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1. Einleitung

Die Bedeutung des Hippocampus fur Lern- und Gedachtnisprozesse ist spatestens seit den
eindrucklichen Berichten tber die bilaterale mediale Temporallappenresektion am Patienten
Henry M. bekannt (Scoville u. Milner 1957). Zunehmend werden diese Beobachtungen durch
physiologische und morphologische Forschungserkenntnisse unterstitzt: So scheint allen
voran die Fahigkeit hippocampaler Neurone zur lebenslangen Anpassung, Neuordnung und
gar Neubildung, in anderen Worten zu struktureller und funktioneller Plastizitat, fur die
Gedachtnisbildung unabdingbar zu sein (Martin, Grimwood u. Morris 2000; Stuchlik 2014).

Einen wesentlichen Anteil dieser Plastizitat hat dabei der standige morphologische Wandel,
dem die Synapsen, und insbesondere ihre postsynaptischen Anteile, die dendritischen
Dornfortsatze oder Spines, unterliegen. Man spricht von synaptischer Plastizitat (Frankfurt u.
Luine 2015). Weiteren Anteil an der Plastizitat hat die Fahigkeit des Hippocampus, in das
bestehende neuronale Netzwerk fortwéhrend Neurone zu integrieren, die sich aus
Stammzellen differenzieren (Frankfurt u. Luine 2015; Gu, Janoschka u. Ge 2012). Hier stellt
der Hippocampus eine Ausnahme dar, da unter physiologischen Bedingungen in fast allen
anderen Teilen des Hirns nach dessen Entwicklung die Neurogenese abgeschlossen ist
(Ming u. Song 2011).

Der synaptischen Plastizitat liegen funktionelle Mechanismen zu Grunde: Aktivitatsabhéngig
fuhrt die Langzeitpotenzierung (LTP) bzw. Langzeitdepression (LTD) zur Starkung oder
Schwéachung synaptischer Verbindungen (Ming u. Song 2011; Nicoll 2017). Entsprechend
andert sich auch die postsynaptische Expression der an der LTP beteiligten Rezeptoren von
N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) und a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsaure
(AMPA) je nach synaptischer Aktivitat (Derkach et al. 2007; Heynen et al. 2000).

Weiterhin etabliert ist, dass die Dichte und Morphologie von Synapsen und Spines
hippocampaler Neurone von exogen (gonadal) und endogen (neuronal) produzierten
Sexualhormonen abh&ngig ist (Gould et al. 1990; Kretz et al. 2004). Zudem spricht deren
vom Geschlecht abhangige Morphologie und Anzahl fir die Existenz eines sexuellen
Dimorphismus synaptischer Entwicklung im Hippocampus, zumindest nach bisherigen in-
vitro-Erkenntnissen (Brandt, Vierk u. Rune 2013; Vierk et al. 2012).

Gegenstand dieser Arbeit ist es zu untersuchen, ob sich diese bisher in-vitro gezeigten
Geschlechtsunterschiede auch in adulten Mausen, das heif3t unter in-vivo-Bedingungen,
zeigen und falls ja, ob sich dies auch bei der Expression der mit der Spinedichte assoziierten
und an der LTP beteiligten Rezeptoren von NMDA und AMPA bemerkbar macht.



1.1 Hippocampus und Hippocampusformation

1.1.1 Makroskopie und Funktion

Zu unterscheiden sind zunachst die Begrifflichkeiten Hippocampusformation und
Hippocampus, deren Abgrenzung in der Literatur nach wie vor unterschiedlichen
Interpretationen unterliegt. Zur Hippocampusformation werden das Subiculum, das Cornu
ammonis (Ammonshorn; Rindenband oder Hippocampus proprius) und der Gyrus dentatus,
z.T. auch das Presubiculum, Parasubiculum und der entorhinale Cortex, gezahlt. Die
Bezeichnung Hippocampus entspricht je nach Literatur dem Cornu ammonis (CA), Cornu
ammonis mitsamt Gyrus dentatus (DG) oder wird gar synonym zur Hippocampusformation
genutzt (Amaral u. Lavenex 2006). Im Folgenden bezieht sich der Begriff Hippocampus auf
das Cornu ammonis; abgrenzend von der Hippocampusformation, wenn von der

(makroskopischen) Gesamtheit gesprochen wird.

Sowohl beim Menschen als auch bei

den hier untersuchten Mausen und

cerebellum

Ratten bildet der Hippocampus den A R s

Hauptteil des entwicklungsgeschichtlich

&&&&&&
dorsal
hippocampus

betrachtet alten Archicortex. Lokalisiert

brain stem

5 ventral

ist er dabei an der medialen Seite des Moocaripis
Temporallappens mit medialem Kontakt
zum dritten  Ventrikel (Kahle u.

Frotscher 2013). Bei Nagern befindet

hypothalamus

sich die Hippocampusformation dorsal,
lateral des Corpus callosum. Beim
Menschen hingegen ist er weit nach
ventral und medial gedrangt, was mit

der Entwicklung der beim Menschen

viel groReren Grof3hirnrinde erklarbar

ist. Die C-formige Ausbreitung von
Cornu ammonis und Gyrus dentatus
verlauft bei Ratten und Mausen schrég Abb. 1: Hippocampus der Ratte

von medial-rostrodorsal nach lateral- (Witter u. Amaral, 2004)

caudoventral (S. Abb. 1 - A). Beim

Menschen befindet sich die C-Form fast entlang einer sagittalen Achse von rostro-ventral

(anterior) nach caudo-dorsal (posterior) (Amaral u. Lavenex 2006; Kahle u. Frotscher 2013).



Funktionell spielt die Hippocampusformation eine wesentliche Rolle fir das explizite bzw.
deklarative Wissensgedachtnis, d.h. bei der Ubertragung von episodischen oder
semantischen Informationen in das Langzeitgedachtnis (Pape 2009). Wird der Hippocampus
beidseitig zerstort oder entfernt (Scoville u. Milner 1957), kommt es zu einer anterograden
Amnesie, wahrend &ltere Gedéachtnisinhalte noch abrufbar sind. Dies belegt die Eigenschaft
der Hippocampusformation zur Langzeitgedachtnisbildung, wahrend das eigentliche

Speichern der Informationen im Neocortex erfolgt.

Die von Papez postulierte Rolle der Hippocampusformation als Teil eines fiur die
Gedachtnisprozesse zustandigen Neuronenkreises (Papez 1937) weicht dabei zunehmend
komplexeren Erklarungsversuchen. Dies gilt auch fur das limbische System, an dem die
Hippocampusformation ebenfalls beteiligt ist und das fur basale Triebe und Emotionen
verantwortlich sein soll (Catani, DellAcqua u. De Schotten 2013). Darliber hinaus ist der
Hippocampus vor allem bei Tieren wichtig fur die rAumliche Erinnerung sowie Orientierung
(Andersen et al. 2006).

Die Funktion des Hippocampus scheint sich dabei topographisch entlang der Ausrichtung
der C-Form ventrol-dorsal (bei Nagern), bzw. anterior-posterior (Mensch) bestimmten
Bereichen zuordnen zu lassen. Der ventrale bzw. anteriore Teil wird dabei emotionalen
Prozessen, der dorsale bzw. posteriore Teil raumlich-kognitiven Prozessen zugeschrieben.
Ob es jedoch umschriebene Regionen hierfir gibt oder sich die Funktionen eher
unspezifisch entlang eines anatomischen Gradienten verteilen, bleibt Gegenstand der

Forschung (Robinson, Barron u. Kirby 2015).

1.1.2 Histologie, Zytologie und neuronale Verschaltung

Betrachtet man den histologischen Querschnitt durch die Hippocampusformation, sieht man
den flieRenden Ubergang der verschiedenen Abschnitte des Pyramidenzellbandes, welches
sich in die Regionen CA1, CA2 und CA3 unterteilt (teilweise wird noch eine Region CA4
beschrieben). Uber dem Hippocampus proprius liegt dicht angrenzend der Gyrus dentatus
(Kahle u. Frotscher 2013).

Neurone (Kdrnerzellen im Gyrus dentatus und Pyramidenzellen in den CA-Regionen),
Gliazellen sowie inhibitorische Interneurone bilden das zellulare Gerlst der
Hippocampusformation. Dabei finden sich in CAl vor allem kleine Pyramidenzellen, in CA2
ein enger Verband grol3erer Pyramidenzellen und in CA3 wiederum bilden diese einen
lockeren Verband (Kahle u. Frotscher 2013).



Fasereingange, d.h. Afferenzen, erhalt die Formation aus dem Neocortex und Riechhirn Gber
die Regio entorhinalis sowie motorische, somatische, olfaktorische, visuelle und auditorische
Signale aus dem Septum und Gyrus cinguli. Uber die sogenannte trisynaptische
Verschaltung (s. Abb. 2) werden die Signale im Hippocampus verarbeitet, um schlieRlich als
Efferenz Uber den Fornix (sowie untergeordnet Uber die Stria longitudinalis) den
Hippocampus Richtung Septum, Thalamus und Hypothalamus zu verlassen (Kahle u.
Frotscher 2013).

Uber den Tractus perforans Alveus Moosfasern
erhalten die Kdrnerzellen des
Gyrus dentatus  afferenten
Eingang aus dem entorhinalen
Cortex; zudem kommunizieren
einige Fasern des Tractus
direkt mit den Dendriten der

Pyramidenzellen. Die Tractus y
synaptische Information  der periorans
Kornerzellen  gelangt  Uber

Moosfasern indirekt ebenso ins

Pyramiden- Schaffer-
Ammonshorn, jedoch lediglich zelle Kollateralen
zu den Dendriten in CA3. Die
Axone der Pyramidenzellen Abb. 2: Verschaltung hippocampaler Neurone
bilden hiernach die Efferenzen (Mensch, Aumdller et al. 2010)

und sammeln sich im Alveus,
um wiederum die Hippocampusformation tber die Fimbria hippocampi Richtung Fornix zu
verlassen. Einige Pyramidenzellaxone aus CA3 kommunizieren jedoch Uber die Schaffer-

Kollateralen auch ricklaufig mit Neuronen aus CA1 (Kahle u. Frotscher 2013).

Neurotransmitter der exzitatorischen Synapsen entlang dieser sogenannten trisynaptischen
Verschaltung (s. Abb. 2) ist dabei Glutamat, das in prasynaptischen Vesikeln in den Boutons
der Axone gespeichert ist und postsynaptisch unter anderem an AMPA- und NMDA-
Rezeptoren bindet (S. 1.2).



1.1.3 Synapsen und Spines

Chemische Synapsen stellen im zentralen Nervensystem (ZNS) als interneuronale
Schnittstellen einen wesentlichen Bestandteil der Signalibertragung dar. An der
prasynaptischen (axonalen) Endigung werden aktionspotentialvermittelt Neurotransmitter in
den synaptischen Spalt freigesetzt. Diese binden postsynaptisch an Membranrezeptoren und

erzeugen wiederum ein elektrisches Signal in der Zielzelle.

Dendritische Dornenfortsatze oder
Spines bilden an den meisten f
exzitatorischen  Synapsen  den
postsynaptischen Partner, so auch
in den  Pyramidenzellen des
Hippocampus. Dabei werden sie

gemeinhin  als Indikator  der

Synapsenplastizitdt gesehen; ihre

Rolle in der Gedachtnisbildung und Filopodium Thin — Stubby  Mushroom Cup
shaped shaped

die zugrunde liegenden molekularen

Abb. 3: Morphologische Klassifikation dendritischer

Spines (Hering u. Sheng, 2001)

Vorgange (S. 1.2.) sind dabei seit
Langerem bekannt (Hering u. Sheng
2001; Frankfurt u. Luine 2015).

Die strukturell sehr inhomogenen Spines kdnnen morphologisch in verschiedene Klassen
differenziert werden (s. Abb. 3). Wichtige Merkmale sind der Spinehals und, soweit
ausgepragt, das Spinekopfchen. Es wird unterschieden zwischen diinnen, stummeligen,
sessilen und pilzférmige Spines, die jeweils eine Synapse tragen. Sogenannte tassenférmige
Spines bilden Synapsen mit verschiedenen Axonen. Filopodien gelten als Vorlaufer- oder

Reservespines, die keine synaptische Aktivitat aufweisen (Hering u. Sheng 2001).

Pyramidenzellen in CAl des Hippocampus mit ihrem meist im oder nahe des Stratum
pyramidale gelegenen Soma weisen apikal und basal einen konisch geformten
Dendritenbaum auf. Die apikalen Dendriten erstrecken sich dabei Gber das Stratum radiatum
und Stratum lacunosum-moleculare in Richtung Gyrus dentatus, die basalen Dendriten Uber
das Stratum oriens Richtung Alveus. Dabei macht das Stratum basale ca. ein Drittel der
totalen Lange, gemessen von Gyrus dentatus bis Alveus, aus (Spruston u. McBain 2006;

Bannister u. Larkman 1995a).



Sowohl die apikalen als auch die basalen Dendriten sind dicht mit Dornfortséatzen besetzt.
Trotz unterschiedlicher Untersuchungsmethoden findet sich in der Literatur bei Nagern meist
eine Dichte von 2-3 Spines/um Dendritenléange im Mittel, wobei sich je nach Entfernung vom
Soma teils erhebliche Unterschiede bemerkbar machen (Spruston u. McBain 2006;
Bannister u. Larkman 1995b; Murakami et al. 2006). Die beiden Dendritenbdume besitzen

distinkte morphologische und funktionelle Unterschiede:

Apikal ist meist ein prominenter Stammdendrit zu beobachten, der basal nicht ausgepragt ist
(Spruston u. McBain 2006). Ebenfalls finden sich apikal mehr mature Spines/um als basal,
wahrend die Gesamtzahl von Spines/um Lange ungefahr gleich ist. Von der Gesamtzahl der
Spines befinden sich ca. 40% basal, d.h. im Stratum oriens, 50% im apikalen Stratum
radiatum und ca. 10% im apikalen Stratum lacunosum-moleculare (Murakami et al. 2006).
Auch der synaptische Eingang ist unterschiedlich: Wahrend beide Dendritenbdume
Afferenzen aus CA3 erhalten, interagieren die Schaffer-Kollateralen ebenso wie die
Moosfasern priméar mit apikalen Dendriten (Spruston u. McBain 2006, Kahle u. Frotscher
2013, Spruston 2008).

Funktionell bedeutsam ist die Unterscheidung zwischen dinnen bzw. immaturen (unreifen)
und pilzférmigen bzw. maturen (reifen) Spines. Im Folgenden werden entsprechend gangiger
morphologisch-funktioneller Abgrenzungen immature Spines als solche mit einen
Kdpfchendurchmesser von < 0,6 pum und mature Spines als solche mit einem

Kdpfchendurchmesser =2 0,6 um definiert (Sorra u. Harris 2000).

Mature Spines sind stabil, persistieren teils Uber Monate, verfigen (ber mehr
Glutamatrezeptoren und groRRere postsynaptische Dichten (PSD); immature Spines gelten
als transient und funktionell schwacher. So werden mature Spines auch als ,Gedéachtnis®-
Spines und immature Spines als ,Lern“-Spines bezeichnet, wobei beide Formen aufgrund
der synaptischen Plastizitat aktivitdtsabhéngig in die jeweils andere Ubergehen kdnnen
(Bourne u. Harris 2008; Holtmaat et al. 2005; Kasai et al. 2010; Tada u. Sheng 2006; Zuo et
al. 2005).

1.1.4 Beteiligung an pathologischen Prozessen

Neben der bereits erwahnten anterograden Amnesie nach beidseitiger Zerstbrung oder
Entfernung des Hippocampus (Scoville u. Milner 1957), welche heutzutage nur noch
unilateral als Ultima ratio bei der Behandlung von Epilepsie von Bedeutung ist (Engel et al.
2003), finden sich Veranderungen an der Hippocampusformation auch bei anderen neuro-

psychiatrischen Erkrankungen, die aufgrund ihrer Pravalenz von enormer Bedeutung sind.
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Hier scheint insbesondere eine intakte synaptische Plastizitat von zentraler Wichtigkeit zu
sein, sodass sich pathologische Veranderungen (auch) an einer gestorten Spinemorphologie
bemerkbar machen (Penzes et al. 2011), wobei diese Verdnderungen von einem
physiologischen, altersbedingten Spine- und Synapsendichteverlust abgegrenzt werden

missen (Dickstein et al. 2013):

Bereits zu einem friihen Klinischen Zeitpunkt, noch vor den pathognomonischen
Charakteristika wie der Bildung von beta-Amyloid-Plaques, neurofibrillaren Bundeln oder
neuronalem Zelltod ist beim Morbus Alzheimer ein Untergang von Synapsen und Spines
feststellbar (Selkoe 2002).

Ein anderes Beispiel stellt die Autismus-Spektrum-Stérung dar, bei der es im Gegensatz zu
neurodegenerativen Prozessen wie beim Morbus Alzheimer zu einer pathologisch erhthten
Spine- und Synapsendichte kommt; hypothetisiert wird eine lokal-neuronale
Hyperkonnektivitat, wahrend zwischen tUbergeordneten Hirnregionen eine Hypokonnektivitat

besteht und es somit zu den typischen Symptomen kommt (Penzes et al. 2011).

1.1.5 Thy-1-Tiermodell
Neben diversen licht- und elektronenmikroskopischen Methoden, die zur morphologischen
Erforschung des Hippocampus und seinen Strukturen genutzt werden, hat sich zur

Betrachtung einzelner Neurone und ihrer Bestandteile das Thy-1-Tiermodell etabliert.

