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Einleitung

Der ontogenetische Reifeprozess in Saugetieren wird durch immense
Veranderungen im endokrinen System begleitet. Er umfasst nicht nur die
Geschlechtsreifung im eigentlichen Sinne, auch zahllose hormonelle und neuronale
Veranderungen im Gehirn gehen mit ihm einher. Einen einheitlich definierten
Zeitraum, bzw. eine klare Abgrenzung der einzelnen Entwicklungsstufen, gibt es
jedoch bisher nicht. Die Mehrheit der Studien, welche sich mit den Veranderungen
wahrend der Pubertat beschaftigen (Sisk and Zehr, 2005), definiert den Abschluss
der Adoleszenz als Zeitpunkt, an dem die sexuelle Reifung abgeschlossen ist. So
variieren die Angaben liber den Beginn des Erwachsenenalters flir Ratten zwischen
rund 60 bis 80 Tagen nach Geburt (Choi et al., 1992; Andersen et al., 2003; Jankord
et al., 2011). Es ist hingegen weniger umstritten, dass die Phase der Adoleszenz mit
einem verminderten Risikobewusstsein, einer erhohten Empfanglichkeit fir
Drogenmissbrauch und einer generell gesteigerten Neugier einhergeht (Spear,
2000; Kelley et al., 2004). Diese Beobachtungen lassen sich mit der Periode des
Verlassens der sozialen Einheit und des Losens aus dem schiitzenden Familienbund
gut in Einklang bringen und sind im Speziellen fir die gangigen Tiermodelle, wie
Ratte und Maus, filir verschiedene Hirnregionen und Neurotransmitter-Systeme
naher beleuchtet worden (Spears and Brake, 1983; Hefner und Holmes, 2007, Shen
et al., 2010; McCallum et al., 2010). Dennoch sollte erwdhnt werden, dass diese
Phase des Umbruchs zwischen Kindheit und Erwachsensein ein eher gering
erforschtes Feld umschlieBt. Die Rolle der Sexualhormone ist in diesem
Zusammenhang ebenfalls oftmals Gegenstand der Forschung. So ist das
Steroidhormon Ostrogen und dessen Einfluss auf das Gedachtnis, das Lernen, sowie
dessen Funktion als Sexualhormon bereits in vielen Studien untersucht worden. Da
es sich hierbei um das wichtigste weibliche Sexualhormon handelt, wurde bisher
das Hauptaugenmerk der Untersuchungen auf Frauen und weibliche Tiermodelle
gelegt. Es ist dennoch mittlerweile bekannt, dass ,geschlechtsspezifische” Hormone

auch im entgegengesetzten Geschlecht weitreichende Auswirkungen haben
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(Gagnidze and Pfaff, 2009; Wu et al., 2009). So finden sich einige Studien, die sich
mit den schnellen und nichtgenomischen Effekten in mannlichen Tieren
verschiedenster Spezies befassen (Hamster: Hayden-Hixon and Ferris, 1991; Ratte:
Cross and Roselli, 1999; Maus: Trainor et al., 2007, 2008; Goldfisch: Lord et al.
2009). Die geringe Anzahl dieser Untersuchungen zu verschiedenen
Ostrogenabhdngigen Verhaltensdanderungen in mannlichen Tieren, sowie die
teilweise unterschiedlichen Ergebnisse im Vergleich zu weiblichen Tieren, kénnte
darauf zuriickzufiihren sein, dass der Ostrogenspiegel in letzteren weit hdher ist
und auBerdem hohen Schwankungen unterliegt (Cornil and Charlier, 2010). Daher
scheint es auch nicht Uberraschend, dass Effekte zum Einfluss dieser
Sexualhormone zum groRten Teil in Tieren untersucht werden, denen die
Keimdrisen entfernt wurden. Dies wiederum hat den Nachteil, dass zwar durch das
exogene Zufiihren der Hormone direkte Effekte zu beobachten sind, diese aber
jedoch mit hoher Sorgfalt interpretiert werden sollten. Es kann in diesem Falle
davon ausgegangen werden, dass das gesamte Gleichgewicht vieler voneinander
abhangiger Faktoren beeinflusst wurde (Anton-Tay et al., 1968; Renner et al., 1985).
Ostrogen ist zum Beispiel eng mit dem neurotrophen Wachstumsfaktor BDNF
(brain-derived neurotrophic factor) verknipft, beide sind bekannt fiir ihre Funktion
zum Schutz und Erhalt, aber auch zur Regeneration nach einer Schadigung von
neuronalen Zellen, sowie zur Regulation von Transmittersystemen (Arimatsu et al.,
1986; Lindsay et al., 1988; Chowen et al.,, 1992; Singer et al., 1996). Die Co-
lokalisation von Ostrogenrezeptoren und BDNF-Rezeptoren (TrkA und TrkB) konnte
erstmals in Neuronen des basalen Vorderhirn, dem Cerebral-Cortex und dem
Hippokampus von Ratten und Méausen beider Geschlechter nachgewiesen werden
(Miranda et al., 1993), was zelluldre Interaktionen in Abhangigkeit von den Liganden
zulasst. Hinweise auf Interaktionen auf der hormonellen Ebene, auch in anderen
Hirngebieten, ergaben sich aus Studien in ovarektomierten Tieren nach exogener
Gabe von Ostradiol; diese zeigten eine erhéhte BDNF Expression im Hippokampus

(Gibbs, 1999; Allen and McCarson, 2005; Zhou et al., 2005), im Cortex (Sohrabji et
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al., 1995, Allen and McCarson, 2005) und in der Amygdala (Liu et al., 2001; Zhou et
al., 2005).

Auch in die Regulation der Stressantwort (Abbildung 1) ist Ostradiol involviert. Stért
ein exogener Stressor, oder eine interne Veranderung, die Homoostase des
Organismus, so wird im Hypothalamus das Corticotropin-releasing Hormon (CRH)
vom paraventricularen Nukleus gebildet. Dieses wirkt auf die Hypophyse und
veranlasst dort die Ausschiittung des adrenokortikotrophen Hormons (ACTH), das
wiederum auf die Nebennierenrinde wirkt und diese zur Freisetzung von
Kortikosteron anregt. Das Stresshormon wirkt dabei auf den Energiehaushalt des
Organismus, das Herz-Kreislauf-System, unterdriickt verschiedene Funktionen des
Immunsystems und wirkt mittels Feedback-Reaktion hemmend auf die
sekretorischen Zellen des Hypothalamus und der Hypophyse (Whitnall, 1993). Diese
negative Rilckkopplung auf die Aktivitat der HPA-Achse ist ein wichtiger
Kontrollmechanismus fiir die Regulation der Stressantwort (Keller-Wood and
Dallmann, 1984). Ein Zusammenhang zwischen Sexualhormonen und der Regulation
der Stressreaktion ist seit einiger Zeit ebenfalls ein Thema der Forschung. So haben
bereits Lesniewska et al. 1990 eine erhdhte Reaktion der HPA-Achse in weiblichen
Tieren im Vergleich zu mannlichen Tieren gefunden; sowie einen stimulierenden
Einfluss von Ostrogenen, bzw. einen hemmenden Einfluss von Androgenen. Auch
ein geschlechtsspezifischer Unterschied in der Konzentration von ACTH und
Kortikosteron als Reaktion auf einen Stressor wurde nachgewiesen (Gaskin et al.,
1970; Handa et al., 1994). Eine erhohte Ausschittung dieser beiden Hormone in
weiblichen Tieren konnte sowohl an einer stiarkeren Resonanz auf Stress, als auch
auf eine geringere Rickkopplungsreaktion zuriickzufiihren sein (Burgess and Handa,

1992).
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HPA-Achse (links): Wirkt ein Stressor auf den Organismus, fihrt dies zur
Ausschittung von CRH durch den Hypothalamus. CRH initiiert die
Ausschittung von ACTH in der Hypophyse, welches die Nebennierenrinde
zur Freisetzung von Kortikosteron anregt. Kortikosteron reguliert tber eine
Feedback-Hemmung die weitere Sekretion von CRH im Hypothalamus,
sowie ACTH in der Hypophyse und setzt die Stressantwort durch den
Metabolismus in Gang.

HPG-Achse (mittig): CRH regt die Hypophyse ebenfalls zur Bildung von LH
und FSH an, welches die Sekretion von Ostradiol bzw. Testosteron durch die
Gonaden anregt. Ostradiol wiederum aktiviert tiber eine positive Feedback-
Reaktion die CRH-Ausschittung und reguliert ebenfalls sympatho-adrenale
Signalwege der Hypophyse.

Einfluss auf kognitive Funktionen (rechts): Sowohl Kortikosteron, BDNF, als
auch die gonadalen Steroide, wirken mittels spezifischer Rezeptoren auf die
synaptische Plastizitit und beeinflussen die kognitive Verarbeitung
eingehender Informationen.

Zusammenfassend ist zu erwdhnen, dass der Zusammenhang zwischen Stress und

der Aktivierung der HPA-Achse derart klar und vorhersehbar ist, dass im Laufe der

Zeit der Begriff ,Stress” und dessen Quantifizierung, mit der Erhohung der ACTH-

und Kortikosteron-Konzentrationen im Blutplasma (als messbarer Wert fur den
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Grad an Stress) gleichgesetzt wurde. Die Differenzierung zwischen forderlichem
und schadigendem Stress blieb dabei meist unbericksichtigt (Whitnall, 1992). So ist
der Begriff ,Stress” nicht immer gleichzusetzen mit einem negativen Einfluss auf
den Organismus. Im Falle der Konfrontation eines Individuums mit einer
herausfordernden Situation, von maRiger Dauer, die durch das Individuum
beherrschbar bleibt, konnten sowohl positive Effekte auf das Lernen, als auch der
Gedachtnisleistung aufgezeigt werden. Da das Gehirn, neben peripheren Organen,
die im Wesentlichen den Energiehaushalt regulieren, ein Zielgebiet darstellt in dem
,Stress” verarbeitet wird, bzw. in dem die Stresshormone wirken, ist es nicht
Uberraschend, dass ein direkter Zusammenhang zwischen der Lernleistung und der
stressrelevanten Verarbeitung von &duBeren und inneren Einflissen hergestellt
werden kann. Die gehirnsystemischen und zelluldaren Mechanismen sind allerdings
noch wenig verstanden. Die Rolle von Kortikosteron, besonders unter dem Aspekt
kritischer Zeitfenster in denen eine Hemmung oder Forderung von Gedachtnis
stattfindet, ist dabei noch am besten untersucht (Roozendaal, 1999; McGaugh and
Roozendaal, 2002). Der prafrontale Cortex, die Amygdala, sowie der Hippokampus
sind hier die wesentlichen involvierten Gehirnregionen (Jacobson and Sapolsky,
1991; McGaugh and Roozendaal, 2002). Kortikosteron kann von zwei verschiedenen
Rezeptoren gebunden werden, zum Einen von dem Glukokortikoid-Rezeptor (GR),
und zum Anderen vom Mineralokortikoid-Rezeptor (MR); beide Rezeptoren sind in
allen Regionen des Hippokampus und des Gyrus dentatus in der Ratte

nachzuweisen.

Die Verbindung des enthorinalen Cortex Gber den Tractus perforans mit dem Gyrus
dentatus, stellt die Eingangsstruktur der trisynaptischen Schleife (Gyrus dentatus -
CA3 - CA1), Uber die hauptsachlich sensorische Informationen eingehen, dar.
Versuche zur synaptischen Plastizitat (Alger and Teyler, 1976; Leutgeb et al., 2004)
und raumlichem Lernen (Tsien et al., 1996; Leutgeb et al., 2005) legen es nahe, dass
in diesen Teilregionen die Information unterschiedlich verarbeitet und dann von der
CA1 zurick an den enthorinalen Cortex gesendet wird (Fyhn et al., 2004). Die

Funktion des Hippokampus als Schaltzentrale fiir Gedachtnisbildung,
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Transformation von Kurzzeit- in Langzeitgedachtnis, raumliches, episodisches und
kontextabhadngiges Lernen und andere Prozesse, beruht unter anderem auf der
Fahigkeit synaptische Verbindungen neu zu bilden, zu festigen, oder auch
aufzulésen. Diese synaptische Plastizitat umfasst die Veranderung der Anzahl und
Form der Synapsen, aber auch ihre langfristige ,Ubertragungsfihigkeit”; die
Langzeitpotenzierung (LTP) und die Langzeitdepression (LTD) (Bear and Malenka,
1994; Bear und Abraham, 1996). Beide Mechanismen, die langfristig erhohte (LTP)
als auch die langfristig erniedrigte (LTD) Transmission, spielen bei der
hippokampusabhangigen Speicherung von Informationen in das Langzeitgedachtnis
eine Rolle (Kandel, 2001; Malleret et al., 2001; Martin and Morris, 2002; Kemp and
Managhan-Vaughan, 2004), wobei diese regionsspezifisch unterschiedlich ist. Es ist
nicht auszuschlieRen, dass beide Formen der Plastizitdt an einer Synapse wirksam
werden kénnen, einerseits zur Speicherung unterschiedlicher Informationen und
evtl. als Schutz gegen die gegenseitige Storung, bzw. Uberlagerung von
Gedachtnisspuren (Nicholls et al., 2008). Das dopaminerge System spielt bei der
synaptischen Plastizitat der CA1-Region des Hippokampus und beim Neuerwerb von
Wissen eine wichtige Rolle. Das Zentrum Dopamin-produzierender Neurone liegt in
der ventralen tegmentalen Region (VTA). Die VTA und der Hippokampus bilden
zusammen eine sogenannte Funktionsschleife zur Erkennung neuer, relevanter
Informationen und speichern diese dann ins Langzeitgedachtnis (Lisman and Grace,
2005). Innervationen vom Locus coeruleus, dem wichtigsten Zentrum
noradrenerger Aktivitdt, zum Hippokampus und Gyrus dentatus werden, als in die
Regulation von Aufmerksamkeitszustanden und deren Fokussierung involviert,
angesehen (Friedman and Goldman-Rakic, 1988; Sara, 2009). Die Unterscheidung
von Langzeit- (LZG) und Kurzzeitgedachtnis (KZG), oder auch Referenz- und
Arbeitsgedachtnis, besteht nicht nur in der Dauer der Speicherung der Information,
friihere Untersuchungen zeigten z.B. Unterschiede in den Kodierungssystemen der
beiden Formen (KZG - akustische Kodierung, LZG — semantische Kodierung;

Baddeley, 1966a, 1966b).
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Da die Induktion einer LTP synaptischer Zellen weitgehend mit der Induktion einer
Langzeitspeicherung neuer Informationen gleichgesetzt wird, ist dies eine
experimentell gut entwickelte und vielfach angewandte Methode, um dieses
Phanomen genauer zu beleuchten. So ist heute bekannt, dass sich die LTP in eine
kurzfristige (weniger als 3 Stunden), Proteinsynthese-unabhidngige, und eine
langfristige (mehr als 8 Stunden), Proteinsynthese-abhédngige Form unterteilen lasst
(Krug et al., 1984; Bliss and Collingridge, 1993; Kandel, 2001; Malenka and Bear,
2004). Durch das Modell der spaten assoziativen LTP konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass nicht nur ein starker, kiinstlicher Stimulus (starker Tetanus) in einem
synaptischen Eingang die langfristige Erhohung (> 6h) der synaptischen
Potenzierung herbeifiihren kann, auch die Verknlpfung zweier unabhéangiger
Eingange, von denen einer mit einem starken und der andere mit einem
schwachen, kiinstlichen Stimulus (schwacher Tetanus, der eine frihe LTP < 6h
induziert) zu einer spaten LTP in beiden Eingdangen fiihrt. Ein vergleichbarer Effekt
tritt auf, wenn eine frithe LTP elektrisch induziert wird und das Tier mit einer
kognitiven oder emotionalen Herausforderung (Korz et al., 2003) innerhalb eines
engen Zeitrahmens, um den Zeitpunkt der Tetanisierung herum, konfrontiert wird
und die Verhaltensstimulation spezifische Anforderungen erfillt (Straube et al.,
2003, Korz et al., 2004). So konnte z.B. fiir ein Paradigma zum raumlichen Lernen,
das Holeboard, gezeigt werden, dass erst ab einer bestimmten Anzahl von
Trainingsdurchgangen (etwa 8) diese Verstarkung der LTP hervorgerufen wird. Ein
schwicheres wie auch ein Ubertraining der Tiere fiihrt dagegen zu keiner LTP-
Verstarkung. Die o.g. Anzahl an Trainingsdurchgangen ist ebenfalls nétig, um das
raumliche Referenzgedachtnis (entspricht dem LZG) initial, also noch
hippokampusabhéangig, auszupragen (Korz et al., 2005). AuRerdem konnte in dieser
Studie nachgewiesen werden, dass diese Verstarkung nur in Verbindung mit einer
Neubildung des Referenzgedachtnisses induziert werden kann, nicht aber in Tieren,
die bereits trainiert sind und somit ein Referenzgedachtnis fir die entsprechende
Aufgabe aufweisen; und die Information bereits wesentlich im Cortex abgelegt ist.

Da, sowohl die Ausbildung des Referenzgedachtnisses, als auch die Verstarkung der
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LTP, von der Synthese neuer Proteine abhangig sind, lasst sich schlussfolgern, dass
es sich hierbei moglicherweise um die selben Proteine handelt, oder zumindest ein
Proteinpool vorliegt, aus denen die Synapsen ihre spezifisch benétigten Proteine
beziehen (Korz et al., 2005). Allerdings konnten weder der Mechanismus der
synaptischen Zielfindung noch die Plastizitats-relevanten Proteine bisher genauer
bestimmt werden. Die friiheren Untersuchungen legen jedenfalls nahe, dass
Steroidrezeptoren direkt und/oder durch die Regulation der Transkription ihrer
Zielgene in diese Prozesse involviert sind. Um nun einen genaueren Einblick in die
hormonelle und genetische Alternation zu erlangen, die beim Hippokampus-
abhédngigen rdaumlichen Lernen stattfindet, wurde in den folgenden Studien das
selbe Holeboard-Trainingsparadigma, wie in den friiheren Studien, verwendet. Das
Holeboardtraining geht auf Boissier und Simon (1962) zuriick. Es besteht aus einer
offenen Arena, in der sich in regelmaRigen Abstanden Vertiefungen befinden, in
denen Futter versteckt werden kann. Ein Vorteil dieser Lernaufgabe liegt darin, dass
neben der allgemeinen, urspriinglichen Messung von explorativem Verhalten, eine
parallele Auswertung des Arbeits- und Referenzgedachtnisses moglich ist. Das
Arbeitsgedachtnis reprasentiert das Kurzzeitgedachtnis (KZG), wahrend das
Referenzgedachtnis das rdaumliche Langzeitgedachtnis (LZG) reprasentiert. Es
handelt sich hierbei um eine Form des raumlichen Lernens durch Belohnung, in dem
das Tier innerhalb des Lernversuches die Aufgabe hat, Futter zu finden. Das Tier
erlernt Uber eine bestimmte Anzahl von Versuchsdurchgangen (im vorliegenden
Versuch 10 Durchgidnge verteilt GUber 3 Tage) ein festes Muster an bekdderten
Lochern. Dadurch ist es moglich, eine differenzierte Aussage Uber das KZG
(Lernerfolg innerhalb eines Durchgangs) und das LZG (Lernerfolg Giber den gesamten
Versuchsverlauf) zu treffen. Ein Lernerfolg wird in diesem Paradigma Uber die
Verringerung der Anzahl der Fehler gemessen. Die Anzahl der
Arbeitsgedachtnisfehler (AGF) lasst demnach Rickschliisse auf das KZG zu, die
Anzahl der Referenzgedachtnisfehler (RGF) dagegen auf das LZG. Neben diesen
Vorziigen ist es notwendig, zur Steigerung der Motivation, sowie zur Losung der

Aufgabe, dem Tier vor Beginn der Lernaufgabe Futter zu entziehen. Dies kann
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zusatzlichen Einfluss auf die Regulation verschiedenster Mechanismen haben. So ist
bereits bekannt, dass die Futterdeprivation an sich, bereits einen Stressor darstellt
und die HPA-Achse aktivieren und somit auch die erhohte Ausschittung von
Kortikosteron und ACTH bedingen kann (Yoshihara et al., 1996; Heiderstadt et al.,
2000; Fazaa et al., 2000; Chang et al., 2002). Genn et al. (2003) konnten jedoch
widerlegen, dass der Entzug von Futter angststeigernd wirkt und weder Defizite im
,elevated Plus-Maze’, noch im ,social interaction Test’ nachweisen. Im Gegenteil, die
mannlichen Versuchstiere zeigten eine erhohte lokomotorische Aktivitat und ein
gesteigertes Erkundungsverhalten fur die unsichereren, offenen Arme des Mazes.
Dies liel sie zu der Schlussfolgerung kommen, dass die Motivation, nach Futter zu
suchen, starker ist, als der Angstreflex. Die weiblichen Versuchstiere hingegen
zeigten eine weniger starke Reaktion, wobei wiederum die adoleszenten Weibchen
zwar ein hoheres Angstverhalten als die Mannchen zeigten, dies in adulten
Weibchen jedoch noch starker ausgepragt war. So nehmen Genn et al. (2003) an,
dass auch in diesem Zusammenhang gonadale Hormone eine Rolle spielen,
genauer, dass die weiblichen Sexualhormone die von mannlichen Tieren gezeigten
Verhaltensweisen unterdriicken. Die Funktion und Verteilung eben jener gonadalen
Steroide im Gehirn scheint ubiquitar zu sein. So ist, neben direkten Effekten bei
Weibchen, bereits auch bekannt, dass das mannliche Sexualhormon Testosteron
mittels des Enzyms Aromatase in Estradiol umgewandelt werden kann (Ryan et al.,
1972; Roselli et al., 1985; Garcia-Segura, 2003, 2008). Diese Umsetzung scheint
sowohl fiir die Regulation des Testosteron-, als auch Ostradiolgehaltes im Gehirn,
fur die geschlechtsspezifische Differenzierung verschiedener Gehirnregionen und
auch fir das Sexualverhalten eine wesentliche Rolle zu spielen (MacLusky and
Naftolin, 1981; Hutchison, 1991; Ball and Balthazart, 2004; Fusani and Gahr, 2006).
Auch eine Beteiligung von Aromatase an kognitiven Prozessen konnte
nachgewiesen werden. So fand man, dass der Beeintrachtigung raumlichen Lernens,
hervorgerufen durch die Gabe von Testosteron, mittels Inhibierung der Aromatase-
Aktivitat entgegengewirkt werden kann (Moradpour et al., 2006). Eine generelle

Verbesserung des Arbeitsgedachtnisses durch die systemische Verabreichung von
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Aromatase-Inhibitoren konnte ebenfalls gezeigt werden (Alejandre-Gomez et al.,
2007). So scheint, zumindest in mannlichen Tieren, eine Vielzahl von Ostrogen-
vermittelten Mechanismen durch die Inhibierung der Aromatase beeinflusst zu
werden (Kretz et al., 2004; Prange-Kiel and Rune, 2006; von Schassen, 2006), was
darauf schlieRen l3sst, dass hier das cerebrale Ostrogen weitgehend aus der
Aromatisierung von Testosteron hervorgeht. Garcia-Segura (2008) vermutet eine
geschlechterspezifische Rolle der Aromatase fiir die synaptische Plastizitdt und
ebenso einen spezifischen Bezug zu kognitiv relevanten Gehirnarealen. Die
Aromataseexpression im Saugerhirn konnte bereits flir Areale wie den cerebralen
Cortex, die Amygdala, den Hippokampus, das Septum u.a. nachgewiesen werden
(Foidart et al., 1995; Roselli and Resko 1997, 2001; Wagner et al., 1997). Fir eine
Verknlipfung zwischen Aromatasefunktion und der Modulation von Neuronen ist
beschrieben, dass das Enzym in der Pra-Synapse vorliegt und dass das neu
synthetisierte Ostrogen entweder an postsynaptische Ostrogen-Rezeptoren bindet
(Towart et al., 2003; Milner et al., 2005), oder direkt in der Pra-Synapse durch die
Bindung an Ostrogen-Rezeptoren auf die Ausschiittung von Neurotransmittern

wirkt (Hart et al., 2007; Woolley, 2007).

Doch all diese Steroidhormone (Kortikosteron, Estradiol, Testosteron; Abbildung 2)
bendtigen spezifische Rezeptoren, um ihre vielzahligen Funktionen auszuliben.
Kortikosteron bindet, wie oben erwdhnt, an zwei verschiedene Rezeptoren, den
Glukokortikoid- und den Mineralokortikoid-Rezeptor (GR, MR). Estradiol stehen
ebenfalls mindestens zwei verschiedene Rezeptoren zur Verfiigung, die Ostrogen-
Rezeptoren Alpha und Beta (ERa, ERB). Das Steroidhormon Testosteron interagiert

Uber den Androgen-Rezeptor (AR).
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Abbildung 2 Ausschnitt aus der Biosynthese der Steroidhormone: Das Progesteron ist
sowohl die Ausgangsverbindung fiir die Synthese von Kortikosteron, als
auch fiir die Androgene; wie Androstenedion und dessen Derivat
Testosteron. Aus Testosteron geht wiederum mittels Aromatase das
Ostrogen Estradiol hervor.

