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Zusammenfassung

Histaminerge (HA) Neurone sind im Gehirn ausschlief3lich im Nucleus tuberomamillaris
(TMN) vorzufinden. Ihre Feueraktivitat korreliert mit dem Vigilanzgrad. Sie aktivieren die
GroBhirnrinde und subkortikale Areale, welche die kortikale Aktivierung (cortical arousal)
kontrollieren. Eine Steigerung der Vigilanz im Rahmen auf die Fortpflanzung bezogener
Verhaltensweisen durch synergistische Beteiligung der histaminergen und orexinergen
Neurone wurde in friheren Studien nachgewiesen.

Angesichts der, in diesem Zusammenhang erhéhten Testosteronspiegel untersuchte die
vorliegende Dissertation die Wirkung von Testosteron auf die Aktivitat der HA Neurone mit
Hilfe elektrophysiologischer, bildgebender und immunhistochemischer Methoden.
Testosteron aktivierte dosisabhangig HA Neurone der Maus in Spannungsklemm-Versuchen
im cell attached Modus. Der Androgenrezeptor (AR) Antagonist Flutamid blockierte diese
Wirkung. Testosteron erhdhte intrazellulare Kalziumspiegel in Experimenten mit den
Kalziumindikatoren Fluo4 und GCaMP6f.

Die Mehrzahl der HA Neurone (~80%) zeigte sich immunopositiv fir den AR, wobei die
Zellkernfarbung haufiger bei juvenilen als bei adulten/adoleszenten Neuronen nachzuweisen
war. Entsprechend reagierten kultivierte Neurone altersabhangig auf Testosteron.

Fir die konditionell dopaminergen Neurone aus dem TMN wie auch aus der benachbarten
Region des Nucleus praemamillaris ventralis (PMV) konnte ebenfalls eine AR-Expression
gefunden werden. Durch erregende Verbindungen zu den HA Neuronen ist eine Verstarkung
der Vigilanz férdernden Wirkung von Testosteron maéglich.

Die Ergebnisse der Studie lassen vermuten, dass Testosteron durch seine schnelle, direkte,
nicht genomische Wirkung auf HA Neurone eine Rolle fir erhdhte Vigilanz bei, auf die
Fortpflanzung bezogenem Verhalten spielt. Die klinische Bedeutung dieser Ergebnisse wird
im Licht der moéglichen praventiven Wirkungen des Testosterons im Synergismus mit

histaminergen Therapeutika beim metabolischen Syndrom diskutiert.



Summary

Brain histaminergic (HA) neurons are localized exclusively in the tuberomamillary nucleus
(TMN) of hypothalamus. Their firing rate positively correlates with the vigilance grade and
they promote wakefulness by projections to the cortex and subcortical brain areas that
control cortical arousal. Previous studies have shown that anticipation and performance of
mating activities demand a high degree of vigilance, the former is supported by synergistic
activation of histaminergic and orexinergic systems.

This dissertation discloses a role of testosterone as modulator of HA neuron activity with
electrophysiological, immunohistochemical and calcium imaging techniques. Testosterone
activated dose-dependently mouse HA neurons recorded in voltage-clamp cell attached
mode, an action impaired by the androgen receptor (AR) antagonist flutamide. An increase in
the intracellular calcium level was shown in the presence of testosterone using fluo4 and
GCaMPé6f indicators.

The majority of HA neurons were immunopositive for AR (~80%) with nuclear staining more
frequently observed in juvenile than in adult/adolescent neurons. Responses to testosterone
were age-dependent in cultured neurons. Conditionally dopaminergic (DA) neurons of TMN
and the neighbouring region, the premamillary nucleus ventralis, were also AR
immunopositive and could play a role in vigilance promoting effects of testosterone through
their excitatory connections to HA neurons.

The results of this study suggest that a fast and direct (non genomic) action of testosterone
on HA neurons plays a role for the increased vigilance. Clinical relevance of these results,
possibly for the treatment of metabolic syndrome, is discussed in light of the synergistic

action of steroidal and histaminergic therapeutics.
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Kapitel 1. Einleitung

1.1 Grundlagen
1.1.1 Der histaminerge Kern des Hypothalamus (Nucleus
tuberomamillaris, TMN) und Cortical Arousal

Histamin ist das biogene Amin der basischen Aminosaure L-Histidin. Im Gehirn kommt es in
zwei verschiedenen Poolen vor, in den Mastzellen, wo es bei Entziindungsprozessen von
Bedeutung ist und in den Neuronen des tuberomamilldren Kerns im posterioren
Hypothalamus (Nucleus tuberomamillaris, TMN). Dieser Kern ist der einzige Ort
histaminerger (HA) Neurone im zentralen Nervensystem (Haas et al., 2008).

Die sich anschlieRenden Kapitel beschreiben anatomische, pharmakologische und
elektrophysiologische Merkmale dieser Neurone, welche ihnen eine wichtige Rolle flr die

kortikale Aktivierung und verschiedene, lebensnotwendige Funktionen zuweisen.

1.1.2 TMN: Anatomie

Der Nucleus tuberomamillaris ist evolutionsgeschichtlich zwischen den unterschiedlichen
Wirbeltierspezies stark konserviert. Er kann sowohl bei Sdugetieren wie Ratte und Maus als
auch bei Fischen, wie dem Zebrafisch, gefunden werden. In seiner Grofe variiert er
zwischen 2.000-3.000 Neuronen bei Ratten und bis zu 64.000 Neuronen im menschlichen
Hypothalamus (Haas et al., 2008, Peitsaro et al., 2000). Der Kern gliedert sich in mehrere
Untergruppen. Man unterscheidet bei Nagern eine mediale von einer ventralen Fraktion, die
zwischen dem Recessus mamillaris des dritten Ventrikels und den Kernen der Corpora
mamillaria angeordnet sind. Die mediale Neuronengruppe liegt in nachster Nahe zum dritten
Ventrikel im Bereich des Mamillarrezessus. Diese wird weiterhin in eine dorsale Gruppe
gegliedert, die am oberen Pol des dritten Ventrikels neben dem dorsomedialen
hypothalamischen Kern (DMN) gelegen ist. Eine ventrale Population histaminerger
Nervenzellen ist weiter kaudal zwischen dem Nucleus arcuatus sowie dem dorsalen und
ventralen pramamillaren Kern (PMD/PMV) angeordnet. Je nach Autor werden diese
medialen Anteile des TMN als ventraler, medialer (TMMv) und dorsaler, medialer (TMMd)
Abschnitt des TMN (Ericson et al., 1987) oder E3 und E4 (Inagaki et al., 1990) benannt.

Die ventrale Untergruppe des TMN liegt um die Kerngebiete der Corpora mamillaria
verstreut. Durch diese ist sie in eine rostrale Portion unterteilt, die vor dem medialen und
lateralen mamillaren Kern (MM, LM) zu finden ist. Des Weiteren unterscheidet man eine

kaudale Gruppe, die hinter dem lateralen mamillaren Kern (LM) liegt.



Diese Fraktion des TMN wird je nach Forschungsgruppe entweder als rostraler, ventraler
(TMVr) und kaudaler, ventraler Abschnitt des TMN (Ericson et al., 1987) oder E1 und E2
(Inagaki et al., 1990) bezeichnet. Zu diesen beiden Gruppen finden sich noch weit verstreute
HA Neurone, die Uberwiegend in der lateralen hypothalamischen Area (LHA) gelegen sind
und als diffuser TMN oder E5 zusammengefasst werden.

Besonderes Merkmal der histaminergen Neurone ist ihre Grof3e von 16 bis 25um (De Luca
et al., 2016), vor allem in der ventralen Portion des TMN. Es handelt sich um multipolare
Neurone mit 2-3 Dendriten und einem Axon, das von einem prominenteren Dendriten
entspringt. Die interneuronale Kommunikation der HA Neurone erfolgt Gber Verdickungen
entlang ihrer Axone, den Varikositaten, die auch als Synpase en passant bezeichnet werden.
Die HA Neurone des TMN bilden weitreichende Verbindungen, die das gesamte Gehirn
durchziehen. Wichtige Zielgebiete histaminerger Efferenzen sind die GroRhirnrinde mit dem
pramotorischen Kortex und somatosensorischen Arealen (Gyrus postcentralis), dem
limbischen System einschlie3lich Amygdala, Septum und dem diagonalen Band von Broca,
der Riechrinde sowie dem Hippocampus. Dazu kommen die Basalganglien wie Nucleus
caudatus, Putamen und Globus pallidus sowie thalamische Kerne und in hoher Faserdichte
der Hypothalamus mit in erster Linie der medialen praoptischen Area (MPO), dem
supraoptischen (SON) und suprachiasmatischen Kern (SCN) sowie dem Nucleus
paraventricularis (PVN), dorsomedialis (DMN), ventromedialis (VMN) und arcuatus (ARC).
Im Mittelhirn und Hirnstamm sind die Formatio reticularis sowie die aminergen Kerngebiete
des aufsteigenden, aktivierenden Systems (ARAS) wichtige Zielstrukturen, bevor die
histaminergen Fasern weiter zum Rickenmark ziehen (Kohler et al., 1985; Takeda et al.,
1984; Wouterloud und Gaykema, 1988; Wouterloud et al., 1988).

Diese weitreichenden Verbindungen durch das ZNS erfolgen Uber zwei aufsteigende und ein
absteigendes Faserbiindel. Von den beiden aszendierenden, histaminergen Faserstrangen
zieht das eine nach ventral Uber die Eminentia mediana und den Hypothalamus zum Kortex
und das andere nach dorsal entlang des dritten Ventrikels zum Thalamus und Kortex.

Das absteigende Fasersystem verlauft Gber den Fasciculus longitudinalis medialis durch den
Hirnstamm zum Rickenmark (Haas, HL, et al., 2008). Die HA Neurone stehen damit mit den
meisten kortikalen und subkortikalen Hirnzentren sowie dem Hirnstamm in Verbindung und
haben durch ihre oberflachliche Lage direkten Kontakt mit den inneren (dritter Ventrikel,
mediale Gruppe des TMN) und auf3eren Liquorrdumen (Cisterna interpeduncularis, ventrale
Gruppe des TMN).



1.1.3 Zentrales Histamin: Synthese

Haupttransmitter der Neurone des TMN ist das Histamin. Dieses synthetisieren sie mittels
der, fur alle TMN Neurone charakteristischen Histidindecarboxylase (HDC). Die Aktivitat der
Histidindecarboxylase ist von dem Vitamin-B6-Derivat Pyridoxalphosphat abhangig.

Das Enzym katalysiert die a-Decarboxylierung der basischen Aminosaure L-Histidin zu
dessen biogenem Amin Histamin unter Freisetzung von CO, (Moya-Garcia et al., 2009).
Histamin wird in erster Linie in den Varikositaten der HA Neurone gebildet und mittels des
vesikularen Monoamintransporter 2 (VMAT?2) in die Speichervesikel aufgenommen.

Auf ein Aktionspotential, gefolgt von dem typischen Kalziumanstieg verschmelzen die Vesikel
mit der Membran der Varikositaten und setzen Histamin ins Interstitium frei. Dort wird es
durch die Histamin-N-Methyltransferase (HNMT) zu Nt-methylhistamin (Tele-Methylhistamin)
inaktiviert, das im Gehirn mithilfe der Monoaminoxidase-B (MAO-B) zu einem
Imidazolessigsaure-Derivat umgewandelt wird. Es wird renal eliminiert (Haas und Panula,
2003). Neben Histamin verfligen die TMN Neurone je nach Spezies Uiber weitere Transmitter
wie GABA (Mehrzahl der Neurone), Galanin, Proenkephlin-Derivate wie Met-Enkephalin-Arg-
Phe (MERF) und Substanz P, deren Funktionen bis dato noch ungewiss bleiben (Airaksinen
et al., 1992).

1.1.4 Histaminerge Neurone: Elektrophysiologische Eigenschaften

Elektrophysiologisch zeichnen sich die HA Neurone durch die Fahigkeit zur Spontanaktivitat
aus. Sie feuern mit einer Frequenz von 0.1-10Hz, meistens in Form von 2 bis 5
Aktionspotentialen pro Sekunde (Fujita et al., 2017). Das Ruhemembranpotential der
Neurone liegt bei etwa —-50mV (Haas et al., 2008). Das Aktionspotential besteht aus einer
Depolarisationsphase mit einer langsamen und einer schnellen Komponente, die den
charakteristischen overshoot bewirkt. Es folgt eine Repolarisationsphase mit anschlieRender
starker Negativierung des Membranpotentials, was als Nachhyperpolarisation bezeichnet
wird. Ein Aktionspotential dauert etwa 1,8-2,4ms (Brown et al., 2000; Haas et al., 2008,

De Luca et al., 2016). Die Depolarisationsphase ist abhangig von spannungsabhangigen,
Tetrodotoxin (TTX) sensitiven, nicht inaktivierbaren Natriumionenkanalen sowie einer
Vielzahl spannungsabhangiger Kalziumionenkanale vom L-, T-, N- und P/Q-Typ.

Die Repolarisation wird anfangs durch verzdgerte Kaliumionengleichrichterkanale getragen,
die von Kalzium abhangigen Kaliumionenkanalen unterstitzt werden, welche die
Nachhyperpolarisation mit einem Membranpotential von —80mV verursachen.

Diese Hyperpolarisation aktiviert einerseits einen auswarts gerichteten Kaliumionenstrom,

der die Ruckkehr des Membranpotentials zum Ruhe- bzw. Schwellenpotential verzégert und



andererseits einen gemischten, einwarts gerichteten Natrium-/Kaliumionenstrom, der die
Depolarisation des Membranpotentials in Richtung Aktionspotential vorantreibt.

Die Hyperpolarisation fuhrt zur Aktivierung der spannungsabhangigen Kalziumionenkanale
(L-Typ bei =50mV, T-Typ bei —90mV), die zusammen mit den Natriumionenkanalen ein
erneutes Aktionspotential auslésen. Auf diese Weise kommt die Spontanaktivitat der HA

Neurone zustande (Stevens et al., 2001; Haas, Panula, 2003).

1.1.5 Histaminerge Neurone: Die wichtigsten Afferenzen und
Rezeptoren

Entsprechend der, den TMN erreichenden Afferenzen exprimieren die histaminergen
Neurone eine Reihe von ionotropen und metabotropen Rezeptoren auf ihren Perikarya und
Varikositaten. Der GrolRteil der Afferenzen zum TMN stammen aus dem prafrontalen Kortex,
dem Septum, dem Hypothalamus, allen voran aus anterioren Abschnitten und der medialen
(MPOA) sowie der ventrolateralen praoptischen Area (VLPO). Dazu kommen Fasern des
cholinergen Systems des pontinen Tegmentums sowie der aminergen Systeme des
Hirnstamms mit den adrenergen Neuronen der Region C1-3, den noradrenergen Neuronen
der Region A1 und A2 sowie den serotoninergen Neuronen der Kerngruppe B5-B9.

So exprimieren die HA Neurone beispielsweise die glutamatergen AMPA- und NMDA-
Rezeptoren. Hierliber erhalten die TMN Neurone stimulierende Eingange, vor allem aus dem
prafrontalen Kortex, der lateralen praoptischen Area und dem lateralen Hypothalamus.

Einer der wohl wichtigsten Rezeptoren der HA Neurone sind die GABAa-Rezeptoren, Uber
die deren Aktivitat unterdrickt wird. Hauptquelle GABAerger Eingange sind die Neuronen der
VLPO, die in der Regulation des Schlafs eine zentrale Rolle tUbernehmen. Die HA Neurone
verfigen auch Uber Acetylcholinrezeptoren, worlber sie mit dem mesopontinen, cholinergen
System in Verbindung stehen, die an der Weckreaktion des zentralen Nervensystems
beteiligt sind. Auch Serotonin aus den Raphe Kernen (B5-9) stimuliert die HA Neurone.
Diese verfligen Uber Serotoninrezeptoren in Form des 5HT2C- Rezeptors, einem G-Protein
gekoppelten Rezeptor. Uber ein Gy11-Protein bewirkt dieser einen Anstieg der intrazelluléren
Kalziumionenkonzentration und somit die Aktivierung des Na*/Ca®*-Austauschers, was eine
Zunahme der Feueraktivitat der HA Neurone nach sich zieht (Sergeeva et al., 2003).

Die weiteren, monoaminergen Fasern mit den Neurotransmittern Adrenalin und Noradrenalin
aus den Hirnstammkernen ziehen zu den GABAergen Projektionen aus der VLPO, wo sie
Uber a,-Adrenorezeptoren prasynaptisch hemmend auf die GABA-Freisetzung wirken und so
die Aktivitat der histaminergen Neurone positiv beeinflussen. Weiterhin sind die HA Neurone

empfindlich gegentber Purinverbindungen wie ATP, ein haufiger Kotransmitter



sympathischer Transmission, da sie den Purinrezeptor P2X2 exprimieren. Es handelt sich
dabei um einen nicht-selektiven Na*/K*-Kationenkanal, der nach Bindung von ATP eine
Depolarisation der histaminergen Neurone ausldst (Vorobjev et al., 2003).

Eine ebenfalls wichtige Verbindung im Rahmen der Regulation des Wachheitszustands und
der Kontrolle des Energiehaushalts besteht zu den orexinergen Neuronen der LHA.

Diese wirken mittels des Orexin-2-Rezeptor (ORX- 2-R), einem G-Protein gekoppelten
Rezeptor (GPCR), stimulierend auf die Feueraktivitat der TMN Neurone. Eventuell ist auch
eine Aktivierung des Na*/Ca?*-Austauschers beteiligt (Anaclet et al., 2010; Leonard und
Kukkonen, 2013). Ein weiterer, in den histaminergen Neuronen vertretender Rezeptor ist der
Estrogenrezeptor a (ERa) (Fekete et al., 1999; Gotoh et al., 2009). AuRerdem verfligen die
HA Neurone Uber den Histamin-3-Rezeptor, einem Autorezeptor.

Dieser Ubernimmt hauptsachlich die Rolle der negativen Feedback-Hemmung der
Histaminfreisetzung. Anwesend auf histaminergen Varikositaten und prasynaptisch auf
Synapsen benachbarter Neurone, limitiert der H3R die Transmittersekretion. Der zugrunde
liegende Mechanismus besteht in einem G, vermittelten Block der Adenylatcyclase sowie
spannungsabhangiger Kalziumkanale, Uber die, Aktionspotential abhangig, die Kalzium
bedingte Vesikelverschmelzung ausgefuhrt wird (Brown, et al., 2001).

Es gibt weitere HA Rezeptoren, den H1R, den H2R sowie den H4R, der iberwiegend im
peripheren Nervensystem eine Rolle spielt. Der H1R vermittelt exzitatorische Signale der
histaminergen Neurone. Er ist ein GPCR, der nach Aktivierung Uber ein Gy+-Protein die
PLCB-IP3-Signalkaskade initiiert und durch eine Mobilisierung von intrazellularen
Kalziumionen ein, durch diese lonen getragenes Depolarisationssignal auslost.

Ein weiterer Mechanismus der H1R getragenen Depolarisation ist die Aktivierung von TRPCs
(transient receptor potential channels). Diese Gruppe (TRPC1-7) von unspezifischen
Kationenkanalen, die auch fir Kalziumionen durchlassig sind, werden in ihrer
Offnungswahrscheinlichkeit durch second messenger beeinflusst. Eine wichtige Rolle spielt
die Phospholipase Cp, worin die Verbindung zu dem H1R besteht. So konnten Obukhov und
Nowycky, 2002 an einem Modell chromaffiner Zellen zeigen, dass der H1R tber den TRPC4
einen Kalziumioneneinstrom bewirken konnte, der zur Exocytose der Speichervesikel dieser
Zellen fuhrte. Des Weiteren beschrieben Tabarean und Gallyas, 2012, dass Histamin tber
den H1R und TRPCs eine Kalzium vermittelte Aktivierung von thermoregulatorischen
Neuronen des medianen, praoptischen Kerns (MnPO) bewirken konnte.

Neben dem beschriebenen Zusammenhang zwischen H1R und den TRPCs konnte De Luca,
2016 zeigen, dass eine Population von HA Neuronen den Capsaicin-Rezeptor (VR1,
Vanilloid-Rezeptor 1 oder TRPV1 transient receptor potential vanilloid receptor 1) exprimiert.
Dieser, zur Familie der TRPCs gehdrende Rezeptor ist als Nozizeptor an der Verarbeitung

von Schmerzsignalen im peripheren Nervensystem beteiligt.



Auf den HA Neuronen bewirkt er ein Depolarisationssignal mit einer Zunahme der
Feueraktivitat der entsprechenden Neurone. Der H2R ist als weiterer GPCR an ein Gs-
Protein gekoppelt, das den Adenylatcyclase/cAMP/ PKA-Signalweg aktiviert. Neben der
Stimulation der Transkription des CREB werden Uber die PKA Kalzium-abhangige
Kaliumkanale inaktiviert, was zu einer Verkirzung der Nachhyperpolarisation und damit einer
Verstarkung der Erregbarkeit der Zielzelle fuhrt. Das, in dieser Signalkaskade anfallende
cAMP bewirkt zusatzlich eine Hemmung des durch Hyperpolarisation aktivierten
Kationenstroms (In), was einem schwachen Depolarisations- signal entspricht (Haas et al.,
2008).