Thy-1 (CD 90) ist ein Oberflachenprotein (entsprechend seiner urspriinglichen Beschreibung
in Lymphozyten des Thymus benannt), das in verschiedenen Neuronen, Gliazellen, sowie
nicht-neuronalen Zellen, wie z.B. im lymphatischen Gewebe, exprimiert wird. Funktionell ist
es erst ansatzweise verstanden; so spielt es als Regulatorkomplex eine Rolle z.B. beim
axonalen Wachstum, der T-Zell-Aktivierung, der Zellstabilitat und als Tumorsuppressorgen
(Feng et al. 2000; Haeryfar u. Hoskin 2004).

In den genutzten transgenen Thy-1-Mausen (Thy-1-GFP-M-Linie) wird nachgeschaltet eines
modifizierten, neuronenspezifischen Promotors des Thy-1-Regulatorkomplexes die Sequenz
des Grin fluoreszierenden Proteins (GFP, beschrieben erstmals in Quallen der Gattung
Aequorea victoria (Shimomura 2005)) in die Desoxyribonukleinsdure (DNS) integriert.
Entscheidend ist, dass es nur in einem Bruchteil der Neurone zu einer Expression von GFP
kommt, sodass einzelne Pyramidenzellen abgegrenzt werden kénnen und die Untersuchung

ihrer Dendriten, bzw. Spines, lichtmikroskopisch mdglich ist (Feng et al. 2000).
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1.2 Physiologische und biochemische Aspekte

1.2.1 Neurotransmitter Glutamat und seine Rezeptoren

Glutaminsaure, bzw. ihre ionisierte Form, Glutamat, stellt einen wichtigen Vermittler des
Exzitatorischen postsynaptischen Potentials (EPSP) und damit der Auslésung von
postsynaptischen Aktionspotentialen, dar. Axonal in synaptischen Vesikeln gespeichert,
bindet es nach prasynaptischer, aktionspotentialvermittelter Freisetzung an post — oder
prasynaptische Rezeptoren. Unterschieden werden dabei die ionotropen NMDA-, AMPA-
und Kainatrezeptoren sowie die metabotropen, G-Protein-gekoppelten mGlu-Rezeptoren
(Muller-Esterl et al. 2010a).

Die im Folgenden n&her untersuchten NMDA- und AMPA-Rezeptoren sind tetramere
lonenkanéle, wobei NMDA-Rezeptoren einen nicht-selektiven Kationeneinstrom erlauben,
AMPA-Rezeptoren jedoch nur permeabel fir Natrium- und Kalium-lonen (bzw. z.T. auch
Calcium) sind. Wahrend beide Rezeptorkanéle ligandenabhangig sind, ist die Offnung bei
NMDA-Rezeptoren zusatzlich spannungsabhangig, da der Kanal bei normalem
Ruhemembranpotential durch ein Magnesium-lon (Mg?*) blockiert ist. Nur durch starke
afferente Reizung, d.h. Depolarisation der Postsynapse durch andere glutamatabhéngige,
non-NMDA-Rezeptoren, |0st sich die Mg?*-Blockade und ein Calciumeinstrom ist mdglich
(Mller-Esterl et al. 2010a, s. 1.2.2).

Beide Rezeptorkanale besitzen eine Vielzahl von Subtypen, wobei die Nomenklatur
inzwischen erneuert wurde: So wird nun bei AMPA von GIuA1-GluA4 (zuvor GIuR1-GluR4),
bei NMDA von GIuN1-GIuN3B (zuvor NR1-NR3B) sowie GluK1-GIuK5 (zuvor GIUR5 —
GluR6, sowie KA-1 und KA-2) bei Kainat gesprochen (Miiller-Esterl et al. 2010a). In dieser

Arbeit wird die konventionelle Nomenklatur genutzt.

1.2.2 Langzeitpotenzierung und -Depression

Den morphologisch erkennbaren Ver&nderungen der synaptischen Verbindungen und
Spines, die fir Lern- und Gedachtnisprozesse so entscheidend sind, wird molekular das
Modell der Langzeitpotenzierung (long-term potentiation, LTP) und Langzeitdepression
(long-term depression, LTD) zugrunde gelegt (Yuste u. Bonhoeffer 2001). Diese in
verschiedenen Kkortikalen Arealen beobachteten Prozesse wurden im Hippocampus
besonders gut untersucht, was nicht zuletzt am o.g. vergleichsweise einfachen Aufbau des
Archicortex liegt (Kahle u. Frotscher 2013).
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Nur eine gleichzeitige, starke Reizung (Aktionspotentiale von 10-100 Hz) mehrerer afferenter
Fasern oder eine wiederholte hochfrequente Depolarisation flhren Uber den
Neurotransmitter Glutamat und non-NMDA-rezeptorvermittelt (vor allem AMPA-Rezeptoren)
zur AbstoBung des Magnesium-lons am NMDA-Rezeptorkanal und damit zum
postsynaptischen Calcium-Einstrom. Dies hat zum einen die kurzfristige Folge, dass Ca?*-
Calmodulin-Kinase Il-vermittelt vermehrt AMPA-Rezeptoren in die postsynaptische Membran
eingebaut werden, bzw. bestehende Kandle sensibilisiert werden, und dadurch die Synapse
kurzzeitig fur wenige Stunden eine starke Depolarisation erfahrt. Langfristig kommt es
postsynaptisch, vermittelt durch das ,cAMP response-element binding protein® (CREB), zur
vermehrten Proteinexpression; der ebenfalls postsynaptisch ausgeschiittete ,Brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) fuhrt zur verstarkten prasynaptischen Glutamatausschittung.
Somit kommt es insgesamt langanhaltend zu einer VergroRerung der Amplitude des
Exzitatorischen postsynaptischen Potentials (EPSP) und damit zum selektiven Wachstum
der Synapse (Muller-Esterl et al. 2010b).

Entgegengesetzt kommt es bei fehlender oder langerer asynchroner prasynaptischer
Aktivitat zur mGlur-vermittelten Phosphorylierung und Endozytose von AMPA-Rezeptoren,
womit die EPSP-Amplitude dauerhaft reduziert werden kann (Muller-Esterl 2010b). Bereits
Hebb hatte Ende der 1940er Jahre postuliert, dass wiederholt aktivierte Synapsen
vergroRerten postsynaptischen Einfluss gewinnen (Hebb 1949). Alle bisher gewonnenen
biochemischen und physiologischen Erkenntnisse lber die LTP und LTD bestarken diesen
bereits damals hypothetisierten Grundsatz der synaptischen Plastizitat und damit des

Lernprozesses.

1.3 Sexualhormonelle Einflisse und sexueller Dimorphismus

1.3.1 Weibliche Sexualhormone und ihr Regelkreis

Estrogene bilden als weibliche Sexualhormone eine Untergruppe der Steroidhormone. Die
Synthese von Estron und Estradiol aus Androstendion bzw. Testosteron wird von der
Aromatase Kkatalysiert. Bereits lange etabliert ist der hormonelle Regelkreis der
Sexualhormone: Das hypothalamische ,Gonadotropin-Releasing-Hormon*“ (GnRH) stimuliert
die Ausschittung des follikelstimulierenden Hormons (FSH) und des luteinisierenden
Hormons (LH) aus dem Vorderlappen der Hypophyse in den Blutkreislauf. Ihre Ausschiittung
sorgt in den mannlichen Gonaden fir die LH-vermittelte Testosteronsynthese der Leydig-

Zellen sowie FSH-vermittelt fir die Spermienbildung (Muller-Esterl 2010c).
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Im weiblichen Organismus entspricht dies FSH-vermittelt der Follikelreifung und
Hormonsynthese (Theka- und Granulosazellen) und der LH-abhangigen Ovulation und
Progesteronsynthese. Dabei unterliegt die Ausschittung der Sexualhormone einem Zyklus,
im mannlichen Regelkreis hingegen einer pulsatilen GhRH-Sezernierung. Beide Regelkreise

haben jedoch den negativen Riuckkopplungsmechanismus gemein (Miller-Esterl 2010c).

1.3.2 Synaptogenese und synaptische Spines

Spéatestens seit den 1990er Jahren gilt zudem der Einfluss von Sexualhormonen auf die
hippocampale Synapsenbildung und die Dichte synaptischer Spines als gesichert. So
konnten Gould und Kollegen zeigten, dass nach Gonadektomie und damit Entfallen von
Estradiol und Progesteron aus der Blutzirkulation weibliche Ratten eine signifikant niedrigere
Spinedichte in CA1 aufweisen als Tiere mit intakter gonadaler Funktion (Gould, Woolley u.
Frankfurt 1990). Auch die Morphologie der Spines scheint in ovariektomierten Tieren
verandert: So weisen diese weniger Spinekdpfchen, sowie seltener mature Spinekdpfchen
auf. Durch artifiziellen Hormonersatz (sog. Wiederherstellungsversuch) zeigten sich diese
Effekte reversibel (Gould, Woolley u. Frankfurt 1990). Bestatigt wurde dies durch die
Feststellung, dass mit zyklusbedingter Schwankung von Sexualhormonen eine
unterschiedlich hohe Spinedichte im Hippocampus einhergeht. So zeigte sich in der Phase
des hochsten Serumestradiolspiegels, dem Proestrus, die Spinedichte ebenfalls am
hdchsten (Woolley, Gould u. Frankfurt 1990).

Nach Abfall des Serumestradiols auf seinen tiefsten Stand im Estrus war auch die
Spinedichte am niedrigsten; im Diestrus als intermedidre Phase zeigten sich ebenso
intermediare Spinedichten. Insgesamt wurde eine Fluktuation von lber 30% der absoluten
Spinezahlen Uber den funftagigen Zyklus der Ratte beobachtet, was eine bemerkenswerte

Plastizitat unterstreicht.

Neuere Untersuchungen zeigten zudem, dass hippocampale Pyramidenzellen mit allen fur
die Estradiolsynthese bendtigten Enzymen ausgestattet sind (Pelletier 2010; Shibuya et al.
2003). Ebenso gelang der direkte Nachweis, dass sich dies auch in aktiven Prozessen
widerspielgelt: Hippocampale Neurone synthetisieren und sezernieren selbst Estradiol
(Prange-Kiel, Wehrenberg u. Jarry 2003). In-vitro konnte zudem gezeigt werden, dass dieses
lokal produzierte Estradiol entscheidend fur die Spinedichte hippocampaler Neurone ist: Wird
die Aromatase als Schllisselenzym der Estradiolsynthese mittels Letrozol gehemmt, kommt
es in der Zellkultur bei Dendriten von aus Weibchen gewonnenen Neuronen zu einer
signifikanten Abnahme der Spinedichte (Vierk et al. 2012). Somit offenbart sich neben dem
Einfluss systemisch zirkulierender Sexualhormone auf die Spinedichte auch eine signifikante

Abhangigkeit von lokal sezerniertem Estradiol.
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Eine genaue Abgrenzung, welcher Anteil schlussendlich (berwiegt, bleibt bei 2z.T.
widerspruchlicher Studienlage Gegenstand weiterer Untersuchungen. Sicher ist, dass GnRH
sowohl die Sexualhormonsynthese in den Gonaden als auch in den Pyramidenzellen
stimuliert, und somit eine hormonelle Schlisselrolle einnimmt (Prange-Kiehl et al. 2008). Wie
dabei GnRH seine hippocampalen Rezeptoren erreicht, ist dabei noch nicht schlissig

dargelegt (Ferris, Tse u. Hamson 2015).

1.3.3 Langzeitpotenzierung

Zunehmend konnten die zuvor genannten morphologischen Feststellungen auch durch
funktionelle Untersuchungen gestiitzt werden. Passend zur 0.g. Zyklizitdt der Spinedichte
zeigte sich korrelierend auch die in Schnittkulturen gemessene LTP zyklusabhéngig (Warren,
Humphreys u. Juraska 1995). In ovariektomierten Tieren zeigte sich nach
Wiederherstellungsversuch ebenfalls eine LTP-Abhangigkeit (Montoya u. Carrer 1997),
ebenso in Schnittkulturen von mit Estradiol behandelten Schnitten aus Mannchen (Foy et al.
1999).

SchlieBlich konnten Vierk und Kollegen dies auch im direkten Geschlechtervergleich belegen
und darlber hinaus die Rolle des exogenen (gonadalen) und endogenen (hippocampalen)
Estradiols naher untersuchen: Die Inhibierung der Aromatase durch Letrozol reduzierte die
Langzeitpotenzierung sowohl bei den Weibchen, bei den gonadektomierten Weibchen als
auch bei den Mannchen signifikant. Die alleinige Ovariektomie fiihrte jedoch nicht zu einem
signifikanten Verlust der EPSP-Amplitude. Dies lasst den Schluss zu, dass vor allem
endogen synthetisierte Estrogene essenziell fir die synaptische Plastizitat in CA1 sind (Vierk
et al. 2012).

1.3.4 Rezeptorexpression

Eine weitere Beziehung zwischen Struktur und Funktion zeigt die Feststellung, dass mature
Spines eine signifikant héhere Dichte von AMPA-Rezeptoren aufweisen als diinne, immature
Spines und Filopodien (Matsuzaki u. Ellis 2001). Dabei scheint die Rekrutierung der AMPA-
Rezeptoren entsprechend des LTP-Modells direkt von der Aktivierung von NMDA-

Rezeptoren abhéngig zu sein (Ultanir et al. 2007).

Auch bei der Rezeptorexpression ist etabliert, dass Sexualhormone einen signifikanten
Einfluss auf deren Dichte an Spines haben. Hierbei sorgt Estradiol Gber eine Aktivierung der
Estrogenrezeptoren ERa und ERB sowie des Plasmamembran-Estrogenrezeptors meR fur

eine Transkription zahlreicher Proteine der Biosynthese, des Zellwachstums,
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der Synaptogenese, der Neuroprotektion und nicht zuletzt der an der LTP beteiligten
Glutamatrezeptoren, insbesondere NMDAR (Aenlle et al. 2009; Bean, lanov u. Foster 2014).
So zeigte der Wiederherstellungsversuch bei ovariektomierten Ratten, dass eine
Estradiolsubstituierung die Zahl von NMDA-Bindestellen erhoht (Gazzaley, Weiland u.
McEwen 1996; Woolley, Weiland u. McEwen 1997).

Dabei scheint die sexualhormongesteuerte Proliferation und Ausbildung von Spines vor
allem von einer intakten NMDA-Rezeptorfunktion abhangig zu sein: Wird der NMDA-
Rezeptor blockiert, kommt es in ovariektomierten Ratten trotz Estradiolsubstitution zu einer
verminderten Spinedichte im Vergleich zu placebobehandelten Tieren. Wird hingegen der
AMPA-Rezeptor antagonisiert, blieben &hnliche Effekte aus (Woolley u. McEwen 1994).

1.3.5 Sexueller Dimorphismus

Wahrend sich zusammenfassend zahlreiche hormonelle Einflisse auf die hippocampale
Morphologie und Funktionalitdt nachweisen liel3en, muss ebenso festgestellt werden, dass
dies nicht fur beide Geschlechter gleichermalBen gilt. Eine Aromatasehemmung bei
Méannchen sorgt im Gegensatz zu Weibchen zu keinem signifikanten Abfall der Spinedichte,
obwohl beide Estradiol im Hippocampus synthetisieren kdnnen (Brandt, Vierk u. Rune 2013).
In-vitro wiesen Dendriten von Neuronen aus primaren dissoziierten Kulturen, die aus
weiblichen Hippocampi stammen, einen hoheren Anteil an maturen Spines aus als solche
aus mannlichen Hippocampi (Vierk et al. 2012). Die Letrozolbehandlung fiihrte im M&nnchen
zu einer weit geringeren LTP-Minderung als im Weibchen (Vierk et al. 2012).

Somit ergeben sich aus den bisherigen, meist in-vitro gewonnenen Beobachtungen,

zahlreiche Hinweise auf einen sexuellen Dimorphismus beziiglich Morphologie,

Synaptogenese und Plastizitat hippocampaler CA1-Neurone.
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1.4 Fragestellung
Im Folgenden soll anhand zweier Aspekte untersucht werden, inwiefern sich bisher durch in-
vitro-Versuche gewonnene Erkenntnisse bzgl. des sexuellen Dimorphismus auch durch in-

vivo-Versuche bestétigen lassen:

1) Anhand GFP-markierter Dendriten im Thy-1-Tiermodell soll die Spinedichte,
insbesondere die Dichte maturer Spines, mittels konfokaler Mikroskopie an Gewebeschnitten
unbehandelter, adulter Mause bestimmt und zwischen den Geschlechtern verglichen

werden.

Es soll tberprift werden, ob sich eine im Schnitt héhere Dichte maturer Spines, korrelierend
mit den von Vierk und Kollegen vorgelegten Zahlen (Vierk et al. 2012), zeigt und inwiefern
sich die zyklusabh&éngige Expression von Spines auch in diesem Modell widerspiegelt und
sich damit mit friheren Erkenntnissen, z.B. durch die Golgi-Farbungen von Gould und
Woolley (Gould et al. 1990; Woolley, Gould u. Frankfurt 1990), deckt.

Zudem konnen die ermittelten Werte bzgl. der Spinezahl/um mit bisher bekannten
Untersuchungen (Spruston u. McBain 2006; Bannister u. Larkman 1995b; Murakami,
Tsurugizawa u. Hatanaka 2006) verglichen und etabliert werden, wo und ob sich das Thy-1-
Modell in bisherige Ergebnisse einordnen lasst. Insbesondere sollen mogliche Unterschiede
der Dichte maturer Spines zwischen basalem und apikalen Dendritenbaum beleuchtet

werden.