Allen Rezeptoren ist gemein, dass sie nach Bindung des Liganden entweder eine
schnelle zellulare Signalkaskade auslésen kénnen, oder selbst, durch Bindung an
entsprechende Promotoren, die Expression von Zielgenen induzieren, also als

Transkriptionsfaktoren wirken (Evans, 1988; siehe Abbildung 3).

Die Kortikoid-Rezeptoren (Reul and DeKloet, 1985) gehoren zu der, im Gehirn
weitverbreiteten, Uberfamilie der nukledren Rezeptoren, deren Funktion als Ligand-
aktivierte Transkriptionsfaktoren bereits von Mangelsdorf et al. (1995) beschrieben
wurde. Beide sind in hoher Dichte im Hippokampus colokalisiert (Van Ekelen und
DeKloet, 1992; Han et al., 2005), sind aber auch in der Amygdala oder dem
Prafrontalen Cortex nachweisbar (Oitzl et al., 2010). Sie liegen bei Abwesenheit
ihres Liganden in grolRen Proteinheterokomplexen vor. Diese werden z.B. durch
Chaperon-Proteine, wie Hsp90 oder p23, gebildet und stabilisieren den Komplex im

Cytoplasma der Zellen. Wird ein Ligand gebunden, kommt es zu einer
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Konformationsdanderung des Komplexes und dieser wird, mit Hilfe der Mikrotuboli
des Cytoskeletts, in den Zellkern transportiert. Hier bindet der Ligand-Rezeptor-
Komplex an das Glukokortikoid-Bindemotiv (Glukokortikoid response element, GRE)
des Promotors der entsprechenden Zielgene und induziert deren Transkription
(Pratt et al.,, 2004; Nishi and Kawata, 2006). Es wird angenommen, dass die
regionalen Unterschiede der Regulation auf unterschiedliche
Transportmechanismen zuriickzufiihren sind; hippokampale Zellen weisen etwa ein
eigenes Expressionsmuster flir die Komponenten des Chaperon-Komplexes auf
(Arnold and Trojanowski, 1996). Beide Rezeptoren bilden in ihrer Funktion als
Transkriptionsfaktor Dimere (,transactivation‘), als Monomere kénnen sie jedoch
(vorzugsweise GR) andere Transkriptionsfaktoren in ihrer Funktion beeinflussen
(,transrepression). Flir die hippokampale Formation konnte in allen vier
Unterbereichen (CA1, CA2, CA3, DG) sowohl eine hohe Dichte an MR, als auch (in
den Unterbereichen CA1, CA2 und DG) an GR nachgewiesen werden, nur in der
CA3-Region liegt GR in geringer Dichte vor (Sarabdjitsingh et al., 2009). MR hat im
Vergleich zu GR eine zehnfach héhere Affinitat zu Kortikosteron und ist meist auch
unter homoostatischen Bedingungen abgesattigt (Reul and DeKloet, 1985). GR wird
mit Anstieg der Kortikosteron-Konzentration rekrutiert, demnach wahrend Stress,
oder wahrend der aktiven Phase der circadianen und ultradianen Rhythmik (Windle
et al., 1998). So ist MR hauptsachlich an der Aufrechterhaltung der neuronalen
Integritat und Stabilitdit im Allgemeinen, GR an der schnellen Pufferung der
Stressantwort, der Regeneration und der Speicherung neuer Informationen,
beteiligt (Nair et al., 2004; Roozendaal et al., 2009, Oitzl et al.,, 2010). Allerdings
kann MR durch schnelle Hochregulation ebenfalls wichtige Aufgaben in der akuten
Stressantwort vermitteln. Neben diesen Beobachtungen, welche sich auf die
langsamere, nukledre Funktion der Rezeptoren beziehen, kdnnen diese auch eine
schnelle Reaktion mittels ihrer Rolle als Membran-Rezeptor vermitteln. Sie kénnen
zum Beispiel eine Kortikosteron-induzierte Glutamatausschiittung in der CA1 Region
des Hippokampus bedingen und bieten den Zellen somit eine Moglichkeit, noch

schneller auf einwirkende Stressoren zu reagieren (Karst et al., 2005) und, wenn
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noétig, eine Anderung der Bewiltigungsstrategie (coping strategy) einzuleiten
(Schwabe et al., 2008, 2010). Diese zentrale Funktion in der Regulation der
Stressantwort erfordert eine ausgewogene Balance zwischen den beiden
Rezeptoren (DeKloet et al., 2005; Qitzl et al., 2010). Es konnte zum Beispiel gezeigt
werden, dass eine verhinderte Homodimerisierung der GR, eine selektive
Schwachung des raumlichen Gedachtnisses im Morris-Water-Maze-Paradigma zur
Folge hat. Das MR-gesteuerte Explorationsverhalten dagegen wurde nicht
beeinflusst (Oitzl et al., 2001). AuRerdem wurde der Einfluss der Aktivierung beider
Rezeptoren auf die LTP vielfaltig untersucht; wobei die Aktivierung von GR die
hippokampale LTP inhibiert, die Aktivierung der MR diese hingegen verstarkt
(Pavlides et al., 1995; Pavlides und McEwen, 1999; Smigra et al., 1998). So bewirkt
Stress eine Erhohung von sowohl MR (Gesing et al., 2001), als auch Kortikosteron,
was zu einem Wechsel in der MR-GR-Balance fiihrt und eine Verlangerung der LTP

moglich macht (Korz et al., 2003; Wang et al., 2013).

Der Androgen-Rezeptor gehort ebenfalls zu den  Ligand-aktivierten
Transkriptionsfaktoren und  bindet Testosteron und dessen Derivat
Dihydrotestosteron (DHT). Auch der Androgen-Rezeptor bildet Dimere in seiner
Funktion als Transkriptionsfaktor und bindet an das Androgen-Bindemotiv
(androgen-responsive element, ARE) des Promotors seiner Zielgene, rekrutiert dort
Steroid-Rezeptor-Koaktivatoren, sowie CREB-Bindeproteine und induziert die
Transkription der Gene (Aarnisalo et al., 1998). Neben dieser aktivierenden
Funktion, (iber positiv wirkende Cis-Elemente, kann die Transkription mittels
negativ wirkenden Cis-Elementen unterdriickt, oder auch mittels Protein-Protein-
Interaktionen Uber Trans-Elemente beeinflusst werden (Truss and Beato, 1993;
Beato et al., 1995; Lefstin and Yamamoto, 1998). Die Regulation der Expression ist
ebenfalls divers, so gibt es in der hormonellen Regulation und auch innerhalb der
verschiedenen Hirnareale Unterschiede. In kastrierten madnnlichen Ratten zum
Beispiel, erhoht sich die mRNA-Konzentration des Rezeptors in der Hypophyse und
des praoptischen Areals des Hypothalamus, jedoch nicht in der Amygdala (Handa et

al., 1996). Auch im Hippokampus kann eine hohe Konzentration an AR-mRNA
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nachgewiesen und in die Regulation hippokampaler Funktionen involviert werden
(Beyenburg et al., 2000). So wurde gezeigt, dass Androgene das Lernen und das
Geddchtnis beeinflussen. Die Gabe von Testosteron fiihrte hierbei zu einer
verbesserten Leistung in der Retentionsphase des aktiven Vermeidungslernens in
mannlichen Mausen, diese Wirkung lasst jedoch mit steigendem Alter nach (Flood
et al., 1992). Kumar und Thakur (2004) zeigten, dass AR in mannlichen Tieren hoher
konzentriert ist, als in weiblichen Tieren und, dass die Gabe von Testosteron zu
einer Minderung, die Gabe von Estradiol jedoch zu einer Erhohung der AR mRNA-
Konzentration fihrt. Beides war zuriickzufihren auf eine Methylierung, bzw.
Demethylierung der Promotorregion. Die Beeinflussung der Expression von AR
durch Ostrogen wird hierbei nicht direkt iber Ostrogen-Bindemotive in der AR-
Promotorregion vermittelt, sondern koénnte Uber Protein-Protein-Interaktionen
zwischen Ostrogen-Rezeptoren und Sp1l (specificity protein-1) - welches wiederum
Bindemotive im AR-Promotor aufweist - induziert werden (Saville et al., 2000). Auch
diese  Entdeckung unterstreicht die Diversitit und die vielfachen

Wechselbeziehungen zwischen Steroidrezeptoren und modulierenden Proteinen.

Der Kernrezeptor fir das Steroidhormon Estradiol liegt in zwei Subtypen vor: ERa
und ERB. Beide Rezeptortypen weisen eine hohe Affinitat fir Estradiol auf und
binden an demselben DNA-Bindemotiv (Ostrogen-responsive element, ERE). Die
Verteilung beider Rezeptoren im Gehirn unterscheidet sich dagegen. Es gibt
Hirnregionen, die ausschlieBlich ERa oder ERB, aber auch eine Vielzahl an
Hirnregionen, die beide Rezeptoren exprimieren, diese jedoch in recht
unterschiedlichen Dichten. So weist der Hippokampus eine viel geringere Dichte an
ERa, im Vergleich zu ERB, auf (Shughrue et al., 1998). Wilson et al. (2002) wagen die
Unterscheidung, dass ERa in Regionen exprimiert wird, die in die Reproduktion und
das Verhalten, ERB hingegen in Regionen exprimiert wird, die nicht in die
Reproduktion, involviert sind. Die Untersuchungen zur Wechselwirkung beider
Rezeptoren zeigten, dass ERP die negative Feedback-Reaktion von Estradiol auf ERa
verhindert, in dem es Estradiol als Ligand bindet. Ein weiterer Fokus wurde auf den

Einfluss beider Rezeptoren auf das Lernen gelegt. Mit Hilfe von weiblichen Knock-
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Out-Mausen konnte nachgewiesen werden, dass ein Mangel an ERB zu einer
Verschlechterung des raumlichen Lernens fihrt, bzw. ERB aktiv an der Ausbildung
des Referenzgedachtnisses beteiligt ist. Im Gegensatz dazu, kann durch den
Knockout des Ostrogen-Rezeptor a, eine Verschlechterung des raumlichen Lernens
durch zu hohe Estradiol-Konzentrationen verhindert werden. Zusammengefasst
kann gesagt werden, dass der negative Einfluss von Estradiol im Morris Watermaze
durch ERa vermittelt wird und ERB diesem entgegenwirken kann. Oder es ist
denkbar, dass ERa fiir eine emotionale Amygdala-abhangige Form des Lernens
bendtigt wird und ERB im Hippokampus-abhdngigen rdaumlichen Lernen eine

wichtigere Rolle spielt (Fugger et al., 1998; Rissmann et al., 2002).

Auch fir die Ostrogen-Rezeptoren liegen Membran-gebundene Rezeptortypen vor
(mER), diese sind den nukledren Varianten in ihrer Struktur dhnlich und vermitteln
eine sehr schnelle Zellantwort mittels Protein-Kinase-Kaskaden (Levin, 2009;
Abbildung 3). Auch ihr wesentlicher Einfluss auf den Schutz neuronaler Zellen und
die Verhinderung des apoptotischen Zelltod wurde untersucht. So ist heute
bekannt, dass eine erhohte Expression von Membran-gebundenem ERa eine
schiitzende und die von ERP eine schadigende Wirkung zeigt. Eine Storung des ERa :
ERB-Gleichgewichts fiihrt wahrscheinlich zur Phosphorylierung der p38 MAP-Kinase,
welche wiederum die Phosphorylierung von p53 bedingt und, im Weiteren die
Apoptose einleitet (Mendoza et al.,, 2011). Aulerdem scheint, als weitere
SchutzmaRnahme gegen eine weitrdumige Apoptose, die Expression von mERa an
der Zelloberflache, ein wichtiges Signal fiir die Einleitung der Autophagozytose zu

sein (Larsen and Sulzer, 2002).
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Abbildung 3 Funktionswege der Steroidhormonrezeptoren: 1. Das Steroidhormon bindet
an seinen Membran-gebundenem Rezeptor und aktiviert entweder eine
Proteinsynthese unabhangige Signalkaskade; oder vermittelt die
Freisetzung von CREB. CREB bindet im Promotorbereich des Zielgens an das
CRE-Motiv und veranlasst dessen Transkription. 2. Das Steroidhormon
bindet im Zellkern an mogliche Dimere der Rezeptoren (Homo- und
Heterodimere moglich). Der Hormon-Rezeptor-Komplex bindet an das
entsprechende Bindemotiv im Promotor des Zielgens und bedingt dessen
Transkription.

Ziel der vorliegenden Studie war die ndahere Charakterisierung der hippokampalen
Steroidrezeptorregulation unter dem Einfluss des rdaumlichen Lernens. Da in der
vorliegenden Untersuchung signifikante Effekte in der Regulation, besonders des
ERa gefunden werden konnten, lag es in unserem Interesse, diese Wirkung naher zu
bestimmen. Da sich fiir Steroidhormon-Rezeptoren sowohl Membran-gebundene,
als auch nukledre Rezeptortypen nachweisen lassen, war es im Weiteren ein Ziel,
die Bedeutung beider Formen zu differenzieren. In dieser Studie wurde daher
zunachst ein spezifischer ERa-Inhibitor verwendet, das Methyl-piperidino-pyrazol
(MPP). Er blockiert sowohl die transkriptionsaktivierende (genomische) Funktion,
als auch die Membran-Rezeptor-vermittelten Effekte (Uber Signal-Kaskaden sowohl
genomische, als auch nicht- genomische Effekte), mittels Bindung an die Ligand-

Bindungstasche (Sun et al., 2002).
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Da das Absolvieren des Lernparadigmas nicht nur vielfaltige Verdanderungen im
Steroidhormonhaushalt und den spezifischen Rezeptoren induziert und ein
Netzwerk verschiedenster regulatorischer Prozesse aktiviert, wurden neben der
Quantifizierung der relativen Genexpression der hippokampalen Steroidrezeptoren,
ebenfalls die Expression des Aromatase-Gens Cypl9 und des Wachstumsfaktor
BDNF bestimmt. Auf hormoneller Ebene wurden zusatzlich die Konzentrationen von
Kortikosteron, Testosteron und Estradiol detektiert. Um, neben den mRNA-
Konzentrationen der Rezeptoren, ebenfalls Aussagen Uber die Konzentrationen der
jeweiligen Proteinkomplexe treffen zu kdénnen, wurden diese mittels blue native
Western-Blot  analysiert.  Hinsichtlich  der Differenzierung der beiden
Rezeptorformen wurden auBerdem die cytosolische und die Membranfraktion des

hippokampalen Gewebes gesondert analysiert.
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Material und Methoden

Versuchstiere

Flr die Untersuchungen wurden ausschlieRlich mannliche Hannover Wistar-Ratten
verwendet. Diese wurden im institutseigenen Tierhaus gezilichtet und ab einem
Alter von 7, 11, bzw. 23 Wochen in die Studie Ubernommen. Die Tiere des ersten
Versuchsteils umfassten die drei verschiedenen Altersgruppen; 8 Wochen, 12
Wochen und 24 Wochen (Zeitpunkt des Verhaltensversuchs). Diese Tiere gelten als
geschlechtsreif, befinden sich jedoch in unterschiedlichen Stadien der sozialen
Entwicklung. Im Gegensatz zu den 8 Wochen alten Tieren, die sich im Endstadium
der Pubertat befinden (Quinn, 2005; Sengupta, 2012), kdnnen 12 Wochen alte Tiere
als junge Erwachsene definiert werden, die zu diesem Zeitpunkt noch keine
Dominanz ausgepragt haben und spielerisch ihre Rolle in der Gruppe erproben
(Adams and Boice, 1989). Tiere im Alter von 24 Wochen zeigen dieses spielerische
Verhalten nicht mehr, sie sind sozial vollstandig entwickelt und zeigen
Dominanzverhalten (Adams and Boice, 1989). Im zweiten Versuchsteil wurden
ausschlieBlich 8 Wochen alte Tiere fiir das Holeboard-Training verwendet. 21 Tage
nach ihrer Geburt wurden die Tiere von der Mutter getrennt und je finf mannliche
Tiere bis zum Beginn des Experimentes (Zeitpunkt der Implantation der i.c.v
Kanilen) in Kafigen mit den MaBen 59x38x25cm zusammen gehalten. Nach der
Implantation der intracerebroventrikularen Kanile, wurden die Tiere in
Einzelkafigen mit den MaRen 40x25x18cm gehalten. Die Tiere hatten bis zu diesem
Zeitpunkt Zugang zu Futter und Wasser ad libitum und wurden in einem 12h:12h
Lichtregime (Licht angeschaltet ab 6:00Uhr) gehalten. Alle Experimente wurden
nach den Richtlinien der Europdischen Gemeinschaft vom 24. November 1986
(86/609/EEC) durchgefiihrt und von der zustandigen Ethikkommission genehmigt
(Az: 203h-42502-2-952-0vGU).
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Implantation der i.c.v. Kaniile

Jedem Versuchstier wurde eine intracerebroventrikulare Kaniile in den lateralen
Ventrikel der rechten Hemisphadre implantiert. Zuvor wurden die Tiere gewogen
und, mittels intraperitonealer Injektion des Narkosemittels Nembutal (40mg/kg),
anasthesiert. Anschlieend wurde den Tieren, in einer stereotaktischen Operation
(Abbildung 4), die Kanile mit den Koordinaten AP — 0.8; L - 1.5 von Bregma
eingesetzt. Die Kanile wurde an diesem Punkt auf eine Lange von 4mm abgesenkt
und, zusammen mit einer Halteschraube, mit einem Kunststoff-Kaltpolymerisat
(Paladur®, Heraeus, Hanau, Deutschland) fixiert. Die Genesungszeit bis zum Beginn

des Verhaltensversuches betrug stets mindestens 5 Tage.

Abbildung 4 Stereotaktisches Instrument zur Implantation der i.c.v Kaniile
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Pharmakologie

Vorhergehende Versuche zeigten nach der einmaligen Injektion von 1pg
Testosteron (geldst in 5ul Kochsalzlosung mit 40% Propandiol), 30 Minuten vor dem
RetentionsTrial, also 24 Stunden nach Induktion der LTP, einen Effekt auf die spate
Phase der hippokampalen Langzeitpotentierung (LTP). Jedoch konnte kein
Unterschied im Verhalten nachgewiesen werden (Schulz und Korz, 2010). Da ein
moglicher Effekt auf das rdaumliche Lernen auf der zelluldren Ebene stattfinden
konnte, der wiederum einen langeren Wirkungszeitraum erfordert, wurde die
Injektion von Testosteron der gleichen Konzentration zu einem friiheren Zeitpunkt
(24 Stunden vor den RetenstionsTrial) getestet. Hierfir wurden Tiere drei
verschiedener Entwicklungsstufen, also im Alter von ungefdhr 8 Wochen, 12

Wochen und 24 Wochen, untersucht (Abbildung 5).

Teil 1 — Einfluss des raumlichen Lernens auf die Expression verschiedener Gene und Steroidhormonkonzentrationen
in mannlichen Wistar Ratten verschiedener Entwicklungsstufen

I Futterdeprivation I

Erholung Injektion Vehikel

1112131415161 7181 9 | 10 l 11 112
sebut puosy | 1T T 1 11 | I [
PND77/ : TR W
PNDIIGI Habitu- Akquisitionl Akquisition2 Retentions-
ierung trial1-5 trial6-9 durchgang

Abbildung5  Ubersicht des Versuchsablaufs der ersten Teilstudie; Tag 1: Implantation
der i.c.v. Kanile; Tag 5: Wiegen der Tiere und Beginn der Futterdeprivation;
Tag 9: Habituierung an den Experimentator und den Versuchsaufbau; Tag
10 — 12: Holeboard-Training; Tag 11: Injektion des Vehikel nach Abschluss
des neunten Trials; Tag 12: Dekapitierung der Tiere 15 Minuten nach
Abschluss des zehnten Trials.

Die parallel dazu trainierten Kontrollgruppen erhielten 5ul des entsprechenden
Vehikels, 40% Propandiol geldst in isotoner Kochsalzlésung. Aullerdem wurde je
eine zweite, dem Alter entsprechende, Kontrollgruppe mitgefiihrt, die zwar eine
synchrone pharmakologische Behandlung (Vehikel), jedoch kein Training, erhielt.

Die einmalige Injektion von 1pg Testosteron, 24 Stunden vor dem
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Retentionsdurchgang, konnte jedoch ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in
den Verhaltensparametern induzieren. Daher wird in dieser Arbeit nicht weiter auf
die Versuche zum Einfluss von Testosteron auf das raumliche Lernen eingegangen.
Die alters- und trainingsbedingten (Testosteron-unabhangigen) Unterschiede
zwischen den Kontrollgruppen bildeten jedoch die Grundlage fir die

anschlieffenden Untersuchungen und werden in dieser Arbeit ausfihrlich erlautert.

Desweiteren wurden jeweils 4 verschiedene Konzentrationen des Estrogen
Rezeptor a  (ERa) — Antagonisten Methyl-piperidino-pyrazole (MPP) getestet. Die
Konzentrationen betrugen fiir den Antagonisten jeweils 1,5umol; 3,7umol; 7,4umol
und 12,6umol, diese wurden ebenfalls in 5ul Vehikel geldst; hierbei handelte es sich
um Wasser. Demzufolge wurde fiir den Antagonisten sowohl eine trainierte, als
auch eine nicht trainierte Kontrollgruppe parallel mitgefiihrt. Die Injektion des ERa-
Antagonisten erfolgte subchronisch (iber 7 aufeinander folgende Tage (Abbildung
6). Injiziert wurde hierfiir parallel zur Futterdeprivation, 5 Tage vor dem ersten

Trainingstag und wahrend der beiden Trainingstage, jeweils gegen 8:15Uhr.

Teil 2 — Einfluss des ERa-Antagonisten MPP auf das raumliche Lernen, die Expression verschiedener Gene und Steroid-
hormonkonzentrationen in 8 Wochen alten, mannlichen Wistar Ratten

I Futterdeprivation I
I oP | Erholung I Injektion MPP o Vehikel I
EEE AR 7 t
111213141516 17181 9 10 1 11 112
cmmmos T T T T T 1T 1T 11 | | 1
Habitu- Akquisitionl Akquisition2 Retentions-
ierung trial 1-5 trial 6- 9 durchgang

Abbildung 6  Ubersicht des Versuchsablaufs der ersten Teilstudie; Tag 1: Implantation
der i.c.v. Kanile; Tag 5: Wiegen der Tiere und Beginn der Futterdeprivation;
Tag 5 — 11: pharmakologische Behandlung der Tiere zwischen 8:00 und 8:30
(mindestens 30 Minuten vor Beginn des Trainings); Tag 9: Habituierung an
den Experimentator und den Versuchsaufbau; Tag 10 — 12: Holeboard-
Training; Tag 12: Dekapitierung der Tiere 15 Minuten nach Abschluss des
zehnten Trials.

Fiir diese Versuche wurden ausschliellich 8 Wochen alte Wistar Ratten getestet.

Die Injektionen erfolgten mittels Hamilton-Spritzen, durch den Einsatz eines
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flexiblen Schlauches konnten die Tiere sich wahrend der Injektion frei bewegen
(Abbildung 7). Die Volumina von 5ul wurden Uber einen Zeitraum von 5 Minuten
injiziert (1ul/min) um eine gewebeschonende Diffusion ins Hirn zu erméglichen.

Der Injektor wurde nach Beendigung des Injektionsvorganges noch mindestens eine
Minute in der Kanule belassen um eine Substanzmitnahme durch das Herausziehen

zu vermeiden.

Abbildung 7 Injektion mittels Hamilton-Spritze Uber einen flexiblen Schlauch zur
Gewahrleistung der freien Bewegungsfahigkeit der Versuchstiere

Verhaltensversuche

Holeboard

Holeboard —rdaumliches Lernen

Das Holeboard (Abbildung 8) wurde erstmals 1962 von Boissier und Simon
beschrieben und besteht in unserem Versuch aus einer quadratischen Plattform
(1x1m) mit 16 Lochern (@ 7,5cm; 7cm tief). Die Plexiglaswande (50cm hoch) sind

mit weillem Papier verkleidet und mit unterschiedlichen schwarzen Zeichen (eines
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pro Seite) als Orientierungshilfen versehen. Vier der 16 Locher sind in einem festen
Muster mit geruchlosen Futterpellets (dustless precision pellets, 45 mg, BioServ)
bekddert. Die Locher sind auf halber Hohe mit Lichtschranken versehen, deren
Durchbrechen durch die Biobserv Viewer Software angezeigt und im Folgenden als
,Dip“ bezeichnet wird. Mittels dieser Software koénnen zum Einen
Verhaltensparameter, wie die Zeit zum Finden aller Pellets oder die Geschwindigkeit
mit der sich das Tier bewegt, erfasst werden und zum Anderen Lernparameter, wie
der Besuch unbekoderter Locher, oder der wiederholte Besuch eines bereits
besuchten Loches dokumentiert werden.

