et al., 1995), so liegt der Gedanke nahe, dass E2 seine Wirkung,
mindestens zum Teil, Uber die Vermittlung durch BDNF auslben koénnte. Diese
Hypothese wird durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstitzt. In
unabhangigen Untersuchungen kamen Aguirre und Baudry (Aguirre & Baudry, 2009)
zu ahnlichen Ergebnissen. Uber die Wirkung von exogenem E2 hinaus lassen die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit jedoch auch auf eine Wirkung von endogen im
Hippokampus gebildetem E2 schlieRen, da sowohl die BDNF- als auch die TrkB-
Expression nach Inhibierung der endogenen, hippokampalen E2-Synthese durch
Letrozol erniedrigt waren (siehe 6.1. und 6.2.). Das hippokampal gebildete E2 wird,

wie Untersuchungen vermuten lassen (Prange-Kiel et al., 2003; Mukai et al., 2006),
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direkt an den zu modulierenden Synapsen synthetisiert und kann somit lokal
begrenzt, d.h. sehr spezifisch, auto- bzw. parakrin wirken.

Allerdings besteht ein Widerspruch zu den Ergebnissen von Murphy (Murphy et al.,
1998), die in dissoziierten Neuronenkulturen aus dem fetalen Hippokampus von
Ratten nach 24-48-stiindiger Ostradiolbehandlung eine Herunterregulation von
BDNF beobachteten. Uber eine nachfolgend verminderte GABA-Freisetzung und
dadurch erhdhte Erregbarkeit der Neurone fuhrte dies ebenfalls zu einer Erhéhung
der Synapsendichte in den Kulturen. Die Autoren kommen dadurch zu dem Schluss,
dass E2 Uber eine Reduktion und nicht Uber eine Erhdhung der BDNF-Freisetzung
die Synapsen beeinflusst. Diese Interpretation ist angesichts der beschriebenen
Funktionen einer E2-Bindung an die ERE-Sequenz etwas verwunderlich. Soweit
bisher erforscht, fordert diese Bindung die Transkription von BDNF eher als dass sie
sie hemmt (Sohrabji et al., 1995; Aguirre & Baudry, 2009; vorliegende Studie). Sie
steht auch in Widerspruch zu den Ergebnissen von Zhou (Zhou et al., 2007), die in
neonatalen hippokampalen Disperionskulturen nach 1-wochiger Letrozolgabe, d.h.
Reduzierung der endogenen E2-Synthese, eine signifikante Reduktion der GABA-
Synthese und nicht Erhéhung — wie nach Murphy (Murphy et al.,1998) zu erwarten
war — gefunden haben. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass in
bestimmten Situationen, wie z. B. nach Kurzzeitbehandlung oder in dissoziierten
Neuronen eines fruhen Entwicklungsstadiums wie im Modell von Murphy (Murphy et
al., 1998), auch eine Hemmung der BDNF-Transkription durch E2 erfolgen kann.
Denkbar ware auch, dass das Zusammenwirken verschiedener Faktoren notig ist,
um eine Stimulierung der Transkription zu erreichen (Fuller, 1991), sowie, dass diese
Faktoren in den dissoziierten Neuronenkulturen nicht, oder noch nicht ausreichend,

vorhanden sind.

Trotz der Entdeckung, dass eine erhohte E2-Konzentration im Sinne einer
gesteigerten Expression Einfluld auf BDNF nimmt (Aguirre & Baudry, 2009;
vorliegende Studie), muss weiterhin in Betracht gezogen werden, dass viele
Wirkungen von E2 nicht uber BDNF vermittelt werden, sondern dass beide Faktoren
ahnliche Effekte auch Uber jeweils eigene Signaltransduktionskaskaden hervorrufen.
So lasst beispielsweise die Geschwindigkeit einiger E2-induzierter Effekte vermuten,
dass es sich dabei nicht um genomisch vermittelte Wirkungen handelt, sondern dass

nicht-genomische Signalkaskaden, wie die RhoA — LIM-Kinase — Cofilin —Kaskade,
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dabei aktiviert werden (Levin, 2005; Kramar et al., 2009b). In diesem Fall waren die
ahnlichen Wirkungen von E2 und BDNF als unabhangige, sich jedoch
mdglicherweise synergistisch erganzende Wirkungen zu betrachten (Kramar et al.,
2009b, 2010). Wie die vorliegende Untersuchung belegt, bietet die organotypische,
hippokampale Gewebekultur jedoch ein gutes Experimentiermodell, um die Frage,
welche der beschriebenen E2-Wirkungen uber BDNF vermittelt werden und welche

nicht, in zuklnftigen Studien zu klaren.