2.) Analog zur Dichte maturer Spines soll als funktionelles Korrelat die Expression der an der
LTP beteiligten Rezeptoren von AMPA und NMDA bei adulten und neugeborenen Mausen

zwischen den Geschlechtern verglichen werden.

Somit soll neben einem zeitlich punktuellen Ist-Vergleich adulter Tiere auch eine
entwicklungsabhangige Betrachtung gewahrleistet werden, um den zeitlichen Beginn eines
madglichen sexuellen Dimorphismus in der embryonalen und postnatalen Neurogenese
abzugrenzen. Zusatzlich sollen mdgliche Expressionsunterschiede der Rezeptoren auch
mittels aus embryonalen und perinatalen Ratten gewonnenen hippocampalen
Primarneuronen (pranatal, E18, postpartum PQO) betrachtet werden, um zu untersuchen, ob

magliche Unterschiede auch speziestbergreifend zu beobachten sind.
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2. Material

2.1 Arbeitsmaterialien und Geréate

Produkt: Hersteller:
Aluminiumfolie Universal
Brutschrank ,Serie WTC* Binder
Deckglaser, 24mm x 46mm Marienfeld
Einmalhandschuhe, Vinyl Hartmann

Entwicklungskamera

Vilber Lourmat

Farbekasten nach Hellendahl (Kivetten) Roth
Gefrierschrank, -25°C und -80°C Liebherr
Heidemannspatel Aesculap
Instrumentenkasten Merck
Insulinspritze (0,3 ml) mit Kantle (0,3 mm) BD Micro-Dine
Laser-Scanning-Mikroskop SP5 u. Zubehor | Leica GmbH
Kuhlschrank, 4oC Bosch/Liebherr
Kahlzentrifuge Hettich
Laborflaschen, diverse Schott
Magnetruhrer Heidolph
Magnetrihrstéabchen, Standard VWR

Micro Centrifuge 5415 C Eppendorf
Mikro-Dismembrator Bertin
Neubauer-Zahlkammer Brand

Netzteil — Elektrophorese/Western-Blots

Life Technologies

Nitrozellulosemembran

Astorius-Stedim

Objektiv, 20-fache VergréRerung Zeiss
Objektiv, 63-facher Vergrol3erung Zeiss
Objekttrager Marienfeld
Parafilm Pechiney Plastic Packaging
Pasteurpipetten, 25 cm Merck
Petrischalen, diverse Falcon
pH-Meter Knick
Photometer Eppendorf
Pinzette nach Dumont Merck
Pinzette, fein und gebogen FST
Pipetten, diverse Eppendorf
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Pipettenspitzen, diverse

Eppendorf

Pipette (elektronisch) ,Pipetboy*

Integra Bioscience

Plastik-Einmalpipetten, 10ml Eppendorf
ReaktionsgefalRe (Einmal), 1; 5; 50 ml Eppendorf
Ruttler Buhler
Vakuum-Anlage zum Mediumwechsel Millipore
Schere Aesculap
Sicherheitswerkbank Klasse 2 ,LaminAir Heraeus
HVR 2472¢

Skalpelle (Einweg), diverse Braun
Stereomikroskop - binokular Zeiss
Tischzentrifuge Biozym

Vortexmischer ,Genie 2“

Scientific Industries

Vibratom und Zubehor Leica
Waage Sartorius
Wasserbad mit Schuttler GFC
Wasseraufbereitungsanlage Sartorius

Western-Blot-System und Zubehor

Life Technologies

Zellkulturplatte — 6 und 24-Well

Sarstedt

Zellkratzer ,Cell Scraper”

Greiner Bio-One

Zellsieb Greiner Bio-One
Zellstofftlicher Wepa
Zentrifuge Universal 32 R Hettich
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2.2 Software
Fiji/lmage J

National Institutes of Health (NIH), USA - Wayne Rasband
Version 1.52

IBM SPSS Statistics 22

IBM Corporation — Armonk, USA
Version 22.0.0.0

Leica Application Suite (LAS)

Leica Microsystems GmbH — Wetzlar, Deutschland
Version 3.4.0

Neurolucida 360

MicroBrightField Bioscience inc. — Williston, USA
Version 2.00.3

Neurolucida Explorer

MicroBrightField Bioscience inc. — Williston, USA
Version 2.00.3

Office 365

Microsoft Corporation — Redmond, USA
Version 1903
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2.3 Chemikalien

Produkt Hersteller
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- Sigma-Aldrich
ethansulfonsaure (HEPES)

Ammoniumperoxiddisulfat (APS) Sigma-Aldrich

Aqua destillata/ Aqua bidestillata

Wasseraufbereitungsanlage (Sartorius)

B27-Ergéanzungsmedium

Gibco

Bromphenolblau (BPB) Merck
Borsaure (HsBO3) Merck
Bovines Serumalbumin (BSA) Biomol
DAKO-Einbettungsmedium Dako
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO.) Merck
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck
Ethanol (C2HsO, 96%) J.T. Baker
Salzlésung nach Hank (HBSS) Gibco
Immersionsol Zeiss
Kaliumchlorid (KCI) Merck
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO.) Merck
Kavetten, Acryl 10 x 4 x 45 mm Sarstedt
Laemmli-Probenpuffer Bio-Rad
L-Glutamin Sigma-Aldrich
Methanol (CH4O) J.T. Baker
Millipore-Substrat Millipore
Molekulargewichtsmarker fir SDS-Gele Bio-Rad
~Page Ruler All Blue*®

Natriumchlorid (NaCl) Roth
Natrium-Desoxychlorat Sigma-Aldrich
Natriumlaurylsulfat (Sodium Dodecyl Sulfate | Biomol

- SDS)

Neurobasal-Kulturmedium Gibco
Nonylphenolethoxylat (NP40) Calbiochem
Normales Ziegenserum / Normal goat | Sigma-Aldrich
serum (NGS)

Papain Sigma-Aldrich
Penicillin-Streptomycin Gibco
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich
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Phosstop Roche
Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich
Polysorbat 20 (Tween) Merck
Ponceau-Rot Merck
Proteaseinhibitor Roche
Rotiphorese-Gel Roth

Sterillium Bode Chemie
Stickstoff Apotheke UKE
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Serva
Thimerosal Sigma-Aldrich
Trypsin-EDTA Thermo Fisher Scientific
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Sigma-Aldrich
Triton-X 100 Sigma-Aldrich
Trockeneis TMG
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2.4 Antikorper
2.4.1 Immunhistochemie — Thy-1

Primé&rantikdrper:

Grin fluoreszierendes Protein (GFP):

Rabbit-Anti-GFP - ab 6556 — 0,5 mg/ml

Verdunnungsfaktor: 1:2.500
Abcam Public Company — Cambridge, UK

Sekundarantikorper:

Goat-Anti-Rabbit - Alexa Fluor 488 — 2 mg/ml

Verdinnungsfaktor: 1:500
Abcam Public Company — Cambridge, UK

2.4.2 Western-Blots

Primarantikorper:

NMDAR1:

Mouse-Anti-NMDAR1 — MAB363 — 4,18 mg/ml

Verdinnungsfaktor: 1:500
Merck-Millipore — Billerica, USA

NMDAR2A/B:

Rabbit Anti-NMDAR2A/B - AB1548 — 0,1 mg/ml|

Verdunnungsfaktor: 1:500
Merck-Millipore — Billerica, USA
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GluR1:
Mouse-Anti-GIuAl — 182011 — 1 mg/mi

Verdinnungsfaktor: 1:750
Synaptic Systems — Géttingen, Deutschland

GAPDH:

Mouse-Anti-GAPDH, Clone 6C5 — AM4300 — 4 mg/ml

Verdinnungsfaktor: 1:10.000
Thermo Fisher Scientific — Waltham, USA

Sekundarantikdrper:

Goat-Anti-Mouse-lgG — G-21040 - 0,8 mg/ml

Verdunnungsfaktor: 1:2500
Thermo Fisher Scientific — Waltham, USA

Donkey-Anti-Rabbit-lgG — A16023 - 0,8 mg/ml

Verdinnungsfaktor: 1:2500
Thermo Fisher Scientific — Waltham, USA
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2.5 Losungen

2.5.1 Immunhistochemie — Thy-1

1. 1x Phosphatgepufferte Salzlésung (phosphate buffered saline - PBS)

849 Natriumchlorid Roth 3957.1

0,2¢g Kaliumchlorid Merck 1.04936

1,44 ¢ Dinatriumhydrogenphosphat Merck K 49142680726
0,2g Kaliumdihydrogenphosphat Merck 1.04873

Ad 1.000 ml Agua bidestillata

pH einstellen auf 7,4

Lagerung bei Raumtemperatur

2. Paraformaldehydlésung (PFA) - 4%
2049 PFA — Pulver Sigma 158127
in 400 ml Aqua bidestillata I6sen

Ad 500 ml Aqua destillata

3. Blockierungsldsung:

8500 pl 1x PBS
1mi 10% Normal-Goat-Serum (NGS)  Abcam ab7481
500 pl 0,5% Triton X-100 Sigma T8787

4. Antikorperverdiinnungsldosung — Priméarantikorper:

9200 pl 1x PBS
300 ul 3% Normal-Goat-Serum (NGS) Abcam ab7481
500 pl 0,5% Triton X-100 Sigma T8787

5. Antik@rperverdinnungslosung — Sekundarantikorper:

9700 pl 1x PBS
300 pl 3% Normal-Goat-Serum (NGS) Abcam ab7481
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2.5.2 Zellkulturen und Proteingewinnung

1. Salzlésung nach Hanks (Hank's balanced salt solution — HBSS):

50 mi 10x HBSS

5,04 mi HEPES

Ad 450 ml Aqua destillata
pH einstellen auf 7,3

Ad 500 ml Aqua destillata
steril filtrieren, Lagerung bei 4 °C

2. Trypsin-EDTA/HBSS:

2ml Trypsin-EDTA
Ad 10 ml HBSS

3. Neurobasal-Kulturmedium:

50 ml Neurobasalmedium
500 pl B 27

125 pl L-Glutamin 200mM
500 pl Penicillin/Streptomycin

Gibco 14180-146
Sigma H3537

Thermo Fisher Scientific R001100

Gibco 12349-015
Gibco 17504-044
Sigma G7513

Gibco 15140-122

4. Poly-L-Lysin zur Beschichtung der Zellkulturplatten:

6,183 g Borséaure
in 800 ml Aqua destillata I6sen
pH einstellen auf 8,5

Ad 1000 ml  Aqua destillata

steril filtrieren

100 mg Poly-L-Lysin darin losen
Lagerung bei -20 °C

Merck 1.00265.01

Sigma P2636
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5. Tris-gepufferte Salzlésung (Tris-buffered saline, TBS):

6,059
8,76 g

in 800 ml
pH

Ad 1000 ml

Tris

Natriumchlorid

Aqua destillata I6sen
einstellen auf 7,6

Aqua destillata

Lagerung bei 4 °C

6. Zell-Aufschlusspuffer:

500 pl
600 pl
200 pl
50 ul
500 pm
Ad 5 ml

TBS, 10x

10% TX-100
Proteaseschutz
0,5M EDTA
PhosStop 1:10

Aqua destillata

Sigma T1503
Roth 3957.1

Sigma T8787

Roche 11 697 498 001
Merck 1.08435

Roche 04 906 845 001

7. Radioimmunprazipitationsassaypuffer (RIPA)

1,5ml
2,5 ml
5ml
500 pl
2,5 ml
0,5 ml
ad 50 ml

Natriumchlorid 150mM
Tris 50 mM

1% NP40

0,1% SDS

Natrium-Desoxychlorat

EDTA

Aqua destillata

8. RIPA — Lysepuffer

1 Tabl.

1ml

Phosstop I6sen in
RIPA

Roth 3957.1

Sigma T1503
Calbiochem 492016
Biomol 51430
Sigma 30968
Merck 1.08435

Roche 04 906 845 001
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2.5.3 Elektrophorese und Western-Blots

1. Tris-Glycin-Puffer (Laemmli-Laufpuffer):

30,39 Tris Sigma T1503
1442 g Glycin Roth 3908.2
10g SDS Biomol 51430

Ad 1000 ml  Aqua bidestillata

2. 10% Ammoniumperoxiddisulfat (APS)

1g Ammoniumperoxiddisulfat in Sigma A3678
10 mi Aqua destillata I6sen

3. 10%- Natriumlaurylsulfat (sodium dodecal sulfate — SDS)

1g SDS in Biomol 51430

10 ml Aqua destillata 16sen

4. Western-Blot-Transferpuffer: 12,5 x Ausgangslésung

18,2 ¢ Tris Sigma T1503
90g Glycin Roth 3908.2

Ad 1000 ml  Agua bidestillata

5. Western-Blot-Transferpuffer

80 ml 12,5 x Ausgangspuffer (s.0.)
200 ml Methanol J.T. Baker 8045
2ml 10% SDS Biomol 51430

Ad 1000 ml  Agua bidestillata

6. PBS-Tween
100 ml 1 x PBS
3ml Tween Merck 8.22184.0500

ad 1000ml  Aqua destillata
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7. 5%-Bovines Serumalbumin (BSA):

10g BSA losen in
200 ml PBS-Tween
800 pum 10% Thimerosal

8. 8% Trenngel (2 Gele)

3,32 ml Rotiphorese-Gel 30 (30%)
2,5 mi Ldsung a), s.u.
4,18 ml Aqua destillata
100 pl 10% APS
20 ul TEMED
Lésung a)
36,3 ¢ Tris l6sen in
8 ml 10% SDS und in
200 ml Aqua destillata

9. 8 % Sammelgel (2 Gele)

1,0 mi Rotiphorese-Gel 30 (30%)
2,5 ml Ldsung b), s.u.
6,15 ml Aqua destillata
100 pl 10% APS
20 pl TEMED
Lésung b)
6,09 Tris l6sen in
4,0 ml 10% SDS und in
200 ml Aqua destillata

Biomol 01400

Sigma T5125

Roth 3029.1

Serva 35930.01

Sigma T1503
Biomol 51430

Roth 3029.1

Serva 35930.01

Sigma T1503
Biomol 51430
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3. Methoden

3.1 Spinedichtebestimmung

3.1.1 Tiere

Insgesamt 8 adulte (acht Monate alte) Thyl-GFP-Méause (Thy-1-GFP-M-Linie, n = 4
mannlich sowie n = 4 weiblich), zur Verfigung gestellt durch Prof. M. Frotscher (Zentrum fir
Molekulare Neurobiologie Hamburg - ZNMH, Universitdit Hamburg), wurden fir die

immunhistochemische Aufarbeitung genutzt.

3.1.2 Aufarbeitung und Immunhistochemie

Die Mause wurden unter Kkontrollierten  Bedingungen, entsprechend den
Qualitatsbestimmungen der Forschungstierhaltung (FTH) des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf (UKE), gehalten und fanden Zugang zu Nahrung und Wasser ad
libitum. Nach Richtlinien der Tierschutzbeauftragten der FTH des UKE wurden die Mause
sachgemal betdubt (Sauerstoff- und Kohlenstoffdioxidgemisch) und mit Kohlenstoffdioxid
(CO,) getdtet (vollstandiges Erléschen aller Vitalfunktionen und Schutzreflexe). Post-mortem
wurden die Tiere mit eiskaltem PBS fir funf Minuten, gefolgt von 4%-Paraformaldehydlésung
(PFA) fur weitere funf Minuten, linksventrikular Gber den gro3en Korperkreislauf, perfundiert
und die Gehirne im Ganzen enthommen. Post-mortem wurde ebenfalls der Zyklusstatus der
weiblichen Tiere anhand der Zytologie vaginaler Abstriche mikroskopisch bestimmt (vgl.
Byers et al. 2012).

Nach erneuter Postfixation mit 4%-PFA sowie anschlieBendem Spilen mit Phosphat-
gepufferter-Salzlosung (PBS) wurden von den Gehirnen mittels Vibratom von rostral nach
caudal coronare Schnitte mit Dicken von 50 um angefertigt (schematisch dargestellt in Abb.
1B).

Von jedem Tier wurden Schnitte aus einer vergleichbaren, zentral gelegenen Region des
Hippocampus (ca. 5 mm ab rostral) ausgewahlt und in freischwebender Immunhistochemie
aufgearbeitet, um das bereits endogen vorhandene GFP-Signal noch besser visualisieren zu
konnen:

Nach mehrmaligem kurzem Waschen mit PBS (3 x 5 Minuten) wurden die Schnitte fir eine
Stunde unter leichtem Schiitteln bei Raumtemperatur in Blockierungslésung (s. 2.5.1)
inkubiert. Hierauf erfolgte erneut kurzes Waschen mit PBS. Mit 1:2.500 in 3%-NGS/PBS/T-
Losung (s. 2.5.1) verdinntem Primarantikérper (s. 2.4.1) wurden die Schnitte bei 4°C und

unter leichter Bewegung auf einem Ruittler tiber zwolf Stunden inkubiert.

30



Wiederum erfolgten mehrere kurze Waschvorgange mit PBS und hiernach die Inkubation mit
dem 1:500 in 3% NGS/PBS-Lésung (s. 2.5.1) verdiunnten Sekundarantikdrper fur zwei
Stunden (abgedunkelt unter erneuter Rotation). Nach letztmaligem Waschen wurden die
Schnitte auf Objekttragern in Dako-Tragerldsung gebettet, mit Deckglaschen fixiert und

fortan bei 4° C aufbewahrt.