In jedem Durchgang hat das Tier maximal 2 Minuten, bzw. 120 Sekunden, Zeit, um
sich auf dem Holeboard frei zu bewegen und die vier Pellets zu finden. Ziel des
Trainings ist es, das feste Muster der bekdderten Locher zu erlernen. Bewiltigt das
Tier die Aufgabe innerhalb der vorgegebenen Zeit (findet es alle 4 Pellets in weniger
als 2 Minuten), wird der Durchgang umgehend beendet und das Tier wieder in den
Kafig zurick gebracht. Parallel dazu wird die durchschnittliche Geschwindigkeit mit
der sich das Tier bewegt in [cm/sec] gemessen und ist somit unabhangig von der
Dauer des Durchgangs. Erlernt das Tier Uber die Zeit, bzw. die Anzahl der
Durchgdnge, die Positionen der bekdderten Lécher, und macht weniger Fehler,
nimmt die bendtigte Zeit zum Finden aller Pellets also theoretisch ab. Als Fehler ist
hierbei, sowohl der Besuch eines unbekdderten Loches, als auch der erneute
Besuch eines bekdderten Loches innerhalb eines Durchgangs, definiert. Ersterer
steht in diesem Lernparadigma fiir einen Referenzgedachtnisfehler (RGF) — die
Ratte sollte ebenfalls Lernen, welche die 12 unbekdderten Lochern sind (kein Koder
= keine Belohnung = kein Besuch erforderlich). Der wiederholte Besuch eines
bekdderten Loches ist als Arbeitsgedachtnisfehler (AGF) definiert. Das Tier sollte
sich innerhalb eines Durchganges merken, welches Loch es bereits besucht hat (£
Kurzzeitgedachtnis). Fir den zweiten Teil der Studie wurde auBerdem der
Parameter ,,Dips pro Sekunde” ausgewertet. Hierflir wurden alle Lochbesuche eines
Durchgangs durch die Dauer dieses Durchgangs dividiert. Die Verknipfung der

Daten der Zeit zum Finden aller Pellets, (abnehmende Werte stehen fir



30 | Material und Methoden

zunehmenden Lernerfolg) mit der Anzahl aller Lochbesuche (4 Dips der 4
bekdderten Locher waren optimal), gibt uns die Moglichkeit, Aussagen Uber die

Effektivitat, bzw. Impulsivitat, der einzelnen Versuchsgruppen zu treffen.

Um die Lernparameter statistisch auszuwerten, wurde ein Fehlerindex eingefiihrt.
Der Index wird berechnet als: gesamte Lochbesuche/ (gesamte Lochbesuche +
Fehler). Somit ergibt sich fur die Tiere, die alle 4 Pellets finden und dabei keinen
Fehler machen ein Wert von 1; fir die Tiere, die ausschlieRlich unbekoderte Locher
besuchten (Anzahl Fehler = Anzahl Lochbesuche) ein Wert von 0,5 und fir die Tiere,
die kein Loch besuchen (daher auch keine Fehler machen), der Wert 0 (im Fall
0/(0+0) wurde das Ergebnis auf Null gesetzt).

Dadurch ist es uns moglich, die Tiere, die keine Fehler machen, weil sie sich nicht
auf dem Holeboard bewegen, von denen, die einen fehlerfreien Durchgang

absolviert haben, zu trennen.

Abbildung 8  Holeboard-Test: 4 von 16 Lochern sind in einem festen Muster mit
Belohnungspellets bekddert
Center for Behavioral Brain Sciences, Foto: D. Mahler

Holeboard — Versuchsverlauf

Mindestens 4 Tage vor Beginn des Trainings wurden alle Tiere futterdepriviert. Sie

erhielten in diesem Zeitraum etwa 5g bis 6g Futter pro Tag, so dass zu Beginn der
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Experimente ein Korpergewicht von etwa 80% des Ausgangsgewichtes erreicht
wurde. Wahrend des gesamten Versuchszeitraums wurden die Tiere in
Einzelkafigen (40x25x18cm) gehalten und verblieben im Versuchsraum. Fir die
jeweiligen Trainingsdurchgdange wurden die Tiere vom Kafig auf das Holeboard
gebracht und anschlieffend wieder in ihren Kafig gesetzt.

Am Vorbereitungstag wurden die Tiere 4min. auf das Holeboard habituiert. Das
Training begann jeweils am Folgetag um 9:00Uhr. Ein Durchgang (Trial) betrug
maximal 2 Minuten, oder wurde nach dem Finden aller 4 Pellets gestoppt. Das
InterTrial-Intervall betrug 15 Minuten (siehe Uzakov et al., 2005). Nach jedem Trial
wurde das Holeboard mit 20%igem Ethanol gereinigt und neu bekodert. Das
gesamte Training erstreckte sich (iber drei aufeinander folgenende Tage. Am ersten
Trainingstag erfolgten 5 Trials, am zweiten Tag 4 Trials und am dritten Tag 1 Trial.
Dieser Retentionsdurchgang wurde 24 Stunden nach dem neunten Trial (Tag 2), um
10:00 Uhr am dritten Tag durchgefiihrt. Die Tiere wurden 15 Minuten nach dem
letzten Durchgang dekapitiert und Proben vom Prafrontalen Cortex, dem rechten

Hippokampus und Blutproben genommen.

Open-Field-Test

Open-Field-Test — Quantifizierung des Erkundungsverhaltens

Der Open-Field-Test wird zur Bestimmung des Erkundungs- bzw. des
Vermeidungsverhaltens verwendet. Hierbei wird das natlirliche Bestreben der Tiere
genutzt, sich in sicheren und grofRtmoglichen Schutz bietenden Arealen zu bewegen.
Die Testarena besteht aus einer hellen Freifliche, welche von vier Wanden
eingegrenzt wird, auf der sich das Tier frei bewegen kann. Die Unterschiede in den
zu beobachtenden Verhaltensweisen, wie die vermehrte Bewegung an der Wand

entlang, wird hierbei als MaR fiir Angstlichkeit interpretiert, die vermehrte
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Bewegung in der zentralen Zone zeigt dagegen eine erhohte Risikobereitschaft,
bzw. ein verstarktes Erkundungsverhalten des Tieres an.

Fiir den Open-Field-Test wurde die Holeboard-Apparatur modifiziert. Mittels einer
schwarzen Plastikplatte wurden der Boden und die darin befindlichen Locher
abgedeckt und somit eine einheitliche Arena geschaffen (Abbildung 9). Das
Erkundungs- und Vermeidungsverhalten der Tiere wurde lber die Viewer-Software

dokumentiert und ausgewertet. Die Bodenflache wurde wie folgt eingeteilt:

comerl comerd

corner2 cornerd

Abbildung 9 Open-Field-Test: Zonendefinition

Die Wandzonen wurden 25cm breit gewahlt, die Schnittstellen wurden als Ecken
definiert (25 cm x 25 cm), die zentrale Zone hat somit eine Abmessung von 50cm x
50cm.

Die Auswertung erfolgte fiir drei verschiedene Parameter: die Aufenthaltsdauer in
den jeweiligen Zonen (Wand, Ecke, zentrale Zone), die Geschwindigkeit mit der sich

die Tiere bewegten, sowie die Wegstrecke, die sie zurlicklegten.
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Open-Field-Test - Versuchsverlauf

Getestet wurden in diesem Versuchsteil 8 Wochen alte Tiere, welche entweder mit
7,4umol MPP, oder dem entsprechenden Vehikel (Wasser), behandelt wurden. Die
Implantation der Kantile, sowie die Dauer der Genesungszeit entsprechen den oben
angegebenen Daten. Die Injektion begann jeweils 5 Tage vor dem ersten Versuch,
so dass jedes Tier vor dem ersten Durchgang die sechste und vor dem zweiten
Durchgang die siebente Injektion erhielt (Abbildung 10). Die Tiere wurden fir

diesen Versuch nicht futterdepriviert.

Teil 3 — Einfluss des ERa-Antagonisten MPP auf die lokomotorische Aktivitat,
sowie das Explorations-und Angstverhalten in 8 Wochen alten, mannlichen Wistar Ratten

I oP | Erholung | Injektion 7,4umolMPP o Vehikel I
R E X v v +
111213141516 17181 9 | 10 11
cmmmon T T T LT 1 111 |
9:00 Open Field 9:00 Open Field
10:00 Plus Maze 10:00 Plus Maze

Abbildung 10  Ubersicht des Versuchsablaufs der dritten Teilstudie; Tag 1: Implantation
der i.c.v. Kanile; Tag 5: Wiegen der Tiere, jedoch keine Futterdeprivation;
Tag 5 — 11: pharmakologische Behandlung der Tiere zwischen 8:00 und 8:30
(mindestens 30 Minuten vor Beginn des Trainings); Tag 10 und 11: 9:00
Open-Field-Test, 10:00 Plus-Maze-Test; Tag 11: Dekapitierung der Tiere 30
Minuten nach Abschluss des Plus-Maze-Tests.

Jedes Tier wurde an zwei aufeinanderfolgenden Tagen jeweils ab 9:00Uhr fiir 5
Minuten im Open-Field getestet. Hierflir wurden sie aus ihrem Einzelkafig auf das
Open-Field gebracht und anschlieBend umgehend in ihren Kafig zuriickgesetzt. Die

Versuchsdurchgédnge begannen jeweils in der oberen linken Ecke (corner 1).
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Plus-Maze-Test

Plus-Maze-Test — Quantifizierung des Angstverhaltens

Der elevated Plus Maze Test ist ein Standardtest zur Untersuchung des
Angstverhaltens der Tiere. Hierbei ist die ,,Arena” in vier Arme unterteilt, von denen
2 von Wanden eingerahmt sind, die anderen beiden dagegen frei in den Raum
ragen (Abbildung 11). In diesem Versuchsaufbau wird das Betreten, bzw. das
Verweilen, auf den offenen Armen mit einer hohen Risikobereitschaft und einer
geringeren Angstlichkeit korreliert. Der Aufenthalt in den geschlossenen Armen
entspricht hingegen dem natirlichen Bedirfnis nach Sicherheit und Schutz. Beide
Verhaltenstests haben den Vorteil, schnelle Aussagen lGber das Angstverhalten der
Tiere zu treffen, ohne beeinflussende Belohnungs- oder Bestrafungsmalnahmen.

Die Auswertung der drei Parameter (Verweildauer, Geschwindigkeit und
Wegstrecke) wurde ebenfalls mit Hilfe der Viewer-Software durchgefihrt. Die
Abmessung der zentralen Zone betrug 10 cm x 10 cm; die einzelnen Arme waren
jeweils 50 cm lang und die Wande der geschlossenen Arme haben eine Hohe von
30cm. Somit ergab sich jeweils eine Gesamtbreite von 1,10 m. Die gesamte
Verhaltensapparatur ist auf einem Gestell, welches fiir die Tiere nicht sichtbar ist,

auf einer Héhe von 80cm positioniert.

Abbildung 11  Plus-Maze-Test: geschlossene Arme horizontal, offene Arme vertikal
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Plus-Maze-Test — Versuchsablauf

Nach dem Durchlaufen des Open-Field-Tests und einem InterTrial-Intervall von
einer Stunde wurde ab 10:00 Uhr mit dem Plus-Maze-Test begonnen. Die Tiere
wurden hierfir aus dem Kafig genommen und auf die zentrale Zone der
Versuchsapparatur gesetzt. Ein Versuchsdurchgang betrug 5 Minuten, in denen sich
die Tiere frei auf dem Plus-Maze bewegen konnten. AnschlieBRend wurden sie
wieder in ihren Kafig zuriickgesetzt. Die Probennahme erfolgte ab 10:30 Uhr, bzw.

jeweils 30 Minuten nach dem letzten Durchgang.

Gewebeentnahme und Hormonkonzentrationsbestimmung

Die Tiere der Holeboard-Versuche wurden 15 Minuten nach dem letzten Durchgang
(Retentionsdurchgang) dekapitiert. Im Anschluss wurde das Blut der Aorta in einem
entsprechenden Reaktionsgefdall mit Gerinnungs-Aktivator (REF 41.1500.005,
Sarstedt) aufgefangen und zeitgleich der rechte Hippokampus, sowie der
Prafrontale Cortex, seziert. Die Gewebeproben wurden homogenisiert (Biovortexer
Nr. 1083; BioSpec Produkte) und auf ein Endvolumen von 25ul/mg Gewebe
verdinnt (Samplediluent, IBL Hamburg; REF KLZZ731). Anschliefend wurden alle
Proben zentrifugiert (10 Minuten, 10.000UpM), der Uberstand aliquotiert und bei -
20°C gelagert. Fir die Messung der Hormonkonzentrationen wurde das
antikoérperbasierte Nachweisverfahren ELISA (enzym-linked Immunosorbent Assay)
verwendet. Hierflir wurden die Proben aufgetaut und verdiinnt (Gewebeproben:
1:3, 1:2, 1:1 und Serumproben: 1:10, 1:2, 1:5, jeweils flr das Testosteron-, 17p-
Estradiol- und das Kortikosteron-Assay). Fir alle Standards und Proben wurden
Doppelproben auf die Platte aufgetragen. Die OD-Werte wurden, bei einer
Wellenldnge von 450nm, mittels eines Mikrotiterplatten-Readers (Thermo Scientific

Multi FC ELISA Reader) gemessen und mit Hilfe einer ‘4-Parameter logistische
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Anpassungskurve’ berechnet. Fiir die Testosteron-Messung (Testosterone Saliva
ELISA, IBL Hamburg) lag die Nachweisgrenze (LOD) bei 2,0pg/ml und die Intra-Assay-
bzw. Inter-Assay- Variationskoeffizienten betrugen 8,2% und 5,5%. Fir die Messung
der Estradiolkonzentration wurde das 17B-Estradiol Saliva ELISA Kit von IBL
(Hamburg) verwendet, dessen LOD 0,4pg/ml und Intra-Assay- bzw. Inter-Assay-
Variationskoeffizienten 9,9% und 11,1% betrugen. Fir die Messung von
Kortikosteron (Kortikosteron ELISA, IBL Hamburg) lag die Nachweisgrenze bei
1,631nmol/L und die Intra-Assay- bzw. Inter-Assay- Variationskoeffizienten
betrugen 2,77% und 6,14%. Um die Kortikosteron-Werte in [ng/ml] umzurechnen,

wurden sie mit dem Faktor 34,646 multipliziert und durch 100 geteilt.

Bestimmung der relativen Genexpression

Flir die spatere Bestimmung der relativen Genexpression wurde das Gewebe des
rechten Hippokampus mit einem mRNA-Stabilisierungsmittel (RNAlater, Qiagen)
versetzt und bei -80°C gelagert. Fir die Analyse wurden die Proben homogenisiert
(Biovortexer Nr. 1083; BioSpec Produkte) und anschlieBend die RNA isoliert (RNeasy
Plus MiniKit, Qiagen). Diese wurde mittels einer reversen Transkription (high
capacity reverse transcription Kit, Applied Biosystems) in cDNA umgeschrieben. Die
Genexpressionsanalyse wurde mit dem StepOnePlus™ Real-Time PCR System und
den hierfir speziell aufeinander abgestimmten TagMan®- Reagenzien von Applied
Biosystems durchgefiihrt. Die verwendeten Assays trugen die Klassifikation “m*,
deren Primer sogenannte Exon-Junctions umspannen und somit ausschlieflich
genomische DNA erkennen. AuBerdem wurde der TagMan © Universal PCR Master
Mix verwendet. Fir alle Proben wurden dreifache Messungen durchgefiihrt. Als
endogene Kontrolle wurde in jeder Probe, zusatzlich zum Ziel-Assay, die
Konzentration von GAPDH (VIC®/MGB-Sonde) gemessen. Als nichtregulierte

Kontroll-Gene wurden HPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase) und
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PGK (Phosphoglycerat Kinase) gewdhlt. Untersucht wurden die Gene der Estrogen
Rezeptoren o und B (ERa, ERB), des Androgen Rezeptors (AR), des
Mineralokortikoid Rezeptors (MR), des Glukokortikoid Rezeptors (GR), der
Aromatase (Cyp19) und des Wachstumsfaktors BDNF (Brain-derived neurotrophic
factor; BDNF). Die zu Grunde liegenden Genbank-Daten und Primer-Bezeichnungen
von life Technologies (ehemals Applied Biosystems) sind in Abbildung 12 aufgefiihrt.
Fir die Auswertung wurde die ,,comparative cycle threshold “~-Methode (Livak and
Schmittgen, 2001) benutzt, bei der die Unterschiede in der relativen Genexpression

mittels der Ct-Werte berechnet werden.

Protein / Gen ‘ Primer-Bezeichnung | Genbank-Bezeichnung
ER o/ ESR1 Rn01430443_m1l NM_012689.1
ER B/ ESR2 Rn00562610_m1 NM_012754.1
AR/ AR Rn00560747_m1 NM_012502.1
GR / NR3C1 Rn01405584 m1 NM_012576.2
MR / NR3C2 Rn00565562_m1 NM_037263.1

BDNF / BDNF Rn01484928 m1l BC087634.1

Aromatase /Cyp 19  Rn01422547 _m1l NM_017085.2
PGK / PGK1 Rn00821429 gl NM_053291.3
HPRT / HPRT1 Rn01527840_m1 NM_012583.2

Abbildung 12 Ubersicht tiber die Primer-Auswahl und die entsprechenden NCBI Genbank-
Bezeichnungen der untersuchten Gene

Bestimmung der cytosolischen und membrangebundenen
Proteinkonzentrationen

Um einen genaueren Einblick in die Verteilung einzelner Rezeptorkomplexe zu
bekommen wurden hippokampale Gewebeproben, sowohl in eine cytosolische als
auch eine Membran-Fraktion, aufgetrennt und mittels Immunoblot untersucht.

Diese naher analysierten Rezeptoren waren der Androgen Rezeptor, der Estrogen
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Rezeptor a, der Estrogen Rezeptor B, der Mineralokortikoid- und der
Glukokortikoid-Rezeptor.

Hierfiir wurde Gewebematerial von jeweils 8 Hippocampi von Tieren, die die beiden
Akquisitionsphasen (2 Tage Training; 9 Trials), als auch von Tieren, die das gesamte
Holeboard-Training durchliefen (3 Tage; 10 Trials), verwendet. AuBerdem wurden
zeitlich abgestimmte untrainierte Tiere als Kontrollgruppen mitgefiihrt. Somit ergab
sich eine Gesamtzahl von 32 Proben.

Das Gewebe wurde mittels eines Ultra Turrax (IKA, Staufen, Deutschland)
homogenisiert und mit eisgekihltem Homogenisierungpuffer (10nM HEPES,
pH=7,5, 300mM Saccharose, eine Proteasen inhibierende Tablette (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland) auf 50mL) versetzt. Die Proben
wurden zentrifugiert (10 Minuten, 10.000UpM), der Uberstand wiederum in einer
Ultrazentrifuge (Beckham Coulter Optima L-90K) zentrifugiert (30 Minuten,
50.000xg). AnschlieBend wurde das Pellet in 5mL  Waschpuffer
(Homogenisierungspuffer ohne Saccharose) gelost, 30 Minuten auf Eis gehalten und
wiederum zentrifugiert (30 Minuten, 50.000xg).

Fiir die weitere Aufreinigung der Membranproteine des Plasmas wurde die (leicht
abgednderte) Zuckergradient-Zentrifugation verwendet (Kang et al., 2008; Heo und
Lubec, 2010). 700ul der jeweiligen Zuckergradient-Losungen (69, 54, 45, 41, und
37% (w/v)) wurden angefertigt und die, in 500ul Waschpuffer gelésten, Membran-
Pellets wurden auf den Gradienten aufgebracht. Die Proben wurden anschlieRend
wiederum ultrazentrifugiert (4°C, 3 Stunden, 70.000xg) und die 41%ige Fraktion
aufgefangen. Diese wurde mit dem 10 fachen Volumen an Waschpuffer versetzt
und erneut zentrifugiert (4°C, 30 Minuten, 50.000xg). Danach wurde der Uberstand
verworfen und das Membran-Pellet konnte bis zur weiteren Untersuchung bei -80°C
gelagert werden.

Die membrangebundenen Rezeptorproteine wurden wie folgt extrahiert: das
Membran-Pellet der 41 prozentigen Fraktion aus der Zuckergradient-Zentrifugation
wurde in Extraktionspuffer (1,5M 6-Aminocapronsdure, 300mM Bis-Tris, pH= 7,0)

und 10% DDM (in einem Mischungsverhdltnis 1:9 um eine Endkonzentration von 1%
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DDM zu erhalten) fir eine Stunde solubilisiert; die Losung wurde alle 10 Minuten
mittels Vortex gemischt. AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert (4°C, 60
Minuten, 20.000xg) und der Proteingehalt mit Hilfe des BCA protein assay Kits
(Pierce, Rockford, IL, USA) bestimmt. Die extrahierten Membran-Rezeptor-Proteine
wurden aliquotiert und bei -80°C aufbewahrt.

Far die Blue native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE) wurden jeweils
50ug der 32 Proben fiir die Bestimmung des Mineralokortikoid-Rezeptors, sowie
des Estrogen Rezeptor B, verwendet. Fiir die Bestimmung des Estrogen Rezeptor q,
des Glukokortikoid-Rezeptors und des Androgen Rezeptors wurden jeweils 100ug
auf das Gel aufgetragen. Die Proben wurden vor dem Laden des Gels mit 16ul BN
PAGE Ladepuffer (5% (w/v) Coomassie G250 in 750mM 6-Aminocapronsaure)
vermischt. Die Blue native PAGE wurde mit einem 4% Sammelgel und einem 5-18%
Trenngel in einer PROTEAN Il xi Elektrophoresekammer (BioRad, Germany)
durchgefihrt. Die Puffer waren folgendermallen zusammengesetzt: Laufpuffer
(500mM 6 Aminocapronsaure, 50mM Bis-Tris, pH= 7,0); Kathodenpuffer (50mM
Tricin, 15mM Bis-Tris, 0,05% (w/v) Coomassie G250, pH= 7,0); Anodenpuffer (50mM
Bis-Tris, pH= 7,0). Das Gel wurde mit einer Spannung von 50V fiir eine Stunde, 75V
fir 2 Stunden und 100V flr 2 Stunden gefahren und dann kontinuierlich auf 200V
erhoht bis die Lauffront den Boden des Gels erreichte (Kang et al., 2008). Die
mitgefiihrten Marker (high molecular mass marker) wurden von Invitrogen bezogen
(Carlsbad, CA, USA).

Western Blot - Die durch die Elektrophorese aufgetrennten Proben wurden
anschlielRend auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Die Membranen fir den
Nachweis der Androgen-, Estrogen a-, Estrogen B- und den Glukokortikoid-Rezeptor
wurden bei 21°C mit einer Losung aus 5% Michpulver in 0,1% TBST (100mM Tris-
HCI, 150mM NaCl, pH= 7,5, 0,1% Tween 20) fiir eine Stunde geblockt. Fir die
Blockung (Blockierung freier Bindestellen) der Mineralokortikoid-Rezeptor-
Membran wurde 1% Milchpulver in 0,05% TBST (wie oben, 0,05% Tween 20) geldst.
AnschlieBend wurden die Membranen bei 4°C Gber Nacht mit dem entsprechenden

Blocking-Puffer inkubiert, dieser enthielt jeweils den spezifischen Antikorper in
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folgender Konzentration: AR 1:500 (Santa-Cruz biology, sc-816), ERa 1:500 (Santa-
Cruz biology, sc-542), ERB 1:1000 (Thermoscientific, PA1-130B), GR 1:1000 (Santa-
Cruz biology, sc-8992), MR 1:500 (Developmental Studies Hybridoma Bank, rMR1-
18 1D5). Nach sechsmaligem Waschen, mit 0,1%TBST (AR, ERa, ERB, GR) bzw.
0,05%TBST (MR), wurden die Membranen mit dem zweiten Antikoérper inkubiert
und anschlielend wieder sechsmal mit dem entsprechenden TBST-Puffer
gewaschen. Sekundare Antikoérper: AR 1:1000; ERa 1:2000; ER 1:20000; GR 1:2000
mit Meerrettichperoxidase-konjugiertem (polyklonalen) sekundaren Antikorper aus
Ziege gegen IgG Kaninchen (ab6722, Abcam, Cambridge, UK); MR 1:2000
Meerrettichperoxidase-konjugiertem (polyklonalem) sekundaren Antikorper aus
Ziege gegen 1gG Maus (ab6789, Abcam, Cambridge, UK). Die Entwicklung erfolgte
mittels ECL plus Western Blotting Detection System (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) und die Signalstarke der immunoreaktiven Banden wurde mit

der Image J Software (http://rsb.info.nih.gov/ij/) gemessen.