1.1.6 Zentrales Histamin: Funktionen, ein Uberblick

Die histaminergen Neurone des TMN sind, basierend auf ihren weiten Efferenzen durch das
gesamte zentrale Nervensystem, an multiplen, integrativen und regulativen neuronalen
Funktionen beteiligt, unter anderem der Schlaf-Wach-Regulation, der Kontrolle des Wasser-
und Energiehaushalts sowie von Lernprozessen (Haas et al., 2008). Die wohl wichtigste
Funktion kommt ihnen im Schlaf-Wach-Rhythmus zu. Zusammen mit den aminergen
Neuronengruppen der Formatio reticularis des Hirnstamms (ARAS) bewirken sie die
Aufhebung des thalamischen Blocks und damit die Weckreaktion des Grof3hirnkortex.
Dabei fungieren sie im Zusammenspiel der aminergen Transmittersysteme wie ein Dirigent
Uber sein Orchester verfugt. Sie sind pradestiniert fur diese Rolle aufgrund ihrer strikten
Wachaktivitat. Sie sind aktiv im Wachheitszustand und inaktiv im Schlaf. Ihr wichtigster
Gegenspieler sind die GABAergen und galaninergen Neurone der VLPO, die wahrend der
Schlafphasen typischerweise hdchst aktiv sind, inhibitorisch auf die HA Neurone des TMN
wirken und diese in einen Off-Zustand Uberfluhren (Saper et al., 2005, Haas und Sergeeva,
2012). Wichtigster Mitspieler der TMN Neurone sind die Orexin-Zellen der LHA, die, den
Gegenspielern TMN und VLPO Ulbergeordnet, fiir weiche Ubergange zwischen den beiden
Aktivitatszustanden des Organismus sorgen. Zudem sind sie wichtige Synergisten der HA
Neurone in der Regulation des Energiehaushalts. Zusammen vermitteln sie ein
anorektisches Signal. Histamin erhdht das Sattheitsgeftihl durch Beeinflussung der
Neuronengruppen im ventromedialen, hypothalamischen Kern (VMH) und paraventrikularen
Kern (PVN). Die histaminergen Neurone sind des Weiteren an der Weitergabe anorektischer
Signale im Energiehaushalt beteiligt. Sie stimulieren den Energiestoffwechsel zur
Bereitstellung von Energiereserven und steigern die Warmeproduktion (Brown et al., 2001).
Eine weitere Funktion kommt den histaminergen Neuronen in Lernprozessen und der

Bildung von Gedachtnisspuren im Hippocampus zu. Trotz teils kontrarer Erkenntnisse, ist



gesichert, dass Histamin einen positiven Effekt auf die intrazelluldre Kalziumkonzentration,
die Langzeitpotenzierung und die NMDA-Rezeptoren der CA1-Neurone des Hippocampus

hat, was zu einer positiven Beeinflussung von Lernprozessen fuhrt (Haas und Panula, 2003).

1.1.7 Histamin und Arousal

Der TMN ist ein wichtiger Kern der Weckreaktion (Arousal) des zentralen Nervensystems
bzw. der Wachheit des Organismus, die im Elektroenzephalogramm (EEG) durch
Desynchronisation, d.h. niedrige Amplituden und hohe Frequenzen der 3- und y-Wellen
gekennzeichnet ist. Die Rolle des Histamin als Arousal Transmitter wird zum einen durch die
sedierenden Nebenwirkungen der Antihistaminika, in erster Linie der 1. Generation wie
Dimetinden begriindet, die in der antiemetischen oder antiallergischen Therapie Anwendung
finden (Tasaka et al., 1989). Hier konnte gezeigt werden, dass die Antihistaminika als H1-
Rezeptor-Antagonisten neben peripheren Wirkungen auf Bronchien, Gefalten und der Area
postrema auch zentrale H1-Rezeptoren besetzen, worlber Histamin die Weckreaktion
vermittelt (Tashiro et al., 2002). Ein weiterer Grund ist die Abhangigkeit der Aktivitat dieser
Neurone vom Schlaf-Wach-Rhythmus. Wahrend des Tiefschlafs sind die HA Neurone inaktiv,
im Zustand von Wachheit dagegen aktiv. Zusatzlich fihrt die Zerstérung von Neuronen im
posterioren Hypothalamus genauso wie die Applikation eines GABAs-Rezeptor Agonisten
wie Muscimol in dieses Gebiet zu einem Zustand von Somnolenz und Hypersomnie mit
Zunahme der Tiefschlafphasen (slow wave sleep, SWS) (Lin et al., 1988). Weiterhin konnten
Fujita et al., 2017 in einer optogenetischen Versuchsreihe durch lichtabhangiges Ausschalten
von HA Neuronen ebenfalls eine signifikante Zunahme von Tiefschlafphasen beschreiben.

In der Initiation der Weckreaktion und dem Aufrechterhalten des Wachheitszustands, der
Vigilanz, nimmt das histaminerge System eine zentrale Stellung ein und koordiniert das
Zusammenspiel einer Reihe weiterer Arousal Transmittersysteme wie den monoaminergen
Hirnstammkernen mit dem Locus coeruleus (LC, Noradrenalin), den medianen und dorsalen
Raphe Kernen (MR, DR, Serotonin) und dem ventralen periaquaduktalen Grau (VPAG,
Dopamin), dem aufsteigenden, retikularen, aktivierenden System (ARAS; Acetylcholin),
bestehend aus den cholinergen Kerngebieten des pedunculopontinen (PTT) und
laterodorsalen Tegmentum (LDT), den cholinergen Neuronen des basalen Vorderhirns
(Substantia innominata & Co.) sowie den Orexin/Hypocretin Neuronen der LHA.

Die Weckreaktion des Kortex verlauft Uber zwei parallele, aufsteigende Faserbahnen.

Die erste hat ihren Ursprung in den cholinergen Kerngebieten des pedunculopontinen und
laterodorsalen Tegmentums, dem ARAS, die zu den Relais-Kernen, dem Nucleus reticularis

sowie den intralaminaren Kernen des Thalamus ziehen.



Diese thalamischen Kerne sind fur die Weiterleitung peripherer, sensorischer Signale an den
Kortex verantwortlich, wo diese zum Bewusstsein werden. Die cholinergen Eingange aus
dem ARAS stimulieren diese Kerngebiete und ermdglichen so die thalamokortikale
Transmission, einem wichtigen Schritt fir die Vigilanz. Die zweite Bahn fuhrt am Thalamus
vorbei. Sie beginnt im monoaminergen System des mesopontinen Hirnstamms.

Von hier aus ziehen noradrenerge (Locus coeruleus), serotoninerge (dorsale & mediane
Raphe Kerne) und dopaminerge (ventrales periaquaduktales Grau) Fasern in die LHA, wo
histaminerge Fasern aus dem TMN sowie orexinerge Fasern aus der LHA hinzukommen, die
gemeinsam zum basalen Vorderhirn oder direkt weiter auf die Gro3hirnrinde projizieren.

Die monoaminergen Fasern bilden des Weiteren Synapsen mit den Varikositaten der HA
Neurone und verstarken deren Aktivitat. Vom basalen Vorderhirn entspringen cholinerge und
GABAerge Fasern zum Kortex, den sie Uber das Prinzip der Disinhibition (Enthemmung)
aktivieren. Uber die Aktivierung dieser beiden Fasersysteme kommt es zu der Weckreaktion
des Kortex.

Wichtiges Charakteristikum eines Grofteils dieser Neurone, insbesondere der
monoaminergen Nervenzellen, ist ihre Aktivitat im Wachzustand und die fehlende Aktivitat
wahrend Tiefschlaf (Non-REM-Schlaf) und REM-Schlaf. Gegenspieler dieses Systems sind
die, vor allem im Tiefschlaf (SWS, slow wave sleep) aktiven Neurone der VLPO.

Diese enthalten als Neurotransmitter das inhibitorische GABA und Galanin und ziehen mit
ihren Fasern zu allen beteiligten Kernen des aszendierenden Arousal Systems wie dem
TMN, den orexinergen Neuronen der LHA, dem LC, den DR und MR, dem vPAG sowie PTT
und LDT. Im Zustand tiefen Schlafs hemmen die Neurone der VLPO auf diese Weise das
aufsteigende aktivierende System. Im Gegenzug stehen die Zellen der VLPO im
Wachzustand unter dem hemmenden Einfluss noradrenerger Fasern des LC, serotoninergen
Fasern der DR und MR sowie inhibitorischer Eingange aus dem TMN, in erster Linie mittels
GABA, Galanin oder Enkephalin, da die VLPO Neurone Uber keine Histaminrezeptoren
verfuigen. Die Regulation der Schlaf-Wach-Zyklen folgt dem Prinzip einer Wippe oder eines
Schalters: ist der eine Zustand aktiv, dann ruht der andere.

Um das Auftreten von Ubergangen zwischen diesen beiden Zusténden zu minimieren bzw.
zu verhindern, ist diesem System ein Regulator Ubergeordnet, die orexinergen Neurone der
LHA. Sie senden stimulierende Eingange an alle Kerngebiete des Arousal Systems und
stehen unter hemmendem Einfluss der VLPO. Im Wachzustand aktivieren sie die
monoaminergen Kerne (TMN, LC, DR, MR, PPT, LDT), die tber ihre hemmenden
Verbindungen zur VLPO deren Aktivitat supprimieren. Im Zustand des Schlafs werden die
orexinergen Neurone durch die jetzt aktive VLPO gehemmt, wodurch der Orexin vermittelte,
aktivierende Effekt auf die monoaminergen Neurone und im Gegenzug deren hemmende

Eingange auf die VLPO im Sinne einer Disinhibition wegfallen (Saper et al., 2001; Saper et



al., 2005; Lin et al., 2011; Brown et al., 2001). Die Besonderheit der Orexinneurone wird im
Krankheitsbild der Narkolepsie deutlich, die durch im Tagesverlauf abrupt einsetzende
Schlafattacken in Kombination mit plétzlichem Tonusverlust der Muskulatur gekennzeichnet
ist. Pathophysiologisch liegt ein Untergang der Orexinneurone, ein Orexinmangel bzw. ein
Defekt des Orexin-2-Rezeptors (ORX-2R) zugrunde, wodurch der Stabilisator des Schlaf-
Wach-Schalters wegfallt und es so haufiger zu Ubergangszustanden kommt (Nishino et al.,
2000). Dabei scheint der TMN eine zentrale Rolle in der Wachheit vermittelnden Orexin-
Wirkung einzunehmen. Orexin erhoht den Wachheitszustand in Wildtyp-Mausen und Ratten
nach direkter Applikation in den TMN. In H1R-KO Mausen kann dieser Effekt nicht
beobachtet werden, ebenso wenig narkoleptische Zustéande wie sie bei Orexin-KO Mausen
beschrieben wurden. Es ist daher anzunehmen, dass Orexin zumindest einen Teil seiner
Arousal Wirkung uber die HA Neurone und den H1-Rezeptor vermittelt (Huang et al., 2001).
Ein weiterer Hinweis flr die zentrale Rolle von Histamin und des H1-Rezeptors im Rahmen
der Weckreaktion und Vigilanz ist die Beobachtung verlangerter Non-REM-Schlafphasen bei
H1R-KO Mausen sowie der negative Effekt der H3-Rezeptoragonisten auf den
Wachheitszustand. Im Gegensatz dazu bewirken die H3-Rezeptorantagonisten in Wildtyp-
Mausen eine Steigerung der Vigilanz (Huang et al., 2006). Der TMN vermittelt also Wachheit
und Arousal im Rahmen eines komplexen Systems exzitatorischer und inhibitorischer

Transmittersysteme, die in einem zyklisch wechselnden Gleichgewicht mit der VLPO stehen.

1.1.8 Testosteron: Uberblick

Testosteron ist das C19-Hydroxyketon-Derivat des Cholesterol. Die erste Beschreibung geht
auf Brown-Sequard, 1889 zurick. Die Isolierung der fir diese Eigenschaften
verantwortlichen Substanz gelang erst 1935 der Arbeitsgruppe um Ernst Laqueur bei
chemischen Untersuchungen an Stierhoden (David et al., 1935). Sie nannten die, aus den
Stierhoden gewonnene Substanz , Testosteron®. Die Aufklarung der chemischen Struktur
sowie die kunstliche Synthese aus Cholesterol erfolgte noch im selben Jahr unabhangig von
einander durch Ruzicka, L und Wettstein A sowie Butenandt und Hanisch, 1935.
Testosteron ist chemisch das Androsten-170l-3on, eine vom Cholesterol abgeleitete
Verbindung mit 19 Kohlenstoff-, 28 Wasserstoff- und 2 Sauerstoffatomen (C1sH250.) sowie
einer Ketogruppe am dritten C-Atom, einer Hydroxylgruppe am C-Atom 17 und einer
Doppelbindung zwischen C4 und C5 (Delta 4, A4).

Die Hormonsynthese bei mannlichen Spezies erfolgt iberwiegend in den Leydig-Zellen der
Hoden mit einem Anteil von fast 95%. Weitere Syntheseorte sind die Nebennierenrinde (5%,

Mensch, ¢/3), die Theca-Interna-Zellen der Follikel des Ovars (Mensch, Maus, Ratte) sowie



die Plazenta (Maus, Ratte) beim weiblichen Geschlecht (Payne und Hales, 2004; Ye et al.,
2011, vgl. Abb. 1.1). Bei der Synthese handelt sich um eine Reihe von Redoxreaktionen vom
Cholesterol ausgehend, die in den Mitochondrien und dem glatten endoplasmatischen
Retikulum ablaufen und in Abbildung 1.1 zusammengefasst dargestellt sind.

Die Regulation der Hormonsynthese wird durch die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-
Achse (HHG) gesteuert. Eine zentrale Rolle spielt das Peptidhormon Luteotropin (LH,
luteinisierendes Hormon). Geschwindigkeitsbestimmender Schritt ist die Aufnahme von
Cholesterol in die Mitochondrien mittels des StAR-Proteins (vgl. Abb. 1.1).

Weitere regulative Schritte umfassen die Geschwindigkeit der Proteinbiosynthese der
Enzyme CYP11A, CYP17, 3BHSD und 17BHSD (Stocco und Clark, 1996).

Testosteron ist definiert als das mannliche Sexualhormon, dessen Funktion nicht nur im
mannlichen, sondern auch im weiblichen Organismus von nicht unwesentlicher Bedeutung
ist (Durdiakova et al., 2011).

Chtlesterole
<_Hydrolase

LEYDIG-ZELLE

Abb. 1.1 Testosteronbiosynthese und Regulation.

Bildmitte Geschwindigkeitsbestimmender Schritt in der Mitochondrienmatrix. Ausgangspunkt der
Synthese samtlicher Steroidhormone ist das Pregnenolon Rechter Bildrand Das endoplasmatische
Retikulum beherbergt alle weiteren Schritte der Testosteronbiosynthese, die als A5- oder A4-
Syntheseweg ablaufen kann Bild oben Der LH- Rezeptor ist ein GPCR, der den cAMP-PKA-
Signalweg aktiviert. Die Proteinkinase A vermittelt durch Phosphorylierung die Aktivierung der
Testosteronbiosynthese fiir schnelle, kurzzeitige sowie langandauernde Veranderung der
Synthesegeschwindigkeit. Abkirzungen: AC Adenylatcyclase, CREP cAMP response element
binding protein, LH luteinisierendes Hormon RNA-Pol-Il RNA- Polymerase Il, StAR steroidogenic
acute regulatory protein, (Quelle eigene Darstellung frei nach: Hypothalamisch-hypophysares
System und Zielgewebe, Kohrle, J, Petrides PE, S.865f., In: Biochemie & Pathobiochemie, Hrsg.
Loffler, G, Petrides, PE, Heinrich PC, 2007).
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1.1.9 Testosteronspiegel und Konzentrationsschwankungen

Entgegen peptiderger Hormone, die in der Zelle in groReren Mengen gespeichert werden,
diffundieren Steroidhormone, wie auch das Testosteron, nach Synthese aus der Zelle und
gelangen in das Blut. Dort werden sie in der Regel an die Plasmaproteinfraktion des Serums
gebunden. Im Falle des Testosteron sind 97-98% des Sexualhormons an Plasmaproteine
gebunden, in erster Linie an das Testosteron-bindende Globulin (TeBG) bzw. Sexhormon-
bindende Globulin (sex hormone binding globulin, SHBG) und Albumin.

Laut Borst und Mulligan, 2007 liegt der Plasmatestosteronspiegel bei gesunden Mannern im
Bereich von 15,6nM bis 34,7nM (450-1000ng/dl) mit Mittelwerten um 23nM (650ng/dl).

Von diesen 23nM Testosteron verteilen sich etwa 44% auf das SHBG und 50% auf die
Albumin-Fraktion. Der verbleibende Anteil fallt, mit fast zu vernachlassigenden 4%, auf das
Kortikosteroid-bindende Globulin (corticosteroide binding globulin, CBG) und allein 2%
verbleiben im Pool des freien Testosteron (Dunn et al., 1981). Als bioverfligbares und somit
wirksames, aktives Testosteron wird neben den 2% des freien Testosterons auch das an
Albumin gebundene Testosteron angesehen, das je nach Bedingung, ob im Krankheitsfall
oder in Anwesenheit von Medikamenten etc., freisetzt werden kann (Manni et al., 1985).

Die Testosteronspiegel im Plasma des mannlichen Organismus, insbesondere bei
Menschen, sind im Laufe des Lebens grolten Schwankungen unterworfen. Gegen Ende der
Schwangerschaft ist das Kind den Hormonen der Mutter ausgesetzt. Die hohen maternalen
Ostrogenspiegel bewirken niedrige Konzentrationen der kindlichen Gonadotropine.
Postpartal steigen, durch den Wegfall des hemmenden Effekts der mitterlichen Ostrogene,
die LH- und Testosteronkonzentrationen innerhalb der ersten Woche auf Werte nahe denen
an, die wahrend der Pubertat gemessen werden kénnen (Quigley et al., 2002).

Die fruhkindlichen LH- und Testosteronspiegel erreichen nach zwei Monaten ihr Maximum
mit etwa 10nM (200-300ng/dL) fiuir Testosteron (Gendrel et al., 1980; Amano T, 1985).

Vier bis sechs Monate nach Geburt fallen die LH- und Testosteronspiegel zuriick auf
niedrige, fur die Kindheit typische Werte. Mit Beginn der Pubertat, zwischen dem 15. und 16.
Lebensjahr, steigen die Testosteronlevel auf das Zwanzig- bis DreiRigfache an (Duke et al.,
2014), um dann im voranschreitenden Erwachsenenalter Gber einen Zeitraum von Ende
zwanzig bis Mitte achtzig (28.-85.Lebensjahr) langsam wieder abzunehmen (Dabbs, 1990).
Die absolute Abnahme des Serumtestosterons ist mit dem Alter aber relativ gering.

Als Mechanismen fir die, im Alter abnehmende Bioverfligbarkeit des Testosteron werden
zum einen auf der Ebene der Hoden ein zunehmender Sensibilitatsverlust der Leydig-Zellen
fur die steigenden LH-Spiegel (Tenover et al., 1987) sowie ein Anstieg der SHBG-
gebundenen Testosteronfraktion diskutiert, die im Vergleich zum freien Testosteron und dem

Albuminpool als nicht wirksames Testosteron gilt (Matsumoto, 1993).
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Auch fir die Mannchen bei Ratten und Mausen ist ein Schwanken der Testosteronspiegel
von der Geburt bis hin zur Adoleszenz nachgewiesen worden (Lee et al., 1975). In den
ersten 25 Tagen nach Geburt konnten hohe LH-Werte und Testosteronkonzentrationen um
die 100ng/d! (3,5nM) gemessen werden. Zwischen dem 25.-30.Tag postpartal fielen diese
auf ein Minimum ab, um dann zwischen dem 70. und 80.Lebenstag wieder auf maximale
Werte der beginnenden Geschlechtsreife von zirka 230ng/dl (8nM) anzusteigen. Neben den
Veranderungen der Testosteronlevel im Laufe des Lebens eines Mannes schwanken die
Spiegel fur Testosteron auch im Tages- und Jahresverlauf. Im Tagesverlauf unterscheidet
man einen circadianen Rhythmus, also Testosteron-schwankungen bezogen auf 24 Stunden,
von einem ultradianen Rhythmus, das sind Schwankungen der Testosteronspiegel in einem
Zeitraum von weniger als 24 Stunden. Der ultradiane Rhythmus von Testosteron entspricht
der pulsatilen Freisetzung von Testosteron alle 90 Minuten. Bezogen auf 24 Stunden ergibt
sich ein Anstieg der Testosteronkonzentration Gber Nacht auf maximale Werte (675ng/dl;
23,4nM) in den friihen Morgenstunden (6:00-7:00Uhr), gefolgt von einer Abnahme der
Testosteron -spiegel im Verlauf des Nachmittags und der frilhen Abendstunden auf minimale
Werte (464ng/dl; 16,1nM) zwischen 19:00-20:00Uhr (Lacerda et al., 1973; Dabbs, 1990).

1.2 Testosteron als Neuromodulator —
Aromatisierungshypothese

Zu den charakteristischen Effekten von Testosteron gehdren in erster Linie das Wachstum
und die Differenzierung der mannlichen Geschlechtsdrisen und -merkmale sowie die
Hypertrophie der Skelettmuskulatur. Neuromodulatorische Wirkungen werden weniger mit
Testosteron assoziiert. Jedoch ist es bereits Pfaff und Pfaffmann, 1969 an Ratten gelungen
Zu zeigen, dass Testosteron die elektrische Aktivitat von Neuronen der Area praeoptica und
des Bulbus olfactorius nach elektrischer Stimulation (olfaktorischer Schock) oder
Duftapplikation beeinflussen kann. Nach lokaler Applikation von Testosteron konnten sie eine
Zunahme der elektrischen Aktivitat préaoptischer Neurone feststellen. Ahnliches gelang
Yamada, 1979 ebenfalls an Nagetieren. Er untersuchte die Wirkung mehrerer Steroide wie
Estradiol, Betamethason und Testosteron auf die Spontanaktivitat hypothalamischer
Neurone. Dabei konnte er zeigen, dass Testosteron, aber weder Estradiol noch
Betamethason die Feueraktivitat bestimmter, hypothalamischer Neuronen steigern konnte.
Die Lokalisation der Testosteron sensiblen Neurone gelang Yamada ebenfalls.

Die Uberwiegende Mehrzahl dieser Neurone konnte er zum Nucleus septi lateralis und dem
anterioren Hypothalamus zuordnen. Der Nachweis eines vergleichbaren Effekts von

Testosteron beschreiben auch Kendrik und Drewett, 1979, die die Refraktarzeit von
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Neuronen der kortikalen, medialen Amygdala und des medialen, praoptischen Hypothalamus
nach Kastration und anschlieRender Testosteronsubstitution untersuchten. Sie konnten einen
rekonvaleszenten Effekt von Testosteron auf die, durch Kastration verlangerte Refraktarzeit
der Neurone ermitteln. Zusammengefasst konnten diese frilhen Studien bereits neuro-
modulatorische Eigenschaften fur Testosteron nachweisen.

Far das weibliche Sexualhormon Estradiol sind diese neuromodulatorischen Eigenschaften
schon lange akzeptiert. So ist beispielsweise bekannt, dass es in physiologischen und auch
nicht physiologischen Konzentrationen eine Zunahme der Feueraktivitat der GnRH-Neurone
des anterioren Hypothalamus auslést (Chu et al., 2009). Des Weiteren existiert bereits die
Kenntnis Uber einer Verbindung zu den histaminergen Neuronen des TMN. Neben der
bekannten Expression des Estrogenrezeptor a, konnte unter Einsatz von Spannungsklemm-
Versuchen im whole-cell Modus beobachtet werden, dass Estradiol den exzitatorischen
Effekt von Histamin (HA) und NMDA auf Neurone des VMH verstarken konnte (Dupre et al.,
2010, Kow et al., 2005).