3.1.3 Mikroskopie

Zur Bildgewinnung wurde ein konfokales Laser-Scanning-Mikroskop vom Typ SP5 der Firma
Leica genutzt. Bei 63-facher VergroRerung mittels Ol-lmmersionsobjektiv (Leica HCX PL
APO 63x/1,40 Oil) und zusatzlichem 6-fachem Zoom wurden Dendritenabschnitte von
Pyramidenzellen in CA1 der 2. und 3. Ordnung sowohl apikal (in einem Korridor 50-100 um
entfernt vom Soma) als auch basal (in einem Korridor von 25-75um vom Soma) mit 2.024 x
512 Pixeln aufgenommen, was einer absoluten GréRe von ca. 40 x 10 um und einer
Dendritenlange von maximal 40 um entsprach. Dabei entsprechen 40 pm einer in der
Literatur gebrauchlichen Lange, um zu hohe Datenstreuungen zu minimieren, die sich bei zu

kurzen Abschnitten ergeben kdonnten (Bannister u. Larkmann 1995b; Morley u. Mervis 2013).

Um eine dreidimensionale Beurteilung zu ermdglichen, wurden Z-Serien (Z-Abstand der
Aufnahmen 0,13 pm; Voxel-GroRe insgesamt 0,02 x 0,02 x 0,13 pum) erstellt.
Ubersichtsaufnahmen (s. Abb. 6) wurden mit 20-facher VergroRerung (Ol-Objektiv Leica
HCX PL APO CS 20x/0,7 IMM) und Z-Abstanden von 0,63 pm aufgenommen.

Hierbei wurde die Wellenlange des stimulierenden Lasers entsprechend des
Sekundarantikorpers mit 488 nm gewahlt, um grine Fluoreszenz anzuregen. Die
ausgesendeten Photonen wurden mit einem Photomultiplier (PTM) detektiert. Mit den
gewahlten Parametern konnte dabei unter Berlcksichtigung der physikalisch-technischen
Grenzen sowie sich zeigender Bleichungsprozesse nach zunehmender Laserexposition, die

bestmogliche Auflésung fur die spatere Quantifizierung erzielt werden.

31



3.1.4 Auswertung und Quantifizierung

Entsprechend der in 1.1.3 genannten Einteilung wurden mature Spines als solche mit einem
Kodpfchendurchmesser von = 0,6 pm und immature Spines als solche mit einem
Kodpfchendurchmesser von < 0,6 um definiert. Pro Geschlecht wurde ein Minimum von 90
Zellen, mit jeweils 2-3 Dendritenabschnitten (mind. einem apikalen und einem basalen

Abschnitt) aufgenommen. Hierfur wurden pro Tier jeweils zwei coronare Schnitte gewahlt.

Die  morphometrischen  Bestimmungen wurden mittels Neurolucida 360 —
Bildanalysesoftware durchgefunhrt, indem die Dendritenlange sowie die
Kdpfchendurchmesser samtlicher erfasster Spines pro Z-Serie gemessen und verzeichnet
wurden (s. exemplarisch Abb. 4 und 5). Durch den Neurolucida-Explorer wurden die

Messungen tabellarisch quantifiziert und abschlieend in Excel zusammengefasst.

Abb. 4: Apikaler Dendrit, Leica SP5 GFP/AI488, 63-fache VergrtRerung, 6-facher Zoom

- N 7 ——
) o T T _
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A

Abb. 5: Apikaler Dendrit, Leica SP5 GFP/AI488, 63-fache VergréfRerung, 6-facher Zoom - Softwareabstraktion
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Hierbei wurden die Gesamtzahl der Spines (pro 40 um und pro um), die Zahl der immaturen
und maturen Spines (pro 40 um und pro um) und der prozentuale Anteil der maturen Spines
an der Gesamtzahl der Spines ermittelt; es erfolgte jeweils eine Subbetrachtung nach
apikaler und basaler Lokalisation. Insgesamt wurden pro Geschlecht vier Tiere, mindestens
90 Zellen, 240 Dendritenabschnitte (jeweils 120 basal bzw. apikal), ca. 10.000 Spines sowie

ca. 9.600 um Gesamtdendritenlange untersucht.

3.1.5 Statistik

Die Daten wurden jeweils in den in 3.1.4 genannten Kategorien Uber alle 4 Tiere pro
Geschlecht zusammengefiihrt und auf Normalverteilung getestet. AnschlieBend wurden die
Daten mittels gemischten Modells analysiert. Dies erfolgte mit der IBM SPSS -

Statistiksoftware.

Dabei wurde ein Konfidenzniveau wie folgt festgelegt:

p < 0.05 ('p < 0.05, “p = 0.01, “p = 0.001, n.s. = nicht signifikant). In den Fehlerindikatoren
sind jeweils entweder die Standartabweichung (SD) oder der Standardfehler des Mittelwerts
(SEM) angegeben.

Als unabhéngige Variablen wurden a) das Geschlecht (Mannchen — Weibchen),

b) die Lokalisation (basal — apikal) sowie als abhangige Variable c) die Spinemorphologie
(immatur — matur) definiert.

Verglichen und auf geschlechtsabhangige (signifikante) Unterschiede untersucht wurden
dabei die Gesamtspinezahlen, die Zahl maturer Spines und der prozentuale Anteil maturer

Spines. Die zentralen Hypothesen wurden wie folgt aufgestellt:

Ho: Die Anzahl maturer Spines weist keinen Geschlechtsunterschied auf.

Hi: Die Anzahl maturer Spines ist bei den Weibchen hoéher als bei den Mannchen.

Zur Gesamtspinezahl wurde hypothetisiert:

Ho: Die Gesamtspinezahl weist keinen Geschlechtsunterschied auf.

Hi: Die Gesamtspinezahl ist bei den Weibchen héher als bei den Méannchen.
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Weitergehend wurde untersucht, inwiefern sich die Spinedichte bzgl. der Lokalisation

unterscheidet. Hierzu wurde folgende Hypothesen definiert:

a)

Ho: Die Gesamtspinezahl weist keinen Unterschied zwischen apikalen und basalen
Dendritenbaum auf.

Hi: Die Gesamtspinezahl ist apikal hoher als basal.

b)

Ho: Die Anzahl maturer Spines weist keinen Unterschied zwischen apikalen und basalen

Dendritenbaum auf.

Hi: Die Anzahl maturer Spines ist apikal hoher als basal.
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3.2 Glutamatrezeptorexpression

3.2.1 Tiere

Die

Bestimmung der Rezeptorexpression erfolgte mittels gelelektrophoretischer

Proteinauftrennung, anschlieRender Proteintbertragung im Western-Blot-Verfahren und

densometrischer, softwaregestitzter Analyse der relevanten Proteinbanden. Genutzt wurden

folgende Tiermodelle:

a) Mause

Proteine wurden gewonnen aus:

dem Zellhomogenat praparierter Hippocampi adulter C57BL/6J-Mause (n= 6
Mannchen sowie n= 8 Weibchen).
dem Zellhomogenat praparierter Hippocampi postnataler PO-C57BL/6J-Mause (n= 10

Mannchen sowie n= 8 Weibchen).

b) Ratten

Proteine wurden gewonnen aus:

dem Zellhomogenat von Zellkulturen 21 Tage lang inkubierter hippocampaler
Neurone aus embryonalen (E 18, n = 4 Kulturen, n = 36 Méannchen, n = 34
Weibchen) sowie postnatalen (PO, n = 4 Kulturen, n = 35 Méannchen, n = 36
Weibchen) Ratten der WISTAR-Linie.

c¢) Haltung und Tétung

Die adulten Mause sowie die Muttertiere der WISTAR-E18 und -P0O-Ratten hatten dabei

Zugang zu Nahrung und Wasser ad libitum und wurden nach sachgeméaRer Betaubung (s.

3.1.2) dekapitiert und damit getotet. Nach Dekapitation des Muttertieres wurden die

embryonalen Ratten fachgerecht aus dem Uterus prépariert und sofort dekapitiert. Hiernach

wurde das Gehirn im Ganzen entnommen und gleichzeitig das Geschlecht durch Aufsuchen

der Hodenstrédnge, bzw. Ovarien, bestimmt. Analog wurde bei den PO-Tieren verfahren, die

kurze Zeit nach Geburt dekapitiert wurden. Alle Tiere stammen aus den Linien der

Eigenzucht der Forschungstierhaltung der Universitat Hamburg.
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3.2.2 Aufarbeitung

a) Adulte Mause:

Nach Praparation der Hippocampi unter mikroskopischer Kontrolle wurden diese in einem
Mikro-Dismembranator in 150 pl RIPA-Puffer unter Zusatz eines Proteaseinhibitors (s. 2.5.2)
homogenisiert. Die Zentrifugation erfolgte bei 13.000 G und 4° C Temperatur fir 30 Minuten.
Der Uberstand wurde abgenommen, unmittelbar unter Verwendung von fllissigem Stickstoff
gefroren und bei — 80 °C gelagert.

b) Neugeborene Mause:

Die ebenfalls unter mikroskopischer Kontrolle gewonnen Hippocampi der PO-Tiere fir die
direkte Gewinnung eines Zellhomogenats wurden in 150 pl RIPA-Puffer (s. 2.5.2), erganzt
durch einen Proteaseinhibitor, mechanisch mittels Pasteurpipette homogenisiert und bei
20.000 G und 4° C Temperatur fiir 20 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde gewonnen
und fur den spateren Gebrauch in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei - 80° C

aufbewabhrt.

c) Zelldispersionskulturen aus embryonalen und neugeboren Ratten

Die hippocampalen Neurone fir die Zellkulturen wurden dabei nach Brewer (1997) aus

embryonalen E18-, bzw. aus PO-Wilstar-Ratten gewonnen:

Nach der Praparation der Hippocampi unter mikroskopischer Kontrolle werden diese in
HBSS (bzw. Papain bei PO, s. 2.5.2) aufgenommen und anschlieBend mit
Trypsin/EDTA/HBSS (s. 2.5.2) behandelt, um die Zellen chemisch aufzutrennen. Nach
weiterer mechanischer Auftrennung mittels Pasteur-Pipette wurde die Zellsuspension mit
einem 40 pm-Zellsieb von Debritus befreit und ihre Konzentration mittels Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Anschlieend erfolgte die Aussaat von 450.000 Zellen/ml- in
Neurobasal-Kulturmedium in mit poly-I-Lysin beschichteten 6-Well Platten (s. 2.5.2) mit 2 ml

pro Well.

Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und funfprozentiger CO,-Konzentration, nach einmaligem

Kulturmediumwechsel eine Stunde nach Aussaat, flr insgesamt 21 Tage im Brutschrank.
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d) Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurden bei allen so gewonnen Proteinlysaten mittels Bradford-
Proteinssay bestimmt. Hierbei wurde die Proteinkonzentration unter Vergleich einer
Standardreihe (0; 1,25; 2,5; 5; 7,5; 10 pg/ul bovinem Serum-Albumin (BSA)) photometrisch

bestimmt.

3.2.3 Elektrophorese und Western-Blots

Die im Homogenat enthaltenen Proteine wurden zunachst mittels Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) mit 8%-Acrylamid-Gelen aufgetrennt. Dabei
war das Verfahren fur alle Altersstufen, Gewinnungsmethoden und beide Spezies gleich:

Die in der mit Laemmli-Laufpuffer gefiillten Elektrophoresekammer eingespannten 8%-
Acrylamid-Gele (s. 2.5.3) wurden pro Laufspur mit 30 pg Probe (je nach Konzentration
aufgefullt mit Aqua-Dest. um mit jeweils 5 pl Laemmli-Probenpuffer versetzt, Gesamtmenge
25 pl), versehen. Zuvor wurde das Gemisch bei 95° C fur 5 Minuten erhitzt und fir kurze Zeit
zentrifugiert. Zur spateren Einordnung der GroRe der Proteinbande wurde auf einer der
Laufspuren 5 pg Molekulargewichtsmarker fur SDS-Gele (,Page Ruler All Blue®, Bio-Rad)
hinzugefugt. Unter 180 V Spannung wurde die Elektrophorese dann fir ca. 1,5 Stunden bis
zum Durchlaufen der Proben Uber die gesamte Hohe der Gele durchgefiihrt.

Im eigentlich Western-Blot-Verfahren wurden die Proteine anschlieRend tber 2 h bei 40 V in
der Westernblottkammer, gefiillt mit Transferpuffer (s. 2.5.3), auf eine Nitrocellulose-
Membran (bertragen. Die Qualitat der Ubertragung, d.h. die Intaktheit aller relevanten
Proteinbanden, wurde mittels abwaschbarer Ponceau-Rot-Farbung kontrolliert.

Nach einstlindiger Behandlung in 3%-BSA wurden die Nitrozellulosemembranen mit dem
Primarantikorper entsprechend des zu untersuchenden Rezeptors, geldst in 5% BSA, fir

12 h bei 4°C, inkubiert. Die Inkubation mit den Sekundéarantikorpern erfolgte fir 1 h bei

Raumtemperatur.

3.2.4 Auswertung und Quantifizierung

Nach mehrmaligem Waschen mit PBS (3 x 5 min) wurden die auf den
Nitrozellulosemembran befindlichen Proteinbanden mit Millipore-Agens (1 ml pro Membran)
als lichtsensibles Detektionsmittel benetzt und sichtbar gemacht und mittels
Entwicklungskammer und Software aufgenommen. Zur Bestimmung der auszuwertenden
Proteinbanden wurde die aus der Literatur bekannte Grol3e der Rezeptoren (s. 4.2) mit dem

jeweils Ubertragenem Molekulargewichtsmarker verglichen.
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Quantifiziert wurden die aufgenommen Proteinbanden im Densitometrieverfahren,
softwaregesttitzt mit ImageJ/FiJi. Hierbei wurde zunéchst jeder Blot separat betrachtet und
die gemessenen Absolutwerte als prozentualer Anteil der Proteinexpression der Weibchen in
Relation zu den Mannchen dargestellt, Uber GAPDH als Ladekontrolle normiert und
anschlieend im Geschlechtervergleich betrachtet, wobei die Werte der Mannchen als

jeweilige Referenz mit 100% festgelegt wurden.

3.2.5 Statistik

AnschlieBend konnten die Daten aller Blots verglichen werden. Die prozentualen
Verhéltnisse der Weibchen wurden gemittelt (mannliche Werte wurden als Referenz mit
100% festgelegt, s.0.) und der Unterschied der Mittelwerte durch Applikation eines Mann-
Whitney-U-Tests hinsichtlich einer méglichen Signifikanz analysiert. Dies erfolgte mit der IBM
SPSS — Statistiksoftware.

Dabei wurde ein Konfidenzniveau wie folgt festgelegt:

p < 0.05 (p £ 0.05, “p = 0.01, “p = 0.001, n.s. = nicht signifikant). In den Fehlerindikatoren
sind jeweils die Standardabweichung (SD) oder der Standardfehler der Mittelwerte (Standard
error of mean = SEM) angegeben. Unabhéngige Variable war das Geschlecht (Mannchen —
Weibchen); abhangige Variable die Expression des jeweiligen Glutamatrezeptorsubtyps
(NMDAR1, NMDAR2A/B, GluR1). Folgende Hypothesen wurde aufgestellt:

Ho: Es gibt keinen  Geschlechtsunterschied bei der  Expression  der
Glutamatrezeptorsubtypen.
H.: Die Expression der Glutamatrezeptorsubtypen ist bei den Weibchen héher als bei den

Mannchen.
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4. Ergebnisse

4.1 Spinedichte

Fur die in dieser Arbeit untersuchte
Fragestellung wurde die
Spinedichte der Dendriten
hippocampaler Pyramidenzellen
mittels zuvor beschriebener
Verfahren (s. 3.1) in CA1 in-situ in
bestimmt. Im gewahlten transgenen
Mausmodell war die nur punktuell
stattfindende Expression von GFP
und damit Anfarbung neuronaler
Zellen von besonderer Wichtigkeit,
da somit eine individuelle
Abgrenzbarkeit der Zellbestandteile
moglich war, s. Ubersicht in
Abbildung 6. Untersucht wurde
dabei ein mdglicher sexueller

Dimorphismus bezlglich

- der Gesamtspinedichte
(s. 4.1.1),

Abb. 6: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des

Hippocampus einer Thyl-GFP-Maus (Anti-GFP Farbung,
Leica SP5, GFP/AI488, 20-fach). Dargestellt sind der
Gyrus dentatus (DG) und Cornu ammonis Region 1 (CA1)
sowie die beispielhafte Lokalisation (*) des Somas eines

GFP-exprimierenden Neurons (Mafl3stabsleiste 2 500um).

- der Dichte maturer Spines; sowohl gemittelt Uber die gesamte Zelle (s. 4.1.2) als

auch separat betrachtet fur den apikalen und basalen Dendritenbaum (s. 4.1.3),

- des prozentualen Anteils der maturen Spines an der Gesamtspinezahl (s. 4.1.4);

sowie ebenfalls separat nach apikal und basal analysiert (s. 4.1.5).
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AnschlieBend wurde beleuchtet, inwiefern sich die bereits beschriebene (s. 1.3.2)
Abhangigkeit der Spinedichte vom Zyklusstadium im untersuchten Thy-1-Modell in-vivo zeigt
(s. 4.1.6). Zudem wurden mogliche Unterschiede der Spinedichte zwischen apikalen und
basalen Dendriten untersucht. Auch hier fand eine Differenzierung zwischen der
Gesamtspinedichte (s. 4.1.7) und der Dichte mature Spines (jeweils pro Geschlecht
betrachtet) statt (s. 4.1.8).