Statistische Auswertung

Alle statistischen Analysen wurden mit Hilfe der SPSS-Software (Version 20)
durchgefihrt. Zuerst wurden alle Datensatze auf Normalverteilung(Shapiro-Wilk-
Test) geprift. Fir die Auswertung der Verhaltensparameter der ersten Studie
wurde das einfaktorielle allgemeine lineare Modell (GLM) fur wiederholte
Messungen verwendet, da das Verhalten eines jeden Tieres fiir jeden Trial nicht als
unabhangig vom vorangegangenen Trial betrachtet werden kann. Als Faktor gelten
im ersten Versuch die verschiedenen Altersstufen und im zweiten Versuch die
pharmakologische Behandlung. Die Datensatze, sowohl der Verhaltensparameter
als auch der Fehlerindizes, waren nicht normal verteilt (Shapiro-Wilk-Test). Diese
Daten wurden daher mit einem nichtparametrischen Test fiir K-unabhangige

Stichproben (Kruskal-Wallis-H-Test) ausgewertet. Im Falle eines signifikanten
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Ergebnisses wurden nachfolgend mit dem Mann-Whitney-U-Test paarweise
Vergleiche fiir unabhangige Stichproben durchgefiihrt.

Die Hormon- und Gendaten fiir den ersten Versuch wurden mit einer multivariaten
ANOVA durchgefiihrt. Als Faktoren wurden zum Einen die verschiedenen
Altersstufen und zum Anderen der Trainingszustand der Tiere definiert. Im zweiten
Versuch wies die Gruppe der nicht trainierten Tiere, welche ausschlieBlich mit
Vehikel behandelt wurden, im Verhadltnis zu den restlichen pharmakologisch
behandelten trainierten Tieren, nur eine geringe StichprobengroBe auf. Daher
wurde - trainiert vs. nicht-trainiert - als zweiter Faktor nicht bericksichtigt und fir
die Analyse der Hormon- und Gendaten eine univariate ANOVA durchgefiihrt
(Faktor: Behandlung). Fir die Gruppenvergleiche der normal verteilten Gruppen
wurde der Post-hoc-Test nach Tukey verwendet. Fiir nicht normal verteilte Werte
wurde der nicht parametrische Mann-Whitney-U-Test flr je zwei unabhangige
Stichproben verwendet. Fiir die statistische Auswertung der Western Blot Daten
wurde ebenfalls eine einfaktorielle ANOVA und fiir die Einzelgruppen-Vergleiche
der Tukey Post-Hoc-Test verwendet. Alle Tests waren zweiseitig und der Grad der
Signifikanz wurde auf p<0,05 festgelegt. Die Verhaltensparameter der ersten Studie
wurden einer Hauptkomponentenanalyse mit Varimax-Rotation unterworfen und
drei Hauptkomponenten extrahiert. Die Ladungsindizes dieser Analyse, sowie die
relative Genexpression und die Hormonkonzentrationen der Individuen, gingen in
eine anschlieBende multiple lineare Regression ein, um Korrelationen zwischen
allgemeineren Verhaltenszustanden und physiologischen und molekularen Markern

zu identifizieren.
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Ergebnisse

Einfluss des raumlichen Lernens auf die Expression verschiedener
Gene und Steroidhormonkonzentrationen in mannlichen Wistar
Ratten verschiedener Entwicklungsstufen

Verhalten

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde bei der statistischen Auswertung
zwischen dem gesamten Training (Trial 1 - 10), den einzelnen Trainingstagen
(Akquisition 1: Trial 1 — 5; Akquisition 2: Trial 6 - 9), sowie dem Retentionsdurchgang
(Trial 10) unterschieden. Es konnte, fiir das gesamte Training, fur alle funf
Verhaltensparameter (Abbildung 13) ein signifikanter Unterschied zwischen den
Altersstufen nachgewiesen werden: Zeit, zum Finden aller Pellets (F,s0= 29,098,
p<0,001), Anzahl gefundener Pellets (F;s;= 16,546, p<0,001), durchschnittliche
Geschwindigkeit (F,42= 7,606, p=0,002), zuriickgelegter Weg (F,,4,= 3,721, p=0,033)
und Abstand zur Wand (F4,= 20,632, p<0,001). Diese Unterschiede waren auf die
signifikant bessere Leistung der 8 Wochen alten Tiere, im Vergleich zu den 12
Wochen, als auch zu den 24 Wochen alten Tieren (Zeit: jeweils p<0,001; gefundene
Pellets: 8Wochen/12Wochen p<0,001, 8Wochen/24Wochen p=0,001;
Geschwindigkeit: 8Wochen/12Wochen p=0,002, 8Wochen/24Wochen p=0,011;
Wandabstand: 8Wochen/12Wochen p<0,001, 8Wochen/24Wochen p<0,001)
zurlickzufiihren, nur die Werte des zurlickgelegten Weges verfehlten die Grenze der
Signifikanz (8Wochen/12Wochen p=0,054, 8Wochen/24Wochen p=0,052). Die 12
und 24 Wochen alten Tiere (p>0,1) unterschieden sich in keinem Parameter
voneinander. Die Ergebnisse der Akquisitionsphase 1 (Trial 1 — 5) wiesen ein
dhnliches Muster auf. Alle Parameter unterschieden sich signifikant voneinander
(Zeit, zum Finden aller Pellets (F,5:= 30,754, p<0,001), Anzahl gefundener Pellets
(Fy,51= 17,741, p<0,001), durchschnittliche Geschwindigkeit (F,4;= 13,990, p<0,001),
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zurlickgelegter Weg (F,47= 9,547, p<0,001) und Abstand zur Wand (F,47= 17,896,

p<0,001).
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Abbildung 13  Verhaltensparameter der 8, 12 und 24 Wochen alten Tiere liber die
gesamte Trainingsdauer; angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler,
*p<0,05.
Acht Wochen alte Tiere bendtigten weniger Zeit zum Finden aller Pellets
(oben links), fanden bereits ab dem ersten Durchgang mehr Pellets (oben,
rechts), bewegten sich mit einer héheren Geschwindigkeit (Mitte, links) und
groRerem Abstand zur Wand (Mitte, rechts). AuRBerdem legten sie Uber die
Dauer des gesamten Trainings eine langere Wegstrecke zurlick (unten,
links)
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Auch die Einzelgruppenvergleiche wiesen, ohne Ausnahme, signifikante
Unterschiede zwischen den 8 Wochen alten Tieren im Vergleich zu den 12 und 24
Wochen alten Tieren auf (jeweils p<0,001), jedoch unterschieden sich die Gruppen

der 12 Wochen und der 24 Wochen alten Tiere nicht.

In der Akquisitionsphase 2 (Trial 6 - 9) konnten nur fir die Parameter Zeit zum
Finden aller Pellets (Fys50= 19,939, p<0,001), Anzahl gefundener Pellets (F;s:=
12,371, p<0,001), durchschnittliche Geschwindigkeit (F,46= 5,734, p=0,006) und
Abstand zur Wand (F; 46= 19,452, p<0,001), nicht aber fur den zurlckgelegten Weg

(F2,46= 1,504, p=0,233) signifikante Unterschiede nachgewiesen werden.

Die Einzelgruppenvergleiche zeigten auch hier, dass sich die 8 Wochen alten Tiere
von den anderen Versuchsgruppen unterschieden (Zeit und Wandabstand: jeweils
p<0,001; gefundene Pellets: jeweils p<0,002; Geschwindigkeit:
8Wochen/12Wochen p=0,005, 8Wochen/24Wochen p=0,044). Diese Signifikanzen
blieben fur die Parameter Zeit zum Finden aller Pellets (F;s3= 22,191, p<0,001),
Anzahl gefundener Pellets (F;53= 10,917, p<0,001) und Abstand zur Wand (F50=
13,628, p<0,001) erhalten. Es konnten keine Unterschiede in der durchschnittlichen
Geschwindigkeit (F,50= 1,295, p=0,283) und dem zurtickgelegten Weg (F, 4= 1,504,
p=0,233) gefunden werden. Auch hier zeigten die Einzelgruppenvergleiche fiir die 8
Wochen alten Tiere jeweils Unterschiede zu den 12 und 24 Wochen alten Tieren
(Zeit und Wandabstand: jeweils p<0,001; gefundene Pellets: 8Wochen/12Wochen
p<0,001, 8Wochen/24Wochen p=0,017).

Um die Unterschiede in den Lernparametern genauer zu bestimmen wurden
aulerdem die Fehler analysiert (Abbildung 14), die wahrend des
Retentionsdurchgangs (Trial 10) gemacht wurden. Der Besuch eines unbekdderten
Loches steht in diesem Lernparadigma fiir einen Fehler des Referenzgedachtnisses,
der wiederholte Besuch eines bekdderten Loches innerhalb eines Durchgangs zeigt
hingegen einen Fehler des Arbeitsgedachtnisses an. Da die Tiere der verschiedenen
Altersstufen einen hohen Aktivitdtsunterschied aufwiesen, wurde fiir die

Kalkulation der Fehler ein Index eingefiihrt. Dieser Index erlaubte uns, die Tiere, die
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aufgrund ihrer guten Leistung keine Fehler machten, von den fehlerfreien Tieren,

die sich generell nicht bewegten, zu trennen.
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Abbildung 14 Referenz- und Arbeitsgedachtnis-Indizes der 8, 12 und 24 Wochen alten

Tiere im Retentionsdurchgang (Trial 10, Tag 3); angegeben sind Mittelwerte
und Standardfehler, *p<0,05.
Im Retentionsdurchgang wiesen die 8 Wochen alten Tiere ein signifikant
besseres Referenzgedachtnis, im Vergleich zu den 24 Wochen alten Tieren,
auf. Die Indizes wurden als Quotient der gesamten Lochbesuche und
Summe aus Lochbesuchen und entsprechender Fehler kalkuliert.

Auf diese Weise fanden wir einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen
fur das Referenzgedachtnis (F;4,=4,41, p=0,019). Die Post-hoc-Tests zeigten, dass
die 8 Wochen alten Tiere ein signifikant besseres Referenzgedachtnis aufwiesen, als

24 Wochen alte Tiere (p=0,021).

Hormone

Die Analyse der Estradiol-Konzentrationen (Abbildung 15, obere Reihe) zeigte
keinen Trainingseffekt, jedoch einen signifikanten Unterschied der verschiedenen
Altersstufen im Hippokampus (F;3s=3,76, p=0,032) und im Blutserum (F;3s=4,77,
p=0,014), dagegen nicht im PFC (F,3s=1,88, p>0,1). Ein Alter x Trainings-Effekt

konnte fiir keine der drei Regionen festgestellt werden. Die Post-hoc-Vergleiche der
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einzelnen Altersgruppen zeigten fir den Hippokampus, einen signifikant héheren
Estradiol-Spiegel in 24 Wochen alten Tieren im Vergleich zu 8 Wochen alten Tieren
(p=0,012), aber nicht im Vergleich zu 12 Wochen alten Ratten (p>0,1). Diese Tiere
wiesen nur im PFC eine Tendenz erhohter Estradiol-Werte im Vergleich zu 8
Wochen alten Tieren (p=0,068) auf. Eine hohere Estradiol-Konzentration im Serum
24 Wochen alter Tiere konnte, sowohl im Vergleich zu 12 Wochen alten Tieren
(p=0,029), als auch zu 8 Wochen alten Tieren (p=0,008) nachgewiesen werden. Eine
Konzentrationsanderung innerhalb der Altersstufen, unter dem Einfluss des

Trainings, konnte in keiner der drei Regionen gezeigt werden.

Die Untersuchung der Testosteron-Konzentrationen (Abbildung 15, mittlere Reihe),
zeigte ebenfalls keinen Trainingseffekt, hingegen den Alterseffekt im Hippokampus
(F2,36=21,93, p<0,001)und im PFC (F,3¢=18,01, p<0,001), aber nicht im Serum
(F2,36=1,86, p=0,170). Uberraschenderweise konnte auRerdem ein Alter x Trainings-
Effekt sowohl fir den Hippokampus (F,36=5,49, p=0,008),als auch den PFC
(F2,36=6,23, p=0,005), aber auch hier nicht fir das Serum (F,36=1,15, p>0,1),
nachgewiesen werden. Mittels der Post-hoc-Vergleiche konnte herausgestellt
werden, dass die 24 Wochen alten untrainierten Ratten sowohl im Hippokampus,
als auch im Prafrontalen Cortex eine signifikant hohere Testosteron-Konzentration
im Vergleich zu 8 Wochen alten untrainierten (jeweils p<0,001), 12 Wochen alten
untrainierten (jeweils p<0,001), als auch 24 Wochen alten trainierten (HC: p=0,001;
PFC: p=0,003) Tieren aufwiesen. Letztere wiederum zeigten auBerdem einen
signifikanten Unterschied zu ebenfalls trainierten 12 Wochen alten Tieren. Im
Serum konnten weder zwischen, noch innerhalb der Altersgruppen Unterschiede

dargelegt werden.

Die Anderungen in den Kortikosteron-Konzentrationen (Abbildung 15, untere Reihe)
in allen Regionen waren ausschlielich auf die Alterseffekte zurlickzufihren:
Hippokampus (F;3,=8,81, p=0,001), PFC (F,3,=8,68, p=0,001), Serum (F,3,=8,20,
p=0,001). Jedoch zeigte sich im Serum ein tendenzieller Einfluss des Trainings

(F1,32=3,00, p=0,093) auf die Konzentration dieses Steroidhormones. Eine
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Interaktion von Alter x Training scheint ebenfalls keinen Effekt zu haben. Die
Einzelgruppen-Vergleiche zeigten flir das hippokampale und prafrontale
Kortikosteron signifikant hohere Werte in 8 Wochen alten untrainierten Tieren, im
Vergleich zu 24 Wochen alten untrainierten Tieren (HC: p=0,013; PFC: p=0,006). Im
Serum zeigte sich dagegen ein signifikanter Unterschied in trainierten Tieren. Die 12
Wochen alten Ratten wiesen hier einen hoéheren Kortikosteron-Spiegel als 24

Wochen alte Tiere (p=0,003) auf.
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Abbildung 15 Hormonanalysen der 8, 12 und 24 Wochen alten Tiere; angegeben sind
Mittelwerte und Standardfehler, eingezeichnet sind Signifikanzen der
Einzelgruppenvergleiche # p<0,05.

Die Hormonkonzentrationen von Estradiol (obere Reihe), Testosteron

(mittlere Reihe) und Kortikosteron (untere Reihe) wurden mittels ELISA
bestimmt;

PFC: prafrontaler Cortex, HC: Hippokampus
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Genexpression

Die statistische Analyse der relativen Genexpression (Abbildung 16: ERa, ERB, AR,

BDNF; Abbildung 17: MR, GR, Cyp19) zeigte einen Einfluss des Alters auf ERa

(F2’54=14,274, p<0,001), MR (F2,54=3,827, p=0,028), Cyp19 (F2,54=4,67, p=0,013) und

BDNF (F;54,=18,909, p<0,001). AuBerdem wurde ein allgemeiner Trainingseffekt fur

ERa (F2’54=6,206, p=0,016), AR (F1,54=7,115, p=0,010), MR (F1'54=6,017, p=0,017) und

BDNF (F154=16,421, p<0,001) errechnet. Auch die Untersuchung des Alter x

Training-Effektes ergab signifikante Unterschiede fiir ERa (F;54,=10,162, p<0,001),

MR (F2’54=5,316, p=0,008), GR (F2,54=5,396, p=0,007) und BDNF (F2,54=5,13, p=0,009)
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relative Genexpression von ERa, ERB, AR und BDNF der 8, 12 und 24
Wochen alten Tiere; angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler,
eingezeichnet sind Signifikanzen der Einzelgruppenvergleiche #p<0,05.

Fiir die Bestimmung der relative Genexpression wurde eine quantitative
real-time PCR durchgefiihrt, die Berechnungen wurden mit der
,comparative cycle threshold“-Methode der C;-Werte durchgefihrt.
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Die Einzelvergleiche zwischen den Altersgruppen zeigten eine deutlich erhohte ERa-
Expression in den 12 Wochen alten Tieren im Vergleich zu 8 Wochen alten
(p=0,001) und 24 Wochen alten (p<0,001) Ratten, jedoch keine Unterschiede
zwischen den 8 Wochen und 24 Wochen alten Tieren. Die Expression von MR war in
8 Wochen alten Tieren signifikant hoher, als in 12 Wochen (p=0,028), jedoch nicht
im Vergleich zu 24 Wochen alten Tieren. Fiir das Aromatase-Gen Cyp19, sowie das
BDNF-Gen wurde eine hohere Expression in 24 Wochen alten Tieren, verglichen zu
12 Wochen (Cyp19:p=0,016; BDNF: p<0,001) alten Tieren bewiesen. Im Vergleich
von 24 zu 8 Wochen alten Ratten konnte nur fiir BDNF (p=0,001) ein signifikanter

Unterschied belegt werden.
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Abbildung 17 relative Genexpression von MR, GR und Cyp 19 der 8, 12 und 24 Wochen
alten Tiere; angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler.
Fiir die Bestimmung der relative Genexpression wurde eine quantitative
real-time PCR durchgefiihrt, die Berechnungen wurden mit der
,comparative cycle threshold“-Methode der C;-Werte durchgefiihrt.

GR, AR und ERB zeigten keine altersbedingten Gruppenunterschiede. Ein

besonderes Augenmerk sei auf die Expression des Estrogen Rezeptor a gelegt. Ein
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Einzelgruppenvergleich Uber alle Gruppen, zeigte nicht nur die signifikanten
Unterschiede zwischen den trainierten Gruppen (8Wochen/ 12Wochen p<0,001;
8Wochen/24Wochen p=0,007), auch innerhalb der Altersgruppen zeigten sich
trainingsbedingte Unterschiede: Sowohl 8, als auch 12 Wochen alte, trainierte Tiere
wiesen einen hoheren Expressionslevel auf, als ihre entsprechende untrainierte

Kontrollgruppe (8Wochen: p<0,001; 12Wochen: p=0,027).

AuBerdem konnten die Einzelgruppenvergleiche Unterschiede in der ERP-
Expression der 12 Wochen alten untrainierten Tiere im Vergleich zu den trainierten
Tieren (p=0,005) und auch zu den 24 Wochen alten untrainierten Tieren (p=0,040)
offenlegen. Fir AR unterschieden sich die 8 Wochen alten Tiere von den 12 Wochen
alten Tieren (p<0,001). Und fiir den Wachstumsfaktor BDNF konnte nachgewiesen
werden, dass sich die Expression in den 12 Wochen alten trainierten Tieren von den
8 Wochen alten (p=0,034) und den 24 Wochen alten (p<0,001) Tieren
unterscheidet. Sowie, dass sich die 24 Wochen alten Tiere von ihrer Kontrollgruppe

signifikant unterscheidet unterscheiden (p=0,001).

Korrelation: Verhaltensparameter — Genexpression und
Hormonkonzentration

Fiir die Korrelation der Verhaltensparameter, mit den Gen- und Hormondaten,
wurde zuerst eine Hauptkomponentenanalyse der Verhaltensparameter
durchgefliihrt (Tabelle 1). Hierbei wurden die Zeit zum Finden aller Pellets, die
gefundenen Pellets und der Abstand zur Wand einer gemeinsamen Komponente
zugeteilt. Diese definierten wir als Motivations-Komponente. Die Parameter
Geschwindigkeit und Wegstrecke wurden einer zweiten Komponente, im Weiteren
als Emotions-Komponente bezeichnet, zugeteilt. Die beiden Gedachtnisindizes

bilden die dritte Komponente, diese wird als kognitive Komponente bestimmt.



51 | Ergebnisse

3 Komponenten (89.1%)
1(38.1%) 2(26.6%) 3(24.4%)
Zeit zum Finden aller Pellets  -0.85 -0.27 -0.15
gefundene Pellets 0.84 0.35 0.19
Geschwindigkeit 0.47 0.84 0.15
Wegstrecke 0.10 0.96 0.13
Wandabstand 0.88 0.06 0.28
Referenzgedachtnisindex 0.48 0.16 0.81
Arbeitsgedachtnisindex 0.10 0.20 0.94
Tabelle 1 Hauptkomponentenanalyse der Verhaltensparameter; die Daten der Matrix

wurden mittels Varimax Rotationsmethode analysiert; fehlende Werte
wurden durch Mittelwerte ersetzt; angegeben ist die Verteilung der
Parameter auf die Komponenten; Werte in Klammern geben die Prozente
der Gesamtvarianz an.

In die anschlieBende multiple lineare Regression gingen die Ladungsindizes der
Individuen mit der relativen Genexpression und den Hormonkonzentrationen ein
(Tabelle 2). Es konnte sowohl ERa (p=0,001), als auch AR (p=0,007) mit der
Motivations-Komponente korreliert werden. Die hippokampalen Konzentrationen
von Testosteron und Estradiol verfehlten die Signifikanzgrenze des Goodness-of-fit-
Tests, dennoch zeigen beide Steroidhormone eine Tendenz zur Korrelation mit der

Emotions-Komponente.
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Verhalten Model Komponente 1 | Komponente 2 | Komponente 3
Goodness-of-fit| (Motivation) (Emotion) (Kognition)
ERa (Esrl) Fss0=4.41, p =0.001
p =0.008 Beta = 0.453
ERP (Esr2)
AR (Ar) Fs50=3.49, p = 0.007
p =0.022 Beta = 0.365
MR (Nr3c2)
GR (Nr3c1)
Aromatase (Cyp19)
BDNF (Bdnf)
Kortikosteron HC
Kortikosteron PFC
Kortikosteron
Serum
Testosteron HC F350=2.68, p =0.050 p =0.058
p =0.057 Beta = 0.264 Beta = -0.255
Testosteron PFC
Testosteron Serum
Estradiol HC F350=2.54, p=0.033
p =0.067 Beta = 0.288
Estradiol PFC
Estradiol Serum

Korrelation der Gen- und Hormondaten mit den zuvor definierten
Komponenten; die Daten wurden mittels einer Multiplen linearen
Regression (SPSS vers. 20) analysiert; fehlende Werte wurden durch
Mittelwerte ersetzt; Komponenten wurden als unabhangige Variable
gefiihrt; Ergebnisse mit p=>0.05<0.1 sind kursiv angegeben; PFC:
prafrontaler Cortex, HC: Hippokampus

Tabelle 2

Gewichte

Fiir diesen Teil der Studie ergab die statistische Auswertung Uber die
Korpergewichte der Tiere (Abbildung 18) signifikante Unterschiede fiir einen
Alterseffekt am Habituierungstag (F,.s; = 5,176, p= 0,008) und ersten Trainingstag
(F2,87 = 4,515, p= 0,015). Ein Post-Hoc-Test fir das Alter, unabhdngig vom
Trainingszustand der Tiere, zeigte signifikante Unterschiede am Habituierungstag

(8Wochen/12Wochen: p= 0,001; 12Wochen/24Wochen: p= 0,036) und an
Trainingstag 1 (8Wochen/12Wochen: p= 0,011; 12Wochen/24Wochen: p= 0,021).
Der Einzelgruppenvergleich zeigte anschliefend, dass die signifikanten Unterschiede

am Habituierungstag (Fss,= 4,131, p= 0,002) und am ersten Trainingstag (Fs.s7=
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5,430, p< 0,001) auf unterschiedliche Korpergewichte der 8Wochen alten
trainierten Tiere im Vergleich zu den 12 Wochen alten Tieren (p= 0,02; p= 0,012)
zurlickzufiihren waren. Die Unterschiede am zweiten Trainingstag (Fs;7o= 3,177, p=
0,012) beschrédnkten sich auf die untrainierten 12 Wochen alten Kontrolltiere, im

Vergleich zur 24 Wochen alten, untrainierten Kontrollgruppe.

Gewicht
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Abbildung 18 Angaben der Gewichtsreduktion in Prozent als Anteil des Ausgangs-
gewichtes; angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler; eingezeichnet
sind Signifikanzen der Einzelgruppenvergleiche *p<0,05.