Grund fur die geringe Aufmerksamkeit der Forschung flr Testosteron als Neuromodulator ist
die weitverbreitete Aromatisierungshypothese. Darunter versteht man urspringlich die,
wahrend der Embryonalentwicklung stattfindende Umwandlung von gonadalem Testosteron
des mannlichen Foétus im Gehirn zu Estradiol, das die Maskulinisierung des ZNS initiiert.
Durch die Erweiterung des Forschungsfelds wird heute unter dieser Aromatisierungs
-hypothese der Zusammenhang zwischen Testosteron und Estradiol bezeichnet, nachdem
viele Testosteron Effekte indirekt durch Umwandlung zu Estradiol via des Enzyms Aromatase
(CYP19) vermittelt werden. Sie spielt eine wichtige Rolle in der sexuellen Differenzierung des
Gehirns, der Regulation der LH-Sekretion, dem mannlichen Sexualverhalten und Ubernimmt
zudem neuroprotektive Funktionen nach Hirnschaden z.B. bei Hirnischamie nach
Schlaganfall (Roselli et al., 2009; Garcia-Segura, 2008). Das entsprechende Enzym, die
Cytochrom-P-450-Aromatase (CYP19), ist in Fisch (Diotel et al., 2010), Vogel (Corfield et al.,
2013), Saugetier (Rhesusaffen, Roselli und Resko, 2001) und Mensch (Sasano et al., 1998)
zu finden und wird in vielen Korperzellen exprimiert wie z.B. den Gonaden, der Leber und
dem Fettgewebe so auch im Gehirn. Wichtige Neuronengruppen im Gehirn umfassen in
erster Linie den Hypothalamus und das limbische System (Amygdala) mit der medialen
praoptischen Area/anteriorem Hypothalamus, VMH, BNST sowie kortikale (CA) und mediale
Amygdala (MA) (Wu et al., 2009). Uber die Expression der Aromatase im Nucleus
tuberomamillaris ist bekannt, dass beispielsweise Rhesusaffen im entsprechenden
Kerngebiet keine Aromatase exprimieren (RNA-in-situ-Hybridisierung; Roselli et al., 2001).

In Untersuchungen an Mausen existieren leider keine Daten zum TMN, aber flr benachbarte
Areale wie die LHA, den dorsalen pramamillaren Kern (PMD) und den Nucleus arcuatus, wo

nur niedrige Expressionsraten festgestellt werden konnten (Stanic et al., 2014).
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1.3 Androgenrezeptor und Signalkaskaden —
Genomische und nicht genomische
Wirkungsmechanismen

Testosteron obliegt als Steroidhormon im klassischen Sinne die Regulation der Gen-
expression der Androgen sensiblen Gewebe. Dies wird Uber einen Liganden abhangigen
Transkriptionsfaktor, den Androgenrezeptor (AR) vermittelt (Lubahn et al., 1988; Chang et al.,
1988). Charakteristisch fir diese ,klassischen® oder ,genomischen® Signalkaskaden ist die
Beteiligung des Androgenrezeptor, die zeitliche Latenz zwischen Exposition und Zellantwort
von mindestens 30-40 Minuten sowie Testosteronkonzentrationen im picomolaren bis
niedrigen nanomolaren Bereich (1pM-1000pM) (Walker, 2009). Einen Uberblick liber die
wichtigsten Schritte der ,genomischen” Androgenrezeptorsignalkaskade gibt die Abbildung
1.2, Bild Unten.

Die Effekte des Testosteron wie in der Funktion als Neuromodulator werden im Gegensatz
dazu Uber die erst kirzlich beschriebenen ,nicht klassischen® oder ,nicht genomischen”
Signalwege vermittelt. Diese nicht genomischen Signalkaskaden wurden zu erst von Szego
und Davis, 1967 fur Estradiol und spater in den Achtzigern von der Arbeitsgruppe um Koenig
et al., 1982 flr Testosteron beschrieben. Beide konnten zellulare Antworten auf die
Steroidhormone innerhalb von Sekunden bis wenigen Minuten feststellen, die eine
Beteiligung der Genexpression und der Proteinbiosynthese unméglich machten (Michels und
Hoppe, 2008). Das Wissen Uber nicht genomische Signalwege von Testosteron ist
umfangreich (Reviews hierzu: Michels und Hoppe, 2008; Papadopoulou et al., 2008;
Rahman und Christian, 2007; Foradori et al., 2008; Walker, 2009/2010).

Die endgultige Aufklarung Uber die zugrundeliegenden Mechanismen fehlt bisher allerdings.
Charakteristisch fur die nicht genomischen Androgensignalwege gilt die geringe zeitliche
Latenz zwischen Exposition und zellularer Antwort, der Ausgangspunkt der Signalkaskade
von der Plasmamembran mit nicht obligater Beteiligung des AR sowie eine Unabhangigkeit
des Signalwegs von der Translationsmaschinerie (Foradori et al., 2007).

Zentrale Signalmolekule in den nicht genomischen Signalkaskaden des Testosteron sind
Proteinkinasen (PKA, PKB, MAPK), lonenkanale sowie die Regulatorelemente der
intrazelluldren Kalziumkonzentration (IP3-Rezeptoren, VOCCs). Die Abbildung 1.3 gibt einen
Uberblick iber die mdglichen und bereits bekannten nicht genomischen Signalwege des
Testosteron, die kurz Erwahnung finden sollen.

So ist einerseits der SHBG-Rezeptor-Signalweg zu nennen. Dieser G-Protein gekoppelte
Rezeptor wird auf vielen Testosteron sensiblen Geweben wie Prostata, Skelett- und
Herzmuskel, Hoden und Nervenzellen, aber auch Krebszellen aus Prostata und Brustdrise

exprimiert. Eine Aktivierung des Rezeptors erfolgt erst nach Ligandenbindung an den SHBG-
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SHBG-Rezeptor-Komplex (Rosner et al., 1991/1999, Hryb et al., 1990). Dies fuhrt zur
Initiierung eines Gs,-Adenylatcyclase-cAMP-PKA-Signalwegs. Zielstrukturen der PKA sind
Koaktivatoren des AR und der nukleare Inhibitor der Proteinphosphatase 1 (nuclear inhibitor
of protein phosphatase 1, NIPP-1), der die Aktivierung der nukledren Proteinphosphatase 1
(PP- 1N) ermdglicht und den Phosphorylierungsgrad des AR moduliert. Der Effekt entspricht
einem feedforward Mechanismus zur Potenzierung des genomischen AR-Signalweges
(Michels und Hoppe, 2008). Weitere Zielstrukturen der PKA sind beispielsweise lonenkanale
wie z.B. spannungsabhangige Kalziumkanale der Plasmamembran (vgl. Abb. 1.3, Links
Unten).

H

CBP/p300 Yo

—I~RNA-Polymerase Il
Ic

Abb. 1.2 Androgenrezeptor und klassischer, genomischer Signalweg.

Oben grauer Kasten Struktur des AR von N- nach C-terminal. Dargestellt sind die vier Funktions-
und Strukturuntereinheiten des Androgenrezeptor mit den entsprechenden, flir ihre Funktion
notwendigen Aminosauresequenzen. Abkurzungen: AF1/2 Aktivierungsfunktion 1,2, CYS
Cysteinreste der Zinkfingerdoméne, DBD DNA-Bindungsdoméne, H hinge region, LBD Liganden
Bindungsdoméne, NTD N-terminale Doméne, NLS Nuclear localization sequence

Bild unten Signalkaskade des genomischen Weges der klassischen Androgensignalkaskade.
Zentrale Schritte sind 1. die Ligandenbindung (LBD) im Zytosol und die Freisetzung des AR aus dem
HSP90-Komplex, 2. die Translokation des AR (NLS) entlang des Zytoskeletts in den Zellkern,

3. die Dimerisierung und Phosphorylierung des aktiven AR sowie 4. die DNA-Bindung (DBD) mit der
Kofaktorbindung (SRC/p160, CBP/p300), Dekondensierung der DNA, Rekrutierung der RNA-
Polymerase Il und der notwendigen Transkriptionsfaktoren (Bennett, NC, et al., 2009; Gelmann, EP,
2002 ). Abkiirzungen: ARA 70 AR associated protein 70, ARE AR response element, CBP/p300
CREB binding protein, ERK1/2 extracellular signal requlated kinase, HSP heat shock proteins,
MAPK mitogen activated kinase, PKA/B Proteinkinase A/B, SRC1 steroid receptor coactivator 1,
TFIIA-F Transkriptionsfaktoren IIA-F, (Quelle eigene Darstellung frei nach: Bennett, Nigel C.;
Gardiner, Robert A.; Hooper, John D.; Johnson, David W.; Gobe, Glenda C. (2010): Molecular cell
biology of androgen receptor signalling. In: The International Journal of Biochemistry & Cell Biology
42 (6), S. 813-827).
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Die Aktivierung der PKB oder auch Akt erfolgt Gber einen AR/Src-Kinase/PI3K-Signalweg
(vgl. Abb. 1.3 Unten Mitte). Zielproteine der PKB/Akt sind via mTOR (mammalian target of
rapamycin) die Translationsmaschinerie sowie Enzyme des Glucosestoffwechsels,
Komponenten des Zellzyklus, Transkriptionsfaktoren wie CREB und Kinasen wie Raf1,
wodurch Testosteron die Zellproliferation, Hypertrophie, Wachstum, Apoptose und das
Zelluberleben steuern kann (Sun et al., 2003; Hemmings und Restuccia, 2012; Vivanco und
Sawyers, 2002).

Die MAP-Kinasekaskade wird Gewebe spezifisch zum Beispiel in Skelettmuskelzellen
(Estrada, M, et al., 2003) durch einen neuartigen G-Protein gekoppelten Rezeptor (GPCR)
Uber einen G,/PLCB/DAG/IP3-Signalweg initiiert. Die steigende Kalziumionenkonzentration
bewirkt die Aktivierung der MEK/ERK1/2-Kaskade (vgl. Abb. 1.3, Oben Mitte).

+ iF
’@ o
4EBP1
Iy

gD

2
PIP3 PIP2

Abb. 1.3 Nicht genomisches Testosteron Signalling Im Uhrzeigersinn Links unten SHBG-
Rezeptor-Signalweg mit Aktivierung der Proteinkinase A Links oben Aktivierung der MAP-
Kinasekaskade in Sertoli-Zellen Oben Mitte Aktivierung der MAP-Kinasekaskade in
Skelettmuskelzellen Rechts oben/Rechts unten Testosteron abhangige Aktivierung des second
messenger Ca®* Unten Mitte Signalweg der PKB/Akt.

Abkurzungen siehe Abb. 1.2, Flieltext und wie folgend: AC Adenylatzyklase, CAMP zyklisches
Adenosinmonophosphat, DAG Diacylgylcerol, ERK 1, 2 extracellular signal requlated kinase 1 und
2, IP3 Inositoltrisphosphat, MEK mitogen activated/extracellular signal activated kinase kinase, PI3K
Phosphatidylinositol-3-Kinase, PIP2 Phosphatidyl-4,5-bisphosphat, PLCB Phospholipase 3, SHBG(-
R) sex hormone binding globulin (receptor), VOCC voltage gated cation channels.

(Quelle eigene Darstellung frei nach: Michels, Guido; Hoppe, Uta C. (2008): Rapid actions of
androgens. In: Frontiers in Neuroendocrinology 29 (2), S. 182—-198).

16



Die Beeinflussung der Offnungswahrscheinlichkeit von lonenkanalen ist ein weiterer nicht
genomischer Testosteroneffekt. Dies erreicht Testosteron zum Beispiel an GABAa-
Rezeptoren im ZNS als agonistischer Ligand in Form des Neurosteroids 5a-Androstan-
3a,17B-diol (Androstendiol, 3a-diol) (Reddy, 2004) oder an ATP abhangigen
Kaliumionenkanalen (K+ATP- Kanale) Uber die Abnahme der PIP2-Konzentration durch
einen GPCR/G../PLC/IP3-Signalweg (vgl. Abb. 1.3, Rechte Seite, von Ledebur et al., 2002;
Loss et al., 2004).

Einer der verbreitetsten, nicht genomischen Effekte des Testosteron ist die Beeinflussung der
intrazellularen Kalziumkonzentration. Kalziumionen sind vielseitige Signalmolekle mit
ubiquitarem Einsatz in jeder wohl bekannten Zelle des Organismus. Der extrazellulare
Kalziumionenpool liegt bei etwa 2mM, der zur einen Halfte an Albumin gebunden ist und zur
anderen die Fraktion der freien Kalziumionen bildet. Als Mechanismen zum Eintritt in die
Nervenzelle kbnnen spannungsabhangige Kalziumionenkanale dienen (voltage gated
calcium channels, VOCCs) wie L-Typ, N- oder P-/Q-Typ Kalziumionenkanale.

Als intrazellulare Speicher dienen das glatte endoplasmatische Retikulum (smooth
endoplasmatic reticulum, sER) oder das Korrelat in Muskelzellen in Form des
sarkoplasmatischen Retikulums. Die Kalziumionenkonzentrationen liegen hier im
mikromolaren Bereich. Die Freisetzung der Kalziumionen ins Zytosol erfolgt Gber die IP3-
Rezeptoren oder in Muskelzellen die Ryanodinrezeptoren. Daten zu Testosteron abhangigen
Kalzium-Signalwegen stammen aus einer Vielzahl von Geweben. Beispiele sind die
Prostata-Karzinom-Zellen (Steinsapir et al., 1991), mannliche Osteoblasten (Lieberherr und
Grosse, 1994), Makrophagen (Guo et al., 2002), murine T-Zellen (Benten et al., 1997),
humane Granulosa-Lutein-Zellen (Machelon et al., 1998), Sertoli-Zellen von Ratten
(Gorczynska und Handelsman, 1995), Neuroblastomzellen (Estrada et al., 2006), GT1-7-
GnRH-Neurone (Shakil et al., 2002), Nierenzellen von Kaninchen (Couchourel et al., 2004),
glatte Muskelzellen aus GefalRen (Hall et al., 2006) sowie Skelettmuskel- (Estrada et al.,
2003) und Herzmuskelzellen (Vicencio et al., 2006) von Ratten.

Man unterscheidet AR unabhangige von AR abhangigen Mechanismen. Der Unterschied in
den beiden Signalwegen liegt lediglich in dem Startpunkt. In Sertoli-Zellen oder GT1-7-
Neuronen konnte zum Beispiel eine Beteiligung des Androgenrezeptor in der Initiation der
Kalziumionenfreisetzung beobachtet werden (Hemmung des Effekts durch Flutamid).

In der Mehrzahl der Gewebe wie Skelett- und Herzmuskel oder Prostata-Karzinom-Zellen
und Immunzellen wird von der Existenz eines neuartigen Membranrezeptors ausgegangen.
Dieser entspricht einem G-Protein gekoppelten Rezeptor, der ein G4-Protein binden kann.
Abgesehen von diesen Unterschieden fihren beide Wege entweder zu einem Einstrom von
Kalziumionen von extrazellular oder einer Freisetzung aus intrazellularen Speichern.

Fir den Einstrom aus dem Extrazellularraum ist zumeist eine Offnung spannungsabhangiger
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Kalziumionenkanale, insbesondere der L-Typ Kalziumionenkanéle, verantwortlich.

Die Mobilisierung aus intrazellularen Depots beinhaltet die G4-Protein vermittelte Aktivierung
der PLCB, die IP3 aus PIP2 freisetzt, welches an die IP3-Rezeptoren bindet und den
Kalziumionenausstrom ins Zytosol bewirkt (vgl. Abb. 1.3, Rechte Seite).

Grundlage dieses Wissens ist die Forschung an der Dynamik des Kalziumionenhaushalts
der entsprechenden Zellen mithilfe der Kalziumfluoreszenzdarstellung, dem calcium imaging.
Die Weiterentwicklung und Optimierung dieser Methodik ist wesentlich von zwei Faktoren
abhangig, der Entwicklung eines entsprechenden Indikatormolekuls und dem bildgebenden
Verfahren zur Messung der Kalziumsignale. Zu den ersten Kalziumindikatoren gehorten das
bioluminizierende Protein Aequorin oder die chemischen Verbindungen Fura2-AM und deren
Derivate, die auch in der hier vorliegenden Arbeit Anwendung gefunden haben.

Letztere sind eine Kombination aus einem Kalziumchelatormolekil und einem Fluorophor.
Ihr Emissionsspektrum liegt im Bereich von 500nm Wellenlange und ist stimulierbar durch
Ultraviolettlicht. Nach Bindung von Kalziumionen verandert sich deren Emissionsspektrum
und das damit emittierte Fluoreszenzsignal, welches entsprechend registriert werden kann.
Vorteile sind die einfache Anwendung, die je nach Verbindung fehlende oder bestehende
Permeabilitat der Zellmembran sowie die unterschiedlichen Anregungsspektra, die die
Kombination unterschiedlicher Indikatoren in einem Versuch moéglich macht.

Fir die Registrierung der Fluoreszenzsignale ist eine Apparatur aus einem Weitfeld-
Fluoreszenzmikroskop in Kombination mit einer Ultraviolett-Lichtquelle im Sinne einer
Halogenlampe und einem Videokamerasystem, meist einer CCD (coupled charge detector)
Kamera, notwendig, die eine hohe raumliche und zeitliche Auflésung der Signale erlaubt.
Nachteil dieser Form des calcium imaging ist das relativ hohe Hintergrundrauschen und die
je nach Inkubationstechnik ungenauere Zuordnung der Signale zu den untersuchten
Zelltypen (Grienberger und Konnerth, 2012).

Abnhilfe dafur stammt aus der Gentechnologie: genetisch veranderte Kalziumproteine, deren
Expression zellspezifisch gesteuert werden kann. Ein Beispiel hierflr sind die genetisch
kodierten Kalziumindikatoren (genetically encoded calcium indicators, GECIs), die zur
Gruppe der so genannten genetisch kodierten Indikatoren neuronaler Aktivitat, kurz GINAs
(genetically enocded indicators of neuronal activity), gehoren. Diese modifizierten
Indikatormolekiile bestehen aus einer Bindungsdomane fir das zu detektierende Molekdl, in
diesem Fall Kalziumionen, sowie einer Detektordomane, die Uber ein oder mehrere
Fluoreszenzproteine verfugt und die Bindung des Zielmolekdls signalisiert.

Die Aufnahme der Fluoreszenzemissionen erfolgt iber hoch moderne Mikroskoptechnik
(Broussard et al., 2014, Grienberger und Konnerth, 2012). Ein haufig verwendetes GECI ist
das genetisch veranderte Calmodulin. Calmodulin ist ein evolutionar konserviertes, ubiquitar

vorkommendes Protein, das als Verstarker der Signalkaskade des second messenger
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Kalziumionen fungiert. Es umfasst nur 148 Aminosauren und bildet in der Tertiarstruktur eine
Hantelform, die aus einer zentralen a-Helix und den beiden Kalziumionen-Bindedomanen in
Form von jeweils zwei EF-Hand oder Helix-Loop-Helix Motiven besteht. Pro Calmodulin
Molekul kdnnen vier Kalziumionen gebunden werden.

Die Bindung der Kalziumionen fiihrt zu einer Konformationsanderung des Molekiils, was eine
Exposition hydrophober Aminosaurereste bewirkt und die Interaktion mit Zielmolekilen wie
Proteinkinasen (z.B. Calmodulin-Kinasen), Kalziumionen-ATPasen, Kalziumionenkanalen
oder den Motorproteinen der Kontraktionselemente ermdglicht (Chattopadhyaya et al., 1992,
Clapham, 2007). Bei dem genetisch modifizierten Calmodulin handelt es sich um ein
Einzelfluorophor-GECI, das zur Familie der GCaMPs gehort (GCaMP, genetically encoded
calmodulin proteins). Diese bestehen aus einem zirkularen Fluoreszenzprotein, dem
enhanced green fluorescent protein (EGFP), das auf der einen Seite von Calmodulin und auf
der anderen Seite von einem Calmodulin bindenden Peptid M13 der Myosin-Leichtekette-
Kinase umgeben ist. Die Bindung von Kalziumionen am Calmodulin flhrt zu einer Interaktion
zwischen Calmodulin und M13, was eine Konformationsanderung des Fluoreszenzproteins
nach sich zieht und eine Veranderung des emittierten Fluoreszenzsignals herbeiflihrt.

Diese Anderung des Fluoreszenzsignals kann (iber ein entsprechendes Fluoreszenz-
mikroskop detektiert werden. Mithilfe dieser GCaMPs ist man in der Lage Kalziumionen-
strdme einer einzigen, spezifischen Zelle bis auf ein einzelnes Aktionspotential
aufzuzeichnen (Broussard et al., 2014, Grienberger und Konnerth, 2012).

Die groften Probleme der ersten GCaMPs waren das zu geringe Signal:Hintergrund
Verhaltnis, geringe Photostabilitat, geringe Kalziumionenaffinitat sowie unzureichende
Dynamik bei der Registrierung schneller Kalziumsignale, wodurch sie den herkdmmlichen,
synthetischen Kalziumindikatoren unterlegen waren. Erst die Entwicklung des GCaMP6 und
dessen Derivate, die Uber eine, der neuronalen Transmission entsprechende raumliche und
zeitliche Auflosung verfugen, ermdglichte die suffiziente Aufzeichnung von Kalziumionen-
stromen der Neurone (Chen et al., 2013, Tian et al. 2009). Ein Model fur die Expression
eines GCaMP&6 in den HA Neuronen ist die in der Arbeitsgruppe Sergeeva gezichtete
B6;129S-Gt(ROSA)26Sortm-95.1(CAG-GCaMP6f)Hze/J Maus. Die Testosteron Wirkung

wurde damit noch nicht untersucht.

1.4 Konditionelle Dopaminneurone (TMN und PMV)

Dopaminneurone sind definiert als Neurone, die die Tyrosinhydroxylase exprimieren (fur
Review-Artikel siehe Bjorklund und Dunnett, 2007). Laut Jaeger et al., 1983 gibt es im

Hypothalamus, Hirnstamm und Rickenmark Neurone, die weder Tyrosinhydroxylase noch
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Dopamin immunreaktiv sind, dies aber nach Exposition gegenuber Vorstufen wie L-DOPA
werden kodnnen. Sie exprimieren die Aromatische-L-Aminosaure-Decarboxylase (AADC) und
den Dopamintransporter (DAT) und kénnen so, nach Aufnahme von L-DOPA via dem DAT,
mittels der AADC Dopamin synthetisieren und Aktionspotential abhangig freisetzen.