Der Gesamterhebungsumfang fur die in 4.1.1 — 4.1.8 gezeigten Ergebnisse betrug pro
Geschlecht n = 4 Tiere mit jeweils mindestens 90 Zellen, 240 Dendritensegmenten und ca.
10.000 Spines. Die Daten der Gesamtspinezahl waren normalverteilt, die Daten der maturen
Spines waren nichtparametrisch, sodass vor weiterer statischer Untersuchung im

gemischten Modell eine In-Transformation durchgefiihrt wurde.

40



4.1.1 Gesamtspinedichte im Vergleich
M&annchen — Weibchen
Wie Abbildung 7

fluoreszenzmikroskopische Untersuchung keinen

verdeutlicht, zeigte die

signifikanten Unterschied der Gesamtzahl der
Spines pro 40 um/Dendritenlange (Werte gemittelt
fir n = 4 Mannchen und n = 4 Weibchen, jeweils 90
Zellen, 240 Dendritenabschnitte und ca. 10.000
Spines) zwischen den Geschlechtern nicht
signifikant. So betrug sie im Mannchen 85,489 +
0,882 (SD) und im Weibchen 87,290 + 0,882 (SD)

Spines pro 40 um/Dendritenlange (p = 0,173).

Berechnet auf die in der Literatur (s. 1.1.3)
vorherrschende Angabe in pm/Dendritenldnge
entspréche dies bei den Mannchen 2,14 (+ 0,022
(SD)) und bei den Weibchen 2,14 (+ 0,022 (SD))
Spines pro pm.

4.1.2 Dichte maturer Spines im Vergleich
M&annchen — Weibchen

Betrachtet man hingegen die nahere
morphologische Klassifikation der Spines (matur =
0,6 um Kopfchendurchmesser, immatur < 0,6 um, s.
1.2.1), ergibt sich ein klarer sexueller Dimorphismus
(s. Abbildung 8). So betrug die Anzahl maturer
Spines pro 40 pm/Dendritenlange (Werte gemittelt
fur n = 4 Mannchen und n = 4 Weibchen, jeweils 90
Zellen, 240 Dendritenabschnitte und ca. 10.000
Spines) aller Tiere 6,844 = 0,226 (SD) bei den
Mannchen und 8,251 * 0,226 (SD) bei den
Weibchen, was einen signifikanten Unterschied

bedeutet (p < 0,0001).

Pro um/Dendritenlange entsprache dies 0,171 +
0,006 (SD) maturen Spines bei den Mannchen und
0,206 = 0,006 (SD) bei den Weibchen.
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Abb. 7: Gesamtspinezahl pro
40pm/Dendritenlange im Vergleich
Méannchen — Weibchen (p = 0,173;
Fehlerbalken £ SD)
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Abb. 8: Dichte maturer Spines pro
40pm/Dendritenlange im Vergleich
Méannchen — Weibchen
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4.1.3 Mature Spines apikal und basal im Vergleich Mannchen — Weibchen

Der in 4.1.2 dargestellte signifikante Unterschied der Anzahl maturer Spines pro
Abschnitt/Dendritenlange zeigt sich auch bei naherer Betrachtung der zwei Dendritenbdume,
d.h. basal und apikal (Werte gemittelt fir n = 4 Mannchen und n = 4 Weibchen, jeweils 90
Zellen, 120 Dendritenabschnitte und ca. 5.000 Spines basal bzw. apikal).

So betragt die Zahl maturer Spines pro 40 um/Dendritenlange an apikalen Dendriten 9,076 +
0,32 (SD) bei den Méannchen und 10,433 + 0,32 (SD) bei den Weibchen (s. Abbildung 9).
Dies entspricht einem signifikanten Unterschied (p = 0,001).

Bei den basalen Dendriten (s. Abbildung 10) finden sich 4,611 + 0,32 (SD) mature Spines
pro 40 um/Dendritenlage bei den Mannchen, und bei den Weibchen 6,069 + 0,32 (SD), was

einen ebenfalls signifikanten Unterschied ausmacht (p = 0,001).

Es fallt auf, dass die Zahl der maturen Spines am basalen Dendritenbaum sowohl bei den
Mannchen als auch bei den Weibchen weit kleiner als apikal ist, s. hierzu 4.1.6 zur naheren

Darstellung.

-

9.1 3 4 6.1
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Mature Spines pro 40 um - apikal
=
Mature Spines pro 40 um - basal

Mé&nnchen Weibchen Mé&nnchen Weibchen

Abb. 9: Apikale Dichte maturer
Spines pro 40um/Dendritenlange
im Vergleich Mannchen - Weibchen
(p = 0,001; Fehlerbalken = SD)

Abb. 10: Basale Dichte maturer
Spines pro 40um/Dendritenlange
im Vergleich Mannchen - Weibchen
(p = 0,001; Fehlerbalken = SD)
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4.1.4 Prozentualer Anteil maturer Spines an der Gesamtspinedichte im Vergleich

Mannchen — Weibchen

Aus den zuvor gesehenen  signifikanten
Unterschieden der Anzahl maturer Spines pro
Langenabschnitt und der in 4.1.1 festgestellten
nahezu gleichen Gesamtspineanzahl ergibt sich
zwangslaufig, dass der prozentuale Anteil der
maturen Spines an der Gesamtzahl ebenso
Unterschiede im Geschlechtsvergleich aufweisen

muss.

In Abbildung 11 zeigt sich, dass die maturen Spines
im Mannchen (Werte gemittelt fir n = 4 Mannchen
und n = 4 Weibchen, jeweils 90 Zellen, 240
Dendritenabschnitte und ca. 10.000 Spines) 7,91%
+ 0,31 (SEM) an der Gesamtzahl der Spines
ausmachen, im Weibchen jedoch 9,51% + 0,39
(SEM), was einem signifikanten Unterschied
entspricht (p = 0,0002).
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Abb. 11: Prozentualer Anteil
maturer Spines der
Gesamtspinezahl im Vergleich

Méannchen — Weibchen (p = 0,0002;

Fehlerbalken £ SEM)
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4.1.5 Prozentualer Anteil maturer Spines an der Gesamtspinedichte apikal und basal
im Vergleich Mannchen — Weibchen

Die in 4.1.4 betrachteten prozentualen Anteile kdnnen ebenfalls nach Lokalisation (basal
oder apikal) unterschieden werden (Werte gemittelt fur n = 4 Mannchen und n = 4 Weibchen,

jeweils 90 Zellen, 120 Dendritenabschnitte und ca. 5.000 Spines basal bzw. apikal).

Bei den Weibchen betragt der Prozentsatz maturer Spines apikal (s. Abbildung 12) mit
11,92% * 0,43 (SEM) signifikant (p = 0,007) mehr als bei den Ménnchen 10,29% + 0,40
(SEM).

Auch basal (s. Abbildung 13) macht der Anteil maturer Spines an der Gesamtzahl im
Mannchen mit 5,53% + 0,31 (SEM) signifikant weniger (p = 0,0003) aus als im Weibchen mit
7,11% £ 0,29 (SEM).

Wiederum ist der Unterschied zwischen den beiden Dendritenbaumen Kklar ersichtlich,
wahrend bei beiden Geschlechtern die maturen Spines apikal mehr als ein Zehntel der
Gesamtspinedichte ausmachen, sind dies in den basalen Dendriten nur etwas mehr als ein

Zwanzigstel (s. 4.1.6 u. 4.1.7 fur den direkten Vergleich zwischen basal und apikal).
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Abb. 12: Apikaler prozentualer Abb. 13: Basaler prozentualer
Anteil maturer Spines der Anteil maturer Spines der
Gesamtspinezahl im Vergleich Gesamtspinezahl im Vergleich
Mé&nnchen — Weibchen (p = 0,007; Méannchen — Weibchen (p = 0,0003;
Fehlerbalken £ SEM) Fehlerbalken £ SEM)
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4.1.6 Dichte maturer Spines im Zyklusverlauf

Wie bereits einleitend ausgefiihrt, andert sich die Spinedichte bei weiblichen Tieren
entsprechend des Zyklusverlaufs (S. 1.3.2). Um mdgliche Effekte auch im vorliegenden Thy-
1-Modell in situ zu untersuchen, wurde das Zyklusstadium der weiblichen Tiere nach
Dekapitation (s. 3.1.2) bestimmt. Es zeigte sich, dass sich alle Weibchen in
unterschiedlichen Abschnitten befanden.

Betrachtet man die Zahl maturer Spines nicht wie bisher im Mittel tiber alle Tiere, sondern im
Zyklusverlauf pro Individuum, bestatigen sich die aus der Literatur bekannten Unterschiede.
So wies das Weibchen im spaten Diestrus mit 9,7 maturen Spines pro 40 um/Dendritenlange
die mit Abstand hdchste Zahl auf, im Proestrus zeigte sich mit 8,2 die zweithéchste Zahl. Im
Estrus waren es noch 8 mature Spines pro 40um/Dendritenléange, im Metestrus nur noch 7,2.
Somit entspricht die Spinezahl der Schwankung der Serum-Estradiolkonzentration (vgl. Abb.
14).

Tabelle 1, Abschnitt 1 zeigt dies in zusammengefasster Form. Abschnitte 2 und 3 zeigen,

dass diese Beobachtung auch fir die separate Betrachtung der apikalen und basalen

Dendriten gilt.

[ I N N .

CLLD DL LTI, [ ] onee

FSH
\

LH

..'_.4'.......'. .-""'“"'"“”".::k:". .’-.

............................... i e, Progesterone
................ e, Estradiol
Metestrus Diestrus Proestrus Estrus

Abb. 14: Schematische Darstellung der Sexualhormonkonzentrationen
im Verlauf des Zyklus der Ratte (adaptiert nach Miller u. Takahashi, 2014)
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Geschlecht

Zyklusstadium

Dichte maturer Spines
pro 40pum
Dendritenabschnitt

+ SD (N = Abschnitte)

Abschnitt 1 Méannchen (n = 4) (Referenz) 6.8 + 4.3 (N = 240)
Weibchen (n = 1) Metestrus 7.2+ 4.3 (N =60)
Weibchen (n =1) Spéter Diestrus | 9.7 £ 3.7 (N = 60)
Weibchen (n =1) Proestrus 8 £ 3.7 (N = 60)
Weibchen (n =1) Estrus 8.2 £ 3.7 (N = 60)
Apikale Dichte maturer
Spines pro 40um
Dendritenabschnitt
+ SD (N = Abschnitte)
Abschnitt 2 Méannchen (n = 4) (Referenz) 9.1+4.3(N=120)
Weibchen (n = 1) Metestrus 9.2+4.6 (N=30)
Weibchen (n = 1) Spéter Diestrus | 11.4 + 3.3 (N = 30)
Weibchen (n = 1) Proestrus 10.4 + 3.4 (N = 30)
Weibchen (n = 1) Estrus 10.6 + 3.54 (N = 30)
Basale Dichte maturer
Spines pro 40um
Dendritenabschnitt
+ SD (N = Abschnitte)
Abschnitt 3 Méannchen (n = 4) (Referenz) 4.6 £3 (N =120)
Weibchen (n = 1) Metestrus 5.1+2.6(N=30)

Weibchen (n=1)

Spéter Diestrus

7.9+3.1 (N = 30)

Weibchen (n=1)

Proestrus

5.5+ 1.9 (N = 30)

Weibchen (n=1)

Estrus

5.7 £ 1.8 (N = 30)

Tabelle 1: Dichte maturer Spines im Zyklusverlauf: Abschnittweise verglichen jeweils M&dnnchen
(Referenz) mit den Stadien Metestrus, spater Diestrus, Proestrus, Estrus. Abschnitt 1: Dichte
maturer Spines gemittelt iber beide Dendritenbdume. Abschnitt 2: Dichter maturer Spines des
apikalen Dendritenbaums. Abschnitt 3: Dichte maturer Spines des basalen Dendritenbaums.
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4.1.7 Gesamtspinezahl im Vergleich apikal — basal

Analysiert man die Spinezahl nicht in Bezug auf das Geschlecht, sondern im Vergleich apikal
zu basal, so lasst sich feststellen, dass sich die Gesamtzahl der Spines zwischen apikalen
und basalen Dendriten (Werte geschlechtsiibergreifend gemittelt, jeweils 180 Zellen, 240
Dendritenabschnitte und ca. 10.000 Spines basal bzw. apikal) signifikant (p = 0,003)
unterscheidet (s. Abb. 16). Im Schnitt weisen apikale Dendriten 88,20 + 1,247 (SD) Spines
pro 40 um/Dendritenlange auf, basale hingegen 84,48 + 1,247 (SD).

Eine separate Betrachtung der Geschlechtergruppen bestatigt diesen signifikanten
Unterschied bei den Mannchen (s. Abb. 17, Werte gemittelt fir n = 4 Mannchen, jeweils 90
Zellen, 120 Dendritenabschnitte und ca. 5000 Spines basal bzw. apikal): Diese weisen 82,82
+ 1,247 (SD) Spines pro 40 um/Dendritenlange basal und 88,16 * 1,247 (SD) Spines pro 40
um/Dendritenldnge apikal auf (p = 0,003).

Bei den Weibchen (s. Abb. 18, Werte gemittelt fir n = 4 Weibchen, jeweils 90 Zellen, 120
Dendritenabschnitte und ca. 5000 Spines basal bzw. apikal) ist der Unterschied mit 86,14 +
1,247 (SD) Spines pro 40 pm/Dendritenl&dnge basal und 88,24 + 1,247 (SD) Spines pro 40
pum/Dendritenlange apikal nicht signifikant (p = 0,234).
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Abb. 15: Gesamtspinezahl pro
40 pm Dendritenldnge im
Vergleich apikal — basal

(p = 0,003; Fehlerbalken £ SD)

Abb. 16: Gesamtspinezahl pro
40 um Dendritenlange im
Vergleich apikal — basal
(Mannchen)

(p = 0,003; Fehlerbalken £ SD)

Abb. 17: Gesamtspinezahl pro
40 pm Dendritenléange im
Vergleich apikal — basal
(Weibchen)

(p = 0,234; Fehlerbalken = SD)
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4.1.8 Anzahl maturer Spines im Vergleich apikal — basal

Betrachtet man wiederum die Anzahl der maturen Spines separat, ergeben sich auch hier
klare Verteilungsunterschiede zwischen den apikalen und basalen Dendriten:
Geschlechtstuibergreifend (s. Abb. 18, Werte geschlechtsubergreifend gemittelt, jeweils 180
Zellen, 240 Dendritenabschnitte und ca. 10.000 Spines basal bzw. apikal) besitzen apikale
Dendriten mit 9,76 + 0,227 (SD) maturen Spines signifikant mehr als basal mit 5,32 + 0,189

(SD) maturen Spines pro 40 um/Dendritenabschnitt (p < 0,0001).

Im Mannchen (s. Abb. 19, Werte gemittelt fir n = 4 Mannchen, jeweils 90 Zellen, 120
Dendritenabschnitte und ca. 5000 Spines basal bzw. apikal) betragt die Zahl maturer Spines
apikal mit 9,08 + 0,321 (SD) fast doppelt so viel wie basal mit 4,59 + 0,321 (SD) Spines pro
40 um/Dendritenlange und ist damit signifikant héher (p = 0,003).

Im Weibchen (s. Abbildung 20, Werte gemittelt fir n = 4 Weibchen, jeweils 90 Zellen, 120
Dendritenabschnitte und ca. 5000 Spines basal bzw. apikal) finden sich 10,43 + 0,321 (SD)
mature Spines und basal 6,06 = 0,321 (SD) mature Spines pro 40 um/Dendritenabschnitt,
was ebenfalls einen signifikanten Unterschied darstellt (p = 0,001).
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Abb. 18: Mature Spines pro 40
pm/Dendritenlange im
Vergleich apikal — basal

(p < 0,0001; Fehlerbalken &
SD)

Abb. 19: Mature Spines pro 40
pm/Dendritenl&nge im
Vergleich apikal — basal
(Mé&nnchen)

(p = 0,003; Fehlerbalken = SD)

Abb. 20: Mature Spines pro 40
pm/Dendritenlange im
Vergleich apikal — basal
(Weibchen)

(p = 0,001; Fehlerbalken = SD)
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4.2 Rezeptorexpression

Um den zweiten Teil der in dieser Arbeit untersuchten Fragestellung zu untersuchen, wurden
durch die in 3.2 beschriebenen Verfahren aus adulten Mausen und neugeboren PO-Mausen,
sowie von Zelldispersionskulturen embryonaler E18-Ratten und postnataler PO-Ratten
geschlechtsspezifische hippocampale Proteinlysate gewonnen und die Expression
verschiedener Subtypen von Glutamatrezeptoren verglichen. Betrachtet wurde dabei ein

maglicher sexueller Dimorphismus bezlglich der Expression von:

- NMDARL (s. 4.2.1)
- NMDAR2A/B (s. 4.2.2)
- GIuR1 (s. 4.2.3)

Somit kann die Rezeptorexpression zu verschiedenen Zeitpunkten in der Neurogenese
dargestellt und zwischen den Geschlechtern und Spezies verglichen werden.

Im Folgenden sind die Ergebnisse entsprechend nach Spezies und Entwicklungsalter
beschrieben und dargestellt.