Unterschiede in der Genexpression in Abhangigkeit vom Lernverhalten

Im Rahmen der einzelnen Versuche deuteten sich Unterschiede im Lernverhalten
der Tiere an. So schienen sich die trainierten Kontrolltiere des ersten Versuchsteils,
welche eine einmalige i.c.v. Injektion von 40% Propandiol erhielten, von einer
weiteren Kontrollgruppe, welche keinerlei Behandlung erfuhr, zu unterscheiden. In

vorangegangenen Versuchen konnte bereits gezeigt werden, dass die Injektion von
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40% Propandiol keinen Einfluss auf das Verhalten, sowie die Genexpression, oder
die hier relevanten Hormonkonzentrationen hat. Die Ergebnisse der statistischen
Auswertung werden im Folgenden gezeigt, wobei die Kontrollgruppe des ersten
Versuchsteils als ,gute Lerner’, die Kontrolltiere des anderen Versuchs als ,schlechte

Lerner’, berlicksichtigt werden.

Verhalten

Die Auswertung der Verhaltensparameter (Abbildung 19) zeigte fiir die
Geschwindigkeit, mit der sich die Tiere auf dem Holeboard bewegten, keinen

signifikanten Unterschied.

Zeit zum Finden aller Pellets gefundene Pellets
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Abbildung 19 Verhaltensparameter der guten und schlechten Lerner lber die gesamte
Trainingsdauer; angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler.
Die guten Lerner bendtigten weniger Zeit zum Finden aller Pellets (oben
links), fanden durchschnittlich mehr Pellets (oben, rechts), bewegten sich
nicht signifikant schneller (Mitte, links); legten aber (iber die Dauer des
gesamten Trainings eine kiirzere Wegstrecke zurlick (unten, links)
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Dies gilt sowohl fir die durchschnittliche Geschwindigkeit tber den gesamten
Lernvorgang (F1.23=1,747, p=0,199), als auch fir die einzelnen Abschnitte
(Akquisition 1: F;4=1,182, p=0,288; Akquisition 2: F;,4=0,948, p=0,340;
Retentionsdurchgang: F1,4=1,564, p=0,224). Signifikante Unterschiede zeigten sich
dagegen fur die Zeit zum Finden aller Pellets (lber alle 10 Trials: F1.24=9,777,
p=0,005; Akquisition 1: F;.24=10,202, p=0,004; Akquisition 2: F;.4=6,794, p=0,015;
Retentionsdurchgang: F;.25=10,292, p=0,004), die Anzahl der gefundenen Pellets
(iber alle 10 Trials: F1.24=11,200, p=0,003; Akquisition 1: F;,,=8,252, p=0,008;
Akquisition 2: F;.,,=10,376, p=0,004; Retentionsdurchgang: F;,5=6,237, p=0,020)
und auch mit leichten Einschrankungen fir die zuriickgelegte Wegstrecke (tber alle
10 Trials: F1,3=6,818, p=0,016; Akquisition 1: F1,4=4,533, p=0,044; Akquisition 2:
F1.24=3,014, p=0,095; Retentionsdurchgang: F1.24=6,247, p=0,020).

109 —

0.8 1

0.6 @l gute Lerner trainiert

0.44 3 schlechte Lerner trainiert

Gedachtnis-Index

0.2

0.0-

trial 9 triall0  trial 9 triall0
Referenzgedachtnis  Arbeitsgedachtnis

Abbildung 20 Referenz- und Arbeitsgedachtnis-Indizes der guten und schlechten Lerner

fur den letzen Teil der Akquisitionsphase 2 (Trial 9, Tag 2) und den
Retentionsdurchgang (Trial 10, Tag 3); angegeben sind Mittelwerte und
Standardfehler, *p<0,05.
In beiden Trials wiesen die guten Lerner ein signifikant besseres
Referenzgedachtnis, im Vergleich zu den schlechten Lernern, auf. Die
Indizes wurden als Quotient der gesamten Lochbesuche durch die Summe
der Lochbesuche und entsprechenden Fehler kalkuliert.
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Desweiteren wurden die Lernparameter, Referenz- und Arbeitsgedachtnis
(Abbildung 20), untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass sich die Tiere in beiden
untersuchten Zeitpunkten, dem letzten Durchgang der Akquisition 2 (Trial 9), sowie
dem Retentionsdurchgang (Trial 10), signifikant in ihrem Referenz-, also dem
Langzeitgedachtnis, unterschieden (Trial 9: U=33, p=0,022; Trial 10: U=16, p=0,001).
Fiir das Arbeitsgedachtnis konnten hingegen keine Unterschiede nachgewiesen

werden (Trial 9: U=57, p=0,393; Trial 10: U=55, p=0,361).

Genexpression

Die statistische Auswertung der relativen Genexpression umfasst die m-RNA-Level
der Steroidrezeptoren ERa, ERB, AR, GR und MR (Abbildung 21). Es konnte ein
signifikanter Unterschied fiir den Estrogen Rezeptor a (F345=5,621, p=0,002), den
Glukocortikoidrezeptor (F345=3,830, p=0,017), sowie den Mineralokortikoidrezeptor
(F3,45=9,726, p<0,001) ermittelt werden. Der Einzelgruppenvergleich zeigte fir alle
drei Rezeptoren einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden trainierten
Gruppen (ERa: p=0,002; GR: p=0,038; MR: p<0,001). Fir ERa konnte desweiteren
ein signifikanter Unterschied zwischen den guten Lernen und deren Kontrollgruppe
(p=0,012) nachgewiesen  werden. Die relative  Genexpression des
Mineralokortikoidrezeptors unterschied sich zudem in den untrainierten

Kontrollgruppen (p=0,033).
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Abbildung 21 relative Genexpression von ERa, ERB, AR, GR und MR der guten und
schlechten Lerner, sowie ihrer untrainierten Kontrollgruppen; angegeben
sind Mittelwerte und Standardfehler, eingezeichnet sind Signifikanzen der
Einzelgruppenvergleiche *p<0,05.

Fir die Bestimmung der relativen Genexpression wurde eine quantitative
real-time PCR, die Berechnungen wurden mit der ,comparative cycle
threshold “-Methode der C;-Werte durchgefiihrt.

Gewichte

Um die Vergleichbarkeit der Daten abzusichern, wurde desweiteren die
Gewichtsreduktion der einzelnen Versuchsgruppen statistisch untersucht
(Abbildung 22). Hierbei ergab sich lediglich fiir die Habituation vor dem Training ein
signifikanter Unterschied zwischen den untrainierten Kontrollgruppen (ANOVA:

F348=6,264, p=0,001; Tukey: p=0,003).



58 | Ergebnisse

Gewicht
100~
¥
*
_5 90-
<
>
8 80- e
@
=
S 70-
=
(O]
O]
60-

I
Habituierung Akquisition 1 Akquisition 2

Bl gute Lerner trainiert

B8 gute Lerner untrainiert

3 schlechte Lerner trainiert
3 schlechte Lerner untrainiert

Abbildung 22 Angaben der Gewichtsreduktion in Prozent, als Anteil des
Ausgangsgewichtes; angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler;
eingezeichnet sind Signifikanzen der Einzelgruppenvergleiche *p<0,05.

Einfluss des ERa-Antagonisten MPP auf das raumliche Lernen, die
Expression verschiedener Gene und Steroidhormonkonzentrationen in
8 Wochen alten, mannlichen Wistar Ratten

Verhalten

Wir analysierten fiir diesen Teil der Studie, zusatzlich zu den drei verschiedenen
Verhaltensparametern (Zeit zum Finden aller Pellets, die mittlere Geschwindigkeit
und die Anzahl der gefundenen Pellets), auch die durchschnittlichen Dips pro
Sekunde (Abbildung 23). Dieser Parameter konnte uns einen tieferen Einblick in die

verschiedenen Lernstrategien verschaffen. Die Berechnungen wurden fiir diesen
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Teil der Studie einerseits liber alle 10 Durchgange durchgefiihrt und andererseits,
um die verschiedenen Stufen des Lernprozesses (Akquisition 1; Akquisition 2;

Retentionsdurchgang) genauer zu untersuchen, statistisch einzeln ausgewertet.

Fir die MPP-behandelten Tiere fanden wir fiir alle vier Parameter signifikante
Unterschiede (Zeit zum Finden aller Pellets: ¢4 69 = 5,808, p <0,001; durchschnittliche
Geschwindigkeit: ¢4, 69 = 5,185, p = 0,001; gefundene Pellets: F4 g9 = 3,851, p = 0,007;
Dips pro Sekunde: F4 ¢; = 4,368, p = 0,004).

Ein &dhnliches Ergebnis konnte filir die erste Akquisitionsphase dokumentiert
werden. Alle Parameter unterschieden sich fir die MPP-behandelten Ratten (Zeit
zum Finden aller Pellets: F4 69 = 5,565, p = 0,001; durchschnittliche Geschwindigkeit:
Fs 6o = 8,766, p <0,001; gefundene Pellets: F; g9 = 5,649, p = 0,001; Dips pro
Sekunde: F; 61 = 5,957, p <0,001). Diese relativ offensichtlichen Unterschiede
verminderten sich in der zweiten Akquisitionsphase am zweiten Tag. Hier konnte
nur noch ein signifikanter Unterschied in der Zeit zum Finden aller Pellets (Fs, g9 =
5,210, p = 0,001) und den Dips pro Sekunde (F4 61 = 5,556, p = 0,048) nachgewiesen
werden, die Anzahl der gefundenen Pellets erreichte nicht mehr die Signifikanz-
Grenze (Fs4, 60 = 2,470, p = 0,053), und auch fir die Geschwindigkeit konnte kein
Unterschied mehr nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu zeigten die MPP-
behandelten Tiere im Retentionsdurchgang den signifikanten Unterschied in der
Geschwindigkeit (Fs; 69 = 2,957, p = 0,026) erneut und behielten die Unterschiede
zwischen den Gruppen fir die Zeit zum Finden aller Pellets (F4, g9 = 4,141, p = 0,005)
und die Dips pro Sekunde (F4,61 = 3,821, p = 0,008) bei.
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Abbildung 23  Verhaltensparameter der Tiere, die mit MPP behandelt wurden, ber die
gesamte Trainingsdauer; angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler
Tiere, denen 7,4uMol MPP injiziert wurde, bendtigten weniger Zeit zum
Finden aller Pellets (oben links), fanden mehr Pellets (oben, rechts),
besuchten durchschnittlich mehr Lécher (unten, links) und bewegten sich
mit einer hoheren Geschwindigkeit (unten, rechts).

Der Post-hoc-Test zum Vergleich der einzelnen Gruppen, konnte die Tiere, die mit
7,4umol MPP behandelt worden, als die Tiere identifizieren, welche die kiirzeste
Latenz, die hochste Geschwindigkeit und die meisten gefundenen Pellets aufwiesen.
AuBerdem zeigten sie auch die héchste Anzahl von Dips in der Sekunde. Diese Tiere
zeigten signifikante Unterschiede in allen Parametern, im Vergleich zu den Tieren,
die mit 1,5umol MPP, 12,6umol MPP oder Vehikel (H,O, ausgenommen Dips pro

Sekunde) behandelt worden waren.
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Zusatzlich zu diesen Verhaltensparametern, wurden auch hier die Lernparameter,
also die Fehler des Arbeits-und Referenzgedachtnisses der Tiere (Abbildung 24), fir

das Ende der Akquisitionsphase (Trial 9) und den Retentionsdurchgang untersucht.
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Abbildung 24 Referenz- und Arbeitsgedachtnis-Indizes der MPP behandelten Tiere im
letzten Durchgang des zweiten Trainingstages (Trial 9) und des
Retentionsdurchgangs (Trial 10, Tag 3); angegeben sind Mittelwerte und
Standardfehler, *p<0,05.

Die Indizes wurden als Quotient der gesamten Lochbesuche durch die
Summe der Lochbesuche und entsprechenden Fehler kalkuliert.

Die subchronische Injektion von MPP fiihrte zu einem signifikanten Unterschied im
Referenzgedichtnis im neunten Durchgang (chi® = 9,746, p = 0,045). Der
Einzelgruppen- Vergleich zeigte jedoch keinen signifikanten Unterschied zur
entsprechenden Vehikel-Gruppe. Im Retentionsdurchgang (Trial 10) konnte kein

signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen identifiziert werden.

Hormone

Fiir die verschiedenen MPP-Gruppen konnten signifikante Unterschiede der
Kortikosteron-Konzentrationen im Hippokampus (Fs 45 = 3,268, p = 0,014) und

Prafrontalen Cortex (gs, 49 = 2,944, p = 0,022), aber nicht im Serum (Fs 43 =1,125,p =
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0,364) nachgewiesen werden. Die statistischen Analysen der Testosteron- und
Estradiol-Konzentrationen zeigten hingegen keinerlei Unterschiede in allen
Gewebe- und Serumproben, unabhangig von der MPP-Behandlung (Abbildung 25).
Die Post-hoc-Tests lieferten detailliertere Informationen Uber Unterschiede
zwischen den Gruppen. Die Konzentration des Kortikosteron in 3,7umol MPP-Tieren
unterschied sich signifikant von der, der 1,5umol (p = 0,044) und 12,6umol (p =
0,026) -MPP Ratten im Hippokampus und zeigten Unterschiede zur 12,6pumol MPP
Gruppe (p = 0,019) und zur Vehikel-behandelten untrainierten Kontrollgruppe (p =

0,035) im prafrontalen Cortex.
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Abbildung 25 Hormonanalysen der MPP behandelten Tiere; angegeben sind Mittelwerte
und Standardfehler, eingezeichnet sind Signifikanzen der
Einzelgruppenvergleiche *p<0,05.

Die Hormonkonzentrationen von Estradiol (oben, links), Testosteron (oben,
rechts) und Kortikosteron (unten, links) wurden mittels ELISA bestimmt;
PFC: prafrontaler Cortex, HC: Hippokampus
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Genexpression

Die statistische Auswertung der MPP behandelten Gruppen zeigte signifikante
Unterschiede fiur alle Gene (ERa: Fs s4 = 6,509, p <0,001; ERB: Fs 54 = 2,852, p =
0,024; AR: Fs 54 = 7,567, p <0,001; MR: Fs, 54 = 28,802, p <0,001; GR: Fs5 54 = 11,714, p
<0,001; BDNF: Fs 54 = 11,805, p <0,001), mit Ausnahme des Aromatase-Gens CYP19
(Fs, 54 =1,642, p = 1,670)(Abbildung 26). Der Vergleich der einzelnen Gruppen zeigte,
dass in der relativen Genexpression ebenfalls die Tiere, die mit 7,4umol behandelt
wurden, eine besondere Rolle spielen. Fir ERa zeigten die 7,4umol MPP-
behandelten Tiere eine signifikant niedrigere relative Genexpression als die Tiere,
die mit 1,5umol MPP (p = 0,008), 3,7umol MPP (p = 0,017) und Vehikel (p = 0,004)
behandelt wurden, sowie im Vergleich zu den untrainierten Vehikel-behandelten
Kontrollratten (p = 0,002). Weiterhin wiesen die Tiere, denen MPP mit einer
Konzentration von 12,6umol verabreicht wurde, ein signifikant niedrigeres ERa
RNA-Niveau auf, als Vehikel behandelte trainierte (p = 0,036) und untrainierte (p =
0,014) Tiere.

Die relative Genexpression von ERB unterscheidet sich deutlich in der 7,4umol MPP-
behandelten Gruppe im Vergleich zu den untrainierten Vehikel-behandelten Ratten
(p = 0,043). Das Expressionsmuster des Androgen-Rezeptors ist dhnlich dem von
ERa (7,4umol/1,5umol: p = 0,011; 7,4umol/3,7umol: p = 0,042; 7,4umol/Vehikel: p
<0,001; 7,4umol/untrainiert Vehikel: p = 0,013; 12,6umol/Vehikel: p = 0,001;
12,6umol/untrainiert Vehikel: p = 0,015). Zusatzlich zeigte die 12,6pumol MPP
Gruppe einen Unterschied in der AR Expression, im Vergleich zu den mit 1,5umol

MPP-behandelten Tieren (p = 0,017).

Der Mineralokortikoid-Rezeptor zeigte die zahlreichsten Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen. Die Tiere, die mit 7,4umol MPP behandelt wurden, wiesen eine
signifikant niedrigere MR Expression auf, als alle anderen Gruppen
(7,4umol/1,5umol: p <0,001; 7,4umol/3,7umol: p <0,001; 7,4umol/12,6pumol: p
<0,001; 7,4umol / Vehikel: p <0,001; 7,4umol/untrainiert Vehikel: p <0,001).

Dariber hinaus unterschied sich die 3.4umol MPP-Gruppe deutlich von der 1,5umol
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MPP-Gruppe (p = 0,030), sowie von der Vehikel-behandelten trainierten (p = 0,005)

und untrainierten (p = 0,028) Kontrollgruppe. Fiir BDNF und den Glukokortikoid-

Rezeptor konnte das gleiche Genexpressionsmuster festgestellt werden.
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Abbildung 26 relative Genexpression der MPP behandelten Tiere; angegeben sind

Mittelwerte und Standardfehler; eingezeichnet sind Signifikanzen der
Einzelgruppenvergleiche *p<0,05.

Fiir die Bestimmung der relative Genexpression wurde eine quantitative
real-time PCR durchgefiihrt, die Berechnungen wurden mit der
,comparative cycle threshold “-Methode der Ci-Werte durchgefihrt.

In beiden Analysen wies die Gruppe, deren Tiere mit 7,4umol MPP behandelt

wurden, signifikant niedrigere RNA-Level auf, als die 1,5umol MPP (jeweils: p

<0,001); 3,7umol MPP (BDNF: p <0,001; GR: p = 0,005); 12,6umol MPP (jeweils: p <

0,001), sowie die Vehikel trainierte (jeweils: p <0,001) und Vehikel untrainierte
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(jeweils: p <0,001) Gruppe. Wie oben erwahnt, zeigten die TPBM-behandelten Tiere

keine Unterschiede in der relativen Genexpression aller Gene.

Gewichte

Die Korpergewichte der MPP injizierten Tiere und deren Kontrollgruppen
(Abbildung 27) unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (Habituation: Fs.g3=
1,449, p= 0,216; Trainingstag 1: Fs.s3= 1,053, p= 0,393; Trainingstag 2: Fs.g3= 0,472,
p=0,796).

Gewicht
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Abbildung 27 Angaben der Gewichtsreduktion der MPP behandelten Tiere in Prozent als
Anteil des Ausgangsgewichtes; angegeben sind Mittelwerte und
Standardfehler; keine signifikanten Unterschiede in den
Einzelgruppenvergleichen *p<0,05.
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Einfluss des ERa-Antagonisten MPP auf die lokomotorische Aktivitat,
sowie das Explorations- und Angstverhalten in 8 Wochen alten,
mannlichen Wistar Ratten

Im Versuchsteil 2 konnten signifikante Unterschiede in der Latenzzeit zum Finden
aller Pellets zwischen den Vehikel-behandelten Kontrolltieren und den, mit einer
MPP-Konzentration von 7,4umol, behandelten Tieren nachgewiesen werden. Somit
ergab sich die Frage, ob die MPP-behandelten Tiere schneller lernen, oder die
Lernaufgabe aufgrund erhohter Allgemeinaktivitdt schneller absolvieren? Hierfiir
wurden zwei verschiedene Verhaltensversuche durchgefiihrt. Zum Einen, der Open-
Field-Test, in dem das Explorationsverhalten und Unterschiede in der
lokomotorischen Aktivitat der Tiere untersucht werden; und zum Anderen der Plus-

Maze-Test, als Standardanalyse des Angstverhaltens von Versuchstieren.

In beiden Tests konnten keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen
innerhalb der jeweiligen Trials nachgewiesen werden. Zwischen den beiden
Versuchstagen ergaben sich dagegen verschiedene, signifikante Anderungen
(Abbildung 28). Dies gilt (ausgenommen der Geschwindigkeit im Wandbereich;
p=0,396) fir alle Parameter des Open-Field-Tests (p < 0,002); sowie fiir die
Aufenthaltsdauer und die Wegstrecke der einzelnen Kompartimente des elevated
Plus-Maze (p < 0,042). Fur die durchschnittliche Geschwindigkeit, mit der sich die
Tiere im Plus-Maze bewegten, konnte nur im offenen Arm eine signifikante

Reduktion am zweiten Tag (p = 0,003) nachgewiesen werden.
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Abbildung 28 Aufenthaltsdauer, Geschwindigkeit und Wegstrecke der MPP-behandelten
Tiere, sowie der Kontrollgruppe fir den Open-Field-Test (links) und das
elevated Plus-Maze (rechts)
center: zentrale Zone; corner: Eckzone; wall: Wandbereich
closed: geschlossene Arme; open: offene Arme
angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler; eingezeichnet sind
Signifikanzen der GLM (ber die einzelnen Tage, *p<0,05.

Rezeptorkomplexe

Um weitere Erkenntnisse zu den Ergebnissen der ersten Teilstudie zu gewinnen, war

ein nadchster Schritt, die Untersuchung der Rezeptoren auf Protein-Ebene. Hierfiir
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wurden 8 Wochen alte Tiere ebenfalls auf dem Holeboard trainiert, erhielten dabei
jedoch keine pharmakologische Behandlung. Die Tiere wurden hierfiir in 4
Versuchsgruppen unterteilt. Zwei Gruppen durchliefen das Holeboard-Training, eine
davon nur die beiden Akquisitionsphasen, die andere das gesamte Training (mit
Retentionstrial). Zudem wurden zwei zeitgleiche, untrainierte Kontrollgruppen
mitgefliihrt. Um zu verdeutlichen, dass die Erkenntnisse dieser Untersuchung
vergleichbar mit den vorangegangenen Experimenten sind, wurden sowohl die
Verhaltens- und Lernparameter, als auch die Korpergewichte statistisch
ausgewertet. Hierflir wurden die 8 Wochen alten Kontrolltiere der ersten Teilstudie,
in denen sich der deutliche Effekt in der Expression des ERa-Gens zeigte, mit den 8

Wochen alten Tieren, die ebenfalls das gesamte Training absolvierten, verglichen.

Verhalten

Keiner der vier Verhaltensparameter (Abbildung 29) zeigte signifikante
Unterschiede Uber die gesamte Trainingsdauer; es konnte ausschlieflich ein
signifikanter Unterschied in der ersten Akquisitionsphase im Parameter
,Wegstrecke’ nachgewiesen werden. (Zeit zum Finden aller Pellets: Gber alle 10
Trials: F1,10=0,624, p=0,439; Akquisition 1: F1,19=1,729, p=0,204; Akquisition 2:
F1.10=0,138, p=0,715; Retentionsdurchgang: F1.19=0,079, p=0,782; die Anzahl der
gefundenen Pellets: Uber alle 10 Trials: F1,19=3,827, p=0,065; Akquisition 1:
F1.10=3,434, p=0,079; Akquisition 2: F1.19=3,123, p=0,093; Retentionsdurchgang:
F1.10=3,817, p=0,066; Geschwindigkeit: Uber alle 10 Trials: F;,15=0,470, p=0,502;
Akquisition 1: Fj.10=4,012, p=0,060; Akquisition 2: F;.19=0,017, p=0,899;
Retentionsdurchgang: F1,10=0,216, p=0,648; die zuriickgelegte Wegstrecke: liber alle
10 Trials: Fy1,18=3,358, p=0,083; Akquisition 1: F;.19=5,626, p=0,028; Akquisition 2:
F1.19=0,101, p=0,754; Retentionsdurchgang: F1.19=0,446, p=0,513).
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Abbildung 29 Verhaltensparameter der 8 Wochen alten Tiere des ersten Versuchsteil (8

W Genexpression) und der 8 Wochen alten Tiere, welche ebenfalls das
vollstdndige Holeboard-Training absolvierten und zur Generierung der
Daten der Proteinexpression genutzt wurden (8 W Proteinexpression);
angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler, *p<0,05.
Die Tiere unterschieden sich nicht in der Zeit zum Finden aller Pellets (oben
links), der Anzahl der gefundenen Pellets (oben, rechts), der
Geschwindigkeit (unten, links) und der zuriickgelegten Wegstrecke (unten,
rechts) Gber die Dauer des gesamten Trainings.

Auch fir die Lernparameter; also das Referenzgedachtnis (F1;1s=3,159, p=0,093) und
das Arbeitsgedachtnis (F1.20=0,460, p=0,506); konnten keine Unterschiede zwischen

den Gruppen detektiert werden (Abbildung 30).



70 || Ergebnisse

Referenzgedachtnis Arbeitsgedachtnis
x 1.0 _ 10
o 2 I
= 08- | £ 0.8-
) p
S g
£ 061 £ 0.6
® 3]
D 0.4 2 04
~ 2
L 0.2 D 0.2-
S 2
o <
@ 0.0- r 0.0- ) " ,
8 W Genexpression 8 W Proteinexpression 8 W Genexpression 8 W Proteinexpression

Abbildung 30 Referenz- und Arbeitsgedachtnis-Indizes der 8 Wochen alten Tiere im

Retentionsdurchgang (Trial 10, Tag 3); angegeben sind Mittelwerte und
Standardfehler; *p<0,05.
Im Retentionsdurchgang konnten keine signifikanten Unterschiede im
Referenzgedachtnis oder Arbeitsgedachtnis nachgewiesen werden. Die
Indizes wurden als Quotient der gesamten Lochbesuche durch die Summe
der Lochbesuche und entsprechenden Fehler kalkuliert.