Sie sind also dopaminerg, unter der Bedingung der L-DOPA Exposition, was sie zu

konditionellen Dopaminneuronen macht (Zoli et al., 1993, De Luca et al., 2016).

1.4.1 Der PMV

Der ventrale pramamillare Kern (PMV) ist eine kompakte Zellgruppe mittelgrof3er Neurone im
Hypothalamus, die sich zwischen dem periventrikularen Kern, dem dorsalen pramamillaren
Kern (PMD) und nach kaudal den Kernen der Mamillarkérper (LMN/MMN) befindet (Gurdjian,
1927). Die Axone dieser Neurone bilden drei wesentliche Faserstréange, zwei aufsteigende
und ein absteigendes Faserblindel. Das erste aufsteigende Blindel zieht mit dem Grofteil
der Fasern in den periventrikularen Hypothalamus und bildet Synapsen mit dem
periventrikularen Kern, dem ARC, dem PVN und dem anteroventralen periventrikularen Kern
(AVPV) und steht somit mit dem neuroendokrinen Teil des Hypothalamus (GnRH-Neurone
etc.) und der Adenohypohyse in Verbindung. Der zweite aufsteigende Faserstrang zieht
durch den medialen Hypothalamus zum VMN, medialen praoptischen Kern (MPN), dem
BNST, dem lateralen Septum (LS) und der Amygdala, mit in erster Linie dem medialen
posterioren und posterior kortikalen Kern, wo er mit den Zentren der Regulation des
Sexualverhalten und der Aggression kommuniziert. Das absteigende Blindel der Axone lauft
zum posterioren Hypothalamus mit dem TMN, dem supramamillaren und medialen
mamilldren Kern und zu weiteren Kerngebieten im Hirnstamm wie dem aquaduktalen Grau
oder den Nuclei raphe (Canteras et al., 1992).

Der groRte Teil der afferenten Fasern stammt vom medialen Kern der Amygdala (MeA), dem
BNST, dem LS und dem MPN. Weitere Eingange ziehen vom Subiculum, periventrikularen
Hypothalamus, ARC, VMN und diffuse Afferenzen aus dem posterioren Hypothalamus und
supramamilldaren Kern zum PMV (Cavalcante et al., 2014). Zusatzlich bestehen direkte,
synaptische Verbindungen zum TMN. Der PMV liegt im Bereich hoher bis moderater Dichte
histaminerger Fasern (Panula et al., 1989).

Im Bezug auf die Neurotransmitter Expression stellt sich der PMV als sehr heterogener
Neuronenverband dar. Die Uberwiegende Mehrheit der Neurone synthetisiert Glutamat.
Haufige Kotransmitter sind Peptide wie Kokain und Amphetamin reguliertes Transkript
(CART), Substanz P und der fliichtige Neurotransmitter NO (Expression der nNOS).

Uber den inhibitorischen Transmitter GABA verfligen die Neurone nicht (Donato und Elias,

20



2011). Des Weiteren exprimiert eine grof3e Population der PMV Neurone den
Androgenrezeptor in hohem bis sehr hohem Male, was aus vielen Saugetierarten wie Ratte
(Simerly et al., 1980), Hamster (Wood und Newman, 1999), Frettchen (Kashon et al., 1996),
Opossum (Igbal et al., 1995) und Affe (Michael et al., 1995) bekannt ist.

Explizite Daten zur Expression des Androgenrezeptor in PMV Neuronen der Maus sind bis
dato nicht bekannt. Eine weitere Eigenschaft dieser Neurone ist die Fahigkeit zur Synthese
und Freisetzung von Dopamin. Die Neurone des PMV exprimieren die AADC und die
Mehrheit verfligt Gber keine Tyrosinhydroxylase (TH) Expression, weshalb sie keine echten
Dopaminneurone sind (Karasawa et al., 1994). Diese Neurone sind jedoch in der Lage
Dopamin aus Vorstufen wie L-DOPA zu synthetisieren. Grund dafir ist, neben der AADC, die
Expression des DAT. Aufgrund dieser Fahigkeit werden sie zu den konditionellen
Dopaminneuronen oder nach Jaeger zur D-Gruppe der Dopaminneurone gezahlt (Jaeger et
al., 1983, Zoli et al., 1993, De Luca et al., 2016).

Bezuglich ihres Aufgabenbereichs ibernehmen die Neurone des PMV eine Schllsselstellung
in der Integration metabolischer und reproduktiver Signale. So vermitteln sie beispielsweise
metabolische Signale via Leptin an die GnRH-Neurone zur Initiierung des praovulatorischen
LH-Anstiegs im weiblichen Zyklus. Des Weiteren verbinden sie olfaktorische Signale mit
Paarungsverhalten, Aggression oder Abwehrverhalten gegenlber Kontrahenten/Gefahren fir
den Nachwuchs im Sinne maternaler Aggression (Cavalcante et al., 2014, Donato und Elias,
2011).

1.5 Testosteron und Arousal

Sexualverhalten verbunden mit Reproduktion ist ein evolutionar manifestiertes
Verhaltensregimen zur Weitergabe der Gene eines entsprechenden Individuums in die
nachste Generation und somit ein Mittel der Arterhaltung wie auch der Unsterblichkeit, das
im Reich der Lebewesen eine ubiquitare Verbreitung hat. Im mannlichen Geschlecht besteht
das Sexualverhalten zum einen aus dem Werben um den weiblichen Geschlechtspartner,
besonders imposant bei Vogeln, gefolgt von prakopulatorischen Verhaltensmalinahmen oder
dem sogenannten Vorspiel, das zum Beispiel bei Nagern aus dem Beschnuppern der
anogenitalen Region des Weibchens und dem AusstoRen hochfrequenter Laute besteht (Hull
et al., 2002). Dem, im Geschlechtsakt endenden Sexualverhalten geht Ublicherweise eine
sexuelle Erregung, sexual arousal, voraus. Die sexuelle Erregtheit ist ein, durch sexuelle
Stimuli ausgeléster Zustand erhdhter Wachheit und Erregung mit der Bereitschaft zu
sexuellen Handlungen (Janssen, 2011). Dieser Zustand des sexual arousal, der in dem

Abrufen sexueller Verhaltensweisen mindet, umfasst vier Ebenen, eine kognitive, eine
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motivationale, eine emotionale und eine autonome Ebene. Auf neuronaler Ebene entsteht
der Zustand sexueller Erregung durch Zusammenspiel des lateralen orbitofrontalen Kortex
(Kognitiver Aspekt: Reizerkennung), der Insula (Emotionaler Aspekt: sexuelle Lust), des
kaudalen, anterioren Gyrus cinguli und dem Claustrum (Motivationaler Aspekt: Ausleben
sexueller Gedanken/Begierden) sowie dem rostralen, anterioren Gyrus cinguli, Anteile der
Insula und dem posterioren Hypothalamus (autonom/endokriner Aspekt: genitale Reaktionen
etc.). Dieses System der sexuellen Erregung kann auf der kognitiven Ebene durch Abwerten
sexueller Stimuli (medialer, orbitofrontaler Kortex/Temporallappen) sowie auf der autonomen
Ebene durch Unterbindung der vegetativen Reaktionen gehemmt werden (Caput nuclei
caudati & Putamen) (Stoléru und Mouras, 2007). Sexuelle Stimulation erhdht den
Testosteronspiegel ebenso wie sexuelle Aktivitat und sexuelles Verlangen mit erhdhten
Testosteronkonzentrationen einher gehen (Escasa et al., 2010; Welling et al., 2008).

Aus Untersuchungen an Mausen (James und Nyby, 2002; Amstislavskaya und Popova,
2004; James et al., 2006) und Ratten (Shulman und Spritzer, 2014) ist bekannt, dass es bei
den Mannchen nach Kontakt mit brinstigen Weibchen oder deren Urin zu einem Anstieg der
Plasmatestosteronkonzentration innerhalb von 30 Minuten nach Kontakt kommt.

Eine Kastration fuhrt zum Ausbleiben mannlichen Sexualverhaltens wie Paarung, Erektion
und Ejakulation, was durch anschlieRende Therapie mit Testosteron reversibel ist.

Estradiol hat in der Hormonersatztherapie nach Kastration aquivalente Wirkung wie
Testosteron, wohingegen die 5a-reduzierten Testosteronderivate wie DHT keinen oder nur
schwache Effekte zeigen. Daher ist anzunehmen, dass Testosteron an der Regulation und
dem Ausleben von Sexualverhalten direkt sowie indirekt Uber Estradiol beteiligt ist.

Die MPOA, als Zentrum fur die Regulation von sexuell motiviertem Verhalten, exprimiert den
Androgenrezeptor, den Estrogenrezeptor sowie die Aromatase (Handa et al., 1995).
Testosteron und Estradiol stimulieren die Freisetzung von Dopamin aus der MPOA (Hull et
al., 1997). Der zugrunde liegende Mechanismus ist eine Testosteron bedingte Induktion der
Expression der nNOS. Neben der MPOA wirkt Testosteron auch auf die, in der VTA
reprasentierte Belohnungsschleife des Sexualverhaltens. Erfolgreich in der
Wiederherstellung der Kopulationsbereitschaft nach Kastration ist die Testosteronapplikation
jedoch nur bei gleichzeitiger Injektion in die VTA und die MPOA (Sipos und Nyby 1996).
Studien an Hamstern haben gezeigt, dass die mediale Amygdala (MeA) ebenfalls einen
Angriffspunkt flr Testosteron darstellt: die alleinige Testosteronapplikation in die MeA stellt
das Sexualverhalten nach Kastration wieder her, ebenso wie die Stimulation der MPOA
(Coolen und Wood, 1999; Wood und Williams, 2001).

Einen konkreten Zusammenhang zwischen den durch Orexin/Hypocretin und HA Neuronen
reprasentierten Arousal System des ZNS und den Sexualsteroiden im Rahmen der sexuellen

Stimulation (sexual arousal) konnten Zhao et al., 2012 beobachten. In einem Feldversuch an
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Mausen konnten sie zeigen, dass Mannchen bei der Anwesenheit eines Weibchens im,
durch eine Glaswand getrennten Nachbarkafig zu einer signifikanten Zunahme der Wachheit
der Mannchen fuhrte. Weder die Exposition gegentber einem anderen Mannchen noch
einem kastrierten Weibchen oder die hormonelle Kastrierung des betroffenen Mannchens
mittels Flutamid konnte eine entsprechende Zunahme des Wachheitszustands hervorrufen.
Dies legt eine Abhangigkeit des sexual arousal von den Sexualsteroiden nahe.

Daruber hinaus konnten Zhao et al. die orexinergen sowie histaminergen Neurone als
Komponenten der Arousal Funktion im Rahmen der sexuellen Stimulation eindeutig
identifizieren. Sowohl die Applikation eines Orexinrezeptorantagonisten als auch des
Histaminsynthesehemmers aFMH flihrten zu einem Ausbleiben der beobachteten
Wachheitszunahme. Dabei scheint, dass den orexinergen Neuronen eine zentrale Rolle in
dieser Arousal Funktion zukommt, da im knock out Modell allein bei der Ox-KO Maus ein
Ausbleiben der sexuellen Erregtheit nachgewiesen werden konnte.

Wie sich hier abzeichnet, ist die hormonelle Kontrolle der Kerngebiete des Sexualverhaltens
komplex und bei weitem nicht ausreichend verstanden. Fakt ist, dass Testosteron sowohl flr
die sexuelle Stimulation (sexual arousal) als auch fur das Ausleben von sexuellem Verlangen
und Verhaltensweisen notwendig ist. Das System der Orexin/Hypocretin und HA Neurone
scheint dabei im sexual arousal eine wichtige Zielstruktur androgener Signaltransmission zu

sein. Der genaue Mechanismus steht jedoch noch offen.

1.6 Fragestellung

Amstislavskaya und Popova, 2004 konnten zeigen, dass sexuelle Stimulation (olfaktorisch:
Pheromone, visuell: rezeptives Weibchen) bei Nagetieren zu einer Steigerung des
Wachheitszustands sowie eines reflexiven Anstiegs der Plasmatestosteronspiegel fihrt.
Aufgrund dieses Vigilanz steigernden Potentials im Rahmen sexueller Verhaltensweisen
kommen die histaminergen Neurone des tuberomamillaren Kerns (TMN) in Betrachtung.
Weiterhin konnte die Arbeitsgruppe um JS Lin (Lyon) in Verhaltensexperimenten eine
Beteiligung histaminerger und orexinerger Neurone am sexual arousal mannlicher Mause
nachweisen. Im Rahmen eines Kooperationsprojektes haben wir uns der Bearbeitung
folgender Fragen gewidmet:

— Welche Wirkung hat Testosteron auf die Aktivitat der HA Neurone?

— Ist der Androgenrezeptor an der Testosteronwirkung beteiligt?
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Daruber hinaus wurden in diesem Projekt weitere Fragen bearbeitet:

— Liegt dem Testosteroneffekt eine Kalziumantwort zugrunde?

— Wird der Androgenrezeptor in den histaminergen Neuronen des TMN, den

konditionellen Dopaminneuronen des TMN und den Neuronen des PMV exprimiert?
— Ist das Alter von Relevanz bei dem Ausmal} des Testosteroneffekts auf die HA
Neurone?

Der TMN ist bekannt fir die vom Wachheitszustand des Organismus abhangige
Feueraktivitat seiner HA Neurone. Diese sind aktiv wahrend Wachheit und inaktiv im
Tiefschlaf (Haas et al., 2008). Eine Zerstérung bzw. eine Hemmung (tber GABAx-
Rezeptoragonisten) dieser Neurone fiihrt zum Uberhang somnolenter Zustande und
Hypersomnie (Lin et al., 1988). Der TMN ist damit ein wichtiger Kern des kortikalen Arousal
und der Aufrechterhaltung der Vigilanz. Die von uns (De Luca et al., 2016) beschriebenen,
konditionellen Dopaminneurone im TMN unterstreichen den bereits durch Yanovsky et al.,
2011 postulierten Synergismus zwischen den histaminergen und dopaminergen Neuronen.
Die unmittelbare Nachbarschaft und Verbindung der TMN Neurone zu einem grof3en Pool
konditioneller Dopaminneurone im ventralen pramamillaren Kern (PMV, D8-Neurone, nach
Jaeger et al. 1983/1984) kann fir die Regulation des Metabolismus und des
Sexualverhaltens von Bedeutung sein.
Zur Beantwortung dieser Fragen wurden Uberwiegend elektrophysiologische Methoden
verwendet. Zum einen wurde die Aktivitat akut isolierter HA Neurone sowie von Neuronen in
Hirnschnitten in Spannungsklemm-Versuchen im cell attached Modus abgeleitet.
Darlber hinaus wurde mithilfe immunhistochemischer Verfahren die Androgenrezeptor
Verteilung in den HA Neuronen des TMN, den konditionellen Dopaminneuronen des TMN
und den Neuronen des PMV bestimmt. Als Modell fir die HA Neurone diente hier die
transgene HDC-Cre/Tmt-Reporter-Maus (HDC-Tmt), deren histaminerge Neurone durch die
Verbindung des Histidindecarboxylase-Gens mit dem Gen des Tomatoproteins rot
fluoreszierend markiert sind. Fur die Kalziumfluoreszenzmessungen wurde einerseits auf
den Kalziumchelator Fluo-4- AM zurtickgegriffen und andererseits ein genetisch kodierter
Kalziumindikator der GCaMP-Familie verwendet. Dabei konnte ein neues Mausmodel
etabliert werden, das das GCaMP6f-Gen in den Cre positiven, histaminergen Neuronen des
TMN (Yanovsky et al., 2012) exprimiert (HDC-GCaMPG6f). Als Modell fir die konditionellen
Dopaminneurone des PMV diente die DAT-Cre/Tmt-Reporter-Maus (De Luca et al., 2016).
Zuletzt galt es noch, einen relevanten Einfluss des Alters der untersuchten Tiere auf die
Testosteronwirkung an den HA Neuronen festzustellen. Dazu wurden immunhistochemische
Daten (AR-Farbung in 2 Altersklassen) im Vergleich mit Kulturen akut isolierter Neurone aus

der Kernregion des TMN auf Mikroelektrodengittern (MEA) untersucht.
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Kapitel 2. Material und Methoden
2.1 Mauslinien

Fur die elektrophysiologischen Ableitungen sowie immunhistochemischen Farbungen
bezuglich der Expression des Androgenrezeptor, Histamin und Tyrosinhydroxylase wurden
transgene Reporter-Mauslinien verwendet. Zur Verwendung kamen die DAT-Tmt und die
HDC-Tmt-Reporter-Maus. Die DAT-Tmt-Reporter-Maus (Instituts-interne Bezeichnung: 9170)
ist eine Kreuzung aus der DAT/Cre Maus (Parlato et al., 2006) mit der Reporter-Mauslinie
B6J/N(Cg-Gt(ROSA)26Sortm14(CAGtdTomato)) (Jackson Laboratory, #007908) (De Luca et
al., 2016). Die HDC-Tmt-Reporter-Maus (Instituts-interne Bezeichnung: 9061) ist eine
Kreuzung aus der HDC-Cre Maus (Instituts interne Bezeichnung: 7009) mit der Reporter-
Mauslinie B6J/N(Cg-Gt(ROSA)26Sortm14(CAGtdTomato) (Yanovsky et al., 2012).

In den Versuchen zur Kalziumfluoreszenzmessung mithilfe des chemischen
Kalziumchelators Fluo4-AM wurden C57BI6 Mause verwendet. Im Rahmen der moderneren
Kalziumfluoreszenzmessmethode mit der Verwendung von genetisch kodierten
Kalziumindikatoren (GECIs) im Sinne der GCaMP-Familie wurde eine neue, transgene
Mauslinie eingefiihrt, die das GCaMP6f-Gen in den histaminergen Neurone des TMN
exprimiert (Linie 9272, HDC-GCaMP6f).

Die Gehirnentnahme erfolgte nach den Vorschriften des Tierschutzgesetzes der
Bundesrepublik Deutschland sowie lokaler Richtlinien der Bezirksregierung Dusseldorf.

Die Zahl der bendétigten Tiere wurde so gering wie moglich gehalten. Die Tétung der Tiere
mittels Dekapitation wurde ausschliel3lich durch Befugte (Frau Professor Sergeeva,;
Organentnahme Projekt: 058/91) vorgenommen. Die Tiere stammten aus der zentralen

Einrichtung fur Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben Dusseldorf (ZETT).

2.2 Spannungsklemm-Versuche (Patch-Clamp) an akut
dissoziierten Neuronen des tuberomamillaren Kerns
(TMN)

Es wurden Gehirnschnitte aus dem Bereich des posterioren Hypothalamus von 23,3+5,4
Tage alten mannlichen Mausen unterschiedlicher Zuchtlinien hergestellt. Das Gehirn wurde
aus der Schadelkalotte enthommen und in eisgekihlte Sucrose-Lésung (Sucrose 17,34,
Glucose 0,45g, NaHCO; 0,55g, 10xACSF-Lsg. ohne NaCl 25ml, deionisiertes H,O 250ml;
10xACSF-Lsg ohne NaCl (in mM): KCI 3,75, MgS0O4 1,3, NaH,PO4x2H,0 1,25, CaCl,x2H,0O
2) Uberfuhrt. Nach Abtrennung des Kleinhirns und Hirnstamms von kaudal-okzipital wurden

aus dem hinteren Anteil des Diencephalon in koronaler Schnittflihrung der posteriore
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Hypothalamus mit dem tuberomamillaren Kerngebiet abgesetzt. Anschlielend wurde dieser
Block auf einer Metallplattform mit Gewebekleber befestigt und in eiskalter Sucrose-Lésung
mittels Vibratom (Vibroslicer LE12 7LZ; Campden Instruments Ltd.) in 250um dicke Schnitte
geschnitten. Zur Uberpriifung der korrekten Schnittfiinrung galt der Anschnitt des dritten
Ventrikels. Wie in Abbildung 2.1 dargestellt, wurden die Regionen der héchsten Dichte der
TMN Neurone, in erster Linie die ventrale, kompakte Portion des TMN (Nucleus
tuberomamillaris pars ventralis, TMV, vgl. Ericson et al., 1987/Inagaki et al., 1990),
gewonnen und in HEPES gepufferter Losung (HBS (in mM): NaCl 150, KCI 3,7, Glucose 20,
MgCl, 2,7, HEPES 10, CaCl, 2, pH 7,4) mechanisch fragmentiert.

1.

Abb. 2.1 Praparation des Mausgehirns fiir die Spannungsklemm-Versuche an akut isolierten
Nervenzellen des tuberomamilldaren Kerns (TMN); 1. Gehirnsitus nach Praparation aus der
Schéadelkalotte. 2. Abtrennen des Kleinhirns+Hirnstamm. 3. Koronale Schnittfihrung durch den
posterioren Hypothalamus 4. Entfernen des Kortex und der stérenden Hirnhaute. Heraustrennen des
Kerngebietes der histaminergen Neurone (TMN, rote Punkte; rote Linienfihrung). 5. Herstellung des
Zellhomogenats, (Quelle: eigene Darstellung).
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Die Ableitung der akut dissoziierten Neurone erfolgte als Extrazellularableitung im cell
attached Modus. Es wurden Aktionspotentialstrome (APS) gemessen. Dazu wurden
Glaspipetten aus Filament Glaskapillarrohlingen (GB150F-8P; Science Products GmbH,
Germany) mit einem durchschnittlichen Widerstand von SMQ (4-6MQ) verwendet
(Pipettenziehgerat/Puller, ®Narishige, Japan).

Fir die Ableitung wurden die Pipetten bis zu einem Drrittel ihrer L4nge mit HEPES gepufferter
Losung (HBS) geflillt. Die Aufnahme der Aktionspotentialstrome wurde mittels eines EPC-9-
Patch-Clamp-Verstarkers und der Registrierungs-Software TIDA 5.2.1 (HEKA Electronics)
sichergestellt. Die Visualisierung der Neurone erfolgte in 400facher Vergrolierungen durch
ein ZEISS-Mikroskop AXIOVERT 100TV in Kombination mit der Fluoreszenzlicht sensiblen
Videokamera Q-Imaging-Rolera-XR Fast 1094 (Chromaphor Analysen GmbH, Germany).

Monochromator

TexasRed-Filter

1
I

PC/TIDA-
Software

ISM945-Pumpe

Ab-/Zulauf

Axiovert100TV 4 .

Abb. 2.2 Versuchsaufbau der Spannungsklemm-Versuche.