Dabei wurden die Proteinbanden von NMDAR1 (~ 106 kDa), NMDAR2A/B (~160 kDa),
GluR1 (~106 kDa) jeweils mit der Bande von GAPDH (~ 37 kDa) normalisiert.
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4.2.1 NMDAR1-Expression

Zur exemplarischen Darstellung der NMDAR1-Proteinbande (~ 106 kDa) im Vergleich zu
GAPDH (~ 37 kDa) s. Abb. 21. Links abgebildet der Molekulargewichtsmarker mit den
StandardgréfRen 37, 50, 75, 100 und 150 kDa.

a) Maus — adult und neugeboren

Die PO-Tiere (s. Abb. 22) zeigen eine bei den Weibchen um 46,8 % signifikant (p = 0,007,

n = 10 Blots mit 10 Méannchen/8 Weibchen) hdhere Expression im Vergleich zu den
Méannchen (Mé&nnchen 100% + 8,1% (SEM); Weibchen 146,8 £ 7,01% (SEM)).

Deutlich ist der Geschlechtsunterschied ebenfalls zwischen adulten Mannchen mit

100% = 26,7% und Weibchen (s. Abb. 23) mit 160,7% + 13,9% (SEM) erkennbar

(p = 0,001, n = 10 Blots mit 6 Mannchen/8 Weibchen).

b) Ratte — E18- und PO-Zellkultur

Die Weibchen wiesen mit 107,3% + 11,5% (SEM) in der E18-Kultur (s. Abb. 24) der Ratte
keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu den Mannchen (100% * 12,3% (SEM)) auf
(p = 0,492, n = 11 Blots aus 4 DIV 21-Kulturen).

Die Kultur der PO-Ratten (s. Abb. 25) zeigte mit 100% + 14,5% (SEM) bei den Méannchen
und 120 % * 13,4% (SEM) bei den Weibchen einen signifikanten Geschlechtsunterschied

(p = 0,006, n =12 Blots aus 4 DIV 21-Kulturen).

150kDa E18 ¢ E18Q P0G POQ Adultd Adult 9 Adult 7

1uukDaI' - L —— e EI NMDA-R-1

7O KDaWms

Abb. 21: Exemplarische Western-Blot-Analyse von Zellextrakten
hippocampaler Neurone bzw. hippocampalen Gewebes. Nachweis der
Proteinexpression von NMDAR1 sowie GAPDH, jeweils im direkten
Geschlechtsvergleich. Links aufgetragen die Banden des
Molekulargewichtsmarkers.
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Abb. 22: NMDAR1-Expression im
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Abb. 23: NMDAR1-Expression im
Gewebe adulter Mause,
reprasentative Darstellung der
NMDAR1- und GAPDH-Bande

(p £ 0,001; Fehlerbalken 2 SEM)
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Abb. 24. NMDAR1-Expression
hippocampaler E18-Zellkulturen (DIV
21), représentative Darstellung der
NMDARZ1- und GAPDH-Bande (p =
0,492; Fehlerbalken £ SEM)
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Abb. 25: NMDAR1-Expression
hippocampaler PO-Zellkulturen (DIV
21), reprasentative Darstellung der
NMDAR1- und GAPDH-Bande (p =
0,006; Fehlerbalken £ SEM)
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4.2.2 NMDAR2A/B-Expression

Zur exemplarischen Darstellung der NMDAR2A/B-Proteinbande (~ 160 kDa) im Vergleich zu
GAPDH (~ 37 kDa) s. Abb. 26. Links abgebildet der Molekulargewichtsmarker mit den
StandardgréfRen 37, 50, 75, 100, 150 und 250 kDa.

a) Maus — adult und neugeboren

PO in-vivo (s. Abb. 27) besteht zwischen den Mé&nnchen (100%, = 11,8 % (SEM)) und
Weibchen (104%, *+ 11,1% (SEM)) kein signifikanter Unterschied (p = 0,419, n = 10 Blots mit
10 M&nnchen/8 Weibchen).

Bei den adulten Tieren (s. Abb. 28) zeigt sich mit 57,6 % eine signifikant héhere Expression
(p = 0,002, n = 9 Blots mit 6 Mannchen/8 Weibchen) bei den Weibchen als bei den
Mannchen (Mannchen 100% + 18,9% (SEM), Weibchen 157,6% * 15,2% (SEM)).

b) Ratte — E18- und PO-Zellkultur

Bei den E18-Zellkulturen (s. Abb. 29) betrug der Unterschied zwischen Mannchen (100%, +
21,1% (SEM)) und Weibchen (110% + 22,5% (SEM)) 10% (p = 0,369, n = 8 Blots aus 4 DIV
21-Kulturen).

Die Weibchen (126,6% + 17,4% (SEM)) der Kultur PO (s. Abb. 30) wiesen mit 26% eine
signifikant (p = 0,015, n = 8 Blots aus 4 DIV 21 Kulturen) hdhere Expression auf als die
Méannchen (100% + 21,3 (SEM)).

skoa E18¢ E180 Adultd Adult POZ POQ Adultd Adult?

150kDa I,_ o e T —— — % | NMDA-R-2A/B
100KD2 s

75 kDa -
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-—-———

[ O W W W= | CPDH

Abb. 26: Exemplarische Western-Blot-Analyse von Zellextrakten hippocampaler
Neurone bzw. hippocampalen Gewebes. Nachweis der Proteinexpression von
NMDAR-2A/B sowie GAPDH, jeweils im direkten Geschlechtsvergleich. Links
aufgetragen die Banden des Molekulargewichtsmarkers.
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Abb. 27: NMDAR2A/B-Expression im
Gewebe von PO-Mausen,
reprasentative Darstellung der
NMDAR2A/B- und GAPDH-Bande (p
= 0,419; Fehlerbalken £ SEM)
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Abb. 28: NMDAR2A/B-Expression im
Gewebe adulter Mause,
reprasentative Darstellung der
NMDAR2A/B- und GAPDH-Bande (p
=0,002; Fehlerbalken = SEM)
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Abb. 29: NMDAR2A/B-Expression
hippocampaler E18-Zellkulturen (DIV
21), reprasentative Darstellung der
NMDAR2A/B- und GAPDH-Bande (p

= 0,369; Fehlerbalken = SEM)
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Abb. 30: NMDAR2A/B-Expression
hippocampaler PO-Zellkulturen (DIV
21), reprasentative Darstellung der
NMDAR2A/B- und GAPDH-Bande (p
= 0,015; Fehlerbalken £ SEM)
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4.2.3 GluR1-Expression

Zur exemplarischen Darstellung der GluR1-Proteinbande (~ 106 kDa) im Vergleich zu
GAPDH (~ 37 kDa) s. Abb. 31. Links abgebildet der Molekulargewichtsmarker mit den
StandardgréfRen 37, 50, 75 und 100 kDa. Aufgrund fehlender signifikanter Unterschiede
wurde abschlieBend auf eine weitere Untersuchung von aus in-vivo gewonnenem PO-

Material aus der Maus verzichtet.

a) Maus — adult

Bei den adulten Tieren (s. Abb. 34, n = 7 Blots mit je 4 Tieren/Geschlecht) lagen 7%
Unterschied (p = 0,2) zwischen den Mannchen (100% + 35,4% (SEM)) und Weibchen
(107% + 13,9% (SEM)).

b) Ratte — E18- und PO-Zellkultur

In der E18-Kultur (s. Abb. 32, n = 7 Blots aus 5 DIV 21-Kulturen) betrug der Unterschied 33%
(p = 0,32) zwischen den Mannchen (100% + 37,8% (SEM)) und Weibchen (133% * 53,8%
(SEM)).

In der PO-Kultur (s. Abb. 33, n = 7 Blots aus 5 DIV 21-Kulturen) war die Expression der
Weibchen (112% + 26,7 (SEM)) um 12% hoéher (p = 0,51) als die der Mannchen
(100% =+ 26,7 (SEM)).

E18 E180 PO PO O Adult S Adult O Adult S E18 0 E180Q

©—

— TEE e w— e — GluR1

100kDa

75kDa

-

50kDa

37kDa

W GAPDH

Abb. 31: Exemplarische Western-Blot-Analyse von Zellextrakten
hippocampaler Neurone bzw. hippocampalen Gewebes. Nachweis
der Proteinexpression von GIuR1 sowie GAPDH, jeweils im direkten
Geschlechtsvergleich. Links aufgetragen die Banden des
Molekulargewichtsmarkers.
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Abb. 32: GluR1-Expression
hippocampaler E18-
Zellkulturen (DIV 21),
reprasentative Darstellung
der GluR1- und GAPDH-
Bande (p = 0,2; Fehlerbalken
2 SEM)
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Abb. 33: GluR1-Expression
hippocampaler PO-
Zellkulturen (DIV 21),
reprasentative Darstellung
der GluR1- und GAPDH-
Bande (p = 0,32;
Fehlerbalken = SEM)
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Abb. 34: GluR1-Expression im
adulten Gewebe, reprasentative
Darstellung der GIuR1- und
GAPDH-Bande

(p = 0,51; Fehlerbalken £ SEM)
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5. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war der Nachweis maoglicher Manifestationen eines sexuellen
Dimorphismus im Hippocampus. Untersucht wurden dazu:

1) die Dichte dendritischer Spines von CA1-Pyramidenzellen adulter Thy-1-Mause.

2) die Expression von ausgewahlten Subtypen der NMDA- und AMPA-Rezeptoren in adulten
und neugeborenen Mausen sowie in aus embryonalen und perinatalen Ratten gewonnenen
hippocampalen  Primarneuronen. Hier lag ein besonderer Fokus auf einer
entwicklungsabhangigen Betrachtung.

Getragen wurden diese Untersuchungen von der Absicht, zuvor in-vitro gewonnene
Erkenntnisse (Vierk et al. 2012) unter Berlcksichtigung bekannter Auswirkungen der
hormonellen Zyklizitat auf hippocampale Spines (Gould et al. 1990; Woolley, Gould u.
Frankfurt 1990, Frankfurt u. Luine 2015; Sheppard, Choleris u. Galea 2019) auch in einem
in-vivo-Modell zu untersuchen und mit funktionellen Aspekten zu verknipfen. Nachfolgend
sollen folgende Kernaussagen, zu denen sich die erhobenen Befunde zusammenfassen

lassen, diskutiert werden:

Zul)

a) Die Dichte maturer Spines ist bei adulten weiblichen Thy-1-Mausen signifikant héher als
bei ménnlichen; die Gesamtzahl der Spines hingegen weist keinen Unterschied auf.

b) Es bestehen Hinweise auf eine zyklusabhéngige Dichte von maturen Spines bei den
Weibchen.

c) Sowohl bei Weibchen als auch Mannchen zeigt der apikale Dendritenbaum signifikant
mehr mature Spines als der basale; bei den Mannchen, nicht aber den Weibchen, ist auch

die Gesamtspinezahl apikal signifikant héher als basal.

Zu 2)

a) Im hippocampalen Gewebe weiblicher adulter Mause ist die Expression von NMDAR1-
und 2A/B signifikant hoher als bei Mannchen. Ahnliche Unterschiede wurden auch im
hippocampalen Gewebe neugeborener Mause sowie in aus perinatalen Ratten gewonnenen
hippocampalen Primarneuronen gefunden.

b) Bei der Expression von GIuR1 gibt es keine signifikanten Geschlechtsunterschiede.
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5.1 Mature dendritische Spines sind Teil des sexuellen Dimorphismus im

Hippocampus

Die Erforschung von Geschlechtsunterschieden neuronaler Morphologie, Verschaltung und
resultierender Verhaltensmuster ist von ungebrochener neurowissenschaftlicher Relevanz.
Uber die Wichtigkeit des rein deskriptiven Verstandnisses hinaus gehen Erkenntnisse des
sexuellen Dimorphismus einher mit neuen Einblicken in psychiatrisch-neurologische
Erkrankungen, verbesserten Modellen fir deren Pathophysiologie und damit schlussendlich
praziserem Einsatz medikamentoser Therapie (vgl. zur Ubersicht Koss u. Frick 2017).

Der Hippocampus stellt hier keine Ausnahme dar. Wie eingangs beschrieben, ist er als
wichtiges anatomisches Korrelat bei der Gedachtnisbildung und rdumlichen Orientierung
eine Schlisselstruktur im Gesamtsystem des ZNS. Entsprechend vielfaltig wurden
hippocampale Geschlechtsunterschiede Uber die letzten Jahrzehnte untersucht. Von
morphologischen Studien der spaten 1980er und friithen 1990er wandte sich ein Fokus rasch
den zugrundeliegenden endokrinologischen Mechanismen, insbesondere der evident
wichtigen Rolle der Neurosteroide (vgl. zusammenfassend Brandt u. Rune 2019), zu; andere
Gruppen konzentrierten sich auf Unterschiede bei der Signaltransduktion und der
synaptischen Plastizitat (Koss u. Frick 2017). Verhaltensuntersuchungen bei Nagern und
menschlichen Probanden stellen einen weiteren Aspekt dar. Wo kdénnen nun die Daten der
fluoreszenzmikroskopisch untersuchten hippocampalen CAl-Pyramidenzellen dieser Arbeit
eingeordnet werden? Schliel3lich zeugt die hier in-vivo gezeigte signifikant hohere Anzahl
maturer Spines bei den Weibchen verglichen mit den Mannchen der Thy-1-Maus von einer
weiteren Manifestation dieses sexuellen Dimorphismus. Sind morphologische Unterschiede
immer so eindeutig wie in diesem Modell?

Frihe Ergebnisse von Gould sowie Juraska wiesen bereits auf Geschlechtsunterschiede bei
bestimmen dendritischen Substrukturen hin: Bei weiblichen Ratten konnen mehr
Primardendriten (in CA3) als bei mannlichen festgestellt werden (Gould, Allan u. McEwen
1990b); der proximale apikale Dendritenbaum in CA3 bei Weibchen hat eine héhere Anzahl
von Verzweigungen verglichen mit den M&nnchen; diese Unterschiede sind am distalen
Dendritenbaum genau umgekehrt (Juraska, Fitch u. Washburne 1989). Spéater wurde
beschrieben, dass Manner (Barrera et al. 2001) in CAl einen groReren basalen
Dendritenbaum als Frauen aufweisen. Im Dendritenbaum des Hippocampus finden sich
somit distinkte morphologische Geschlechtsunterschiede, die jedoch keine eindeutigen

funktionellen Rickschliisse zulassen.
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Da jedoch nicht primar Dendriten, sondern Spines fir die synaptische Plastizitdt von
Bedeutung sind (Frankfurt u. Luine 2015) und entsprechend in dieser Arbeit untersucht
wurden, stellt sich die Frage, ob sich auf dieser kleineren zellularen Ebene eindeutigere
Geschlechtsunterschiede finden. Schlie8lich unterliegen Spines im Gegensatz zum
Gesamtdendriten einem raschen morphologischem Wandel und es lieRe sich vermuten,
dass sich funktionelle Geschlechtsunterschiede auch hier quantitativ widerspiegeln. Jedoch
konnten weder Gould und Kollegen noch weitere Arbeitsgruppen einen Unterschied der
Gesamtspinedichte feststellen (Gould, Allan u. McEwen 1990b; Markham et al. 2005; Salas-
Ramirez et al. 2010; Bowman et al. 2015). Insoweit figen sich die Daten aus dem Thy-1-
Modell nahtlos in die Literatur ein: Auch hier zeigt die Gesamtzahl der Spines keinen
Geschlechtsunterschied.

Die entscheidende Neuerung besteht jedoch darin, dass in dieser Arbeit im Gegensatz zu
den meisten bisherigen Untersuchungen explizit zwischen verschiedenen Spinetypen (matur
vs. immatur) differenziert und verglichen wird, und ein sexueller Dimorphismus bei maturen
Spines festzustellen ist. Da inzwischen davon ausgegangen wird, dass die Anzahl und
Ausbildung maturer Spines fir die synaptische Plastizitdt essenziell ist (Bourne u. Harris
2008; Holtmaat et al. 2005; Kasai et al. 2010; Tada u. Sheng 2006; Zuo et al. 2005), muss
man also Studien hinzuziehen, die nicht nur die Spinezahl, sondern auch deren Morphologie
vergleichen. Vierk und Kollegen konnten bei in-vitro-Zellkulturuntersuchungen ebenfalls
keinen Unterschied der Gesamtspinezahl in-vitro im Geschlechtsvergleich feststellen.
Jedoch weisen die Weibchen signifikant mehr mature Spines als die Mannchen auf (Vierk et
al. 2012), was von dieser Arbeit in-vivo bestatigt wird.