Gewichte

Desweiteren wurden die Korpergewichte, bzw. die Gewichtsreduktion (Abbildung
31) der beiden Versuchsgruppen verglichen. Sowohl am Habituierungstag
(F1,20=0,104, p=0,751), am ersten Trainingstag (F1.20=0,811, p=0,379), sowie dem
zweiten Trainingstag (F1,16=0,024, p=0,879) unterschieden sich die Werte nicht

signifikant voneinander.

Zusammengefasst, zeigen sich  keinerlei Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen, was einen direkten Vergleich erméglicht und die Ergebnisse

miteinander in Bezug bringen lasst.
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Abbildung 31 Angaben der Gewichtsreduktion der 8 Wochen alten Tiere des ersten
Versuchsteil (8 W Genexpression) und der 8 Wochen alten Tiere, welche
ebenfalls das vollstindige Holeboard-Training absolvierten und zur
Generierung der Daten der Proteinexpression genutzt wurden (8 W
Proteinexpression) in Prozent, als Anteil des Ausgangsgewichtes;
angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler; es konnten keine
signifikanten Unterschiede in den Einzelgruppenvergleichen ermittelt
werden *p<0,05.

Western Blot Analysen

Die Western Blot Analysen der Membran-Fraktion (Abbildung 32) ergaben eine
signifikante Anderung des Mineralokortikoidrezeptor (Fs 3;=6,592, p=0,002) und der
beiden Glukokortikoidrezeptor-Komplexe (480kDA: F;3,=7,142, p=0,001; 520kDa:
F331=5,337, p=0,005). Die Post-hoc-Vergleiche zeigten anschlieBend, dass die
Proteinkonzentration des Mineralokortikoidrezeptors in den trainierten Tieren
signifikant hoher war, als in der entsprechenden untrainierten Kontrollgruppe
(9Trials:  p=0,017; 10Trials: p=0,022). Fir den membrangebundenen
Glukokortikoidrezeptor konnten zwei verschiedene Komplexe detektiert werden.
Der Rezeptorkomplex mit einer Proteinmasse von 480kDa wies eine signifikant
hohere Konzentration in den Tieren, die das gesamte Holeboardtraining absolviert

hatten, im Vergleich zu ihrer untrainierten Kontrollgruppe (p=0,003) auf. Der
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groBere Rezeptorkomplex, mit einer Masse von 520kDa, hingegen, zeigte einen
signifikanten Unterschied in den Tieren, die nur die beiden Akquisitionsphasen

durchliefen, im Vergleich zu ihren untrainierten Kontrollgruppe (p=0,006).
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Abbildung 32 Auswertung der Western-Blot-Analysen der Steroidrezeptoren in der
Membran-Fraktion; angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler,
eingezeichnet sind Signifikanzen der Einzelgruppenvergleiche *p<0,05.
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Die Auswertung der cytosolischen Fraktion (Abbildung 33) ergab ebenfalls einen
signifikanten Unterschied, sowohl fur den Glukokortikoidrezeptor (F33;=10,333,
p<0,001), als auch fiir den Estrogen-Rezeptor a (F;3;=6,699, p=0,002). Mit Hilfe der
Einzelgruppen-Vergleiche konnte gezeigt werden, dass fiir GR (im Cytosol nur durch
einen Komplex vertreten, mit der Proteinmasse von 87kDa) der Proteingehalt in 2

Tage trainierten Tieren niedriger ist, verglichen mit ihrer Kontrollgruppe (p<0,001).
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Abbildung 33  Auswertung der Western-Blot-Analysen der Steroidrezeptoren in der
cytosolischen Fraktion; angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler,
eingezeichnet sind Signifikanzen der Einzelgruppenvergleiche *p<0,05.

Allerdings wurden hier auch Unterschiede zwischen den untrainierten
Kontrollgruppen gefunden. Tiere, die parallel zu den Tieren, die alle 10 Trials
durchliefen, mitgefiihrt wurden, wiesen einen geringeren Proteingehalt als 2 Tage

untrainierte Tiere auf (p=0,042). Auch die Konzentration des Estrogen-Rezeptor a
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war signifikant geringer in trainierten Tieren unabhangig von der Trainingsdauer, im

Vergleich zu den zeitlich abgestimmten, untrainierten Tieren (9Trials: p=0,045;

10Trials: p=0,008).

Die Western-Blot-Daten wurden aus der Signalstarke der einzelnen Banden mittels
Image J Software (http://rsb.info.nih.gov/ij/) generiert. Abbildung 34 zeigt die
zugrunde liegenden Western-Blot-Banden der einzelnen Proben je Rezeptor, sowie
die jeweiligen Ladekontrollen. Jedes Gel lief mit je 3 bis 4 Proben pro einzelner

Versuchsgruppe. Die Konzentration (angegeben als optische Dichte) wurde nach der

Messung der Signalstarke als Mittelwert aller Proben pro Gruppe angegeben.
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Abbildung 34 Western Blots der beiden Fraktionen und deren Ladekontrollen
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Diskussion

Die vorliegende Studie ist in drei Abschnitte untergliedert. Im ersten Teil wurde die
Rolle hippokampaler Steroidrezeptoren und —hormone auf die Verhaltensregulation
in einer raumlichen Lernaufgabe in mannlichen Wistar Ratten untersucht. In Bezug
auf vorangegangene Untersuchungen, beschrankt sich die Arbeit auf mannliche
Tiere, da hierfir ein breiteres Spektrum an relevanter Literatur verfiigbar ist. Da das
Hormonsystem sich mit dem Alter der Tiere andert und modglicherweise auch
Funktionsunterschiede aufweisen kann (Meaney et al., 1985; Sapolsky et al., 1985;
Zhang et al., 2013), wurde der Einfluss des ontogenetischen Reifegrades auf diese
Prozesse berlicksichtigt. Grundlage vieler Untersuchungen, Uber die
Regulationsmechanismen in  heranwachsenden Tieren und der damit
einhergehenden Veranderung des Hormonhaushaltes, waren bisher iberwiegend
Studien an gonado-ektomierten Tieren. Dies lasst zwar Aussagen Uber direkte
Wirkungswege von exogen applizierten Steroidhormonen zu, fiihrt aber parallel zur
gesamten Verdnderung des endokrinen Systems (Naninck et al., 2011; Schulz et al.,
2009; Phoenix, 2009; Bakker and Baum, 2008). Um genauere Kenntnisse Uber die
Regulation in intakten Tieren zu gewinnen und eine, der natiirlichen Physiologie
nahekommende, Situation zu analysieren, wurden in dieser Studie keine gonado-
bzw. adrenal-ektomierten Tiere verwendet. Der dadurch geschaffene Vorteil des
Erhalts des endokrinen Systems bedingt jedoch auch, dass die Komplexitdt dieses
Netzwerkes nicht innerhalb einer Studie erfasst werden kann. In der vorliegenden
Arbeit wurde daher das Hauptaugenmerk auf die Regulation ausgewahlter
Steroidhormonrezeptoren und deren Liganden im Hippokampus in Bezug auf die

Absolvierung einer rdumlichen Lernaufgabe gelegt.

Die Absolvierung dieser Lernaufgabe induzierte eine erhdhte Expression des
Ostrogen-Rezeptor a-Gens in 8 Wochen alten Tieren. Infolgedessen wurde im

zweiten Teil der Studie die Regulation dieses Rezeptors in der entsprechenden
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Altersgruppe in den Fokus geriickt. Mit Hilfe eines ERa-Antagonisten sollte der
Einfluss der Inhibierung desselbigen, mittels verschiedener Konzentrationen, naher
charakterisiert werden. Hierbei konnte eine Konzentrations-abhangige Wirkung auf
das Lernverhalten der Tiere, jedoch nicht auf die Effektivitat des Lernvorgangs
(Anzahl der Fehler) nachgewiesen werden. Um ausschliefen zu kénnen, dass diese
nicht in unspezifischen Anderungen in der lokomotorischen Aktivitit, oder dem
Erkundungs-, sowie Angstverhalten der Tiere begriindet ist, sondern aus einer
motivationalen Veranderung hervorgeht, wurden, im dritten Teil der Studie, zwei
Standardverhaltenstests durchgefiihrt. Diese konnten keine allgemeinen
Unterschiede in den Verhaltensparametern Lokomotions-, Explorationsverhalten
und ,Angstlichkeit” aufzeigen. Um neben der Quantifizierung der Genexpression
der Steroidrezeptoren zusatzliche Informationen (iber deren Proteinsynthese zu
gewinnen, wurden Western-Blot-Analysen fiir die entsprechenden Rezeptoren
durchgefihrt. Die Western-Blot-Analysen wurden sowohl fir die Membran- als
auch fur die cytosolische Fraktion durchgefiihrt. Dieses Vorgehen erlaubt erste
Rickschlisse auf die Beteiligung von schnellen Signaltransduktionswegen
(Membran) oder langsameren genomischen Mechanismen (cytosolische

Rezeptoren) an der Modulation des Verhaltens.

Der Hippokampus gilt als der Teil des limbischen Systems, der fir die
Informationsverarbeitung beim raumlichen Lernen verantwortlich ist und, im
Zusammenspiel mit der Amygdala, als emotions-verarbeitende Hirnstruktur, sowie
dem Prafrontalen Cortex, auch eine elementare Rolle fir die Prozessierung und
Speicherung neuer emotionaler Informationen (Nathan et al., 2004; Diamond et al.,
2007; Ramos and Arnsten, 2007; Sandi et al, 2005, 2007) und deren
kontextabhangigen Speicherung spielt. Die zellularen Grundlagen, fir diese
Fahigkeit zur Ausbildung des Gedachtnisses, liegen in der Fahigkeit zur neuronalen
und synaptischen Plastizitat begriindet. Neuronale Plastizitdt ist die dynamische
Modulation von Nervenzellen, zum einen in ihrer Erregbarkeit, bzw.
Erregungsibertragung (synaptische Plastizitdt) und zum anderen in ihrer

Morphologie und der Zusammensetzung des enzymatischen Repertoir (strukturelle
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Plastizitat). Zusatzlich zu diesen Modifikationen, ist der adulte Gyrus Dentatus der
hippokampalen Formation zur Neubildung von Neuronen fahig. Es konnte gezeigt
werden, dass durch Hippokampus-abhangiges, jedoch nicht durch Hippokampus-
unabhingiges Lernen, die Neubildung von Neuronen induziert und deren Uberleben
und Funktionalitat im Gyrus Dentatus erhéht wird (Gould et al., 1999). Klassische
Arten Hippokampus-abhdngigen Lernens beinhalten raumliches Lernen und
Gedéchtnis (Morris, 1981; 1982). Aber wie kann sich ein Tier im Raum orientieren?
Sowohl Granularzellen des Gyrus dentatus als auch Pyramidenzellen der CA1-Region
der hippokampalen Formation, konnen die Eigenschaft des ortsgebundenen
Feuerns entwickeln. Diese Zellen zeigen haufiger oder ausschlieflich
Aktionspotentiale, wenn das Tier sich an einem bestimmten Ort in einer Testarena
befindet. Diese Zellen werden als Place-Zellen (O’Keefe, 1979) bezeichnet und
wurden hauptsdachlich im Hippokampus (ca. 50% der Zellen) und im medialen
enthorinalen Cortex (Grid-cells) nachgewiesen (Moser et al.,, 2008). Diese
raumlichen Orientierungszellen feuern, dhnlich den im Schlaf detektierbaren Theta-
Wellen rhythmisch, jedoch nur, wenn sich das Tier in dem, der Zelle
entsprechenden, Place-Feld befindet. Diese Kombination von hippokampalen Place-
Zellen und entorhinalen Grid-Zellen wirken zusammen und bilden eine , kognitive
Landkarte”, also ein neuronales System, um sich im Raum zu orientieren. Das
Netzwerk der verschiedenen Zellen dieser kognitiven Landkarte wird dabei
vermutlich Uber die Verstarkung synaptischer Verbindungen, und somit der
langfristigen Aufrechterhaltung der synaptischen Plastizitat (wie etwa LTP) realisiert
(Kentros et al.,, 1998). Diese wiederum, wird essentiell durch den Einfluss von
Steroidhormonen moduliert. So konnte in diversen Studien gezeigt werden, dass die
beiden Kortikosteron-bindenden Steroidhormone gegensatzliche Effekte auf die
synaptische Plastizitat, bzw. die Langzeitpotenzierung, im Gyrus Dentatus haben
(Filipini et al., 1991; Dubrovsky et al., 1993; Pavlides et al, 1995); aber auch die
gonadalen Steroidhormone in die Modulation involviert sind (Foy et al., 1999;

Cordoba Montaya and Carrer, 1997; Murphy and Segal, 1996; Hebbard et al., 2003).
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Andere Studien zu o.g. Place-Zellen zeigten, dass diese im Place-Feld unabhdngig
von Belohnung, Bestrafung oder zwanghafter Immobilitat, (durch den
Experimentator im Place-Feld gehalten) feuern (Olton et al., 1978; Hill, 1978;
O’Keefe and Conway, 1978). Aullerdem bilden Tiere, welche taub, blind, oder ohne
Tasthaare sind, ebenfalls Place-Zellen aus. Diese Zellen verwenden die
verschiedensten sensorischen Impulse und Stimuli und feuern zum Teil auch nach
Weglassen eines der raumlichen Merkmale, sofern sich das Tier im Place-Feld
befindet. Untersuchungen zeigten, dass in unterschiedlichen Versuchsanordnungen
mit denselben raumlichen Merkmalen und der gleichen Orientierung im Raum,
einzelne Place-Zellen Uberlappende Aktivitdtsmuster zeigen, andere nicht. Es
werden demnach |. keine synchronen kognitiven Landkarten verschiedener
Situationen im gleichen Raum gebildet und Il. die basalen neuronalen Grundlagen
fir raumliche Orientierung werden durch o.g. Einflisse nicht gedndert; es missen
demnach Verhaltenszustande eine Rolle spielen, die die Lernbereitschaft und —
fahigkeit beeinflussen, wie etwa Motivation und Emotion. In der Regulation eben
dieser Verhaltenszustinde, spielt der Hippokampus ebenso eine zentrale Rolle. Das
kontextuale Angstgedachtnis z.B., wurde bereits frih als Hippokampus-abhangig
identifiziert. Die Schadigung des Hippokampus nach der Kontext-Ton-Schock-
Verknipfung des Angstkonditionierung-Tests fuhrt zu dem Verlust der Kontext-
Schock-Verknilpfung, jedoch nicht der Assoziation zwischen Ton und Schock (Maren
et al., 1997; Phillips and LeDoux, 1992). Unter Anderem, aufgrund dieses Bezugs
zwischen Hippokampus und Kontext, wurde dem Hippokampus eine Rolle in der
raumlich kognitiven Informationsverarbeitung zugeschrieben und die emotionale/
motivationale Komponente weniger berlicksichtigt. Dass Emotionen als
Hippokampus-unabhdngig betrachtet werden kénnen, konnte jedoch bereits durch
Erkenntnisse wie die Involvierung des Hippokampus in den Papez-Kreislauf, oder die
Stressantwort negiert werden. So ist bekannt, dass durch die Erhéhung der
Stresshormone, die Funktion des Hippokampus gestort werden kann (McEwen and
Magarinos, 1997; Herman et al.,, 2005), und vice versa, die Storung des

Hippokampus zu einer Storung in der HPA-Achse fihrt (Dedovic et al., 2009;
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Jacobson and Sapolsky, 1991). Auch rdumliche Lernaufgaben wie das Morris Water
Maze (Morris, 1981), oder das Holeboard (Boissier and Simon, 1962), sowie die
kontextuale Angstkonditionierung, erfordern Motivationen wie Hunger,
Belohnungserwartung, oder Angst. Eine Verknipfung von Emotion, Motivation und
Kognition ist daher unerlasslich. Dem Hippokampus wird jedoch eine raumliche
»Funktionstrennung” zugeschrieben. Der dorsale Hippokampus gilt als
verantwortlich fir das rdumliche Lernen (hier befindet sich auch ein héherer Anteil
an Place-Zellen; Kjielstrup et al., 2008), wahrend der ventrale Teil im Wesentlichen
als, in die Emotionsverarbeitung involviert, angesehen wird. Diese dichotome
Einteilung wird zum Einen von der Tatsache gestitzt, dass der dorsale und der
ventrale Teil des Hippokampus verschiedene Afferenzen und Efferenzen aufweisen
(Swanson and Corwan, 1977). Die Afferenzen umfassen primar den Tractus
perforans, die eingehende Verbindung vom entorhinalen Cortex, aber ebenfalls
diverse Inputs aus dem assoziativen Isocortex, dem Septum, der Amygdala, den
limbischen Thalamuskernen, den Raphe-Kernen und dem Locus coeruleus. Die
Signale werden vom Gyrus Dentatus (iber die Moosfasern zur CA3-Region, und
anschlielend Uber die Schaffer-Kollaterale zur CA1-Region des Hippokampus
weitergeleitet. Die Efferenzen verlaufen Uber das Subiculum zuriick zum
entorhinalen Cortex; auRerdem zu nahezu allen neocorticalen Gebieten, zuriick zur
Amygdala, dem Septum, dem Hyphothalamus und zu den Mamillarkérpern
(Klausberger and Somogyi, 2008; Coulter et al., 2011). Raumliches Lernen soll
demnach im Wesentlichen vom dorsalen Teil des HC abhangig sein (Moser et al.,
1995), wahrend Verletzungen, bzw. Funktionseinschrankungen des ventralen
Hippokampus, zu Einschrdankungen in der Stressantwort oder dem emotionalen
Verhalten fiihren (Henke, 1990). Zahlreiche weitere Studien mit verschiedenen
Schwerpunkten, z.B. Angst-Konditionierung, Angstverhalten, oder raumlichem
Lernen, unterstitzen diese Annahme (contextual fear conditioning: Anagnostaras et
al., 2001; conditioned place preference: Ferbinteanu and McDonald, 2001; elevated
plus-maze: Kjielstrup et al., 2002; 8-arm radial maze: Pothiuzen et al., 2004;

auditory-cued fear learning: Hunsaker and Kesner, 2008). Andererseits kommt eine



80 || Diskussion

Reihe von Untersuchungen zu gegensatzlichen Ergebnissen; Rudy and Matus-Amat
(2005) zeigten, dass auch die Inaktivierung des ventralen Hippokampus zur Stérung
der Kontext-Schock-Verkniipfung flihrt. Ferbinteanu et al. (2003) und Moser et al.
(1993) zeigten ebenfalls, dass sowohl die Manipulation des dorsalen, als auch die
des ventralen (bei Moser et al. ab einer LesionsgroRRe von 40%) Hippokampus, zu

sehr ahnlichen Defiziten im rdaumlichen Lernen im Morris Water Maze fuhrt.

AuBerdem  konnte, bei der ndheren Untersuchung der einzelnen
Transmittersysteme im Hippokampus, zwar eine starkere Innervierung des
ventralen Teils nachgewiesen werden; dies gilt fiir das cholinerge System (Cholin-
Acetyltranferase,  Acetylcholinesterase), die monoaminerge Innervierung
(Noradrenalin, Dopamin, Serotonin) und in einer geringen, jedoch signifikanten
Verteilung, fir Glutamat. Neben dieser Heterogenitat entlang der dorsal/ventral-
Achse unterscheiden sich die Konzentrationen auch innerhalb der einzelnen
Subregionen stark; zudem kann eine geringere Innervierung durchaus mit hdoheren
Aktivitaten oder Ausschittungen an Transmittern ausgeglichen werden (Hortnagel
et al., 1991). Da der rechte Hippokampus in der vorliegenden Studie, sowohl fiir die
Hormonkonzentrationsbestimmung, als auch fir die Quantifizierung der relativen
Genexpression genutzt werden sollte, wurde der HC, halbiert und anschlieRend
randomisiert, in den einzelnen Analyseverfahren genutzt. Hiermit sollte
ausgeschlossen werden, dass eventuelle Unterschiede zwischen dem dorsalen und
ventralen Hippokampus herausgefiltert werden, die in dieser Studie keine weitere
Rolle spielen sollte. Zudem begriindete sich die Fokussierung auf den rechten
Hippokampus darin, dass die Studie vergleichbar bleibt, mit friiheren und auch
geplanten Untersuchungen zur hippokampalen Langzeitpotenzierung in unserem

Verhaltensparadigma.

Die ontogenetische Entwicklung des neuronalen, hormonellen Netzwerkes ist ein
weiteres Feld der Untersuchungen. In der periadolescenten Phase der Entwicklung
ist das dopaminerge System nahezu ausgereift (Pardo et al., 1977; Murrin and Zeng,

1986; Broaddus and Bennett, 1990; Rao et al., 1991), verandert sich jedoch
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weiterhin bis zum Stadium des Erwachsenen-Alters (Lyss et al., 1999). Die neurale
Verknlipfung durchlauft dagegen noch immense Veranderungen. Der vorliegende
Uberschuss an Synapsen und Rezeptoren wird mittels kompetitiver Selektion
wieder ausgedinnt und vermindert (Use-it-or-lose-it-Prinzip). Im menschlichen
Cortex z.B., vermindert sich die Dichte der Synapsen um 40% (Huttenlocher, 1979).
Weiter ist bekannt, dass verschiedene Rezeptoren im pra-pubertiren Hirn
nachzuweisen sind, die dann post-pubertar nicht mehr detektiert werden kdénnen
(Vizuete et al., 1997). In der pra-pubertaren Phase (bei Ratten ca. 5 bis 14 Tage nach
der Geburt), durchlauft der Organismus eine Stress-hypo-responsive-Phase, welche
mit einer verminderten Aktivitat der HPA-Achse, bzw. einer verminderten
Stressantwort auf Stressoren einher geht (Sapolsky and Meany, 1986). Ein, zu
diesem Zeitpunkt einzigartiges, Konzentrationsmuster der Glukokortikoid-
Rezeptoren, fihrt zu einer negativen Feedback-Reaktion und halt den
Corticosteron-Level niedrig, bzw. stabil, um eine optimale Entwicklung des

Glukokortikoid-sensitiven neuronalen Netzwerkes zu gewahrleisten.