Inverses Lichtmikroskop (Axiovert 100TV, ZEISS) mit Normallicht- und Fluoreszenzlichtfunktion.
Monochromator HBO100 und Filterset mit den Anregungsmaxima 488nm (FITC =
Fluoresceinisothiocyanat) und 540nm (Texas Red). Objektive mit 40X-VergréRerung.

Auf dem Mikroskopiertisch Messkammer mit Perfusionssystem (Zulauf(rot)/Ablauf(blau)) angetrieben
durch die Perfusionspumpe vom Typ ISM945 (ISMATEC®). Perfusionsgeschwindigkeit 1,6-
1,7ml/min (Stufe 13). Applikation manuell Gber einen Einspritzlauf oder via Einlauf des
Perfusionssystems. Messung der Aktionspotentialstrome (APS) mittels EPC-9-Patch-Clamp-
Verstarker und Registrierungs-Software TIDA 5.2.1 (HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Germany).
Visualisierung der Neurone Uber die Videokamera Q-Imaging-Rolera-XR Fast 1094 (Chromaphor
Analysen GmbH, Germany) mit der Imaging-Software Q-Capture, (Quelle: eigene Darstellung).
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Die Fluoreszenzlichtfunktion wurde durch eine Halogenlampe HBO100 als UV-Lichtquelle
und ein Filterset mit FITC (Fluoresceinisothiocyanat)- und Texas Red-Filter sichergestellt.
Dem Hintergrundrauschen wurde mittels Tiefpassfilter (FR212, Schaffner) und Faradayschen
Kafig begegnet (vgl. Abb. 2.2). Die dissoziierten Zellen wurden in die, mit 1ml HBS geflllte
Messkammer pipettiert und fir eine viertel Stunde sedimentieren lassen. Histaminerge
Neurone wurden morphologisch (Durchmesser ca. 15-25um, spindelférmig) oder mittels
Fluoreszenz (HDC-Tmt Mause) detektiert. Die abschlieende Identifizierung abgeleiteter
Zellen erfolgte durch die Applikation von R-a-Methylhistamin (RAMH, 2uM), was sich im Falle
eines HA Neurons an einer Abnahme der Spontanfeuerfrequenz zeigte (Sergeeva et al.
2010, Haas und Panula, 2003). Die Zellen wurden nach Erreichen eines Gigaseals
(Widerstand R im Gigaohmbereich) und konstanter Spontanaktivitat im voltage clamp Modus
des EPC-9-Verstarkers abgeleitet. Es wurden die Aktionspotentialstrome fir mindestens

5 Minuten Aquilibrierungszeit in HBS, gefolgt von einer flinfminiitigen Phase der
Testosteronwirkung und 15 Minuten Waschphase in HBS aufgezeichnet. Der Effekt von
RAMH wurde Uber einen Zeitraum von 5 Minuten Applikation und finfzehnminutiger
Waschphase in HBS beobachtet.

Analog erfolgte die Ableitung histaminerger Neurone an Hirnschnitten der HDC-Tmt Maus.
Die Praparation der Schnitte erfolgte in kontinuierlich mit Carbogen (5%C02/95%0,)
inkubierter, eisgekuhlter, artifizieller Zerebrospinalflissigkeit (ACSF, in mM: Sucrose 202,
Glucose 12, NaHCO; 26, KCI 3,75, Na;POxH,0 1,25, MgSO.,x7H,O 1,3, CaCl.x2H.O 2,
pH 7,4). Alle weiteren Vorbereitungsschritte, die Ableitungen und die Fullung der Patch
Pipetten wurden in ACSF mit 125mM NaCl anstatt 202mM Sucrose durchgefihrt.

Die Datengewinnung erfolgte offline mit der Software TIDA 5.2.1 (HEKA, Electronics,
Germany). Es wurde die Anzahl der Aktionspotentialstrome (Spikes pro Minute) mithilfe des

Programms MiniAnalysis 6.0.3 (Synaptosoft, Leonia, NJ) analysiert.

2.3 Kalziumfluoreszenzmessungen (calcium imaging):
Messung von Kalziumionenstromen in Kulturen
dissoziierter Nervenzellen des TMN in Abhangigkeit
von KCl/Testosteron

Kalziumfluoreszenzmessungen wurden an Kulturen dissoziierter Neurone des TMN
durchgefihrt, die auf Polyethylenimin(PEI) beschichteten, optischen Glaschen gepflanzt
waren. Details zur Gewebepraparation ist dem Abschnitt 2.4 zu entnehmen.

Als Gewebematerial dienten 0-3 Tage alte, mannliche Tiere (n = 5) der Mauslinien 9061 und

1397. Als Kalziumindikator wurde Fluo-4-AM (Acetoxymethyl) von invitrogen ® verwendet.
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Die Kulturen wurden ab einer Kulturzeit von im Mittel 15+5Tagen untersucht. 3-7ul Fluo-4-AM
wurden auf 1ml MV10-Nahrlésung verdinnt und eine Kultur damit fur 1 Stunde bei 37°C, 5%
CO,-Gehalt, 95% Luft und 80-90% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in
HEPES gepufferter Losung (HBS) wurden die Kulturen mit temperiertem HBS (34°C,
Temperature Controller TC20) perfundiert (Perfusionsgeschwindigkeit 1,6ml/min).

Die Kalziumfluoreszenzmessungen erfolgten mit einem Weitfeldfluoreszenzmikroskop
(AXIOVERT100TV, ZEISS). Als Lichtquelle diente eine HBO50-Halogenlampe (ZEISS).

Als Filtersystem wurde ein FITC-Filter (Anregungsmaximum 488nm) verwendet.

Die Detektion der Fluoreszenzemissionen der Zellkulturen wurde durch eine CCD-Kamera
(Photonics) sichergestellt. Die Datenaufnahme und Visualisierung erfolgte mit der Software
,Vision* (Photonics) (vgl. Abb. 2.3). Als Messparameter galt die Anderung des
Fluoreszenzsignals AF der Kulturen in HBS, nach Applikation von 30mM Kaliumchlorid ACSF
(in mM: NaCl 98,75, Glucose 12, NaHCO; 26, KCI 30, Na,PO4xH,0 1,25, MgSO.x7H;0 1,3,
CaCl,x2H,0O 2, pH 7,4) und nach Gabe von 1uM Testosteron/DMSO-L6sung.

Das Aufnahmeprotokoll fir die Versuche mit Kaliumchlorid umfasste 60 Sekunden (s) in HBS
als Kontrollphase zur Bestimmung der basalen Fluoreszenzemission, gefolgt von 240s (4
Minuten) fur die KCI Applikation und 960s (16 Minuten) Waschphase nach KCI Gabe.

Fir die Untersuchung der Wirkung von Testosteron (1uM) wurden neben einer Kontrollphase
von 60s, 300s (5 Minuten) Applikationsphase und 1500s (25 Minuten) Waschphase
angesetzt. Es wurde die Anderung der Fluoreszenzemission pro Zeiteinheit und damit die
Veranderung des intrazellularen Kalziumionenspiegels im Versuchsverlauf in den als region
of interest (ROI) markierten Nervenzellen der Kulturen in Abhangigkeit von Kaliumchlorid und
Testosteron analysiert. Kaliumchlorid diente dabei als Standardsubstanz fur Kalzium
abhangige Membrandepolarisation von Nervenzellen durch Erhdhung der Permeabilitat der
Zellmembran fir Kalziumionen Uber voltage gated calcium channels (VOCCs).

Typisches KCI Protokoll fur die Kalziumfluoreszenzmessungen beschrieben Barreto-Chang
und Dolmetsch, 2009 oder Ratz et al. 2005. Der Testosteroneffekt auf den intrazellularen
Kalziumspiegel wurde zum einen als baseline korrigierte, durchschnittliche Anderung der
Fluoreszenzemission (AF) und zum anderen als Anteil der Anderung der
Fluoreszenzemission nach KCI (30mM) (percentage of AF(KCI)) angegeben.

Als Alternative zu dieser Methode des calcium imaging wurde auf eine kirzlich, in dem
Review-Artikel von Broussard et al., 2014 beschriebene Methodik der Verwendung von
genetisch kodierten Indikatoren fur Nervenzellaktivitat (GINAs) zurtickgegriffen.

Fir die Darstellung von Kalziumionenstrémen stehen die genetisch kodierten Derivate des
Calmodulin (CaM), die sogenannten GCaMPs, zur Verfligung. Es existiert eine Vielzahl von
GCaMP Genprodukten, die sich in der Kinetik der Darstellung der Kalziumionenstréme

unterscheiden. Das hier verwendete GCaMP6f ist ein schneller Kalziumindikator, der in der
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Lage ist, ein einzelnes Aktionspotential aufzuzeichnen (vgl. Chen et al., 2013).

Zur Kombination des Kalziumindikators mit den Zielzellen stehen zwei Mdglichkeiten zur
Verfugung. Zum einen, wie in Chen et al., 2013 beschrieben, mithilfe viraler Transfektion, der
in das Virusgen inserierten Gensequenz des Kalziumindikators. Eine andere Moglichkeit
besteht in der Zucht einer entsprechenden transgenen Mauslinie. In der Arbeitsgruppe
Sergeeva wurde eine GCaMP6f Maus (B6;129S- Gt(ROSA) 26Sortm95.1(CAG-
GCaMP6f)Hze/J) mit einer HDC-Cre Maus gekreuzt (Yanovsky et al., 2012).

Die resultierende transgene GCaMP6f+/Cre+ Mauslinie verfugt Uber die Kombination des
GCaMP Gens mit der Gt(ROSA)26Sor-Promotor-Einheit und einem Cre-Rekombinase Gen.
Die Neurone dieser Mauslinie exprimieren das GCaMP6f und emittieren ein
Fluoreszenzsignal nach Kalziumionenbindung an das Calmodulin.

Dies ermdglicht die visuelle Detektion von Kalziumionenstromen mit hoher raumlicher, im
Sinne einer einzelnen spezifischen Zelle, sowie hoher zeitlicher Auflésung im Bereich bis auf

ein einzelnes Aktionspotential.

Monochromator

ISM945-Pumpe

Axiovert100TV CCD-Kamera PC/Software PHOTONICS

Abb. 2.3 Versuchsapparatur der Kalziumfluoreszenzuntersuchungen (calcium imaging).
Weitfeldmikroskop (AXIOVERT100TV) mit Perfusionssystem (Applikationskapillare und Zulauf (rot,
rechts) sowie Ablauf (blau, links)) und Messkammer mit optischem Glaschen.

Perfusionspumpe ISM945 mit Perfusionsgeschwindigkeit von 1,6ml/min. Heizung der Messkammer
Uber die Temperaturregulatoreinheit TC20 auf konstante 34°C.

Optisches System aus HBO50-Halogenlampe, Monochromator mit FITC-Filter und 20X-Objektiv.
Detektion der Fluoreszenzemission tber CCD-Kamera und Vision-Software (Datengewinnung &
-darstellung) von PHOTONICS, (Quelle: eigene Darstellung)
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2.4 Ableitung von Kulturen dissoziierter Neurone des
TMN auf Mikroelektrodengittern (microelectrode
array, MEA)

Zur Vorbereitung auf die Kultur wurden die Mikroelektrodengitter (MEA) mit deionisiertem
Wasser griindlich gewaschen und anschlieRend fir mindestens zwei Stunden in einer
3%igen Natriumbleichlauge/Kaliumhydroxid-Lésung ((in ml): NaCIO/KOH 24, deionisiertes
H.O 800), inkubiert. Nach gewissenhaftem Spulen mit deionisiertem Wasser (zirka 22X)
wurden die MEA in einem schonenden Reinigungsprogramm autoklaviert (Tischautoklav
Systec 2540E, Programm 6 bei 134°C, 1Minute). Im Falle einer Kontamination aus
vorheriger Kultur (bakteriell, viral, mykotisch) wurde das entsprechende MEA vorerst fur bis
zu 15 Minuten mit einer bakteriziden, virusziden und antimykotischen Lésung
(FERMACIDAL_D2®, IC Products, CH) behandelt. Nach erfolgreichem Autoklavieren wurden
die MEA unter einer Sterilbank fur 30 Minuten getrocknet. Die Beschichtung der MEA erfolgte
dann mit 1%iger PEI Losung (Polyethylenimin 400mg, steriles H,O 200ml) Gber Nacht.

Am nachsten Tag folgte das Entfernen des Uberschussigen PEI mit sterilem H,O und das
Sterilisieren der MEA unter UV-Licht (UV-Lichtfunktion der Sterilbank, ScanLaf, LaboGene).
Die Zellen der Kulturen dissoziierter Neurone aus der Region des TMN stammten
ausschliefdlich von mannlichen, neugeborenen C57BI6 Mausen (P0-3; n = 32)
unterschiedlicher Zuchtlinien (inkl. 1303, 1397,1524, 7009, ZETT Dusseldorf).

Zur Zellgewinnung wurden koronale Hirnschnitte des posterioren Hypothalamus (vgl.
Abschnitt 2.2, Abb. 2.1) in Phosphat gepufferter Lésung (PBS, (in ml): Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline 10X 20, steriles H,O 180) konserviert und anschliefsend die Abschnitte der
hochsten Dichte an HA Neuronen mittels Skalpell abgetrennt und zerkleinert. Danach wurde
das Gewebe mit Trypsin (1 Aliquot: 0,05% Trypsin + EDTA 1X + Phenolrot, invitrogen®) flr
20 Minuten bei 37°C enzymatisch verdaut. Nach Waschen mit PBS und MV10-Nahrmedium
((in ml): Minimum Essential Medium 1X (MEM) 43, Fetal Bovine Serum (FBS) 5, HEPES
1,0M 0,5, Glucose 60% 0,5, Glutamin 200nM 0,5, Insulin 0,1U/ml 0,5) wurde die
Gewebeprobe in 400ul MV10-Nahrlésung Uberfihrt und fir 4 Minuten bei 2000
Umdrehungen zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5417R). Nach dem Zentrifugieren wurde
das entstandene Zellpellet in 30ul MV10-L6sung gel6st und je nach Anzahl der verwendeten
Mause auf ein oder zwei MEA im Zentrum derer Kulturkammern aufgetragen.

Die Inkubation der MEA Kulturen erfolgte in einem CO.-Begasungsbrutschrank (Binder
GmbH, Tuttlingen, Germany) unter folgenden Kulturbedingungen: Luftfeuchtigkeit 80-90%,
Temperatur 37°C (36,9°C-37,1°C), CO,-Konzentration 5% (4,9-5,1%), Luft 95%.

Vier Stunden nach Kulturanlage wurden die Kulturkammern der MEA unter sterilen

Bedingungen mit 1-2ml (1,6ml) temperierter (37°C) MV10-Ldsung aufgeflilit.

31



Die Pflege der Kulturen bestand im Aufrechterhalten der hohen Luftfeuchtigkeit des
Inkubators und dem Wechsel des MV 10-Nahrmediums nach Indikatorumschlag.

Die Ableitung der MEA Kulturen erfolgte mit einem MEAG0-System der Firma
MultiChannelSystems (MCS, Reutlingen Germany) (Abb. 2.4). Die verwendeten MEA (Typ
200/30iR-Ti-gr) hatten folgende Maf3e: Zahl der Mikroelektroden 60,
Zwischenelektrodenabstand 200um, Mikroelektroden-Durchmesser 30um,
Elektrodenmaterial Titan, interne Referenzelektrode (iR) und Glasring (gr) als Kulturkammer
mit variablem Durchmesser und Héhe. Es wurden extrazellulare Stromanderungen pro
Zeiteinheit gemessen. Die Datengewinnung erfolgte mittels des MEA1060-Verstarkers, die
-speicherung und -visualisierung durch die MC_Rack-Software. Die Ableitung der MEA
wurde in Magnesium freier HEPES gepufferter Losung (HBS) bei einer
Umgebungstemperatur von durchschnittlich 37°C (Temperatur-Kontrollelement Temperature
Controller TC02) und einer Kulturzeit von im Mittel 156 Tagen durchgefihrt. Das Wachstum
und die Vitalitat der Kulturen wurde mithilfe eines inversen Lichtmikroskops von LEICA in 100

bis 200facher VergroRerung beurteilt.

MEA-Amplifier1060

Heizelement

Heizbad

Abb. 2.4 Versuchsapparatur (Setup) der Ableitungen an Mikroelektrodengittern (MEA).
MEAB0-System mit MEA1060-Amplifier und eingespanntem MEA vom Typ 200/30iR-Ti-gr.

TCO02 Temperaturkontrollelement fir das Aufrechterhalten konstanter Temperaturen um 37°C im
Versuchsverlauf. Dateniibermittlung an die MC_Card mit MC_Rack-Software zur Speicherung und
Darstellung der Stromanderungen an den einzelnen Kanalen.

Beobachtung und Kontrolle des Wachstums und der Qualitat der Kulturen mittels LEICA-Mikroskop
(10X/20X-Objektiv). Aufbewahren der Testsubstanzen bei +4°C. Anwarmen des Magnesium freien
HBS auf 37°C im Wasserbad, (Quelle: eigene Darstellung)
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Zur Ableitung der MEA wurde das MV10-Nahrmedium durch Magnesium freies HBS ersetzt
und eine Aquilibrierungszeit von 20 Minuten abgewartet. Bei Vorliegen deutlicher Aktivitat
und geringem Hintergrundrauschen in mindestens 5 bis 10 Kanalen wurde mit der Aufnahme
begonnen. Fur jedes MEA wurden 10 Minuten Kontrollphase zur Bestimmung der
Grundaktivitat der Kanale aufgenommen. Darauf folgten 7 Minuten Applikation der
Testsubstanz Testosteron und 10 Minuten Waschphase. Zur Identifizierung histaminerger
Neurone diente auch in diesem Fall die Applikation von 2uM RAMH. Dazu wurden 7 Minuten
fur die Applikation und mindestens 10 Minuten fir das Waschen nach RAMH angesetzt.

Die Analyse der Daten erfolgte offline mithilfe der Software ,SpAnNer XBD 3.5
(Medizinische Analysetechnik Result GmbH, Disseldorf, Germany). Es wurde jeder einzelne,
aktive Kanal nach der Anzahl der Potentialanderungen (spikes) pro Minute ausgewertet.
Dabei wurden ausschliefdlich Kanale mit signifikanter Abnahme der Spontanaktivitat nach

Applikation von RAMH in die Auswertung einbezogen.

2.5 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Farbungen der HA Neurone des tuberomamillaren Kerns wurden
an HDC-Tmt Mausen (Linie 9061, ZETT) durchgeflhrt (Yanovsky et al., 2012; Walker et al.
2013). Die Hirnschnitte zur Darstellung dopaminhaltiger Nervenzellen im posterioren
Hypothalamus stammten von DAT-Tmt M&usen (Linie 9170, De Luca et al., 2016) (vgl.
Tabelle 2.5.1). Pro Maus wurden dabei ein bis zwei 400um dicke, koronale Hirnschnitte aus

dem okzipitalen Diencephalon (posteriorer Hypothalamus) angefertigt.

HDC-Tmt

Gruppe 1: Juvenil Gruppe 2: Adult
9061/P10/3 9061/P40/3
9061/P12/3 9061/P29/43
9061/P10/3 9061/P30/3

9061/P10/3,19/03/17  9061/P170/3
9061/P10/4,19/03/17 9061/P171/3
9061/P10/4,01/09/17
9061/P12/4,01/09/17

DAT-Tmt

9170/P20/J, 15/01/17
9170/P20/3, 22/02/17
9170/P24/3, 03/03/17
9170/P24/4, 03/03/17

Tabelle 2.5.1: Mauslinien fiir die immunhistochemischen Farbungen
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Die Fixierung der Schnitte wurde in etwa 5ml EDAC Ldsung (1-Ethyl-3-(3-dimethyl-
aminopropyl-)carbodiimid, (in mg): EDAC 400, N-Hydroxysuccinimid 20 + 0,1M PB 9ml) Gber
Nacht bei +4°C durchgefihrt. Es folgte eine zweite Fixierung am folgenden Morgen in 4%iger
PFA Loésung (Paraformaldehyd, PFA 4/16mg + 0,1M PB 100/400ml) fir einen Zeitraum von
30min bei +4°C. Zuletzt wurden die Schnitte in 20%iger Sucrose-Ldsung (Sucrose
(Saccharose) 40mg+0,1M PB 200ml) tGberflhrt und bei wiederum +4°C flr mindestens
30min bzw. bis zum vollstandigen Absinken der Schnitte auf den Boden des verwendeten
Gefalles inkubiert. Das Schneiden der nun fixierten, 400um dicken, koronalen Hirnschnitte
erfolgte durch ein Gefriermikrotom (LEICA SM 2000R, LEICA) in Diinnschnitte mit einer
Dicke von 25um. Diese wurden anschlieftend in, mit 0,1M PB (phosphate buffer, (in g):
Na;HPO, x 2 H,O/Na,HPO, 28,8/22,97, NaH,PO,4 x H,O 5,2 + deionisiertes H,O 2L) gefillten
Mikrowell- Platten Uberflihrt, wobei auf die Einhaltung ihrer anatomischen Lage zueinander
geachtet wurde. Die Dunnschnitte wurden anschliefdend auf, mit Chromalaun-Gelatine
beschichteten Objekttragern (Gelatine 1,5g + deionisiertes H,O 72ml, Chrom-(lll)-
Kaliumsulfat -Dodecahydrat 0,1g + deionsiertes H,O, Ethanol 95% 30ml) aufgezogen.

Fir ein optimales Haften der Schnitte an der Objekttrageroberflache musste die
Beschichtung mit der Chromalaun-Gelatine mindestens 1 bis 2 Tage vor dem Aufziehen der
Schnitte abgeschlossen sein. Vor dem Auftragen auf die Objekttrager wurden die
Dunnschnitte in mouting solution ((in ml): Gelatine 1g, 0,1M PB 100, Ethanol 100% 100,
deionisiertes H,O 1000) aufbewahrt, wodurch ein ebenes und sauberes Haften der Schnitte
an der Objekitrageroberflache sichergestellt werden konnte. Die Ubertragung auf die
Objekttrager erfolgte mit einem dinnen, weichen Haarpinsel (Faber Castell) und einer
Plastik-Pipette. Dabei wurde versucht die korrekte, anatomische Folge der Schnitte von
rostral nach okzipital mdglichst einzuhalten. Es wurden maximal drei oder vier Schnitte pro
Objekttrager aufgetragen. Die abschlieRende Beschriftung des Objekttragers umfasste
neben der Mauslinie, das Geschlecht, Alter, Datum der Anfertigung, die Fixierung, die
Gehirnregion und Schnittnummer in Zahlen und Buchstaben.