Somit lasst sich zusammenfassen, dass weder beim Dendritenbaum noch bei der
Gesamtspinezahl ein eindeutiger Geschlechtsunterschied auffallt, jedoch deutliche Hinweise
bestehen, dass dieser bei Betrachtung der maturen Spines zu finden ist. Die Daten dieser
Arbeit erganzen dabei bisherige Befunde auch methodisch. Vierk und Kollegen (2012)
beispielsweise nutzten EGFP-transfizierte hippocampale dissoziierte Neurone, kultivierten
diese fur 16 Tage in-vitro und z&hlten Spines in zwei Dimensionen, d.h. orthogonal hinter
oder vor dem Dendriten vorstehende Spines wurden nicht quantifiziert. Diese konnten in der
vorliegenden Arbeit mittels Z-Analysen adulter in-vivo-Schnitte bertcksichtigt werden. In
noch friheren Arbeiten waren Golgi-Farbemethoden Ublich (Gould et al. 1990; Woolley,
Gould u. Frankfurt 1990, Woolley u. McEwen 1994). Es wird jedoch auch deutlich, dass die
Untersuchung maturer Spines bzgl. eines Geschlechtsunterschiedes bisher von
untergeordneter Rolle gegeniiber Erhebungen der Gesamtspinedichte war und weitere

Studien zur Bestatigung wiinschenswert sind.
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5.2 Spines werden zyklusabhéngig von Neurosteroiden beeinflusst

Zwangslaufig stellt sich die Frage, inwiefern Daten aus weiblichen Tieren unterschiedlicher
Zyklusstadien gemittelt werden konnen und ob sich aus den gemittelten Daten trotz der
zyklusabhéangigen Unterschiede ein einziger ,weiblicher®, reprasentativer Wert ergibt. Fur die
Bildung eines Mittels spricht, dass sich von den vier untersuchten Weibchen jedes einzelne
in einem unterschiedlichen Zyklusabschnitt befand und bei jedem weiblichen Tier, selbst im
Metestrus, d.h. der Phase mit dem niedrigsten Wert maturer Spines, die Anzahl der maturen
Spines immer noch hoher ist als bei den méannlichen Tieren. Um dies jedoch weiter zu
untermauern und auszuschlie3en, dass die Zyklusabhangigkeit bei n = 1 Weichen pro
Abschnitt zufalliger Natur war, fuhrte unsere Arbeitsgruppe weitergehende Zahlungen bei
Weibchen durch, wobei insgesamt jeweils 4 Tiere pro Zyklusabschnitt ausgewertet wurden.
Tatséchlich bestatigte sich nicht nur eine im Mittel hdhere Anzahl maturer Spines beim
Weibchen, auch die Zyklusabhangigkeit wurde mit dem gleichen Verteilungsmuster wie in
Tabelle 1 (s. S. 46) bestatigt (Brandt u. Loffler et al. 2020): Im Diestrus ist ihre Anzahl am
hdchsten und fallt danach im Verlauf des Proestrus und Estrus bis zum niedrigsten Wert im

Metestrus ab.

Die Zyklusabhéangigkeit der Spinedichte ist seit den Untersuchungen der 1990er etabliert
(Woolley, Gould u. Frankfurt 1990; Woolley et al. 1997). Schon frih wurde entsprechend
darauf geschlossen, dass Sexualhormone einen wichtigen Einfluss auf die Spinedichte und
Spinemorphologie sowie die synaptische Plastizitdit im Hippocampus haben.  Aus
Experimenten, in denen der Einfluss von Ovariektomien und entsprechenden hormonellen
Wiederherstellungsversuchen untersucht wurde, wurde auf die dafir entscheidende Rolle
systemischer Estrogene geschlossen (Woolley, Gould u. Frankfurt 1990). Spater wurde auch
bei mannlichen Primaten eine ahnliche Auswirkung auf die Dichte von Spinesynapsen nach
Orchiektomie gesehen (Leranth et al. 2004). Damit stellt sich die Frage, ob es ausschlief3lich
die geschlechtsspezifischen hormonellen Regelkreislaufe sind, die fiur eine Auspragung
dieses sexuellen Dimorphismus sorgen. Betrachtet man in-vitro-Daten (Vierk et al. 2012), bei
denen systemische Hormoneinflisse entfallen, sich aber trotzdem ein sexueller
Dimorphismus zeigt (sich sozusagen ,weibliche“ und ,mannliche” Neurone differenzieren),
wird ersichtlich, dass die Ursache(n) hierfir in der Zelle selbst liegen muss/muissen.

Tats&chlich gelang der Nachweis, dass Spines eben nicht nur durch systemische
Sexualhormone, sondern insbesondere von endogenen, d.h. hirn- und neuroneneigenen
sog. Neurosteroiden, beeinflusst werden. Hippocampale Neurone synthetisieren selbst
Estrogene (Prange-Kiel, Wehrenberg u. Jarry 2003; Fester et al. 2009), da sie mit allen

hierfir notwendigen Enzymen und Substraten ausgestattet sind.
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Dabei ist die Synthese Uber dieselbe Achse wie der Zyklus synchronisiert (Prange-Kiel et al.
2008), und zwar GnRH-abhangig tUber die Hypothalamus-Hypophysen-Achse. Aus weiteren
Studien ist bekannt, dass die lokale Konzentration von Sexualhormonen im Gehirn weit
hoher liegt als die Serumkonzentration, sodass eine entscheidende Rolle endogener
Hormone postuliert wurde (Hojo et al. 2009; Ooishi et al. 2012). Dies wird durch in-vitro-
Studien, in denen der Einfluss systemischer Hormone ausgeschaltet wurde, bestatigt.
Tatsachlich hat die lokale Synthese (und deren artifizielle Unterbrechung) von
Sexualhormonen einen signifikanten Einfluss auf die Spinedichte.

Nachdem zunéchst meist Weibchen im Vordergrund dieser Untersuchungen standen und
herausgefunden wurde, dass die aromataseabhdngige Synthese von 17B-Estradiol aus
Testosteron den Schlisselfaktor hierfir darstellt (Fester et al. 2009; Zhou et al. 2010, 2014),
rickt nunmehr auch die Untersuchung der neurosteroidalen Mechanismen bei den
Méannchen in den Fokus. Hier sind es vor allem das Testosteron und sein Metabolit
Dihydrotestosteron (DHT), welche die Dichte maturer Spines beeinflussen (Brandt et al.
2019). Somit stellt sich als zugrunde liegend des sexuellen Dimorphismus eine komplexe,
jeweils geschlechtsspezifische endogene und exogene hormonelle Regulation dar, in
welcher sich die vorliegenden Ergebnisse einreihen lassen. Nicht unerwahnt darf dabei
jedoch bleiben, dass hierlber hinaus auch andere Mechanismen bekannt sind, die flr
Geschlechtsunterschiede verantwortlich sind. So spielen auch geschlechtsspezifische
Chromosomen- und Genverteilungen sowie Umweltfaktoren eine Rolle (Arnold et al. 2013;
McCarthy u. Arnold 2011).

Die Bestatigung einer zyklusabhangigen Spinedichtefluktuation aus dem Thy-1-Mausmodell
reiht sich damit einerseits auf eindriickliche Weise in die vorbekannten Erkenntnisse ein.
Andererseits kdnnen aus diesen Daten keine direkten RUckschlisse auf die o.g.
zugrundeliegenden Mechanismen getroffen werden, da mit dieser Methodik nicht zwischen
endo- und exogenen Hormonen unterschieden werden kann, d.h. die Tiere wurden weder
gonadektomiert noch medikamentds behandelt.

Interessanterweise wurden in den vorherigen Untersuchungen fast immer Ratten genutzt.
Lediglich Spencer und Kollegen untersuchten bei Mausen eine Zyklizitat bzgl. der
Expression verschiedener synaptischer Proteine, wie z.B. des postsynaptischen
Dichteproteins-95 (PSD-95), und konnten ebenfalls einen Zykluseinfluss identifizieren
(Spencer et al. 2008). Als nebenbefundliche methodische Feststellung ergibt sich daher,
dass (mature) Spines nicht nur bei Ratten, sondern auch bei Mausen signifikanten

zyklusabhangigen Schwankungen unterliegen.
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5.3 Glutamatrezeptorexpression und Geschlechtsunterschiede der LTP-

abhangigen synaptischen Plastizitat

Doch wo lasst sich die im zweiten Teil der Arbeit gewonnene Erkenntnis einordnen, dass
beide untersuchten NMDA-Rezeptorsubtypen einen sexuellen Dimorphismus bei den adulten
Mausen in-vivo, sowie zum Teil auch bei den neugeborenen Mausen in-vivo und Ratten in-
vitro aufweisen? Zunachst muss ein valider Zusammenhang zwischen der rein
morphologischen Untersuchung der Spines in CAl1 und der Rezeptorexpression als
postuliertes funktionelles Korrelat diskutiert werden:

Denn NMDA- und AMPA-Rezeptoren werden in einer Vielzahl von (neuronalen) Geweben
exprimiert. Dabei beschrankt sich die Expression weder ausschlief3lich auf Neurone noch auf
Synapsen. So wird allgemein unterschieden zwischen synaptischer und extrasynaptischer
Expression (Sanz-Clemente, Nicoll u. Roche 2013). Dieser Aspekt kann jedoch mit der hier
genutzten Methodik nicht direkt nachvollzogen werden, da bei dem in-vivo gewonnenem
Gewebematerial und dem hieraus gewonnenem Proteinlysat extrasynaptische und
synaptische Glutamatrezeptoren nicht unterschieden werden kénnen. Um diesem Faktor zu
begegnen und die o0.g. Ergebnisse der Spinemorphologie und Rezeptorexpression
aussagekraftig verkniipfen zu kdnnen, untersuchte unsere Arbeitsgruppe (Brandt u. Loffler et
al. 2020) die NMDA-Rezeptorexpression in isolierten Fraktionen der postsynaptischen Dichte
(PSD) aus hippocampalem Gewebe adulter Mause (C57BL/6). Die PSD ist essenziell fur die
Konzentrierung und Stabilisierung zahlreicher an der Signaltransduktion beteiligter Proteine
und Rezeptoren, so auch von NMDA-Rezeptoren (Walikonis et al. 2000, Won et al. 2016),
und damit ein morphologischer und funktioneller Schlissel der LTP (Nicoll 2017). Sie ist
dabei in ihrer GroRe direkt von der Spinemorphologie abhéngig; je groRer der Dornfortsatz,
desto mehr PSD und verankerte Glutamatrezeptoren findet sich in ihm (Arellano et al. 2007,
Tada u. Sheng 2006; Bourne u. Harris 2008). Die Ergebnisse der Studie weisen auch bei der
in der PSD bestimmten Rezeptorexpression, sowohl bei NMDA-Rezeptor-Subtyp R1 als
auch -Subtyp 2AB, einen sexuellen Dimorphismus auf (Brandt u. Loffler et al. 2020). Bei
beiden Subtypen fand sich eine signifikant hohere Expression bei den Weibchen, sodass
hier von einem Zusammenhang zwischen morphologischem Geschlechtsunterschied
maturer dendritischer Spines in CAl1 und funktionellem sexuellem Dimorphismus
ausgegangen werden kann, da extrasynaptische Glutamatrezeptorquellen weitestgehend
ausgeschlossen wurden.

Die bereits diskutierten Neurosteroide sind nicht nur bedeutend fur die Erklarung
geschlechtsabhangiger Spinemorphologien, sondern auch flir das Verstandnis
zugrundeliegender funktioneller Prozesse. So stellt sich zunehmend heraus, dass Hormone,
sowie deren Rezeptoren und Signalwege, an der Auspragung der LTP und LTD

geschlechtsspezifisch beteiligt sind.
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Betrachtet man beispielsweise 17B-Estradiol, kann festgestellt werden, dass dieses sowohl
bei Mannchen als auch bei Weibchen in-vitro (Fester et al. 2012) sowie in-vivo (Hojo et al.
2009; Kato et al. 2013, Ooishi et al. 2012) im Hippocampus nachgewiesen werden kann und
fur die Glutamat-Ausschittung, Sensibilitat und LTP-Amplitude (vgl. zur Ubersicht Frick
2015) wichtig ist. Die Estrogenrezeptorsubtypen, welche hierfir von Bedeutung sind,
unterscheiden sich jedoch geschlechtsabhangig. Bei den Méannchen scheint prasynaptisch
ERa und postsynaptisch ERB, bei den Weibchen hingegen ERB prasynaptisch und der G-
Protein-gekoppelte ER postsynaptisch von Bedeutung zu sein (Oberlander u. Wooley 2017).
Auch funktionell zeigen sich, insbesondere nach Hemmung der Neurosteroidsynthese,
Unterschiede. Eine Hemmung der aromatase-abhéngigen Estrogensynthese resultiert in
einem Erléschen der LTP bei Weibchen, jedoch nur in einer maRigen Reduktion bei
Mannchen (Vierk et al. 2012). Bei den Mannchen sorgen hingegen vor allem Testosteron
und die 5-Alpha-Reduktase-abhangige Synthese von Dihydrotestosteron fir ein
Aufrechterhalten der LTP (Brandt et al. 2019).

Doch spiegeln sich diese Unterschiede auch bei der Expression der direkt an der LTP
beteiligten NMDA- und AMPA-Rezeptoren wider?

Bisherige Studien konnten einen sexuellen Dimorphismus der Expression von NMDA-
Rezeptor-Untereinheiten belegen. Sowohl Zuena und Kollegen (2008) als auch Higuera-
Matas et al. (2012) stellten eine hhere NMDA-Rezeptorexpression bei weiblichen Ratten als
bei méannlichen fest. Die Arbeitsgruppe um Monfort konnte beim GluR1-Rezeptor (Monfort u.
Gomez 2015), passend zu den vorliegenden Untersuchungen, keine signifikanten
Geschlechtsunterschiede feststellen. Damit gehen die vorliegenden Ergebnisse prinzipiell mit
bisherigen Befunden einher.

Doch hierbei muss der Einfluss der Zyklizitat auch auf funktionelle Aspekte bericksichtigt
werden, da die Glutamatrezeptorexpression und synaptische Plastizitat 17p-Estradiol-
abhangig sind (Frick 2015). So konnte gezeigt werden, dass Weibchen im Proestrus einen
signifikant hoheren Grad der Langzeitpotenzierung erreichen als im Estrus und im Diestrus
(Warren et al. 1995; Good, Day u. Muir 1999).

Diese Differenzierung kann in dieser Arbeit nicht vorgenommen werden, da die Daten der
adulten Weibchen gemittelt wurden und in den Kulturen die Zykluseinfliisse entfallen. Jedoch
weisen die Daten eindeutig darauf hin, dass auch bei der Rezeptorexpression gonadale
Einfluisse nur zu einem Teil eine Rolle spielen. In der perinatalen Phase scheint sich also in
den hippocampalen Zellen selbst ein endogener sexueller Dimorphismus der Konnektivitat
herauszubilden, schlie3lich fanden sich in ,weiblichen® PO-Kulturen eine hohere NMDAR1-

Expression als in ,mannlichen®.
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Warum sich signifikante Unterschiede nur bei den Subtypen des einen, jedoch nicht bei
denen des anderen an der LTP beteiligten Rezeptors feststellen lassen, bleibt zu diskutieren.
Aufgrund der Dynamik der LTP kann vermutet werden, dass die Zahl der fest verankerten
NMDA-Rezeptoren weniger stark Fluktuationen unterliegt als die der AMPA-Rezeptoren, die
nach Stimulation nicht nur empfindlicher werden, sondern auch vermehrt transkribiert werden
(s. 1.3.3).

Die Induktion einer LTP ist jedoch abhéangig von NMDA-Rezeptoren (s. 1.3.3 und 1.3.4);
womit sich die Frage stellt, ob bei unterschiedlicher Expression von NMDA-Rezeptoren auch
Geschlechtsunterschiede bei der LTP feststellbar sind. Einige Arbeitsgruppen fanden nach
Theta-Burst-Stimulation einen signifikant starkeren LTP-Anstieg bei mannlichen als bei
weiblichen Ratten (Bronzino et al. 1996; Monfort et al. 2015; Yang et al. 2004). Vierk und
Kollegen konnten jedoch keinen signifikanten Unterschied des LTP-Anstiegs nach
Stimulation zwischen mannlichen und weiblichen Mausen feststellen (Vierk et al. 2012,
2015). Somit ergibt sich ein insgesamt uneindeutiger Stand zur LTP bzgl. eines sexuellen
Dimorphismus.

NMDA-Rezeptoren sind essenziell fur eine funktionierende Langzeitpotenzierung; jedoch
geht dabei ein hoherer Grad der NMDA-Rezeptorexpression nicht zwangslaufig mit einer
vermehrten LTP-Induktion bzw. héhen LTP-Amplitude einher. Dies wirft insbesondere die
Frage auf, ob sich signifikante Geschlechts- und Zyklusunterschiede bei der
Langzeitpotenzierung in ebenso signifikanten Unterschieden der Verhaltens- und
Gedachtnisleistung widerspiegeln oder lediglich funktionell zu vernachlassigende

Schwankungen darstellen. Bisher ist diese Frage noch unklar.

Bei der zeitlichen Entwicklung der Rezeptorexpression lasst sich feststellen, dass a) alle
Subtypen der betrachteten Glutamatrezeptoruntereinheiten zu allen Zeitpunkten exprimiert
werden, d.h. vorhanden sind und sich b) ein sexueller Dimorphismus erst mit zunehmendem
Alter feststellen I&sst.

Daraus lasst sich schlieRen, dass zur Auspragung des sexuellen Dimorphismus die Neurone
ein bestimmtes Mindestalter (mindestens PO) erreicht haben missen, und es eine gewisse
Zeit braucht, bis dieser voll ausgepragt ist. Dies scheint bei Nagern in die Phase zwischen 0
und 21 Tagen nach der Geburt zu fallen. Jedoch kann aus dieser Arbeit nur ungeféahr
abgeschatzt werden, zu welchem Zeitpunkt der sexuelle Dimorphismus auftritt. Fir eine
bessere Betrachtung der Genese des sexuellen Dimorphismus muissten Entwicklungsstudien
jeweils an einer Spezies in engen zeitlichen Abstdnden vorgenommen werden. Dennoch
bleibt bemerkenswert, dass sich ein signifikanter Geschlechtsunterschied offenbar bereits in
der perinatalen Phase, und damit weit vor Ausbildung sekundéarer Geschlechtsmerkmale,

auspragt.
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Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass sich Geschlechtsunterschiede nicht nur durch den
Einfluss systemischer Sexualhormone nach Ausbildung der Gonaden entwickeln (Arnold et
al. 2013, McCarthy & Arnold 2011).