Die Entwicklung der Konzentrationen der gonadalen Hormone zeigt dagegen einen
eher linearen Verlauf. Ab einem Alter von ca. 25 Tagen beginnen die
Konzentrationen zu steigen und erreichen dann schnell ihr adultes Level. Eine Ratte
gilt ab einem Alter von 6 Wochen als sexuell ausgereift, erreicht ihre soziale und
volle korperliche Reife (z.B. Muskel-Skelett-System) jedoch erst in einem Alter von 5
bis 6 Monaten (Sengupta, 2012). Die Tiere in der vorliegenden Studie sind in einem
Alter von 8, 12, oder 24 Wochen untersucht worden; sie sind demnach alle sexuell
voll entwickelt, unterscheiden sich jedoch stark in ihrem sozialen
Entwicklungsstatus. Die 8 Wochen alten Tiere befinden sich in der Phase der Suche
ihrer sozialen Stellung und dem Verlassen des Nestes (Kelley et al., 2004); diese ist
gepragt von einer erhohten Risikobereitschaft und einer starkeren Motivation zur
Erkundung unbekannter Umwelten; bzw. durch einen gesteigerten Antrieb nach
sozialen und anderen Stimulationen durch die Umwelt. Zudem lernen die ,jungen
Erwachsenen’ in diesem Zeitraum auch Notwendigkeiten, wie Uberlebensstrategien

oder die Unabhingigkeit von den Eltern zum eigenen Uberleben (Kelley et al.,
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2004). In unseren Ergebnissen spiegeln sich diese Verhaltensmuster ebenfalls
deutlich wider. So sind die 8 Wochen alten Tiere durch den Futterentzug starker
motiviert das Holeboard zu explorieren, bewegen sich mit einem grofReren
Wandabstand und einer héheren Geschwindigkeit und bendtigen weniger Zeit zum
Erlernen des Paradigmas, als ihre alteren Versuchsgruppen. Die dalteren Tiere
unterschieden sich dagegen nicht signifikant voneinander. Die statistische
Auswertung der Abnahme der Korpergewichte ergab fiir die Habituierung und die
Akquisitionsphase 1 einen signifikanten Unterschied der 12 Wochen alten Tiere zu
den postpubertaren Tieren, die 24 Wochen alten Tiere unterschieden sich dagegen
nicht von den 8 Wochen alten Tieren. Dieser Unterschied ergab sich unter anderem
durch die breite Varianz der Ausgangsgewichte der 12 Wochen alten Tiere. Da
jedoch beide adlteren Gruppen ein dhnliches und von den 8 Wochen alten Tieren
signifikant unterschiedliches Verhalten zeigen, ist stark anzunehmen, dass nicht der
Unterschied der Gewichtsreduktion den Verhaltensunterschieden zugrunde liegt. In
diesem Falle wirde lediglich das Verhalten der mittleren Versuchsgruppe von den
beiden anderen abweichen. Unterschiede in den kognitiven Lernparametern
konnten zudem nur fiir das Referenzgedachtnis der 8 Wochen alten Tiere im
Vergleich zu den 12 Wochen alten Tieren nachgewiesen werden, das
Arbeitsgedachtnis unterscheidet sich zwischen keinen der drei Altersgruppen. Die
sozial noch nicht voll entwickelten Tiere zeigten unter diesen Bedingungen
demnach ein besseres Langzeitgedachtnis, als die vollentwickelten, adulten Tiere.
Die oben beschriebenen Unterschiede in der Sozialontogenese, also die
ontogenetisch programmierte erhéhte Explorationsbereitschaft junger Mannchen
zusammen mit der Notwendigkeit der langfristigen Speicherung neuer
Umgebungen in kognitiven Karten, kdnnten diese Verhaltensunterschiede erklaren.
Die altersabhdngig unterschiedlich programmierten Verhaltensstrategien beruhen
sehr wahrscheinlich, auf neurochemischen und -molekularen Unterschieden in den
relevanten Gehirnregionen, wie dem Hippokampus, sowie in regionsibergreifenden

Netzwerken.
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Der wesentliche exzitatorische Neurotransmitter des Hippokampus ist Glutamat;
der wesentliche inhibitorische Neurotransmitter ist y-Aminobutyrat (GABA). Neuro-
modulatorische Funktionen werden im Wesentlichen lber Monoamine, wie
Noradrenalin (NA), Serotonin (5-HT), und zu einem geringeren Anteil auch Dopamin
(DA) und Histamin an der Verarbeitung der eingehenden Signale im Hippokampus
erfillt, ebenso wie in der Amygdala und anderen Strukturen (Collingridge, 1985;
lzquierdo et al., 1992). Die Aktivierung von glutamatergen NMDA-Rezeptoren, als
Transmembran-Rezeptoren, fuhrt direkt, nach Depolarisation des postsynaptischen
Neurons und Entfernung des kanalblockierenden Magnesium-lons, zu erhéhtem
post-synaptischem Einstrom von Kalziumionen. lonotrophe und metabotrophe
AMPA-Rezeptoren, erstere als lonenkandle, letztere als G-Protein gekoppelte
Rezeptoren, vermitteln die schnelle postsynaptische Antwort auf prasynaptische
Glutamatausschiittung. Steroidhormonrezeptoren kénnen einen wesentlichen
Einfluss auf die prasynaptische Ausschiittung von Glutamat und die postsynaptische
Mobilitdat der, o.g., Glutamatrezeptoren und deren Verfligbarkeit an

postsynaptischen Membranen haben.

Neben den Glutamat- und Ostrogenrezeptoren spielen auch Kortikosteron-
bindende  Rezeptoren, der Glukocortikoid-Rezeptor (GR), sowie der
Mineralokortikoid-Rezeptor (MR), eine wichtige Rolle. Sie koordinieren die
Funktionen des Stresshormons Kortikosteron, welches auch beim Lernen eine
ausschlaggebende Bedeutung hat. So kann Kortikosteron kurzfristig neuroprotektiv
wirken, chronische Stresszustiande und langfristig erhohte Kortikosteron-Spiegel
fihren dagegen eher zu einem Neuronen-Verlust im Hippokampus; sehr
wahrscheinlich Gber die Aktivierung extrasynaptischer NMDA-Rezeptoren (Lupien
and McEwen, 1997; Sandi, 2011). Dementsprechend kann kurzfristiger Stress auf
der systemischen Ebene zu einer Verbesserung des Gedachtnis fihren (Roozendaal
et al., 2000), wahrend langfristiger Stress und erhohte Konzentrationen von
Kortikosteron mit einer schlechteren Lernleistung (Joels et al., 2006),
neuropathogenen Krankheiten wie der Depression u. A. (Tronche et al., 1999),

sowie der Beeintrachtigung des Serotonin-Haushaltes (Karten et al., 1999),
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korreliert werden kann. Eine Meta-Analyse (iber verschieden Studien am Menschen,
zum Einfluss von akuter Cortisol-Gabe auf das Gedachtnis (Het et al., 2005), konnte
auf Grund der groRen Heterogenitdt der Daten zwischen den einzelnen Studien

keine eindeutigen Ergebnisse aufzeigen.

In jedem Falle wird der Einfluss von Kortikosteron (in Nagern) auf das Gedéachtnis
durch o.g. Rezeptoren vermittelt. De Kloet et al. (1999) unterscheidet hierbei
zwischen dem MR-responsiven Netzwerk, welches den Abruf bereits erlernten
Wissens oder der Verhaltensreaktion auf Neuerungen der Umgebung vermittelt und
dem GR-responsiven Netzwerk, welches mit steigendem Hormonlevel, als Reaktion
von Neuerungen, die Konsolidierung neuer Informationen vermittelt. Das
Zusammenspiel beider Rezeptoren regelt somit die Informationsverarbeitung zur
Auspragung eines optimal angepassten Verhaltens. Die nahere Untersuchung der
Wirkungswege beider Rezeptoren zeigte, dass sie zu meist in Form von Dimeren
agieren. Sie besitzen, wie die anderen Steroidhormon-Rezeptoren, ein stark
konserviertes DNA-Bindemotiv, und konnen daher durchaus auch an dhnlichen oder
gleichen responsiven Elementen der DNA binden. Nach Bindung zweier Rezeptoren
erfolgt die Bildung der Homodimere (iber eine Kontaktstelle am zweiten Zinkfinger
des Bindemotives (Luisi et al.,, 1991). Neben dieser Moglichkeit, Homodimere zu
bilden, sind die Steroid-Rezeptoren ebenfalls in der Lage Heterodimere zu bilden,
was ihre Funktionalitat, bzw. die Moglichkeiten der Regulation von Zielgenen weiter
erhoht. Der Glukokortikoid-Rezeptor kann, z.B. mit dem Mineralokortikoid-Rezeptor
dimerisieren und reguliert als Heterodimer andere Zielgene, oder gleiche Gene auf
anderem Wege, als die Monomere (Liu et al.,, 1995; Trapp et al., 1994). Diese
Regulation erscheint zweckmalig flr die Erhaltung der Homoostase als auch fir
kurzfristige Anpassungen an lernrelevante Aullenreize, auch bei groRen Ligand-
Konzentrationsschwankungen. De Kloet (1991) formulierte hierfir die Balance-
Hypothese; welche besagt, dass MR fiir die Erregbarkeit der hippokampalen CA1
Neurone verantwortlich ist und GR zur Gegensteuerung benétigt wird. Bei Stérung
dieser Balance, kommt es zu Lernstoérungen oder Einschriankung in der

Stressresonanz (Montkowski, 1995; Bradbury et al., 1994). Untersuchungen zeigten,
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dass die Dimer-Bildung notwendig fiir eine erfolgreiche Bindung an die DNA ist
(Evans, 1988; Beato, 1989; Tsai and O’Malley, 1994); dabei konnten Trapp et al.
(1994) zeigen, dass die MR-GR Heterodimere sogar bessere DNA-
Bindeeigenschaften und auch eine bessere Binde-Kinetik aufweisen, als
Monodimere. Zudem fiihrt die Bindung von Heterodimeren zu einer veranderten
Transkriptionsaktivitdt und kénnte, aufgrund anderer Protein-Protein-Interaktionen
mit anderen Transkriptionsfaktoren, weitere individuelle Regulationen im Vergleich
zu den Monomeren beeinflussen (Trapp und Holzboer, 1996). Eine weitere
Moglichkeit flr zusatzliche Regulationsmechanismen ist die Konkurrenz. Eine Form
der Repression von Genen konnte durch das Binden eines ,falschen” Dimers an die
DNA sein, welche dann die Transkription des Zielgens unterdriicken kénnte (Trapp
et al., 1994; Trapp und Holzboer, 1996). Desweiteren konnte gezeigt werden, dass
GR in der Lage ist, mit dem Testosteron-bindenden Androgen-Rezeptor
Heterodimere zu bilden (Chen et al., 1997). Es ist denkbar, dass diese Moglichkeit
im Zusammenhang mit dem Einwirken von Stress und somit der Erhéhung des
Kortikosteron-Levels steht, d.h., dass in diesem Falle die Dimer-Bildung zwischen GR
und AR den Androgen-Rezeptor abfangen wiirde, um ihn fir Energie-verbrauchende
Prozesse nicht weiter verfligbar zu machen (Diamond et al., 1990; Kallio et al., 1995;
Trapp and Holzboer, 1996). Solche Prozesse repradsentieren eine Moglichkeit der
Verbindung des adrenalen und gonadalen Systems in der Verarbeitung von
Umweltanforderungen, die auch im Zusammenhang mit Lernerfahrungen stehen.
Wahrend GR-GR Homodimere im Wesentlichen die Expression der, fir die
Stressantwort notwendigen, Zielgene induzieren (Chen et al., 1997), waren
Heterodimere (mit verdnderter Transkriptionsaktivitdt) eine Maoglichkeit die
Genexpression an komplexere Reizkombinationen anzupassen. Wie bereits
angedeutet, wurde es in den letzten Jahren zunehmend deutlicher, dass
Sexualhormone nicht nur in Entwicklungsprozessen eine Rolle spielen, sondern auch
in kurzfristigen Regulationen von neuronaler Plastizitdt Lernen und Gedachtnis
ermoglichen bzw. modulieren. Zudem wirken beide, ,mannliche” und ,weibliche”,

Sexualhormone durchaus nicht unbedingt geschlechtsspezifisch als allgemeine
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Neuromodulatoren, sondern (iben ebenfalls spezifische situationsabhangige
Funktionen aus (Schulz and Korz, 2010). So sind sie auch in korperliche Reaktionen
involviert, die den klassischen Stressanpassungen zugerechnet werden. Sie wirken
z.B., neben den bekannteren Kortikoiden, entziindungshemmend; dies wird tber
die Immunrepression der Stressantwort vermittelt. Bekannt ist etwa, dass die
Ostradiol-Rezeptoren an der Repression von NF-kB-regulierten Cytokin-Genen
beteiligt sind, dies kann zum Einen durch die direkte Bindung am NFkB-Promotor
erfolgen (Ray et al., 1997), aber auch auf einem komplexeren Weg, mittels Bindung
von Co-Aktivatoren, welche die Repression bedingen (Cvoro et al., 2006).
Desweiteren kénnen die Rezeptoren auch notwendige Co-Aktivatoren abfangen,
was in Folge, die Expression der Entziindungs-Gene verhindert (Nettles et al., 2008).
Die Untersuchungen der Rezeptoren fiir Kortikosteron und Ostradiol zeigten, dass
beide sehr dhnliche Mechanismen nutzen. So fihrt die antagonistische Repression
des Ostrogen-Rezeptors, zu einer Unterdriickung der entziindungshemmenden
Wirkung der Glukokortikoide, und demnach auch der Funktion von GR. Es ist zu
vermuten, dass beide Rezeptoren neben spezifischen, auch gemeinsame Zielgene
verwalten, der zugrunde liegende Mechanismus ist bisher jedoch unbekannt (Cvoro

et al.,, 2011).

Auch in unserer Studie ist eine Verknlpfung der untersuchten Rezeptoren
erkennbar. Durch den Einfluss des Trainings zeigten sich Unterschiede in der
Regulation der Rezeptoren fiir den Androgen-Rezeptor und den Ostrogen-Rezeptor
B; die interessanteste Regulation wies jedoch der Ostrogen Rezeptor a auf. Die
mRNA-Konzentration dieses Rezeptors war in 8 Wochen alten Tieren, in Folge des
Trainings hochreguliert, in 12 Wochen alten Tieren nicht reguliert und in adulten 24
Wochen alten Tieren herunter reguliert. Dass ERa eine essentielle Rolle im
Vermeidungslernen spielt, jedoch nicht im Morris Water Maze Test (zumindest bei
mannlichen Ratten), zeigte Fugger et al. (1998, 2000). Auch Rissmann et al. (2002)
und Liu et al. (2008) zeigten, dass der Einfluss von ERPB auf das rdumliche Lernen in
Knock-Out-M3usen unter Ostradiol-Zugabe bedeutend gréRer scheint, als der von

ERa. Jedoch wurden diese Untersuchungen in nicht gonadal intakten Tieren und im
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Zusammenhang mit der Gabe von exogenem Ostradiol durchgefiihrt, demnach
unter vollig anderen Bedingungen, als in der vorliegenden Studie, in der
altersabhéangige Effekte von ERa auf lernmodulierende Verhaltenszustande, wie die
Motivation, in intakten Tieren gezeigt werden konnten. Die Regulation von
kognitiven Prozessen geschieht allerdings eher im Zusammenspiel von Ostradiol-
und Kortikosteron-bindenden Rezeptoren, wie in den Unterschieden im
Referenzgedachtnis und der Genexpression schlechter und guter Lerner deutlich
wird. Diese Ergebnisse konnten in Folgestudien weitreichendere Bedeutung fiir das
Verstandnis motivationaler Prozesse in jungen mannlichen Individuen gewinnen,
wie auch in pathologischen Abweichungen wie Hyperaktivitdit und
Aufmerksamkeitsdefiziten. Weiter sollten in diesem Zusammenhang auch BDNF-
abhangige Prozesse untersucht werden. In der vorliegenden Untersuchung, zeigt die
Regulation des BDNF-Gens ein dhnliches Expressionsmuster in dlteren Tieren, wie
das von ERa in jingeren. Die ,,juvenile” Rolle von ERa kdnnte demnach im Laufe der
ontogenetischen Entwicklung von BDNF lbernommen werden und neue Funktionen
von ERa im Alter moglich machen. Dass BDNF einen Einfluss auf das rdaumliche
Lernen hat, wurde bereits vielfach nachgewiesen (Radecki et al., 2005; Mu et al.,
1999). AuRerdem gibt es Hinweise auf eine simultane Regulation von BDNF und
ERa, sowie die gegenseitige Beeinflussung wahrend der hippokampalen
Entwicklung (Solum and Handa, 2002; Aguirre and Baudry, 2009). Aguirre und
Baudry (2009) konnten zeigen, dass die neuronale Schutzwirkung, welche durch
Ostradiol induziert wird, (iber den BDNF-Reaktionsweg vermittelt wird. Solum und
Handa (2002) zeigten, dass die, durch die Gonadoektomierung hervorgerufene
Konzentrationsanderung in der BDNF mRNA und im BDNF Protein, durch die
exogene Gabe von Ostradiol, wieder normalisiert wird. Sie gehen ebenfalls von
einer direkten Interaktion zwischen ERa und BDNF aus, zu Gunsten der

hippokampalen Physiologie wahrend deren Entwicklung.

Aufgrund der deutlichen, korrelativen Befunde dieser ersten Untersuchung, die eine
wichtige Rolle besonders des ESRI-Transkriptes, im Zusammenhang mit einer

besseren Performance im Holeboard nahelegen, konzentrierten sich die
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anschlielenden Arbeiten auf die kausale ldentifizierung der Rolle dieses Rezeptors
auf die raumliche Lernleistung. So wurde sich im weiteren Verlauf der Arbeit auf
dessen Erhohung konzentriert. Die Ausgangshypothese war, dass die Inhibierung
dieses Rezeptors, mittels des spezifischen ERa-selektiven Antagonisten MPP (Sun et
al., 2002; Harrington et al., 2003), eine Verschlechterung der Lernleistung bewirken
wirde. MPP blockiert die Ligand-Bindungstasche des Rezeptors und verhindert
somit, sowohl die Funktion als nuklearer, als auch die als Membran-Rezeptor. Durch
Gabe dieses Antagonisten werden also, sowohl die etwas langsameren
genomischen, als auch die schnellen nicht-genomischen Effekte blockiert. Entgegen
dieser Hypothese konnte jedoch eine Dosis-abhidngige Verbesserung der Lern-
jedoch nicht der Langzeitgedachtnisleistung durch die Gabe von MPP festgestellt
werden. Zudem ergab sich eine negativ korrelierte Dosis-Wirkungs-Beziehung
zwischen der Konzentration des Antagonisten und der Genexpression von ERa, als
auch anderer Steroidhormonrezeptorgene, u.a. der Gene fiir MR und AR. Die
Verhaltens- und Geneffekte bezogen sich dabei auf den Konzentrationsbereich von
3,7uMol bis 7,4uMol MPP, in dem die MPP behandelten Tiere signifikant weniger
Zeit benotigen und mehr Pellets fanden als die Kontrolltiere, und die Expression der
0.g. Gene signifikant unterdrickt wurde. Diese Effekte gleichen sich jedoch mit
einer weiteren Erhohung der Konzentration auf 12,6 uMol MPP wieder der
Kontrollgruppe an. Neben den Unterschieden in den Verhaltensparametern, konnte
jedoch kein Effekt in den Lernparametern (Referenz- und Arbeitsgedachtnis)
nachgewiesen werden. Da die Auswertung der Anzahl der Lochbesuche pro
Sekunde signifikant hohere Werte ergab, lasst sich vermuten, dass hier keine
kognitive Leistungssteigerung im engeren Sinne vorliegt, sondern eine
nichtraumliche Lernstrategie angewendet wurde. Dementsprechend konnte keine
Verbesserung des Kurz- und Langzeitgeddchtnisses festgestellt werden, vielmehr
scheint eine motivationsbedingte Anderung in den Lernleistungsparametern
vorzuliegen. Andere, mehr unspezifische Effekte der Behandlung, die die
beobachteten Unterschiede erklaren konnten, wie etwa die Moéglichkeit, dass durch

die Manipulation des ERa-Gens auch die sensorische Wahrnehmung verdndert
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werden konnte, konnten Wersinger und Rissmann (2000) bereits ausschlieBen. Um
dariiber hinaus mégliche, unspezifische Anderungen der lokomotorischen Aktivitat
oder des Explorations- und Angstverhaltens der MPP-behandelten Tiere zu
Uberprifen, wurden der Open-Field-Test und der ,elevated Plus-Maze“-Test
durchgeflhrt. In beiden Standardtests, zum Evaluieren dieser Verhaltenszustdnde,
konnte kein Unterschied zwischen den Tieren, welche mit der effektivsten
Konzentration von MPP (7,4uMol) behandelt worden, und den Kontrolltieren
nachgewiesen werden. Dies entspricht zum Teil auch den Ergebnissen von Imwalle
et al. (2002), welche zu dem Schluss kamen, dass ERa-Knock-Out Tiere ein normales
lokomotorisches Verhalten zeigen, jedoch Test-abhdngig, unterschiedliche
emotionale Reaktionen auspragen. Das Fehlen kognitiver Defizite in MPP
behandelten Tieren wurde auch in Untersuchungen genetisch veranderter Mause
bestatigt. In diesen Tieren wurden Defizite im raumlichen Gedachtnis bei ERB-
Knock-Out Mausen (Weibchen und Mannchen: Day et al.,, 2005; Weibchen:
Rissmann et al.,, 2002), jedoch nicht in ERa-Knock-Out Mausen (Weibchen und
Mannchen: Fugger et al., 1998) gefunden. Im Kontrast zu der vorliegenden
Untersuchung wurde allerdings auch gezeigt, dass mannliche ERa-Knock-Out
Mause, neben einem verringerten Interesse an Weibchen auch ein gesteigertes
Angst-, sowie ein vermindertes Explorationsverhalten aufwiesen (Imwalle et al.,
2002). Dieses Ergebnis konnte darauf hinweisen, dass im Zuge einer erhohten
Angstreaktion, die Lernleistung dieser Tiere gemindert wird. In der vorliegenden
Studie konnte Uberdies eine positive Korrelation der hippokampalen mRNA
Konzentrationen des Ostrogen-Rezeptors o und, schwach signifikant, des
Androgenrezeptors, mit der zuvor definierten Verhaltenszustandskomponente
,Motivation’ (sie umfasst die Parameter: Zeit zum Finden der Pellets, Anzahl der
gefundenen Pellets und den Wandabstand), festgestellt und in dem
pharmakologischen Teil der Studie bestatigt werden. Eine mogliche funktionale
Verknlpfung dieser beiden Rezeptoren kann Uber spezifische Liganden realisiert
werden. So ist hinlanglich bekannt, dass Testosteron mittels Aromatase direkt in

Ostradiol aromatisiert werden kann (Garcia-Segura, 2008). Zudem bewirkt die
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Metabolisierung von Testosteron, in 3a-Diol oder 3B-Diol, die Bildung weiterer
Liganden, die selektiv von ERB gebunden werden kénnen (Osborne et al., 2009) und
somit zur Verschiebung der relativen Aktivierungen von ERa und ERP fihren kann.
Die Untersuchungen zu Einflissen von Testosteron, sowie dessen Rezeptor und
dem raumlichen Lernen beschranken sich allerdings wieder, zumeist, auf kastrierte
Versuchstiere (Kritzer et al., 2001; Gibbs, 2005; Sandstrom et al., 2006; Spritzer at
al., 2008).

Wie oben bereits erwdhnt, spiegelte die Analyse der relativen Genexpression in
MPP behandelten Tieren die Dosis-Wirkungs-Beziehung ebenfalls wider. Die
antagonistische Repression des ERa, flihrte nicht nur zu einer verminderten
Expression des direkt betroffenen Rezeptors, auch die Kortikosteron-Rezeptoren
(MR und GR), der Androgen Rezeptor und die Transkription des BDNF-Gens wurden
in vergleichbaren Mustern beeinflusst. ERP zeigte nur eine teilweise, die mRNA-
Konzentration des Aromatase-Gen dagegen, keinerlei Regulation. Eine verknipfte
Regulation von ERa, AR, MR und GR unter Einfluss des rdumlichen Lernens scheint
demnach auch durch diese Teilstudie bestatigt. Aufgrund der Funktion der
Rezeptoren als Transkriptionsfaktor, ist es durchaus moglich, dass die Rezeptoren
Zielgene fiureinander darstellen, die sich gegenseitig in ihrer Expression, sowohl
direkt als auch indirekt, beeinflussen kénnen. Auch die, oben beschriebene, Bildung
von Dimeren macht eine gemeinsame Regulation sehr wahrscheinlich. In der
Literatur ist in diesem Zusammenhang, also der Regulation anderer
Steroidrezeptorgene durch ERa-Inhibierung, noch nahezu nichts beschrieben und
erfordert demnach noch eine ausgepragte Analyse dieser Thematik. Die
Untersuchungen zu Hormonkonzentrationen, unter dem Einfluss der Manipulation
des Ostrogen-Rezeptor, sind ebenfalls rar. Es ist jedoch beschrieben, dass die
Konzentration des mannlichen Sexualhormons Testosteron in ER-Knock-Out
Mausen mehr als doppelt so hoch ist, wie in Wildtyp-Tieren (Eddy et al., 1996;
Rissmann et al., 1997) und diese chronische Erhdhung zu verminderten
Kortikosteron-Konzentrationen fithren kann (Orr and Mann, 1992; Monder et al.,

1994). In unseren Untersuchungen konnte diese Beobachtung bei kurzfristiger
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Blockierung des ERa nicht bestitigt werden. Sowohl die 17-B-Ostradiol-, die
Testosteron-, als auch die Serum-Kortikosteron-Konzentration zeigten keine
Veranderung in Folge der MPP-Behandlung. Nur die Kortikosteron-Konzentration in
den beiden untersuchten Hirnregionen zeigte eine signifikante Erhéhung in den mit
3,7uMol behandelten Tieren. Es ist jedoch nicht auszuschlieen, und aufgrund des
hoheren Standardfehlers sogar wahrscheinlich, dass diese Erhéhung von einigen
wenigen Tieren, welche eventuell durch andere Stressoren beeinflusst wurden,

hervorgerufen wurde.