Das Antrocknen der Schnitte erfolgte bei Raumtemperatur. Die Objekttrager wurden
lichtgeschutzt bei +4°C gelagert, um ein weiteres Austrocknen zu verhindern.

Die Farbung der koronalen Hirnschnitte erfolgte nach der indirekten Methode unter Nutzung
eines Primar- sowie eines Sekundarantikorpers. Fur die Schnitte der HDC-Tmt Mause galt
es, die Expression des Androgenrezeptor in den Nervenzellen des tuberomamillaren
Kerngebietes darzustellen, wobei folgendes Farbungsprotokoll zur Anwendung kam.

Die Schnitte wurden zunachst drei Mal in 0,01M PBS-T (phosphate buffered saline + triton,
(in ml): NaCl 9g, 0,1M PB 100, Triton-X-100 8, deionisiertes H,O 1000) fur maximal 15
Minuten gewaschen und anschlieflend mit dem Primarantikdrper bei +4°C tUber Nacht

inkubiert. Es wurde ein polyklonaler Anti-Androgenrezeptor-Antikdrper verwendet (Tabelle
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2.5.2). Jeder Objekttrager wurde dabei mit etwa 50-100ul Antikérperlésung benetzt.

Nach abgeschlossener Inkubation folgte ein weiteres, dreimaliges Waschen der Schnitte in
PBS-T. Zur Darstellung der, durch den Primarantikdrper markierten Androgenrezeptoren
wurde als Sekundarantikorper ein entsprechender in Tabelle 2.5.2 aufgeflhrter Antikdrper
verwendet. Der Sekundarantikérper wurde in PBS-T in einem Verhaltnis von 1:500 verdinnt
(vgl. Tabelle 2.5.2). Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur unter Lichtverschluss fur 90
Minuten. Abschlieend wurden die Schnitte drei Mal in 0,01M PBS (phosphate buffered
saline, (in ml): NaCl 18g, 0,1M PB 200, deionisiertes H,O 2000) gewaschen und mit Glycerol
((in ml): Glycerol 1, 0,1M PB 1) bzw. mit Aquapolymount abgedeckt. Als Negativkontrolle
diente ein Objekttrager, der im Schritt der Primarantikdrper-Inkubation statt des Antikdrpers
mit 100ul-PBS-T benetzt wurde. Fir eine alternative Darstellung der Androgenrezeptor
Expression in der Population der Histamin immunreaktiven Neurone im Sinne einer
Kombinationsfarbung von Androgenrezeptor und Histamin kam der polyklonale Anti-AR-
Antikorper goat AR (G13) zur Anwendung (vgl. Tabelle 2.5.2). Das Farbungsprotokoll
entsprach dem, des rabbit AR(N-20). Als Sekundarantikdrper fungierte ein spezifischer
Antikorper, der der Tabelle 2.5.2 entnommen werden kann. Samtliche hier verwendeten
polyklonalen Anti-AR-Antikérper sind derzeit nicht mehr verfligbar und lediglich monoklonale
Alternativen kauflich erhaltlich (Letzter Stand 09/2020).

In den Schnitten der DAT-Tmt Mause erfolgte die Farbung der Neurone des TMN nach
Histamingehalt, Tyrosinhydroxylase Expression und der Markierung durch Biocytin (Sigma,
0,1%, in vorausgegangenen Spannungsklemm- Versuchen) wie in De Luca et al., 2016
beschrieben. Es wurde analog zu oben beschriebenem Protokoll gearbeitet. Samtliche
Primar- und Sekundarantikdrper sind in der Tabelle 2.5.2 aufgefuhrt. Zur Auswertung wurden
die Schnitte an einem aufrechten Fluoreszenzlichtmikroskop (AXIOVERT 100, ZEISS)
durchmustert, das zur Fluoreszenzmikroskopie mit einer Halogenlampe HBO 100 (ZEISS)
als UV-Lichtquelle und einem Filterset (Fs25) mit Filtern der Anregungsmaxima flr griines
Licht (488nm, FITC), rotes Licht (570nm, Texas Red) und blaues Licht (350nm, BFP(blue
fluorescent protein)) ausgestattet war.

Die Fotodokumentation der Schnitte erfolgte mit einer Nikon-3000 Digitalkamera sowie mit
dem ZenLite2012-Kamera- und Software-System (ZEISS, Oberkochem, Germany).

In den Schnitten der HDC-Tmt Mause wurden die Nervenzellen des tuberomamillaren Kerns
nach der Expression des Tomatoproteins (rot) und dem Vorhandensein des
Androgenrezeptor (grin, Sekundarantikorper goat-anti-rabbitAlexaFluor488nm) untersucht.
Im ersten Zahlen, direkt am Praparat, wurden so Tomatoprotein (Tmt) positive, aber
Androgenrezeptor (AR) negative von Tomatoprotein und Androgenrezeptor positiven TMN-
Neuronen unterschieden. Es wurde in der Regel mit 400facher und nur in Einzelfallen mit

1000facher VergréRerung gezahlt. Im zweiten Zahlen, anhand der Fotodokumente, wurde
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die Gruppe der Tmt und AR immunreaktiven TMN Neurone weiter unterteilt in AR-

Kernimmunreaktivitat (AR-nuclear) und AR-Somaimmunreaktivitat (AR-soma).

Primarantikorper

Bezeichnung Ursprung Verdiinnung |Hersteller

rabbit-anti- Kaninchenserum  1:100 Santacruz Biotechnologies

androgen receptor

(N20)

goat-anti-androgen Ziegenserum 1:50, 1:100,  Santacruz Biotechnologies

receptor (G13) 1:200, 1:500

rabbit-anti- Kaninchenserum  1:1000 Millipore, Temecula, CA, USA

histamine-AB5885

chicken-anti- Huhnerserum 1:100 Abcam

tyrosinhydroxylase-

AB76442

Sekundarantikorper

Bezeichnung Ursprung Verdiinnung |Hersteller

goat-anti- Ziegenserum 1:500 invitrogen®

rabbitAlexaFluor488

donkey-anti-goat Eselserum 1:500 invitrogen®

AF488

donkey-anti-rabbit  Eselserum 1:500 LI-COR Bioscience, Lincoln, NE, USA

AF488

goat-anti-rabbit Cy5 Ziegenserum 1:500 Jackson, ImmunoResearch Laboraties Inc.,
West Grove, PA, USA

goat-anti-chicken Ziegenserum 1:500 Jackson, ImmunoResearch Laboraties Inc.,

Cybs West Grove, PA, USA

Tabelle 2.5.2: Primar- und Sekundarantikorper, Auflistung der entsprechenden Antikérper mit
Namen, Ursprungsserum, Verdinnung in PBS-T und Hersteller; fur die verwendeten Fluorophore der
Sekundarantikorper gilt: Cy5 = Cyanin5 (Absorptionsmaximum: 649nm, Emissionsmaximum: 666nm),
AlexaFluor488 (Absorptionsmaximum: 493nm, Emissionsmaximum: 519nm).

Die Daten der beiden Zahldurchlaufe wurden fur die zwei Altersgruppen juvenil (Alter 10-
12Tage), und adoleszent-adult (Alter 29-170Tage) erhoben. Des Weiteren wurde bei den
Zellzahlungen die Unterteilung des tuberomamillaren Kerns nach Ericson et al., 1987 und
Inagaki et al., 1990 berlcksichtigt. Es wurde die ventrale Gruppe des TMN (TMV) mit einem
rostralen (TMVr) und einem kaudalen Abschnitt (TMVc) und die mediale Zellpopulation des
TMN (TMM) mit einem dorsalen (TMMd) und einem ventralen Anteil (TMMv) unterschieden.
Zur Verifizierung und Objektivierung der beiden AR Lokalisationen innerhalb der TMN
Neurone, der AR-Zellkern- versus AR-Somaimmunreaktivitat, erfolgten Intensitatsmessungen
mithilfe eines Konfokalmikroskops (Axioskop, ZEISS) (s.u.). Die Aufnahmen wurden mit der
Software LSM (META510) unter Verwendung der Laser HeNe1 mit der Wellenlange 543nm
(Spektrum des roten Lichts) und Argon2 mit den Wellenlangen 458/477/488/514nm im

Spektrum des grunen Lichts sowie HeNe2 mit der Wellenlange 647nm durchgeflhrt.
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Die Messungen erfolgten in einer VergroRerung von 1:400 unter Verwendung des Phase-3-
40X-Objektivs oder des Plan-Neoflour 40X/1.30ilPH3-Objektivs. Es wurden insgesamt 21
Zellen aufgenommen. Fir die Auswertung der Intensitdtsmessungen wurde das Programm
Image J, in der Version 1.48v, Java 1.6.0_20(64bit) (vgl. https://imagej.nih.gov/ij/) verwendet.
Die Bilder im LSM- Format wurden als Graubilder in Image J gedffnet.

Die Intensitatsmessungen erfolgten in Grauwerteinheiten. Zunachst wurde die Intensitat in
der jeweiligen Zelle im Vergleich zum Hintergrund bestimmt. Die Intensitatswerte wurden als
Mittelwerte aus vier Werten pro Zelle als Intensitat entlang der Senkrechten, Waagerechten
sowie ersten und zweiten Winkelhalbierenden durch die Zelle erhoben. Bei einem
signifikanten Unterschied der Intensitaten von Hintergrund und Zelle zum Signifikanzniveau
von < 5% (p < 0,05) wurde von AR-Immunreaktivitat der entsprechenden Zelle gesprochen.
In der Gruppe der AR immunreaktiven Zellen wurden nun die jeweiligen Intensitatswerte flr
das Zytoplasma und den Zellkern gemessen. Bei einem signifikanten Intensitatsunterschied
zwischen Zellkern und Zytoplasma wurden die Zellen zur Gruppe der Neurone mit AR-
Kernimmunreaktivitat gezahlt. Bei fehlendem Intensitatsgradienten zwischen Zytoplasma und
Zellkern erfolgte die Bezeichnung als AR-Somaimmunreaktivitat. Die Daten wurden mit der
Statistik-Software GraphPad-Prism6 bearbeitet. Es wurden die Mittelwerte der, in
Grauwerteinheiten erhobenen Intensitaten einschliellich der Standardfehler und
Standardabweichung bestimmt sowie die Normalverteilung. Aufgrund der Annahme nicht
normal verteilter Daten erfolgte der Nachweis statistischer Signifikanz mithilfe des Mann-
Whitney-U-Tests (MWT, s.u.). Fur die Auswertung der Schnitte der DAT-Tmt Mause wurde,
wie in De Luca et al., 2016 beschrieben, ein Konfokalmikroskop (510 META/Axioskop 2 Plus,
ZEISS) mit einer AxioCam MRc Kamera (ZEISS, Gottingen, Germany) und das ZenLite2012-
Kamera- und Software- System verwendet. Die Schnitte wurden nach der Lokalisation der
DAT-Tmt positiven Nervenzellen im posterioren Hypothalamus sowie nach einem maoglichen
Histamingehalt der DAT-Tmt Neurone und der Expression der Tyrosinhydroxylase sowohl in
DAT-Tmt als auch in histaminergen Neuronen untersucht.

Zuletzt wurden Ubersichtsbilder der Schnitte in Form von Panoramabildern angefertigt.

Dazu wurde ein reprasentativer koronaler Hirnschnitt ausgewahlt und mit dem ZenLite2012-
Kamera-System (ZEISS) systematisch abfotografiert. Als VergroRerung wurde ein Faktor von
200 fir die Fotos ausgewahlt. Das Praparat wurde dann beginnend von der spateren linken
unteren Bildecke von rechts nach links reihenweise bis zur rechten oberen Ecke vollstandig
aufgenommen. Im Durchschnitt wurden pro Schnitt 50 bis 90 Einzelfotos hergestellt.

Bei der Aufnahme der Einzelfotos war auf eine ausreichende Uberlappung der, im spateren
Panoramabild benachbarten Fotos zu achten. Das Zusammenflgen der Einzelbilder zu
einem Panoramabild erfolgte mit dem Stitching Programm Microsoft Image Composite Editor
2.0.3 fur Windows (Microsoft Research).
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2.6 Chemikalien und Substanzen

Alle verwendeten Chemikalien und Substanzen wurden von den Firmen Sigma-Aldrich,
Fluka Analytical, Fresenius Kabi GmbH, Merck, Gibco®, Invitrogen® Life technologies,

Santacruz-Biotechnology und VWR Prolabo-Chemicals bezogen.

2.7 Statistische Auswertung

Die Analyse und graphische Darstellung der Daten aller Experimente erfolgte mit der
Software Microsoft Office Exel 2003/2007 (Microsoft Corporation) und GraphPad-Prism5/6/7
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Skizzen und Zeichnungen wurden mit dem
Bildbearbeitungsprogramm paint.net 4.0.12 (Washington State University) angefertigt.

Die immunhistochemischen und elektrophysiologischen Daten wurden als baseline
korrigierte Mittelwerte mit Standardfehler (MEAN+SEM) angegeben.

Die Prifung auf eine Normalverteilung der Daten erfolgte mittels des Normalitatstest

D’ Agostino-Pearson OmnibusK2-Normalitatstest, in dem die Woélbung (Kurtose) und die
Schiefe der Kurve eines Datensatzes betrachtet und die Abweichung von der
Normalverteilung nach Gaul’ bestimmt wird (https://en.wikipedia.org/wiki/D%27Agostino
%27s_K-squared_test). Bei Annahme einer Normalverteilung erfolgte der statistische
Vergleich hinsichtlich Signifikanz entweder mithilfe des t-Test abhangiger oder unabhangiger
Stichproben bei Vergleich von zwei Gruppen oder dem oneway analysis of variance test
(One way ANOVA, OWA) bei Vergleich von n > 2 Gruppen (https://en.wikipedia.org/wiki/One-
way_analysis_of _ variance). Mithilfe des t-Tests wird geprift, ob die Mittelwerte zweier
Stichproben sich voneinander unterscheiden. Bei dem t-Test abhangiger oder verbundener
Stichproben (paired t-test) wird in jeweils der einen und der anderen Stichproben eine
Variabel gemessen, die sich gegenseitig bedingt, beispielsweise in Wiederholungs-
messungen wie die Feueraktivitat eines Neurons oder von Neuronen vor und nach einer
Substanzapplikation. Der t-Test unabhangiger oder unverbundener Stichproben (unpaired
t-test) untersucht eine Variabel in zwei Stichproben, wobei sich die Messwerte aus beiden
Stichproben nicht beeinflussen, wie zum Beispiel die Untersuchung der Wirkung einer
Substanz an einer Fall- und einer Kontrollgruppe (https://www.methodenberatung.uzh.ch/de/
datenanalyse_spss/unterschiede/zentral/ttestunabh.html). Beim Oneway ANOVA-Test erfolgt
der Vergleich der Mittelwerte von n > 2 Stichproben, wobei hier die Abweichungen der
Einzelwerte vom Mittelwert jeder einzelnen Stichprobe mit den Abweichungen der jeweiligen
Gruppenmittelwerte vom Gesamtmittelwert verglichen und als F-Ratio und p-Wert X
ausgedrickt werden. Im Falle nicht normal verteilter Daten wurde als statistischer Test der

Mann-Whitney-U-Test (MWT) verwendet (https://www.empirical-
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methods.hslu.ch/entscheidbaum/unterschiede/zentrale-tendenz/mann-whitney-u/).

Dieser vergleicht die Mittelwerte zweier Stichproben, in dem er die Einzelwerte vom kleinsten
zum groBten Wert hin sortiert, einen Rang verteilt und dann die Rangsummen bestimmt.

Im Falle eines groRen Unterschieds zwischen den Rangsummen beider Stichproben liegt ein
statistisch signifikanter Unterschied vor (https://matheguru.com/stochastik/t-test.html).

Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 (< 5%) definiert.
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Kapitel 3. Ergebnisse

3.1 Testosteron erhoht die Feuerfrequenz der
Histaminneurone des TMN

Die Applikation von 1uM Testosteron fir 5 Minuten erhdhte die Aktionspotentialfrequenz der
HA Neurone auf durchschnittlich 206+£29,2% der Ausgangsaktivitat (MWT, p = 0,01).

In der Waschphase konnte ein Anstieg auf durchschnittlich 263+17% (p = 0,01) fur weitere
10 Minuten beobachtet werden. Die Beendigung der Aufnahme erfolgte durch die Gabe von
2uM RAMH zur Identifikation der HA Neurone. Insgesamt wurden 15 Minuten Zellaktivitat
nach Applikation von Testosteron aufgezeichnet (vgl. Abb. 3.1, A.). Die Abbildung 3.1.B. zeigt
die Latenzzeit zwischen Testosteronapplikation und Frequenzanstieg. Diese belief sich auf
etwa 2-3 Minuten (117,6+17,8%, p = 0,33 flr Minute 1, 159,7+25,22%, p = 0,02 fir Minute 2,
226+65%, p = 0,002 fur Minute 3, MWT).
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Abb. 3.1 Feuerfrequenzverhalten der HA Neurone unter 1uM Testosteron in
Spannungsklemmversuchen (cell attached Modus)

A. Anstieg der Feuerfrequenz der HA Neurone nach Testosteron 1uM

B. Latenzzeit der Testosteronantwort. Signifikanter Frequenzanstieg nach 2 Minuten Testosteron
Exposition, * p < 0,05, ** p < 0,01, MWT C. Schemazeichnung der Versuchsdurchfihrung (Quelle:
eigene Darstellung) D. Typisches Frequenzband bei Ableitung der akut isolierten Neurone des TMN.
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Zusammenfassend konnte mit der Applikation von 1uM Testosteron auf die akut dissoziierten
HA Neurone ein Testosteroneffekt in Form einer Zunahme der Feuerfrequenz der Neurone
nachgewiesen werden. Es handelte sich um einen schnellen Testosteroneffekt, der mit einer
Latenzzeit von knapp 2 Minuten einsetzte. Der Frequenzanstieg hielt mindestens fiir 15
Minuten an und entspracht etwa dem Doppelten bis Dreifachen (4-6Hz) der

Ausgangsaktivitat der Neurone.

3.2 Der Frequenzanstieg der HA Neurone ist
konzentrationsabhangig

Wie bei jedem Effekt auf die Feuerfrequenz von Neuronen, stellt sich die Frage nach einer
Dosis-Wirkungs-Beziehung. Entsprechend wurde eine mdgliche Dynamik des
exzitatorischen Effekts von Testosteron auf die Feuerfrequenz der histaminergen Neurone
untersucht. Als Konzentrationen wurden physiologische Testosteronspiegel zwischen 0,1 bis
100nM sowie hoch physiologische (300nM) und unphysiologisch hohe Konzentrationen wie 1
und 10uM verwendet. Die Ableitung erfolgte an Hirnschnitten.

In der Applikationsphase konnte, unter Ausschluss der Dosis von 0,1nM, bei keiner der
untersuchten Testosteronkonzentrationen ein signifikanter Unterschied in den
Frequenzanstiegen beobachtet werden (OWA, F (5; 42) = 0,97, p = 0,45).

Eine Dosis-Wirkungs-Beziehung zeichnete sich nicht ab. Fur die Frequenzanstiege in der
Waschphase konnte jedoch ein signifikanter Unterschied zwischen den verwendeten
Konzentrationen nachgewiesen werden (OWA, F (6; 49) = 4,5, p < 0,01).

Es lief3 sich eine deutliche Dosis-Wirkungs-Beziehung beobachten (vgl. Abb. 3.2, B).

Die Dosis, bei der 50% des Testosteroneffekts erreicht war (EC50), lag bei knapp 1nM.

Eine eindeutige Dosis-Wirkungs-Beziehung scheint sich auch in den Latenzzeiten des
Frequenzanstiegs zwischen den verwendeten Testosteronkonzentrationen widerzuspiegeln
(vgl. Abb. 3.2, C). Am deutlichsten zeigte sich dieser Zusammenhang bei den
Konzentrationen von 100nM, 300nM und 1-10uM Testosteron. Bei T100nM betrug die
Latenzzeit 6 Minuten (CTRL vs. T(6min), p = 0,0022), bei T300nM 4 Minuten (CTRL vs.
T(4min), p = 0,0175) und bei T1-10pM 2 Minuten (CTRL vs. T(2min), p = 0,006, MWT).
Zusammenfassend konnte eine konzentrationsabhangige Steigerung der Feueraktivitat der
HA Neurone nach Applikation von Testosteron beobachtet werden. Eine statistische
Signifikanz der Dosis-Wirkungs-Beziehung zeigte sich vor allem in der Waschphase mit einer
entsprechenden Latenzzeit. Diese Latenzzeit scheint ebenfalls einer Dosis-Wirkungs-
Beziehung zu unterliegen. Je hoher die Testosteronkonzentration, desto kurzer die

Latenzzeit.
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Abb. 3.2 Dosis-Wirkungs-Beziehung der Testosteronantwort.

A. Feuerfrequenzanstieg der HA Neurone nach Testosteron in der Applikationsphase. Angegeben
sind gemittelte Werte in Hertz (Hz) der 7-minGtigen Phase.

B. Dosis-Wirkungskurve in der Waschphase nach Testosteronapplikation. Es sind die gemittelten
Feuerfrequenzanstiege in Hz der 10-mindtigen Phase aufgefihrt.

C. Latenzzeit des Frequenzanstiegs nach Applikation der Testosteronkonzentrationen 100nM, 300nM
und 1-10uM. Mit zunehmender Testosteronkonzentration scheint die Latenzzeit der
Testosteronantwort abzunehmen, ** p = 0,005, * p = 0,01, MWT
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3.3 Anstieg des intrazellularen Kalziumspiegels der
TMN Neurone durch Testosteron

Als Methode wurde die Kalziumfluoreszenzmessung (calcium imaging) mittels des
chemischen Kalziumchelators Fluo4-AM angewendet. Kaliumchlorid (KCI) wurde in der
Standardkonzentration von 30mM verwendet. Die KCI Applikation erfolgte fir 4 Minuten.
Die Aufnahme verlief Uber insgesamt 10 Minuten. Die Daten der KCI bedingten
Kalziumantwort zeigt Abbildung 3.3.1.A/B. Der Effekt begann nach zirka 4 Minuten
(104,7+0,47%, p < 0,0001, MWT), dauerte etwa 6-8 Minuten an und entsprach einem
durchschnittlichen Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration von 10% (99,6+0,03%,
CTRL vs. 110,2+0,49%). Es zeigte sich die typische Parabelform.

Die Testosteronapplikation (1uM, 5 Minuten) erzeugte eine durchschnittliche Intensitat von
99,91+0,02% (99,96+0,03%, CTRL 99,91+0,025%, T-Phase, p = 0,4, ns, MWT).