7.2. Wirkung von E2 auf den BDNF-Rezeptor TrkB

Die Analysen der E2- bzw. Letrozol-Wirkung auf die Expression des TrkB-Rezeptors
ergaben widerspruchliche Ergebnisse. Wahrend die Western Blot-Analyse im
hippokampalen Gesamtprotein eine Hochregulation der vollstandigen 155 kDa-Form
von TrkB nach E2 und eine leichte Herunterregulation nach Letrozol aufzeigte,
erbrachten regionsspezifische Analysen der TrkB-Expression mittels quantitativer
Immunhistochemie ein teilweise gegenlaufiges Ergebnis. So war im Stratum radiatum
der CA1-Region, der Terminationszone der Schaffer-Kollateralen, TrkB nach
Letrozol-Gabe erhdht und nicht erniedrigt, wie es anlasslich der Western Blot-
Ergebnisse zu erwarten gewesen ware. Ebenso war im Stratum moleculare des
Gyrus dentatus, der Eingangszone des Tractus perforans, nach Letrozol-Gabe keine
Erniedrigung der TrkB-Expression feststellbar. Mehrere Faktoren konnten dieses

widerspruchliche Ergebnis erklaren:

1) Es ware denkbar, dass eine Reduktion von E2 im Hippokampus, wie sie nach
Letrozol-Gabe eintritt, zwar zu einem allgemeinen Abfall der TrkB-Expression im
Hippokampus fuhrt, dass an den Stellen, an denen normalerweise hohe BDNF-
Aktivitat vorherrscht, eine starke TrkB-Expression jedoch beibehalten wird, wenn
BDNF abfallt. Die Neurone konnten somit bei BDNF-Abfall in einer Art
homdoostatischer Kompensation die TrkB-Rezeptoren an diesen Stellen
konzentrieren, und dies widrde sich in einer regionsspezifischen Analyse als
gleichbleibende oder sogar erhohte Prasenz der TrkB-Rezeptoren bemerkbar
machen. Die Existenz einer solchen homoostatischen Regulation wird durch
Beobachtungen von Haapasalo (Haapasalo et al., 2002) unterstutzt, die umgekehrt
in primaren hippokampalen Neuronenkulturen zeigen konnten, dass nach einer

Erhohung des BDNF-Spiegels die TrkB-Rezeptor-Konzentration abnahm bzw. die
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Rezeptoren von der Membran internalisiert wurden. Allerdings musste sich eine
solche Regulation in der hippokampalen Gewebekultur in einer deutlich verminderten
TrkB-Expression in anderen Regionen niederschlagen und eine solche war in den mit

Letrozol behandelten Kulturen nicht offenkundig erkennbar.

2) Es sind weiterhin technische Grinde denkbar, die zum beobachteten Ergebnis
fihren konnten. So erkennt beispielsweise der verwendete TrkB-Antikorper, der
gegen die extrazellulare Domane des humanen TrkB-Rezeptors gerichtet ist, sowohl
die vollstandige 155 kDa-Form von TrkB, als auch, wie in den Western Blot-
Resultaten ersichtlich, die verklrzte ca. 95 kDa-Form. Eine signifikante Veranderung
der Expression durch E2 war jedoch nur bei der 155 kDa-Form von TrkB feststellbar
(siehe Abb. 8). Durch Einbeziehung der mengenmalig Uberwiegenden 95 kDa-Form
in die immunhistochemische Analyse konnten somit die Expressions-Unterschiede
verwischt worden sein. Allerdings wurde dies allein noch nicht die signifikante
Zunahme von TrkB im Stratum radiatum der CA1-Region erklaren. Mehrere

Faktoren, die im Ergebnis zusammen wirken, sind also denkbar.
Unterstutzt werden die Resultate der vorliegenden Untersuchung weiterhin durch die

Beobachtungen von Sohrabji (Sohrabji et al., 2000), die zeigen konnten, dass auch

im Bulbus olfactorius die TrkB-Rezeptordichte nach Zugabe von E2 ansteigt.

7.3. Relevanz fiir die Medizin

Die Rolle der Ostrogene im Gehirn gerat vermehrt auch in das Interesse der
klinischen Forschung. So werden verminderte Ostrogenspiegel zunehmend mit
kognitiven Defiziten in Verbindung gebracht, die insbesondere im Alter auftreten.
Hoffnung besteht auch, dass sich (iber eine genauere Erforschung der Ostrogen-
BDNF-Interaktion neue therapeutische Ansatze, beispielsweise bei der Behandlung

der Alzheimer-Erkrankung, ergeben (Kramar et al. 2010).

Die Alzheimer-Erkrankung ist eine neurodegenerative Erkrankung, bei der es zu
fortschreitendem Gedachtnisverlust kommt. Klinisch offenbart sich dieser in einer
zunehmenden Einschrankung der Merkfahigkeit und einer sowohl raumlichen, als

auch zeitlichen Desorientierung der betroffenen Patienten. Die Erkrankungsinzidenz
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von mehr als 6% der Uber 65-Jahrigen zeigt die grol3e soziobkonomische Bedeutung

dieser Erkrankung und die Notwendigkeit, therapeutische Ansatze zu entwickeln.