Um zu Uberprifen, ob die altersabhidngigen Effekte der Regulation von ERa sich
auch in den jungen 8 Wochen alten Tieren, in Abhangigkeit von der Lernleistung
widerspiegeln, wurden in dieser Altersgruppe gute und schlechte Lerner verglichen.
Angesichts eines weiteren Experimentes, zeigten die entsprechenden, 8 Wochen
alten Kontrolltiere, ein signifikant schlechteres Lernverhalten, im Vergleich zu den 8
Wochen alten Kontrolltieren der ersten Teilstudie. Dies bevorteilte die Moglichkeit
des direkten Vergleichs in Verhaltens- und Lernparametern, sowie der
Genexpression der relevanten Rezeptoren. Die im Folgenden als gute Lerner
bezeichnete Versuchsgruppe, unterschied sich von der Versuchsgruppe der
schlechten Lerner lediglich durch die einmalige Injektion von 40% Probandiol,
welches nachweislich keinen Einfluss auf die Regulation der hier untersuchten
Hormone und Rezeptoren (Meyer and Korz, 2013), sowie die kurz- und langfristige
synaptische Plastizitdt (Schulz and Korz, 2010) hat. Die schlechten Lerner zeigten
eine signifikant schlechtere Leistung in den Verhaltensparametern: Zeit zum Finden
aller Pellets, Anzahl gefundener Pellets und zurlickgelegter Weg; unterschieden sich
jedoch nicht in dem Parameter Geschwindigkeit, der sich zwischen den
Altersgruppen noch unterschied. Dies spricht dafiir, dass die schlechten Lerner
nicht, aufgrund lokomotorischer Defizite langsamer lernten. Die guten Lerner
zeichnen sich durch ein signifikant besseres Referenzgedachtnis im Vergleich zu den
schlechten Lernern aus. Das Arbeits- bzw. Kurzzeitgedachtnis ist dagegen
vergleichbar. Die Abhangigkeit der AR und ERa-Transkription von der Lernleistung

des Tieres, konnte in diesem Experiment ebenfalls bestatigt werden. Auch der im
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vorhergehenden Versuch gezeigte Trend, dass MR durch das Training induziert wird,
zeigt sich durch signifikante Unterschiede im Vergleich der guten und schlechten
Lerner. Diese Ergebnisse deuten wiederum auf den Umstand einer konzertierten
Expression und wahrscheinlichen Interaktion der Steroidhormonrezeptoren in der
Ausbildung eines rdaumlichen Gedachtnisses, das heiRt sowohl ERa, AR, als auch MR
sind vermutlich gemeinschaftlich in der Realisierung des Lernvorganges, durch die
Regulation motivationaler Prozesse und der Etablierung eines raumlichen
Langzeitgedachtnisses, durch die Modulation kognitiver Vorgange, involviert. Die
bisherigen Studien beschrankten sich auf die Untersuchung einzelner Rezeptoren
und deren kognitive Funktionen (MR: Yau et al., 1999; Korz and Frey, 2007; GR:
Roozendaal et al., 2004; ERa: Rissmann et al., 1999; ERB: Rissmann et al., 2002, Day
et al., 2005; AR: Kerr et al.,, 1996; Janowsky et al., 1994) und lassen somit nur

schwer, direkte Zusammenhange zwischen den einzelnen Rezeptoren erkennen.

Die unerwartete Reaktion im Verhalten der Tiere, welche mit dem ERa-Antagonist
MPP behandelt wurden, flihrte desweiteren zu der Frage, welche Funktion die
Erhéhung des ERa-Levels durch das Training hat, wenn dessen Blockung, entgegen
der aufgestellten Hypothese, wiederum keine Verschlechterung der Lernleistung
bewirkte. Eine Moglichkeit der genaueren Untersuchung dieser Thematik, bietet die
Differenzierung zwischen den schnellen nicht-genomischen und den etwas
langsameren genomischen Effekten, mittels zweier verschiedener Antagonisten
(beide Effekte blockiert durch MPP, selektiv nur genomische Effekte blockiert durch
TPBM - Theophylline,8-[(benzylthio)methyl]). Diese Untersuchungen wurden bereits
durchgefihrt, leider konnten aufgrund von Losungsmitteleffekten bisher noch keine
aussagekraftigen Ergebnisse flir den selektiven ERa-Antagonisten TBPM generiert
werden. Es Dbleibt die Moglichkeit der ndheren Untersuchung der
Konzentrationsbestimmung der hier untersuchten Rezeptoren, mittels der Western-
Blot-Analyse. Dieses Verfahren bietet die Moglichkeit, innerhalb des untersuchten
Gewebes, zwischen der Membran-Fraktion und der cytosolischen Fraktion zu
unterscheiden, und erlaubt somit, zwischen der im Cytosol vorliegenden nuklearen

Rezeptor-Form (diese wird nach Bindung eines Liganden in den Kern transloziert)
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und der Membran-standigen Membran-Rezeptor-Form zu unterscheiden. Entgegen
der erwarteten erhohten ERa-Protein-Konzentration, infolge der herauf regulierten
MRNA durch das rdaumlichen Lernen, konnte die Western-Blot-Analyse diese
Ergebnisse nicht bestatigen. Im Gegenteil, die ERa-Konzentration in der
cytosolischen Fraktion ist in trainierten Tieren sogar niedriger als in den
untrainierten Kontrolltieren. Dies gilt ebenfalls fir beide Formen des
Glukokortikoid-Rezeptors, dessen mRNA-Level in der vorangegangenen Studie
jedoch keine erhohte Expression in Folge des Trainings zeigte. Lediglich die
Membran-gebundene Form des Mineralokortikoid-Rezeptors wird durch die
Darbietung der Lernaufgabe vermehrt translatiert, wobei die Induktion der
Genexpression ebenfalls nur knapp unter der Signifikanz-Grenze lag. Diese
Ergebnisse zeigen eine weitere Ebene der Regulation auf. So wird die Expression des
ERa-Gens in acht Wochen alten mannlichen Wistar-Ratten offensichtlich durch die
Absolvierung der Lernaufgabe im Holeboard-Test induziert, jedoch im weiteren
Verlauf nicht translatiert. Eine Erklarungsmoglichkeit fiir diese Diskrepanz besteht in
der Fahigkeit der Zellen, einen sogenannten mRNA-Pool anzulegen, welcher dann
im Falle der Notwendigkeit, innerhalb kiirzester Zeit, mittels eines extrazelluldaren
Signals, Transkripte fir die Proteinsynthese zur Verfligung stellt (Richter and Lorenz,
2002). So scheint es im Weiteren moglich, dass dieses extrazellulare Signal
(Kortikosteron) durch membrangebundene Mineralokortikoid-Rezeptoren Uber
Kinase-Kaskaden vermittelt wird und die lokale Translation der ERa-mRNA induziert.
Dies ware ein Mechanismus zur schnellen ERa-Reaktion auf gednderte Umweltreize.
Dass der Mineralokortikoid-Rezeptor eine wichtige Rolle beim Holeboard-Training
spielt (Korz et al., 2007) und ebenfalls sensibler auf akuten Stress reagiert (Ahmed
et al., 2006), ist bereits bekannt. AuBerdem konnte nachgewiesen werden, dass MR
bei der Vermittlung von Lernstrategien eine zentrale Rolle spielt (ter Horst et al.,
2012). So konnte der Membran-stindige MR die schnelle Schaltstelle sein, die
verschiedene Lernstrategien vermittelt und mit Hilfe von ERa die
Motivationsregulation steuert, indem Uberhdhte Motivation verhindert und eine

angemessene Balance zwischen Motivation und Risikobereitschaft eingehalten
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wird. Fehlt eben dieser ,Puffer”, in der vorliegenden Studie aufgrund des ERa-
Antagonisten MPP, so kann die Balance nicht weiter gehalten werden und das
Ungleichgewicht verschiebt sich auf die Seite einer Uberhéhten und
lebensgefahrdenden Motivation (Abbildung 35). Dies wiirde ebenfalls die schnellere
Absolvierung der Lernaufgabe der MPP-behandelten Tiere, ohne eine direkte

Verbesserung der Gedachtnisleistung erklaren kénnen.

Kortikosteron-vermittelte Signale der Umwelt

reduzierte Motivation
und Risikobereitschaft

Motivations-

silent ,Uberschuss” hohe

Antagonist

mRNA Risikobereitschaft
e T
ERaRE @ Kortikosteron
ESR1 mm 17p-Estradiol
T f§ ERc-mRNA

erhohte ERa- Transkription durch Training

Abbildung 35 Schematische Darstellung der moglichen Kopplung zwischen ERa und MR
zum Erhalt der Motivationsbalance; im Falle der Blockierung von ERa
verschiebt sich die Balance zu Gunsten erhohter Risikobereitschaft

Somit scheint ERa nicht direkt in die Verarbeitung und Speicherung kognitiver
Vorgange, wie das raumliche Lernen, involviert zu sein; beeinflusst diesen Prozess
jedoch maligeblich durch die Vermittlung von Motivationszustanden und bewahrt
das Tier somit vor lebensgefahrlichen, bzw. lber-motivierten Handlungen. Eine
weitere Bestatigung dieser Hypothese ist die zeitliche Begrenzung, in dem sich die
Uberexpression von ERa nachweisen lieR. So zeigten 12 Wochen alte Tiere bereits
keine Induktion der Expression von ERa in Folge des Trainings und adulte, 24

Wochen alte Tiere sogar eine verminderte ERa-Expression. Nur im kritischen
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Zeitfenster, entsprechend der Periode des Verlassens der sozialen Einheit und des
Explorierens neuer Umwelten, scheint diese Regulation eine essentielle Rolle zu

spielen.

Neben diesen Erkenntnissen bleibt die Frage nach der Dosis-Wirkungs-Beziehung
der MPP-Behandlung in der hochsten Konzentration. Im Vergleich zu den beiden
wirkungsvollsten Konzentrationen von 3,7uMol und 7,4uMol MPP verringerte sich
sowohl der genetische Effekt des GR und MR, als auch die Anderung im Verhalten,
der mit 12,6uMol behandelten Tiere auf das Kontroll-Niveau. AuBerdem zeigt die
Genexpression von BDNF eine starke Hochregulation, zwar nicht signifikant,
dennoch im Trend hoher als in den Kontrollgruppen. Wie oben erwahnt, ist bereits
bekannt, dass eine gemeinsame Regulation von ERa, bzw. Ostradiol, und BDNF
nachzuweisen ist. Sohrabji et al. (1995) konnten zeigen, dass der Promotor des
BDNF-Gen iiber Ostrogen-Bindemotive verfiigt, welche Uber Ostrogen-Ligand
gebundene Rezeptoren, die Proteinsynthese dieses Neurotrophins regulieren kann.
Es ist daher wahrscheinlich, dass statt der Regulation der Ostradiol-induzierten
Prozesse (iber den Ostrogen-Rezeptor a, alternative Wirkungswege Uber andere
Ostrogen-bindende  Rezeptoren und BDNF vermittelt werden. Diese
»Funktionsrettung” koénnte im Weiteren dann auch die Normalisierung der
Expression der Kortikosteron-bindenden Rezeptoren bedingen; und somit ebenfalls

das, den Kontrolltieren ahnliche, Verhalten nivellieren.

All diese neuen Erkenntnisse sind dennoch nur Bruchstiicke des komplexen
Lernvorgangs. Die Applikation des ERa-Antagonisten MPP (iber den rechten
Ventrikel bedingt, neben den hippokampalen Effekten, selbstverstandlich weitere
Anderungen im gesamten System. So ist auch eine Verdnderung der
Steroidfunktionen, in den am Lernprozess moglicherweise beteiligten Hirnregionen,
wie etwa Amygdala und Hypothalamus wahrscheinlich. AuRerdem gibt es eine
Vielzahl anderer Rezeptoren, die ebenfalls Teil dieses Systems sind, welche bisher
noch keine intensive Beachtung gefunden haben, bzw. in dieser Studie nicht

untersucht wurden. Leider ist es nicht moglich, im Rahmen einer einzelnen Studie,
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diese diffizilen Vorgdnge zu entschllsseln. Im Weiteren kdnnten durch zusatzliche
pharmakologische Behandlungen, z.B. mit dem ERa-Antagonisten TPBM, welcher
mittels Bindung an das DNA-Bindemotiv ausschlieBlich die genomischen Effekte
dieses Rezeptors blockt, oder anderen Rezeptor-Antagonisten, neue Erkenntnisse
gewonnen werden. Auch die elegante Methode der In-Situ-Hybridisierung kdnnte
durch die Visualisierung der Rezeptor-Verteilung in ausgewahlten Hirnregionen, z.B.
nach der Absolvierung unterschiedlicher Lernparadigmen, tiefere Einblicke in die
Regulation bestimmter Verhaltensweisen und Lernvorgdange in jungen Ratten

schaffen.

Die vorliegende Arbeit diente im Wesentlichen der Generierung einer
Datengrundlage zu Steroidfunkionen in der Regulation von Verhalten, besonders
von Ostrogenfunktionen in miannlichen Individuen, tiber die sehr wenig bekannt ist.
Aufgrund der vorliegenden Arbeit kdnnen nun gezielt Hypothesen formuliert und in
weiteren Untersuchungen beantwortet werden: wie, z.B. die Frage nach
altersabhangigen Funktionsanderungen des ERa in der Verhaltensmodulation;
dessen Verteilung und funktioneller Beitrag zur Verhaltenssteuerung in
verschiedenen Hirngebieten, die Identifizierung der Mechanismen der Verkniipfung
des ,Steroidnetzwerkes”. Zusammenfassend ist zu sagen, dass der Motivation und
dem Lernen in post-pubertdren, sozial noch nicht voll entwickelten, mannlichen
Ratten eine andere Regulation zu Grunde zu liegen scheint, als in dlteren Tieren.
Zukunftige Studien Uber das Steroidnetzwerk, im Zusammenspiel mit kognitiven
Vorgidngen, sind daher nicht nur hoch interessant, sondern kdnnten ebenfalls
unerlassliche Informationen fiir die Human-Forschung erbringen. So konnte
beispielweise ein Zusammenhang der, aktuell diskutierten, Erhéhung des Ostrogen-
Spiegels in der Umwelt, mit dem zeitgleichen Anstieg an ADHS-Diagnosen bei

mannlichen Kindern, bestehen und ndher beleuchtet werden.
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Zusammenfassung

Steroidhormone und —rezeptoren sind wichtige Modulatoren der synaptischen
Plastizitat und involviert in Lernprozesse und Gedachtnisformierung. Wahrend die
Rolle adrenaler Hormone und deren Rezeptoren in diesem Zusammenhang bereits
gut untersucht sind, ist die der gonadalen Hormone noch wenig verstanden.
Insbesondere die Modulationen und die Funktionen von Ostradiol und
Ostrogenrezeptoren in mannlichen Individuen sind wenig untersucht. Testosteron
kann in mannlichen Gehirnen durch das Enzym Aromatase in Ostradiol (iberfiihrt
werden, dessen Rezeptoren ebenfalls in groBerer Dichte im Hippokampus,
Hypothalamus und anderen Gebieten des mannlichen Gehirnes vorliegen. Ziel der
vorliegenden Studie war die Erstellung einer Datenbasis zu der Regulation der
Ostrogenrezeptoren und Steroidhomone im Hippokampus mannlicher Ratten
wahrend der Absolvierung einer rdaumlichen Lernaufgabe. Da diese Rezeptoren
nicht unabhéangig von anderen Steroidrezeptoren und Hormonen reguliert werden,
wurden weitere ,klassische” Rezeptoren und Hormone in die Studie eingeschlossen.
Der Fokus lag auf der Regulation der Steroidhormone 17-B-Ostradiol, Testosteron
und Kortikosteron und der hippokampalen Genexpression ihrer spezifischen
Rezeptoren (die Ostradiolrezeptoren alpha und beta: ERa und ERB; der
Androgenrezeptor: AR; sowie der Mineralokortikoidrezeptor und der
Glukokortikoidrezeptor: MR und GR). Zudem wurde die Genexpression des
neurotrophen Wachstumsfaktors (BDNF) und des Aromatase-Gens (Cypl9)
analysiert. Im Gegensatz zu der betrachtlichen Literatur (ber die einzelnen
Steroidhormone oder deren Rezeptoren, im Zusammenhang mit neuronaler oder
synaptischer Plastizitdt, rdumlichem Lernen oder der Angstkonditionierung in
gonadal- oder adrenalektomierten Tieren, wurde in dieser Studie ein breiteres
Spektrum an regulatorischen Faktoren in gonadal und adrenal intakten Tieren
untersucht. Dies hat den Vorteil, Anderungen im Gen- und Hormonhaushalt unter
physiologischen Bedingungen zu untersuchen. Im ersten Teil der Studie wurde das
raumliche Lernverhalten, sowie die Expression verschiedener Gene und
Steroidhormonkonzentrationen in mannlichen Wistar Ratten, in Abhangigkeit vom
ontogenetischen Reifegrad untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass bereits auf der Verhaltensebene deutliche
Unterschiede zwischen den sexuell reifen, jedoch sozial noch nicht voll
entwickelten, 8 Wochen alten Tieren und den &lteren 12 Wochen alten (sozial
nahezu ausgreift) und 24 Wochen alten (sozial adult) Tieren nachzuweisen waren.
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Desweiteren wiesen diese postpubertiren Tiere ein besseres Referenz-, also
Langzeitgedachtnis, auf, als die spat-adoleszente und die adulte Versuchsgruppe.
Das raumliche Training induzierte eine erhéhte Transkription des ERa in 8 Wochen
alten Tieren, in 12 Wochen alten Tieren zeigte es keinen Einfluss und in 24 Wochen
alten Tieren hatte es die Herabregulation zur Folge.

Aufgrund dieser Ergebnisse, wurden im weiteren Verlauf die 8 Wochen alten Tiere
detaillierter untersucht. Die Analyse der Proteinkonzentrationen der
Steroidkomplexe zeigte, dass trotz der erhohten ERa-mRNA-Konzentration, keine
erhohte Proteinsynthese des cytosolischen Rezeptors durch das Training induziert
wurde, sondern sogar eine Herabregulation; die der membrangebundenen
Rezeptoren zeigten ebenfalls keine Unterschiede. Der membrangebundene MR,
welcher im Trend nach dem Training starker transkribiert wurde, lag dagegen in
hoheren Proteinkonzentrationen vor, wahrend bei den cytosolischen
Rezeptorproteinen keine Unterschiede zwischen trainierten und nicht-trainierten
Tieren festgestellt werden konnte. Der Vergleich von guten und schlechten Lernern,
letztere wiesen ein signifikant schlechteres Referenzgedachtnis auf, zeigte dagegen,
dass ohne erfolgreiche kognitive Stimulation, weder der ERa noch der MR in ihrer
Genexpression beeinflusst werden.

Um die Funktion des induzierten ERa noch genauer einzugrenzen, wurde erganzend
ein ERa-Antagonist, welcher sowohl die nukledre (genomische) Funktion, als auch
die Funktion als Membran-Rezeptor (nicht- genomisch) inhibiert, subchronisch Gber
7 Tage in den rechten Ventrikel injiziert. Die Ergebnisse zeigten eine Dosis-
Wirkungs-Beziehung, sowohl im Verhalten, als auch eine negative Korrelation in der
Genexpression des ERa, der Rezeptoren fir Kortikosteron und Testosteron und fir
BDNF. Entgegen der Hypothese, dass die Repression des ERa eine Verminderung
der Lernleistung zur Folge hat, konnte gezeigt werden, dass ab einer Konzentration
von 3,7uMol bis zu einer Konzentration von 7,4uMol MPP eine férdernde Wirkung
auf die Verhaltensparameter vorlag, jedoch kein Einfluss auf die beiden
Gedachtnisformen (Referenz- und Arbeitsgedachtnis) festgestellt werden konnte.

Zusammenfassend lieBen diese Befunde die Hypothese zu, dass ERa keinen
direkten Einfluss auf die kognitiven Prozesse beim rdumlichen Lernen hat, jedoch
die Motivationszustiande der postpubertaren mannlichen Tiere entscheidend
beeinflusst. Es wird daher hypothetisiert, dass die ERa-Transkripte in einem mRNA-
Pool vorliegen, die durch extrazellulare Stimulation, vermutlich durch
membrangebundene MR via Kortikosteron, in risikoreichen Situationen, lokal in
Proteine umgeschrieben werden und so die Risikobereitschaft der postpubertdren
Tiere drosselt. Im Falle der Inhibierung des ERa kann diese Motivationsregulation
nicht mehr erfolgen, sodass die Tiere eine hohere Risikobereitschaft zeigen, wobei
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die kognitive Verarbeitung eingehender Informationen nicht direkt beeinflusst wird.
Diese Hypothese soll in nachfolgenden Studien Uberprift werden.

Diese Erkenntnisse konnten auch klinische Relevanz erhalten, etwa durch einen
Zusammenhang zwischen der steigenden ,Verunreinigung” der Umwelt durch
kiinstliche Ostrogene und dem Anstieg an ADHS-Diagnosen in mannlichen Kindern
und bilden somit auch eine wichtige Grundlage fiir die Humanforschung.
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Summary

Steroid hormones and receptors are important modulators of synaptic plasticity and are
involved in learning processes and memory formation. While the role of adrenal hormones
and their receptors have been well studied in this context, the role of gonadal hormones is
still poorly understood. Specifically, the modulation and the functions of estradiol and
estrogen receptors in male individuals are less investigated. Testosterone can be converted
to estradiol by the aromatase enzyme in brains of male rats; the related receptors are
available in higher density in the hippocampus, hypothalamus and other parts of the male
brain. The aim of the present study was to establish a data base for the regulation of
estrogen receptors and steroid hormones in the hippocampus of male rats during the
completion of a spatial learning task. Since these receptors were not regulated
independently of other steroid receptors and hormones, also more "classical" receptors
and hormones were included in this study. The focus was on the regulation of the steroid
hormones 17-B-estradiol, testosterone and corticosterone, as well as the hippocampal gene
expression of their receptors (the estradiol receptors alpha and beta: ERa and ERB, and the
androgen receptor AR, and mineralocorticoid receptor and the glucocorticoid receptor: MR
and GR). In addition, the gene expression of the neurotrophic growth factor (BDNF) and the
aromatase gene (CYP19) was analyzed. In contrast to the considerable literature using
gonadal- or adrenalectomized animals to study the role of steroid hormones and their
receptors in neuronal or synaptic plasticity, spatial learning, or fear conditioning, this study
aimed to investigate regulatory factors under more physiological conditions in gonadal and
adrenal intact animals. In the first part of the study the spatial learning behavior, as well as
the expression of various genes, and steroid hormone levels as a function of maturity of
ontogeny in male Wistar rats were analyzed.

It was shown at the behavioral level, regarding the motivation and the spatial cognition,
significant differences between sexually mature but socially not yet fully developed, 8 week
old animals and the older 12 week old (socially almost mature) and 24 week old (social
adult) animals were detectable. Furthermore, post-pubertal 8 week old animals had a
better reference memory, thus long-term memory, as the late-adolescent and adult
experimental group. At the molecular level, the spatial training induced an upregulation in
the transcription of ERa in 8 weeks old rats; in 12 weeks old animals it had no effect; and in
24 week old animals a down regulation was induced by the training.
Based on these results, the 8 week old animals were examined in more detail in the second
part of the study. The analysis of the concentrations of the steroid receptor protein
complex indicated that, despite the elevated ERa mRNA concentration in 8 week old
trained animals, no increase but a decrease in cytosolic receptor protein synthesis could be
determined; while the membrane-bound receptors protein levels were not different
between trained and untrained rats. The concentrations of protein complexes of
membrane-bound MR in contrast, for which a trend to a training induced upregulation of
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transcription was found, were significantly higher; whereas no differences between trained
and non-trained animals could be detected in the cytosolic MR receptor proteins. In 8 week
old poor learners, characterized by reduced motivation and spatial cognition, showed
significantly reduced ERa and MR expression when compared to 8 week old good learners.

To examine the function of ERa in more detail, an ERa antagonist which blocks both, the
nuclear (genomic) function, and the function as a membrane receptor (non-genomic), was
injected subchronically (for 7 days) in the right ventricle. The results showed a dose-
response relation for the behavioral parameters and a negative correlation in gene
expression of ERa, the receptors for corticosterone and testosterone and BDNF. Contrary to
the hypothesis that the repression of the ERa results in a reduction in learning
performance, it was shown that at a concentration of 3.7 umol up to a concentration of 7.4
pmol MPP promoted the behavioral parameters indicating motivation, whereas, no
difference in the two forms of memory (reference and working memory) could be detected
in comparison to vehicle treated animals.

In summary, these findings lead us hypothesize that ERa has no direct effect on the
cognitive processes involved in spatial learning; however ERa has a crucial impact on the
states of motivation in post-pubertal males. ERa transcripts may be stored in form of a
MRNA pool, which can be translated in proteins locally by extracellular stimulation,
presumably by membrane-bound MR via corticosterone in risky situations and thus restricts
the over-motivated behavior of young post-pubertal animals. In the case of inhibition of
ERa this motivation regulation cannot take place. In addition, MR may serve as a molecular
switch, also for the regulation of spatial cognition, trough other pathways than ERa
mediated ones. These hypotheses will be tested in subsequent studies.

These findings could also receive clinical relevance, such as a link between the increase of
the "contamination" of the environment by artificial estrogens and the rise in ADHD
diagnoses in male children and thus form an important basis for human research.
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