Dabei zeigte sich kein signifikanter Unterschied von der Ausgangsintensitat.

In der Waschphase wurde ein durchschnittlicher Anstieg der Intensitat um 101,2+0,03%
(CTRL vs. WP, p < 0,0001, MWT) gemessen, mit vereinzelten, oszillierenden Elementen und
maximalen Intensitatswerten von 104,3% (vgl. Abb. 3.3.1.C/D). Eine Identifikation der
Neurone nach histaminergem Charakter wurde nicht durchgefthrt.

Zur Verdeutlichung der Testosteronantwort wurden die Intensitatswerte bezogen auf die
ReferenzgréRe von 30mM KCI berechnet. Demzufolge entsprach der mittlere
Testosteroneffekt Werten von 10,31+0,23% wahrend der Applikation bis 15,94+0,33% des
durch KCI ausgelosten AF in der Waschphase. Maximale Werte flir AF nach Testosteron
lagen um 19,53%. Insgesamt entsprach der durchschnittliche Testosteroneffekt 10-20% der
KCI Antwort. Erste Daten aus der alternativen Kalziumfluoreszenzmessung mithilfe der
GCaMP6f-Maus zeigt Abbildung 3.3.1.E. Hier konnte nach Identifikation der histaminergen
Neurone eine vergleichbare Kalziumantwort nach 1uM Testosteron beobachtet werden.
Alles in allem konnte gezeigt werden, dass Testosteron einen minimalen Effekt auf die
Kalziumionenkonzentration der Neurone des posterioren Hypothalamus hat. Dieser liegt
zwischen durchschnittlich 1% und maximal 4%, setzt mit einer Latenzzeit von 8 Minuten ein
und erstreckt sich Uber einen Zeitraum von knapp 20 Minuten im Sinne eines transienten
Anstiegs des intrazelluldren Kalziumionenspiegels.

An dieser Stelle kommt die Frage auf, ob der, durch Testosteron bedingte Anstieg der
Feueraktivitat der HA Neurone durch den hier beobachteten, transienten Kalziumionenstrom
bedingt ist. Es wurden Spannungsklemmversuche im cell attached Modus in artifizieller
Zerebrospinalflissigkeit (ACSF) und in Kalzium freiem ACSF durchgefiihrt. Die Daten zeigt
Abbildung 3.3.2. Es konnte kein signifikanter Unterschied im Frequenzverhalten nach 100nM

oder 1uM Testosteron zwischen den beiden Medien gefunden werden.
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Abb. 3.3.1 calcium imaging an Kulturen dissoziierter Neurone des posterioren Hypothalamus
A/B. Kalziumantwort nach 30mM KCI mit der typischen parabelférmigen Kurve (A) und statistische
Darstellung des signifikanten Anstiegs der intrazellularen Kalziumkonzentration nach KCl (B)

C/D. Testosteron getriggerte Kalziumantwort unter Verwendung der Konzentration von 1uM (C) und
Abbildung eines statistisch signifikanten Anstiegs der Kalziumkonzentration erst in der Waschphase
(WP) nach > 5Minuten (D) **** p < 0,0001, MWT

E. Registrierung von Kalziumionenstromen nach 1uM Testosteron und 30uM Kaliumchlorid an
histaminergen Neuronen der GCaMP6f-Maus. (Linkes Bild) Fluoreszenzmessungen nach
Testosteronapplikation fir 5 Minuten, Waschphase nach Testosteron fiir 5 Minuten und Registrierung
des Kaliumchlorideffekts tber 4 Minuten. (Rechtes Bild) Regions of interest (ROIs), markierte HA
Neurone im Gebiet des ventralen tuberomamillaren Kerns (TMV) (Quelle: eigene Darstellung).
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Lediglich in der spaten Waschphase zeichnete sich im Kalzium freien Medium bereits ein
Ruckgang der Feueraktivitat der HA Neurone ab, wohingegen in der Kontrollgruppe ein
weiterer Frequenzanstieg zu beobachten war. Eine durch Kalziumionen getragene Zunahme

der Feueraktivitat der HA Neurone nach Testosteron ist damit weniger wahrscheinlich.

T, 0,1-1uM *

——
® n=6, Ca2* freie ACSF

;::I-:,i 1:0: +$L‘$LL l‘ll ® n=13, Kontroll-ACSF
o, | Mty e
% 0.0 ., ’ ----- p 0,046

Abb. 3.3.2 Spannungsklemmversuche im cell attached Modus an HA Neuronen mit 100nM und
1uM Testosteron. Beide Gruppen bestehen aus 30% Ableitungen mit T 1uM und 70% Ableitungen
mit T 0.1uM. Aufgrund fehlender signifikanter Unterschiede im Frequenzverhalten zwischen den
beiden Konzentrationen wurden die Daten zusammengefasst.

3.4 Beteiligung des Androgenrezeptor am Testosteron
abhangigen Frequenzanstieg der TMN Neurone

Im Zusammenhang mit dem hier dargestellten, schnellen Testosteroneffekt stellt sich die
Frage nach einer Beteiligung des Androgenrezeptor (AR) an der zugrunde liegenden
Signalkaskade. In diesem Sinne wurden Spannungsklemmversuche an HA Neuronen aus
Hirnschnitten mannlicher Mause durchgefiihrt. Als Kontrollgruppe fungierte die Ableitung mit
1uM Testosteron. Fur die Prufung der Beteiligung des Androgenrezeptor wurden die
Hirnschnitte mit Flutamid in der Konzentration von 10uM eine Stunde vor der
Testosteronapplikation inkubiert. In der Kontrollgruppe zeigte sich der bereits oben
beschriebene Frequenzanstieg der HA Neurone. In der Gruppe der Vorinkubation mit 10uM
Flutamid wurde in der Applikationsphase von Testosteron ein signifikanter Anstieg der
Feuerfrequenz auf 115,8+4,95% (CTRL vs. T-Phase, p < 0,05, paired t-test) gemessen. In
der Waschphase wurde eine durchschnittliche Feuerfrequenz von 156,5+6,3% (CTRL vs.
WP, p < 0,0001, paired t-test) aufgezeichnet (vgl. Abb. 3.4.1). Im Vergleich zur
Kontrollgruppe zeigte sich in der Gruppe mit Flutamid Vorinkubation eine signifikante
Reduktion des Frequenzanstiegs um 29% in der Applikationshase. In der Waschphase belief
sich die Abnahme um 41% im Vergleich zum Wert der Kontrollgruppe (p < 0,0001, MWT).
Bezulglich der statistischen Signifikanz der Hemmung des Frequenzanstiegs unter Flutamid
gibt die Abbildung 3.4 Aufschluss.
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Zusammengefasst flihrte die Vorinkubation mit 10uM Flutamid zu einer signifikanten
Abnahme des Testosteron abhangigen Frequenzanstiegs der HA Neurone sowohl wahrend
der Applikation als auch in der Waschphase. Flutamid konnte keine vollstdndige Hemmung
des Testosteroneffekts bewirken. Eine Beteiligung des Androgenrezeptor an der Testosteron

abhangigen Frequenzsteigerung der HA Neurone ist anzunehmen.
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Abb. 3.4 Flutamideffekt auf die Testosteron bedingt gesteigerte Feueraktivitét der
Histaminneurone.

(1.) Die obere Kurve zeigt eindeutig den Testosteron abhéangigen Frequenzanstieg der histaminergen
Neurone des TMN. Die untere Kurve stellt die Feuerfrequenz nach Vorinkubation mit Flutamid
(10uM) dar. Eine Suppression des Frequenzanstiegs ist deutlich zu sehen.

(2.) Statistische Betrachtung der Feueraktivitdt der HA Neurone in Anwesenheit von Flutamid.

Es zeigt sich eine signifikante Abnahme des Frequenzanstiegs unter Flutamid in beiden Phasen
(violett, Applikationsphase, ** p = 0,006; dunkel grau, Waschphase, **** p < 0,0001, MWT).

3.5 Expression des Androgenrezeptor in Neuronen des
TMN

Uber die Expression des Androgenrezeptor im tuberomamilléaren Kern ist nicht viel bekannt.
So wird der TMN in der umfangreichen In-situ-Hybridisierungsstudie fir den AR und ER von
Simerly et al., 1990 nur nebenbei als AR positives Kerngebiet angeflhrt.

Vor dem Hintergrund des, in dieser Arbeit beschriebenen, exzitatorischen Effekts von
Testosteron auf die Feueraktivitat der TMN Neurone sowie der Hemmung dieses

Effekts durch den nichtsteroidalen Androgenrezeptorantagonisten Flutamid stellte sich nun
die Frage nach dem Ausmal} der Expression des Androgenrezeptor in den Neuronen des
TMN in der mannlichen Maus.

Dazu wurden immunhistochemische Farbungen mit einem aus Kaninchenserum

stammenden Antikdrper durchgefiihrt. Ziel war eine Kombinationsfarbung mit dem Anti-AR-
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und einem Anti-Histamin-Antikorper. Aufgrund der gemeinsamen Basis auf Kaninchenserum

musste auf einen, aus Ziegenserum stammenden Anti-AR-Antikdrper zurlckgegriffen werden
(goat AR, G13, santacruz biotechnologies).

Abb. 3.5.1 Anti-AR-Antikorper-Farbungen

(1) Reprasentatives Resultat unter Verwendung des goat AR, G13, (santacruz biotechnologies)
(Konzentration 1:500) (a) PMV Region und Detail des PMV (b) zeigen im Vergleich zur
Negativkontrolle (c) keine eindeutige Immunreaktivitat

(2) Farbungsserie nach Verwendung des rabbit AR, G 20, (santacruz biotechnologies)
(Konzentration 1:500) (a) PMV Uberblick und (b,c) Details der PMV Region weisen eine eindeutige,
in erster Linie Zellkern betonte Immunreaktivitat fir den AR auf.




Eine zuverlassige Kernfarbung, auch von Neuronengruppen bekannter AR-Immunreaktivitat,
wie dem PMV, konnte in keiner der Konzentrationen von 1:100 bis 1:1000 erzielt werden.
Abbildung 3.5.1 zeigt die Gegenuberstellung der beiden Anti-AR-Antikorper rabbit AR und
goat AR anhand der Neurone des PMV einer Maus. Aufgrund der unzuverlassigen
Ergebnisse mit dem goat AR-Antikdrper wurde ein bereits bewahrtes, durch Yanovsky et al.,
2012 beschriebenes Modell einer transgenen Maus angewendet, der HDC-Cre/Tmt-Maus
(vgl. Abschnitt 2.1, Methoden). Die Zellen dieser Maus, die die Histidindecarboxylase (HDC)
exprimieren, exprimieren auch das rote Fluoreszenzprotein Tomatoprotein und erscheinen
dadurch im Fluoreszenzmikroskop rot.

Ausfuhrliche Beschreibungen der Anatomie des tuberomamillaren Kerns stammen von
Ericson et al., 1987 und Inagaki et al., 1990 in erster Linie an Ratten. Sie teilten das
Kerngebiet jeweils in finf Untergruppen ein, die in etwa vergleichbar sind. Im Falle der HDC-
Tmt Maus wurde sich an die Einteilung von Ericson gehalten. Abbildung 3.5.2 verdeutlicht
die getroffene Einteilung und Topographie des posterioren Hypothalamus der Maus.

Auch bei der HDC-Tmt Maus lie3 sich eine mediale (TMM) von einer ventralen (TMV)
Neuronengruppe unterscheiden. Die mediale Gruppe befand sich in unmittelbarer Nahe zum
dritten Ventrikel (Abb. 3.5.2, C1-3). Diese konnte in zwei Untergruppen geteilt werden.

Der dorsale Anteil, mit durchschnittlich magnozellularen, etwa 15-20um grof3en Neuronen,
war dorsal, medial des dritten Ventrikels anordnet. Eine ventrale, sehr zerstreute Gruppe
parvozellularer, etwa 10pm groRer Neurone befand sich ventral, medial des dritten Ventrikels
in enger Beziehung zum Nucleus periventricularis pars posterior. Die ventrale Gruppe des
TMN (TMV), die Uberwiegend magnozellulare, 20-25um grofRe Neuronen enthielt, erstreckte
sich weit lateral an der ventralen Oberflache des Hypothalamus mit engem Kontakt zum
auleren Liquorraum und der Fornix. Das Kriterium flir den rostralen Anteil des ventralen
TMN war das Vorhandensein eines Anschnitts des dritten Ventrikels (Abb. 3.5.2, D1-3/E1-3).
Charakteristisch fur den kaudalen Anteil mit Bezug zu den Mamillarkérperchen war der
fehlende Anschnitt des dritten Ventrikels (vgl. Abb. 3.5.2, E1-3). Ein diffuser Abschnitt konnte
aufgrund des zum Teil ineinander Ubergehenden TMMd und TMVr sowie TMMv und TMVr
nicht sicher unterschieden werden, weshalb diese Unterteilung nicht vorgenommen wurde.
Es wurde die AR-Expression der HDC-Tmt Neurone an zwei Altersgruppen untersucht.
Dabei wurde die Gruppe der juvenilen Mause, mit einem durchschnittlichen Alter von P11
Tagen (n = 5) von der Gruppe der adoleszent-adulten Mause unterschieden, deren
Durchschnittsalter bei 88 Tagen (n = 5) lag. Grund dieser Differenzierung nach dem Alter der
Mause war die Annahme einer moglichen Dynamik der AR-Expression in Abhangigkeit der,
sich verandernden Testosteronspiegel, von dem Testosteron naiven, juvenilen Alter bis in das
Testosteron sensible, adoleszent, adulte Alter der Mause (vgl. McCutcheon und Marinelli,
2009).
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Abb. 3.5.2 Anatomische Verhéltnisse des posterioren Hypothalamus in der mannlichen HDC-
Tmt Maus A. Lokalisation der Schnitte im Mausgehirn (Quelle: eigene Darstellung frei nach
mouse.brain-map.org/AllenBrainAtlas). B. Reprasentativer Schnitt der Region des posterioren
Hypothalamus mit Anschnitt der Untergruppen des TMN mit medialer (TMM) und ventraler Gruppe
(TMV), (Axiovert100, ZEISS, VergrofRerung 10x20, Fs25, Texas Red).

C-E. Sequentielle Darstellung der typischen Schnitte durch den posterioren Hypothalamus im
Bereich des TMN C1-2 Rostraler Schnitt mit I1anglichem Anschnitt des dritten Ventrikels

D1-2 Intermediarer Schnitt mit charakteristischem, tranenférmigen Anschnitt des dritten Ventrikels
E1-2 Kaudaler Schnitt ohne Anschnitt des dritten Ventrikels mit den prominenten Pedunculi cerebri
C3/D3/E3 Schemazeichnung der entsprechenden Schnitte mit Berlicksichtigung der wichtigsten
Neuronengruppen und anatomischen Landmarken des posterioren Hypothalamus

(Quelle: eigene Darstellung frei nach mouse.brain-map.org/AllenBrainAtlas)

Abkurzungen: cpd Pedunculi cerebri, fx Fornix LHA laterale hypothalamische Area, LM Nucleus
mamillaris lateralis, MM Nucleus mamillaris medialis, mp Pedunculus mamillaris, mtt Tractus
mamillothlamicus, PH Nucleus hypothalamicus posterior, PMv/d Nucleus premamillaris pars ventralis
et pars dorsalis, pm Tractus mamillaris prinicpalis, PVp Nucleus periventricularis pars posterior,
SUMm/I Nuceus supramamillaris medialis/lateralis, TMMv/d Nucleus tuberomamillaris medialis pars
ventralis/dorsalis, TMVr/c Nucleus tuberomamillaris ventralis pars rostralis/caudalis.

Bei den adoleszent-adulten Mdusen wurden im Schnitt 1230+92 HDC-Tmt positive Neurone
im Bereich des TMN gezahlt. Der Anteil AR immunreaktiver HDC-Tmt Zellen betrug im
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gesamten TMN 83,77+2,1%. Der Anteil AR immun negativer HDC-Tmt Neurone belief sich
auf zirka 16,231£2,1% (Abb. 3.5.3.4a). Fir die Untergruppen des TMN wurden jeweils Werte
Uber 80% AR immunreaktiver HDC-Tmt Neurone erhoben (TMMd 86+4,6%, TMMv
81,844,6%, TMVr 83,6+3,9%, TMVc 83,6+4,5%, vgl. Abb. 3.5.3.2a).

Abbildung 3.5.3.2a und 3a zeigen die statistische Auswertung. Es konnte kein signifikanter
Unterschied in der AR-Expression der HDC-Tmt Neurone weder zwischen den Untergruppen
(F(3;16) 0,1511, p = 0,9275, OWA) noch bei der Unterscheidung zwischen medialem (TMMd
+ TMMVv) und ventralen TMN (TMVr + TMVc; p = 0,9446, unpaired t-test) festgestellt werden.
Die rostrale Gruppe des ventralen TMN (TMVr) umfasste die grote Anzahl HDC-Tmt
positiver Neurone mit im Schnitt 454+73Zellen pro Maus (vgl. Abb. 3.5.3.1a).

Der Unterschied war statistisch signifikant zu beiden Untergruppen des medialen

TMN (p = 0,0002 (TMMd), p = 0,006 (TMMv)) sowie zur kaudalen Fraktion des ventralen
TMN (p < 0,05, TMVc, unpaired t-test).

In der Gruppe der juvenilen Mause wurden etwa 1085+122 HDC-Tmt positive Neurone
gezahlt. Eine Androgenrezeptorexpression zeigte sich bei 80,14+2,14% der Neurone.

Der Anteil der HDC-Tmt Neurone ohne AR-Immunreaktivitat betrug zirka 19,86+2,14% (vgl.
Abb. 3.5.3.4b). Das Expressionslevel des AR im Bezug auf die einzelnen Untergruppen des
TMN ist in Abbildung 3.5.3.2b dargestellt und lag zwischen 72-85% (TMMd 85,23+4,45%,
TMMv 72,2+5,7%, TMVr 81,9+3,6%, TMVc 81,2+3,6%). Auch hier konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied in der AR-Immunreaktivitat der HDC-Tmt Neurone weder zwischen
den Untergruppen (F(3;16) 1,944, p = 0,1633, OWA) noch zwischen dem medialen (TMM)
und ventralen Abschnitt (TMV) des TMN (p = 0,52, unpaired t-test) festgestellt werden (vgl.
Abb. 3.5.3.2b+3b). Ebenso wie bei der Altersgruppe der adoleszent-adulten Mause stellte
sich heraus, dass der rostrale Anteil der ventralen Portion des TMN statistisch signifikant die
groflte Anzahl HDC-Tmt positiver Neurone umfasste, mit im Schnitt 47259 Zellen pro Maus
(p =0,0016 (TMMd), p = 0,0012 (TMMv), p = 0,0378 (TMVCc), unpaired t-test, Abb.3.5.3.1b).
Den statistischen Vergleich der Expressionsrate des AR beider Altersgruppen machen
Abbildung 3.5.3.4a und 4b deutlich. Mit 83,77+2,1% in der Gruppe der adoleszent-adulten
gegenuber 80,14+2,14% in der Gruppe der juvenilen Mause konnte kein signifikanter
Unterschied im Ausmal} der AR-Expression gefunden werden (p = 0,2298). Gleiches gilt fur
die Gesamtzahl der HDC-Tmt positiven Neuronen beider Altersgruppen (p = 0,3686,
unpaired t-test).

Zusammengefasst weisen etwa 80% der HDC-Tmt Neurone eine Androgenrezeptor-
Immunreaktivitat auf. Diese ist unabhangig von der Altersgruppe (juvenil vs. adoleszent-
adult) und der einzelnen Untergruppen des TMN (TMMd vs. TMMv vs. TMVr vs. TMVc).

Der rostrale Anteil der ventralen Portion des TMN (TMVr) ist der Abschnitt des TMN mit der

gréften Anzahl HDC-Tmt positiver Neurone.
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Abb. 3.5.3 Expressionslevel des Androgenrezeptor in den HDC-Tmt Neuronen juveniler
(rechte Spalte) und adoleszent-adulter (linke Spalte), méannlicher Mause

1. Absolute Zahlen der HDC-Tmt Neurone (rote Balken) und deren AR-Expression (grine Balken) in
der Gruppe der juvenilen (a) und adoleszent-adulten (b) Mause.

2. Anteil AR immunreaktiver HDC-Tmt Neurone an der Gesamtzahl pro Subgruppe und Altersgruppe
(a/b). Es lasst sich kein signifikanter Unterschied feststellen (OWA)

3. Expressionslevel des AR der medialen vs. der ventralen Gruppe des TMN. Auch hier zeigt sich
keine statistische Signifikanz (unpaired t-test)

4. AR-Expression der HDC-Tmt Neurone unabhangig von der Unterscheidung nach Subgruppen des
TMN. Das Expressionslevel liegt bei beiden Altersgruppen um zirka 80%. Ein Altersunterschied in
der AR-Expression Iasst sich statistisch nicht festmachen.
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3.6 Kernimmunreaktivitat vs. Somaimmunreaktivitat:
Konfokalmikroskopische Aufnahmen und Image J
Auswertungen

Bereits Wood und Newmann beschrieben in ihrer Publikation von 1999 das Vorhandensein
von AR-Immunreaktivitat im Zellkern sowie im Zytoplasma nach Farbung von Hirnschnitten
mannlicher syrischer Hamster mit einem, aus Kaninchenserum stammenden Anti-AR-
Antikorper. Sie konnten zeigen, dass diese AR-Immunreaktivitat von den
Plasmatestosteronspiegeln abhangig ist. Kastrierte Hamster wiesen einen hohen Grad an
Zytoplasmaimmunreaktivitat auf, wohingegen bei gonadal intakten Mannchen tberwiegend
AR-Kernimmunreaktivitat vorzufinden war. Ahnliches konnten Lu et al., 1998 bei Mausen,
Clansy et al., 1992 an Ratten und Affen sowie Fernandez-Guasti et al., 2000 an

Menschen nachweisen.

Auch in dieser Arbeit konnte bei der Erhebung der Daten zur Expressionsrate des AR im
TMN ein Unterschied in der Lokalisation des Androgenrezeptor in den HDC-Tmt Neuronen
festgestellt werden. Zur Objektivierung dieser Beobachtung wurden konfokalmikroskopisch
gesteuerte Intensitatsmessungen durchgefihrt. Es wurde die Intensitat der AR-
Immunreaktivitat als Grauwert gemessen. Die Intensitdten pro Neuron wurden als

Mittelwert von vier Intensitdtsmessungen durch die Zelle angegeben. Dabei konnten drei
Formen der AR-Immunreaktivitat deutlich voneinander unterschieden werden.