Verantwortlich fur die Symptomatik ist vermutlich die Ausbildung sog. extrazellular
befindlicher seniler Plaques im Hippokampus, die sich aus Ablagerungen von (3-A4-
Amyloid-Proteinen zusammensetzen. Daneben kommt es ebenfalls zu einem
Auftreten von intrazellularen fibrillaren Veranderungen, die aus sog. Tau-Proteinen
bestehen. Bei der Atiogenese des pathologischen phosphorylierten Tau-Proteins
spielt vermutlich BDNF eine wesentliche Rolle, denn seine Anwesenheit bewirkt eine
Dephosphorylierung des Proteins (Elliott et al., 2005). Im Einklang damit zeigte sich
in weiteren Studien, dass bei Alzheimer Patienten ein Abfall von BDNF zu
beobachten ist (Fahnestock et al., 2002; Lee et al., 2005). Berucksichtigt man
weiterhin die Tatsache, dass bei Frauen nach der Menopause und einem damit
einhergehenden Serum-Ostradiolabfall Defizite der kognitiven Funktion beobachtet
wurden (Henderson, 2000), so lasst dies den Schluss zu, dass die Alzheimer-
Krankheit durch einen Verlust der Ostrogen-induzierten hippokampalen BDNF-

Synthese mindestens gefordert werden kdnnte (Kramar et al. 2010).

Ebenfalls von Interesse ist der Befund, dass das B-A4-Amyloid-Protein die durch
BDNF ausgeloste Signalkaskade unterbricht und damit dessen Effekte auf die
neuronale Plastizitdt unterbindet (Poon et al., 2009). Bedenkt man, dass eine
Aktivierung von TrkB zu einer Steigerung der neuronalen Plastizitat im Hippokampus
fuhrt, so sind die Konsequenzen einer derartigen Inhibierung augenscheinlich: Eine
Neubildung von synaptischen  Kontakten wirde erschwert und die

Gedachtnisleistung dadurch in wachsendem Malde behindert.

Die weitere Erforschung der Ostrogen-BDNF-Interaktion enthalt somit vermutlich

auch klinisch bedeutsames Potenzial.
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8. Zusammenfassung

In friheren Studien konnte gezeigt werden, dass 17B-Ostradiol (E2) fiir die neuronale
Plastizitat im Hippokampus eine bedeutende Funktion einnimmt und dass dartber
hinaus im Hippokampus eine endogene de novo Ostradiolbildung stattfindet. Dieses
endogen gebildete Ostradiol ist wesentlich an Prozessen der synaptischen Plastizitat
im Hippokampus beteiligt (Rune & Frotscher, 2005). Ebenfalls an der Regulation
synaptischer Plastizitat beteiligt sind der neuronale Wachstumsfaktor BDNF und sein
Rezeptor TrkB. Zwischen beiden Faktoren, Ostradiol und BDNF/TrkB, bestehen
madglicherweise enge funktionelle Wechselwirkungen.

In der vorliegender Arbeit wurde daher der EinfluR von 17B-Ostradiol auf die
Expression sowohl von BDNF als auch seines Rezeptorproteins TrkB untersucht.
Dazu wurden einerseits organotypische Gewebekulturen verwendet, deren
endogene Ostradiol-Synthese mittels der Aromatase-inhibierenden Substanz
Letrozol unterbunden wurde, und auf der anderen Seite Kulturen, denen 17(3-
Ostradiol exogen zugefihrt wurde. Zur Analyse wurden die Western Blot-Technik
und die quantitative Immunhistochemie an Gewebeschnitten der organotypischen

Kulturen eingesetzt.

Die Resultate deuten auf einen Einfluss sowohl von exogen zugeflihrtem als auch
endogen gebildetem Ostradiol auf die BDNF- und TrkB-Expression im Hippokampus
hin. So konnten in den Western Blot-Analysen signifikante Veranderungen der
Expression von BDNF und seinem Rezeptor, TrkB, nach Veranderung der Ostradiol-
Konzentrationen im Kulturmedium festgestellt werden. Eine Erhéhung der E2-
Konzentration flhrte dabei zur Steigerung, eine Reduktion der endogenen E2-
Produktion zur Verminderung der hippokampalen BDNF und TrkB-Synthese.
Regionsspezifische  Analysen der  TrkB-Expression mittels  quantitativer
Immunhistochemie ergaben jedoch davon abweichende Resultate, deren

Widerspruchlichkeit derzeit noch nicht vollstandig erklart werden kann.
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