Somit kann hinsichtlich der bisher diskutierten Aspekte des sexuellen Dimorphismus im
Hippocampus festgestellt werden, dass einzelne Hinweise auf Zusammenhdnge zwischen
Morphologie und Funktionalitat bestehen, diese an anderer Stelle jedoch noch fehlen bzw.
widerspruchlicher Natur sind.

5.4 Das Thy-1-Modell als Ergdnzung bisheriger Methodik

Jenseits der Untersuchung von Geschlechtsunterschieden kann die Vielzahl der erhobenen
Daten aus dem in dieser Arbeit genutzten Modell fur eine methodische Einordnung und
Diskussion genutzt werden.

Es liegen bereits zahlreiche Untersuchungen vor, in denen die Zahl der Spines entlang von
Dendriten hippocampaler Pyramidenzellen untersucht wurde, wobei sich die im vorliegenden
in-vivo-Thy-1-Mausmodell festgestellten Quantifizierungen der Spines pro
pm/Dendritensegment gut in bisherige Erkenntnisse aus den Hippocampi von Nagern
einordnen lassen: Im Schnitt betragt die Spinedichte im hier genutzten Thy-1-Modell ca. 2,1
Spines/um. Bisherige Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen kommen zu ahnlichen
Werten von ca. 2 Spines/um (Woolley, Gould u. Frankfurt 1990; Bannister u. Larkman
1995b; Murakami et al. 2006; Ultanir et al. 2007; Morley u. Mervis 2013).

Zwar unterscheiden sich Faktoren wie Spezies (Maus, Ratte), Alter (embryonal, juvenil oder
adult), Dendritenabschnitt/Lokalisation (apikal oder basal, proximal oder distal des Soma)
und auch Farbe- sowie Zahlmethoden (Golgi-Impregnation, Immunhistochemie,
Dimensionalitat der Analyse, manuell oder softwaregestitzt) teils erheblich zwischen den
Studien. Dennoch zeigt sich eine Bestéandigkeit der Werte innerhalb eines engen Rahmens,
in die sich auch diese Arbeit einfligt. Das bedeutet, dass die Daten aus dem Thy-1-Modell
nicht nur in sich verglichen werden konnen; auch eine Vergleichbarkeit mit bisherigen
Studien ist gegeben, sodass sich das Modell gut fur weitere Spineuntersuchungen in-vivo

eignet.

Die Einordnung ist fir die Anzahl bzw. Dichte der maturen Spines ungleich schwieriger
vorzunehmen. Im Thy-1-Modell konnten ca. 6-8 mature Spines pro 40um (ca. 0,2
Spines/um), je nach Geschlecht und Lokalisation, gezahlt werden. Damit ergab sich ein
prozentualer Anteil der maturen Spines an der Gesamtspinezahl von ca. 5-10%.

Anhand der vorliegenden Arbeit wird jedoch deutlich, welch groR3er Fluktuation, d.h.

Plastizitat, die maturen Spines unterliegen.
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Es wurde bereits festgestellt, dass diese Plastizitat u.a. von Alter, Krankheit, Lokalisation,
Geschlecht und Zyklusstadium abhangig ist. Damit stellt die Betrachtung der absoluten Zahl
der maturen Spines lediglich eine Momentaufnahme dar und muss als Teil einer Dynamik
gesehen werden. Nicht immer wird in der Literatur eine Unterteilung der Spines
vorgenommen; diejenigen Arbeitsgruppen, die vergleichbar mit dieser Arbeit Spines
differenzierten, beschrieben jedoch &hnliche Werte von ca. 0,1-0,2 maturen Spines/um
Dendritenabschnitt, bzw. einem prozentualen Anteil von um die 10% (Matsuzaki et al. 2001;
Morley u. Mervis 2013). Teils finden sich erheblich abweichende Messungen, so beschreiben
Li und Kollegen ca. 1 maturen Spine/um. Allerdings wurde hier rein morphologisch anhand
der Spinekopfchenausbildung, ohne entsprechende Messung des Durchmessers,
klassifiziert (Li et al. 2012).

Dass sich je nach Lokalisation der untersuchten Dendritenabschnitte die Anzahl der Spines
signifikant unterscheidet, ist aus morphologischen Studien bekannt (s. 1.1.3). Auch hier
konnte festgestellt werden, dass sich basal insgesamt weniger Spines finden, wobei dieser
Unterschied sowohl im geschlechtsibergreifenden Mittel als auch im Mannchen separat
gesehen signifikant ist, nicht jedoch im Weibchen. Interessanterweise ist der Unterschied bei
der Dichte maturer Spines zwischen apikalen und basalen Dendriten jedoch bei beiden
Geschlechtern signifikant. Apikal finden sich fast zweimal so viele mature Spines wie basal.
Dies mag aus den unterschiedlichen synaptischen Eingangen (s. 1.1.2) resultieren.
Erstaunlicherweise waren direkte Vergleiche zwischen der Dichte maturer Spines der beiden
Dendritenbaume bisher kaum Gegenstand von Untersuchungen. Meist wurden Spines
insgesamt gezahlt, oder die ndhere Betrachtung der Morphologie war nur nebensachlich

analysiert worden.

5.5 Spineuntersuchungen tragen zum Krankheitsverstandnis bei

Um den Bogen Uber die methodischen Aspekte zuriick zu den funktionellen Aspekten des
sexuellen Dimorphismus im Hippocampus zu schlieRen, soll abschlieRend die Bedeutung
der Geschlechtsunterschiede maturer Spines und synaptischer Plastizitdt im klinischen
Kontext betrachtet werden. So ist bekannt, dass neben einem physiologischen
altersbedingten Spine- und Spinesynapsenverlust (Dickstein et al. 2013) auch bei
Krankheiten wie Morbus Alzheimer oder den Autismus-Spektrum-Stérungen Veranderungen
der Spinedichte- und Morphologie auftreten (Penzes et al. 2011, Selkoe 2002).

Die Untersuchung geschlechtsspezifischer Krankheitsauspradgungen- und Merkmale ist nicht
neu. Ebenso wurden Unterschiede der kognitiven Leistung bei Nagern und Menschen durch
mehr- oder weniger komplexe Verhaltenstests bereits umfassend beleuchtet (Koss u. Frick
2017).
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Inwiefern ist daher die festgestellte unterschiedliche Dichte der funktionell bedeutsamen
maturen Spines im Kontext von Krankheiten und deren sexuellem Dimorphismus von
Bedeutung? Bei einer Betrachtung geschlechtsspezifischer Pravalenzen von Erkrankungen
fallen zunachst keine eindeutigen Muster auf. So ist die Pravalenz von Autismus oder
Aufmerksamkeits-Defizit-Syndromen in der Adoleszenz bei Jungen héher (Christensen et al.
2016). Manner sind jedoch weniger haufig von Alzheimer-Demenzerkrankungen oder
Schizophrenie betroffen (Gillies und McArthur 2010). Diese Komplexitat resultiert aus einer
Vielzahl anderer Faktoren wie Alter, (Risiko)Verhalten, Genetik oder Stress, die Einfluss auf
Krankheitsentstehung- und Pravalenz nehmen. Somit ist die Ubertragung von Befunden aus
Tiermodellen auf pathophysiologische Mechanismen beim Menschen mit Umsicht
vorzunehmen.

Jedoch kann eine mdglichst umfassende und genaue Grundlagenforschung dazu beitragen
zu klaren, wie diese Faktoren zellulare Mechanismen stéren und wodurch diese Stérungen
(medikament6s) zu verhindern oder gar zu revidieren sind. Ein anschauliches und in dem
Kontext dieser Arbeit relevantes Beispiel ist dabei die Auswirkung von Aromatasehemmern
wie Letrozol. Diese stellen eine Saule der medikamentdésen Behandlung des Brustkrebses
dar und gehen teils mit deutlichen Gedachtniseinschrankungen als Nebenwirkung einher
(Bayer et al. 2015). Wie bereits beschrieben konnte mittels derselben Wirkstoffe und deren
Inhibierung der Estrogensynthese im Hippocampus gezeigt werden, dass die Spineanzahl
und LTP-Amplitude der Weibchen signifikant sinkt (Vierk et al. 2012).

Entsprechend ist zu hoffen, dass auch die Ergebnisse dieser Arbeit einst einen Baustein
eines Verstandnisprozesses bilden, der dabei hilft, neue therapeutische Ansétze zu finden,
0.g. Krankheiten zu behandeln. Beispielsweise wirden Wirkstoffe, die spezifisch die
Zirkulation systemischen Estradiols unterbinden und dabei die hirneigene Synthese nicht

beeinflussen, einen pharmakologischen Meilenstein darstellen.
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5.6 Ausblick

Bisherige in-vitro-Studien, die sich mit dem sexuellen Dimorphismus der Spinemorphologie
im Hippocampus beschéftigt haben, wiesen den Vorteil auf, dass die Zyklizitdt von
Sexualhormonen als Einflussfaktor ausgeschaltet  war. Untersucht man
Geschlechtsunterschiede in-vivo, ergibt sich die Tatsache, dass aus dem Zyklus der
Weibchen signifikante Schwankungen der Werte resultieren. Sowohl systemische gonadale
als auch neuronal synthetisierte Sexualhormone spielen dabei eine Rolle, wobei der
entscheidende Einfluss letzterer in den vergangenen Jahren zunehmend evident wurde.
Folglich wére eine weiterfiihrende Untersuchung, welchen Stellenwert gonadale Steroide
gegenuber Neurosteroiden fir die beobachteten Effekte im in-vivo-Modell der Thy-1-Maus
haben, konsequent und von Interesse. Hierzu kénnten Daten von ovariektomierten bzw.
orchiektomierten Thy-1-Tieren gewonnen und mit den vorliegenden Ergebnissen verglichen
werden. Zudem konnte mit Hilfe von Aromataseinhibitoren wie Letrozol und 5-Alpha-
Reduktasehemmern wie Finasterid auch die Hormonsynthese in-vivo (bestenfalls sowohl bei
gonadektomierten als auch nicht-gonadektomierten Mausen) unterbunden werden und
entsprechende Auswirkungen quantifiziert werden.

Betrachtet man die Befunde zu den Rezeptoren, bleibt zu untersuchen, zu welchem
Zeitpunkt der fur die Entwicklung so wichtigen perinatalen Phase, und auf welchen Einfluss
hin die unterschiedliche Expression der Glutamatrezeptoren entsteht. Hier kdnnten Reihen
zeitlich genauerer in-vivo- und in-vitro-Untersuchungen helfen, nédhere Eingrenzungen zu
erzielen. Zudem sollte die Rezeptorexpression an adulten Weibchen mit zuvor bestimmten
Zyklusabschnitt bestimmt werden, um auch hier Einflisse von Sexualhormonen né&her
abgrenzen zu kdnnen.

Bekanntermafien unterscheiden sich die neuronalen Eingange von CA1-Pyramidenzellen
basal und apikal, worauf man den in den Daten festgestellten lokalisationsabhangigen
signifikanten Unterschied der Zahl maturer Spines zurickfihren konnte. Diese
Differenzierung entfiel bei der untersuchten Rezeptorexpression, da jeweils Proteine des
gesamten Hippocampus, bzw. aller hippocampalen Zellen, gewonnen wurden. Damit kann
der Einfluss anderer Zellarten, wie z.B. von Interneuronen oder Mooszellen, nicht beurteilt
werden. Fur eine weitere Differenzierung kénnten immunhistochemische Methoden genutzt

werden, um mdgliche Unterschiede zu beleuchten.
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Grundsatzlich stellt sich die Frage nach der biologischen Bedeutung des festgestellten
sexuellen Dimorphismus. Stellt die hdhere Dichte maturer Spines bei den Weibchen eine
ReservemalBnahme dar, um die bekannten Schwankungen aus der sexualhormonellen
Zyklizitat auszugleichen? Ware sie schlieSlich im Mittel so hoch wie bei den Mannchen,
wuirde es vermutlich Zyklusstadien geben, in denen die Dichte der maturen Spines weit unter
dem Durchschnitt der Mannchen lage, woraus eventuell ein Nachteil bei Lern- und

Gedéachtnisprozessen resultieren wirde.

Anzustreben ist der direkte Vergleich der gewonnenen Erkenntnisse mit funktionellen LTP-
Studien sowie Verhaltens-, bzw. Gedéachtnisuntersuchungen. In einem idealen Modell
missten hierfir an Tieren der gleichen Spezies und Zuchtlinie und des gleichen Alters
Verhaltensmuster und Gedéachtnisleistungen in standardisierten Verfahren verglichen
werden, um im Anschluss die Spinemorphologie, Rezeptorexpression und die LTP an der
gleichen hippocampalen Region zu bestimmen. Vorstellbar wére z.B., aus den Gehirnen
adulter Thy-1-M&use akute Schnitte zur LTP-Bestimmung zu gewinnen und diese danach
immunhistochemisch auf Rezeptorexpression und Spinemorphologie zu untersuchen. Mit
einer solch umfassenden Betrachtung kénnten weitere Aussagen bzgl. der grundsatzlichen

biologischen Bedeutung dieses sexuellen Dimorphismus getroffen werden.
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6. Zusammenfassung

Ein sexueller Dimorphismus der Dichte maturer Spines an Dendriten hippocampaler CA1-
Pyramidenzellen ist aus in-vitro-Studien bekannt. Zudem gibt es funktionelle
Geschlechtsunterschiede, welche sich bei der LTP- und LTD-abh&ngigen synaptischen
Plastizitat und der ihr zugrunde liegenden Mechanismen zeigen, wobei insbesondere

neurosteroidalen Einfliisse eine zentrale Rolle zukommt.

Durch die vorliegende Arbeit sollte untersucht werden, inwiefern sich dieser sexuelle
Dimorphismus in-vivo widerspiegelt und es eine korrelierende Verteilung der am LTP
beteiligten Rezeptoren von AMPA (Subtyp GIuR1) und NMDA (Subtypen NMDARL1 und
NMDARZ2A/B) sowohl bei Mausen als auch bei Ratten gibt.

Hierzu wurde die Spinedichte und -Morphologie hippocampaler CA1-Neurone in-vivo
fluoreszenzmikroskopisch anhand von Gewebeschnitten aus dem Thy-1-Mausmodell
untersucht. Des Weiteren wurden in-vivo und in-vitro gewonnene hippocampale Proteine

bzgl. der Glutamatrezeptorexpression im Geschlechtsvergleich analysiert.

Wahrend sich die Gesamtzahl der untersuchten Spines nicht unterschied, wiesen Weibchen
signifikant mehr mature Spines auf als Mannchen, dies sowohl am apikalen als auch basalen
Dendritenbaum hippocampaler CAl-Pyramidenzellen. Zudem konnte gezeigt werden, dass
sich die Verteilung der (maturen) Spines signifikant zwischen dem apikalen und basalen

Dendritenbaum unterscheidet.

Die Expression beider untersuchter NMDA-Rezeptorsubtypen war in-vivo (adult) bei den
Weibchen signifikant starker als im Mannchen, so auch z.T. in-vivo (P0) sowie in-vitro (Ratte,
P0). Beim GluR1-Subtyp des AMPA-Rezeptors wurden keine klaren Unterschiede gesehen,
wenngleich die Expression einen Trend zugunsten einer hdheren Expression bei den
Weibchen aufwies. Dabei scheint sich der sexuelle Dimorphismus zeitlich in der perinatalen

Phase der Entwicklung auszupragen.

Zusammenfassend zeigte sich im Thy-1-Modell ein sexueller Dimorphismus unter in-vivo-
Konditionen. Die Glutamatrezeptoruntersuchungen konnten diesen zum Teil auf funktioneller
Ebene bestéatigen. Grundlegend konnte dargelegt werden, dass sich die bisherigen in-vitro-

Erkenntnisse, zumindest unter Teilaspekten, auch unter in-vivo-Bedingungen widerspiegeln.
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7. Summary

A sexual dimorphism regarding the density of mature spines of hippocampal CA1 pyramidal
cells is known from in vitro studies. There are also clear-cut sex-dependent differences in
functionality which can be observed in LTP and LTP dependant synaptic plasticity and its

mechanisms for example.

This study was designed to explore whether the above-described sexual dimorphism can be
seen in vivo and whether there is a corresponding distribution of LTP associated AMPA
(subunit GIuR1) and NMDA receptors (subunits NMDAR1 and NMDAR2A/B) in mice and

rats.

For this, spine density and spine morphology were studied in hippocampal tissue slices from
Thy-1 mice using fluorescence microscopy. Additionally, protein lysates which were won in
vivo and in vitro were analysed in terms of a sexual dimorphism in glutamate receptor

expression.

There was no difference in total spine density between males and females. However,
females had a significantly higher number of mature spines compared to males. This held
true for apical as well as basal CA1l pyramidal cells. Furthermore, there was a significant

difference in (mature) spine distribution between the apical and basal dendritic tree.

Both NMDA receptor subunits showed a significantly higher expression in adult females
compared to males in vivo. Significant differences were also shown in part at the perinatal
(P0O) stage in vivo and the perinatal (P0O) stage in vitro (rats). No differences were seen in the
expression of AMPA subunit GIuR1. However, there was a trend in data towards a higher
expression in females. Sexual dimorphism seems to take shape in the perinatal stage of

development.
Altogether, an in vivo sexual dimorphism was shown using the Thy-1 model. The dimorphism

was seen in correlating functional analyses. Thus, existing in vitro results were confirmed by

in vivo studies, at least to some extent.
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