Zellen mit AR-Kernimmunreaktivitat wiesen zwei Intensitatsstufen auf. Das Zytoplasma hatte
eine Intensitat von im Mittel 82,5+0,6 Grauwerteinheiten. Typische Intensitatswerte flr den
Zellkern lagen bei durchschnittlich 103,7+0,6 Grauwerteinheiten. Es zeigte sich ein
statistisch hoch signifikanter Unterschied der Intensitaten von Zytoplasma und Zellkern
(MWT, p < 0,0001, vgl. Abb. 3.6.1.1a). Die Zellen ohne signifikanten Unterschied zwischen
den Intensitatswerten vom Zellkern und Zytoplasma wurden in die Kategorie der AR-
Somaimmunreaktivitat eingeordnet. Gemessene Werte beliefen sich auf im Mittel 94,8+0,4
Grauwerteinheiten (Abb. 3.6.1.2a). Es konnte ein statistisch hoch signifikanter Unterschied
zwischen den Intensitatswerten der AR-Kern- und der AR-Somaimmunreaktivitat gefunden
werden (AR-Kern vs. AR-Soma, p < 0,0001, MWT). Die durchschnittliche Intensitat des
Hintergrunds betrug etwa 50,84+0,21 Grauwerteinheiten. Als nicht AR immunreaktiv bzw.
AR negativ wurden Zellen mit mittleren Grauwerteinheiten um 55+0,4 bezeichnet, bei denen
sich kein statistisch signifikanter Unterschied zur Hintergrundintensitat zeigte (p = 0,3, MWT,
Abb. 3.6.1.3a).
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Abb. 3.6.1 AR-Intensitatsmessungen mittels Konfokalmikroskopie und dem Programm Image
J. Obere Bildreihe von links nach rechts Konfokalmikroskopische Aufnahmen einzelner HDC-Tmt
Neurone (Axiovert100TV, ZEISS, VergréRerung 400X), jeweils drei Bilder in Reihe gehoéren zu einer
Bildsequenz, links typische AR-Somaimmunreaktivitat, Mitte AR-Kernimmunreaktivitat, rechts AR
negativ

1.) Typisches Intensitadtsmuster einer AR-Kernfarbung mit signifikantem Unterschied zwischen den
Intensitaten von Zytoplasma und Soma. (b) Im Intensitatsband zeigt sich charakteristischerweise die
Intensitadtsabnahme im Bereich des Nukleolus

2.) Entsprechende Graphen fur die AR-Somaimmunreaktivitat (a/b). Typischerweise fehlt ein
Unterschied der Intensitaten zwischen Zellkern und Zytoplasma

3.) HDC-Tmt Neurone ohne signifikanten Unterschied zum Hintergrund (Background) wurden als AR
negativ/immun negativ bezeichnet.
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Mit der Idee eines moglichen Unterschieds in der Verteilung der AR-Immunreaktivitdtsmuster
der HDC-Tmt Neurone innerhalb der Subgruppen des TMN bzw. zwischen den beiden
Altersgruppen der Mause, erfolgte eine erneute Untersuchung der AR immunreaktiven

Zellpopulation (vgl. Abb. 3.6.2).
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Abb. 3.6.2 Unterschiede in der Verteilung der AR-Immunreaktivitatsmuster zwischen den
Altersgruppen der HDC-Tmt Mause

1.) Unterschiede der AR-Immunreaktivitdtsmuster in den Subgruppen des TMN

1.a) In der Gruppe der adoleszent-adulten Mausen lag der Anteil mit AR-Kernimmunreaktivitat
zwischen 15-20% (TMMd 19,5+4,4%, TMMv 15,7+3,3%, TMVr 18,34+1,89%, TMVc 18,5+4,9%) und
mit AR-Somaimmunreaktivitdt zwischen 80 und 84% (TMMd 80,5+4,4%, TMMv 84,34+3,3%, TMVr
81,66+1,89%, TMVc 81,5+4,9%).

1.b) Fur die Gruppe der juvenilen Mause wurden Werte zwischen 57 und 62% fur die AR-
Kernimmunreaktivitat (TMMd 58,96+4,9%, TMMv 57,5+9,3%, TMVr 61,8+6,8%, TMVc 59,7+6,7%)
und zwischen 38 und 42% fir die AR-Somaimmunreaktivitat (TMMd 41,04+4,9%, TMMv 42,5+9,3%,
TMVr 38,2+6,8%, TMVc 40,3+6,7%) erhoben.

2.) Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Altersgruppen fir die Verteilung
der AR-Kern- und der AR-Somaimmunreaktivitat bei Betrachtung der TMN Neurone in Summe.

Bei den adoleszent-adulten Mausen (a) Uberwiegt die AR-Somaimmunreaktivitat, in der Gruppe der
juvenilen Mause (b) die AR-Kernimmunreaktivitat; Statistische Signifikanz wurde mithilfe des
Oneway ANOVA (OWA) oder unpaired t-test berechnet, *** p = 0,0002, **** p < 0,0001
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In der Altersgruppe der adoleszent-adulten Mause konnte flr den gesamten TMN ein Anteil
der HDC-Tmt Neurone mit AR-Kernimmunreaktivitat von etwa 17,58+1,93% festgestellt
werden. Der Anteil der HDC-Tmt Neurone mit AR-Somaimmunreaktivitat belief sich auf
82+1,77%. Fur die genaue Verteilung der AR-Immunreaktivitdtsmuster in den Untergruppen
des TMN siehe Abbildung 3.6.2.1a. Weder fir die Gruppe der Zellen mit AR-Kern- noch fir
die HDC-Tmt Neurone mit AR-Somaimmunreaktivitat konnte ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den einzelnen Untergruppen des TMN gefunden werden (F (3,16) =
0,19, p = 0,9, OWA).

In der Altersgruppe der juvenilen Mause belief sich der Anteil der HDC-Tmt Neurone mit AR-
Kernimmunreaktivitat auf 59,47+33% gegenlber 40,53+3,3% der Zellen mit AR-
Somaimmunreaktivitat (Abb. 3.6.2.2b). Im Bezug auf die einzelnen Untergruppen des TMN
gibt Abbildung 3.6.2.1b weiteren Aufschluss. Ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Subgruppen konnte fir keine Form der AR-Immunreaktivitdtsmuster
festgestellt werden (F (3,16) = 0,06, p = 0,98, OWA).

Alles in allem konnte ein Unterschied im AR-Expressionsmuster der HDC-Tmt Neurone
zwischen den beiden Altersgruppen gefunden werden. Bei den adoleszent-adulten Mausen
zeigten etwa 18% der AR positiven HDC-Tmt Neurone eine Kernimmunreaktivitat und 82%
eine Somaimmunreaktivitat. Die Altersgruppe der juvenilen Mause wies eine Verteilung von
zirka 60% der AR immunreaktiven HDC-Tmt Zellen mit AR-Kernimmunreaktivitat und 40%
mit Somaimmunreaktivitat auf. Zwischen den Untergruppen des TMN liel3 sich unabhangig
von der Altersgruppe kein signifikanter Unterschied im Anteil der AR-Expressionsmuster

feststellen.

3.7 Expression des Androgenrezeptor in DAT positiven
Neuronen des PMV und TMVr und
Feuerfrequenzanstieg dieser Neuronenpopulation
durch Testosteron

In direkter Nachbarschaft zum TMN liegen weitere Neuronengruppen, die sich durch das
Vorhandensein einer AR-Immunreaktivitat auszeichnen, wie beispielsweise der PMV (vgl.
Simerly et al., 1980). Bei den vorliegenden, immunhistochemischen Farbungen des TMN
fielen immer wieder die Neurone des PMV mit deutlich erkennbarer, Gberwiegend Zellkern
basierter AR-Immunreaktivitat auf. Mithilfe der Kreuzung aus DAT/Cre-Maus (Parlato et al.,
2006) mit der Reporter-Mauslinie B6J/N(Cg-Gt(ROSA)26Sortm14 (CAGtdTomato)) konnte

die Expression des Dopamintransporter (DAT) im PMV nachgewiesen werden.
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Abb. 3.7 AR und DAT Expression in Neuronen des PMV und TMVr.

A-C) Panoramabilder des posterioren Hypothalamus der DAT-Tmt Maus (Axiovert100, Filterset
Fs25, 200XVergroRerung), Rot DAT positive Neurone u.a. im PMV Griin AR immunreaktive
Neurone Rot/Griin DAT+/AR+ Neurone u.a. des PMV

D.) Absolutzahlen der gezahlten PMV Neurone. Summe AR+ Neurone: 2400+450. Summe DAT+
Neurone: 1910+£297. Schnittmenge beider Neuronenpopulationen:1698+308Zellen/Maus

E.) Prozentanteil der DAT+, der AR+ sowie DAT+/AR+ und DAT+/AR- und AR+/DAT- Neurone des
PMV. F) Detailaufnahmen der untersuchten Zelltypen des PMV. Oben DAT+/AR+ Neuron, Mitte
AR+/DAT- Neuron, Unten DAT+/AR- Neuron

G./H.) Absolute Anzahl DAT positiver Neurone im TMVr (G.) sowie deren AR-Expression

(H.) AR Expression der DAT positiven Neurone im TMVr. 76,7+0,04% der Neurone waren AR-
immunreaktiv, 23,3+£0,04% wiesen keine AR Expression auf

I.) Schematische Darstellung der Topographie der untersuchten Neuronengruppen.

Blau DAT+ Neurone des TMVr, Rot DAT+ Neurone PMV (Quelle: eigene Darstellung frei nach
mouse.brain-map.org/AllenBrainAtlas)

J.) Registrierung der Feueraktivitat (cell attached Modus) der DAT-Tmt Neurone des TMVr und
PMV nach Gabe von 100nM Testosteron.
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Es wurden die Neuronengruppen des PMV bezlglich der Expression des Androgenrezeptor
und des Dopamintransporter sowie einer mdglichen Uberschneidung beider
Neuronenpopulationen untersucht. Dazu dienten n = 4 mannliche DAT-Tmt Mause mit einem
durchschnittlichen Alter von P = 22 Tagen. Alle Daten beziehen sich auf die Halbseite eines
25um-Schnittes. Es wurden durchschnittlich jeweils 273121 DAT positive Neurone ipsi- und
kontralateral des dritten Ventrikels gezahlt. Die Zahl der AR immunreaktiven Neurone belief
sich auf 343£30Zellen. Die Summe aller, im Bereich des PMV pro Halbseite gezahlten DAT
positiven und AR positiven Neurone abzulglich der Schnittmenge beider
Neuronenpopulationen (AR+/DAT+) betrug im Mittel 373+31Zellen und wurde als 100% der
PMV Neurone definiert (vgl. Abb. 3.7.D). Abbildung 3.7.E zeigt die Prozentanteile der
Expression des AR und DAT im PMV. Etwa 74,1+£0,02% der PMV Neurone erwiesen sich als
DAT immunopositiv. Der Anteil AR immunreaktiver PMV Neurone belief sich auf 90,7+0,02%.
Das Vorliegen einer Expression des Dopamintransporter und Androgenrezeptor konnte bei
zirka 64,81£0,02% der Neurone des PMV nachgewiesen werden. Etwa 12,4+0,02% der DAT
positiven Neurone wiesen keine AR-Immunreaktivitat auf. Genauso zeigten ungefahr
28,5+0,02% der AR immunopositiven Neurone keine DAT-Tmt Fluoreszenz (vgl. Abb. 3.7. E).
Entsprechend wurden die in De Luca et al., 2016 beschriebenen, konditionellen
Dopaminneurone im rostralen Anteil des ventralen TMN (TMVr) auf eine Expression des
Androgenrezeptor untersucht. Diese Neurone unterscheiden sich elektrophysiologisch und
pharmakologisch von den HA Neuronen des TMN. Sie exprimieren neben der L-Dopa-
Decarboxylase, den vesikularen Monoamintransporter Typ 2 (VMAT2) und den
Dopamintransporter (DAT), aber nicht die Tyrosinhydroxylase (TH). Daher sind sie zur
Dopaminsynthese ausschlief3lich Uber die Aufnahme von Vorstufen wie L-DOPA fahig.

Es wurden n = 4 mannliche DAT-Tmt Mause in einem durchschnittlichen Alter von P = 22
Tagen ausgezahlt. Die Daten beziehen sich auf den TMVr einer Halbseite eines 25um
Schnitts. Pro Halbseite wurden im Mittel 7,4+1 DAT immunopositive Neurone im TMVr
gezahlt. Durchschnittlich waren 5,7+1 DAT immunopositive Neurone AR immunreaktiv und
1,6+0,4 der DAT positiven Neurone ohne AR-Immunreaktivitat. Dies entspricht einer
Expressionsrate des AR von 76,7% (vgl. Abbildung 3.7.H). Zusammengefasst verfigen der
PMV und der TMVr Uber eine Population DAT immunopositiver Neurone, die zu einem
vergleichbaren Anteil den Androgenrezeptor exprimieren.

An dieser Stelle kommt die Frage auf, ob diese Androgenrezeptor exprimierenden Neurone
beider Zellgruppen ebenso wie die HA Neurone des TMN mit einer Veranderung ihrer
Feueraktivitat nach Testosteronapplikation reagieren. Dazu wurden Spannungsklemm-
versuche im cell attached Modus an Hirnschnitten durchgefihrt. Sowohl die DAT-Tmt
Neurone des TMVr als auch die entsprechenden Neurone des PMV zeigten eine signifikante
Zunahme ihrer Feueraktivitat nach Testosteron (100nM) (vgl. Abb. 3.7.J).
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Das Frequenzverhalten beider Neuronengruppen zeigte sich nahezu identisch. Im Vergleich
zu der Zunahme der Feueraktivitat der HA Neurone des TMN konnte ein beinahe doppelt so
hoher Frequenzanstieg in den DAT immunopositiven Neuronen beobachtet werden.

Alles in allem konnte in der hier vorliegenden Arbeit neben der AR immunreaktiven
Population der HA Neurone des TMN, eine AR immunopositive Population von DAT-Tmt
Neuronen im TMN und PMV gefunden werden, die wie die HA Neurone des TMN mit einer

Zunahme ihrer Feueraktivitat nach Testosteronapplikation reagieren.

3.8 Das Alter ist von Bedeutung: Testosteroneffekt auf
kultivierte TMN Neurone in Abhangigkeit von
Konzentration und Alter

Die Testosteronspiegel sind nicht konstant. Schon Borst und Mulligan, 2007 konnten
zeigen, dass die Testosteronkonzentrationen gewissen Schwankungen unterworfen sind, die
durch die Tageszeit (circadiane Rhythmik), die Jahreszeit sowie das Alter der
entsprechenden, mannlichen Organismen beeinflusst werden. So unterscheidet man drei
Konzentrationsgipfel der Hormonkurve. Zum einen den intrauterinen Hormonexzess, in
erster Linie durch Ostrogen getragen, zum anderen den postpartalen Testosteronanstieg
durch den plotzlichen Ostrogenentzug sowie die Zunahme der Testosteronspiegel in der
Pubertat im Rahmen der Aktivierung der GnRH-Neurone im Hypothalamus (vgl. Borst und
Mulligan, 2007 und Quigley et al., 2002). Bei dieser Dynamik der Testosteronspiegel stellt
sich die Frage nach Unterschieden im Antwortverhalten der histaminergen Nervenzellen auf
Testosteron in Abhangigkeit vom Alter und des sexuellen Entwicklungsstadiums der Mause.
Produziert Testosteron eine stereotype Antwort der HA Neurone oder reagieren Testosteron
naive Neurone anders als Testosteron adaptierte Nervenzellen?

Zur Untersuchung dieses Zusammenhangs wurden Kulturen von HA Neuronen des TMN auf
Mikroelektrodengittern in Abhangigkeit vom Alter in Kultur abgeleitet. Die Gruppe der
juvenilen Zellen wurde mit einem Durchschnittsalter von 103 Tagen in Kultur definiert.

Fir die Gruppe der adoleszenten Zellen wurden 194 Tage in Kultur festgesetzt.

Zur Detektion der histaminergen Zellen diente erneut R-a-Methylhistamin (2uM).

In der Altersgruppe der adoleszenten, histaminergen Neurone konnten folgende
Beobachtungen gemacht werden, die in Abbildung 3.8 Oben aufgeflihrt sind.

In der Konzentration von 10nM flhrte Testosteron zu einem starken Anstieg der
Feueraktivitat der HA Neurone auf durchschnittlich 244,6£12,8% (CTRL vs. WP, p < 0,0001,
paired t-test) mit einer Latenzzeit von Uber 7 Minuten nach T-Applikation.

100nM Testosteron verursachten einen schnellen Anstieg der Feueraktivitat der
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histaminergen Neurone unmittelbar nach Applikation (Latenzzeit < 7min) mit
durchschnittlichen Frequenzen um 158,3+11,1% (CTRL vs. T-Phase, p < 0,0001) und
150,6+11,2% (CTRL vs. WP, p = 0,0001, paired t-test) im Verlauf (Abb. 3.8 Oben).

Bei 1uM Testosteron zeigte sich ebenfalls ein schneller, aber nur kurz anhaltender Anstieg
der Feueraktivitat der HA Neurone auf durchschnittlich 198,2+11,5% (p < 0,0001, paired t-
test) innerhalb der ersten 7 Minuten der Ableitung. Mit Eintritt der Waschphase zeichnete
sich ein unmittelbarer Riickgang des Anstiegs auf Ausgangsaktivitdtsniveau ab.Mit 10uM
Testosteron zeigte sich ahnliches Verhalten der Feueraktivitat der histaminergen

Neurone. Nach Anstieg der Feuerfrequenzen auf etwa 224,6+29% (p < 0,001, paired t-test)
unmittelbar nach Testosteronapplikation, konnte ein sofortiger Rlickgang des Anstiegs bis hin

zur Abnahme der Feueraktivitat unter Ausgangsniveau beobachtet werden (Abb. 3.8 Oben).

Adoleszent-adulte Neurone
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Abb. 3.8 Altersabhédngiges Frequenzverhalten der histaminergen Neurone

Oben: Adoleszent-adulte Neurone — von links nach rechts — 10nM Testosteron bewirkten einen
Anstieg der Feuerfrequenz erst in der Waschphase nach Testosteron. Wahrend der Zeit der
Applikation konnte keine signifikante Veranderung der Feuerfrequenz der HA Neurone registriert
werden (CTRL vs. T-Phase, p = 0,7, MWT, n = 13). 100nM Testosteron flihrten zu einem schnellen
Anstieg innerhalb der Applikationsphase. Es konnte keine signifikante Abweichung der Feueraktivitat
der HA Neurone wahrend der Waschphase von der Applikationsphase festgestellt werden (T-Phase
vs. WP, p = 0,7343, MWT, n = 16). 1uM (n = 7) und 10uM (n = 8) Testosteron verursachten einen
schnellen und kurzen Anstieg der Feueraktivitat der HA Neurone. Unter 10uM Testosteron zeichnete
sich im Verlauf sogar eine signifikante Reduktion der Feuerfrequenz der Histaminneurone um knapp
10% auf 88,7+6,3% ab (CTRL vs. WP, p = 0,0014, MWT).

Unten: Juvenile Neurone — von links nach rechts — B.) 10nM Testosteron mit spatem
Testosteroneffekt. Keine signifikante Abweichung von der Grundfrequenz der HA Neurone wahrend
der Applikation (CTRL vs. T-Phase, p = 0,17, MWT, n = 7). Im Verlauf konnte eine Abnahme der
Feuerfrequenz beobachtet werden. 100nM Testosteron (n = 4) fiihrten gleichfalls zu einer
Frequenzabnahme, die friiher und signifikant ausgepragter ausfiel als unter 10nM (10nM vs. 100nM,
p = 0,0002, MWT). 1uM Testosteron (n = 3) fihrte zu einem signifikanten Anstieg der Feueraktivitat
der Histaminneurone auf initial 142,2+17,7% (CTRL vs. T-Phase, p = 0,018, MWT) und im Verlauf
149,8+18,4% (CTRL vs. WP, p = 0,0075, MWT). Unter 10uM Testosteron (n = 8) war der Anstieg
der Feueraktivitat ausgepragter als unter 1uM Testosteron ohne statistische Signifikanz. (T1uM vs.
10uM, p = 0,5, MWT)
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Alles in allem fUhrte Testosteron in der Altersgruppe der adoleszenten, histaminergen
Neurone in physiologischen bis hoch physiologischen Konzentrationen (10-100nM) zu einem
deutlichen Anstieg der Feueraktivitat der HA Neurone auf 3-5Hz (150-250%).

In unphysiologischen Konzentrationen (1-10uM) zeigte Testosteron nach initialem Anstieg
der Feueraktivitat auf 4 bis 5Hz einen neutralen bis hemmenden Effekt auf die
Feuerfrequenz der histaminergen Neurone. Somit konnte flir das Alter der adoleszenten
Mause ein, vor allem in physiologischen Konzentrationen exzitatorischer Effekt von
Testosteron nachgewiesen werden.

Die Daten fiir die Gruppe die juvenilen Zellen zeigt Abbildung 3.8 Unten. Details sind dem
Subtext zu entnehmen. In Zusammenschau der Daten fur diese Altersgruppe der
Testosteron-naiv/juvenilen, histaminergen Neurone flihrte Testosteron in physiologisch bis
hoch physiologischen Konzentrationen (10-100nM) zu einer Abnahme der Feuerfrequenz der
HA Neurone um etwa 10-30% der Ausgangsaktivitat. Erst unphysiologisch hohe
Testosteronkonzentrationen (110uM) bewirkten einen Anstieg der Feueraktivitat der HA
Neurone um zirka 40-60% (3Hz) der Grundfrequenz. Testosteron scheint demnach auf
juvenile HA Neurone in physiologischen Konzentrationen einen inhibitorischen Effekt zu

haben.
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Kapitel 4. Diskussion
4.1 Uberblick

Diese Arbeit beschreibt erstmals einen direkten Effekt von Testosteron auf die
Feueraktivitat der HA Neurone des tuberomamillaren Kerns. Testosteron fuhrte zu einer
dosisabhangigen Zunahme der Feueraktivitat akut isolierter HA Neurone der Maus

sowie von Neuronen in Hirnschnitt-Praparaten in Spannungsklemmversuchen im cell
attached Modus. Mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen unter Verwendung von
chemischen (Fluo-4-AM) sowie genetisch kodierten Kalziumindikatoren (GECIs) konnte
zudem ein transienter Kalziumionenstrom als Antwort der HA Neurone auf Testosteron
nachgewiesen werden. Die Zucht und Verwendung einer neuen, transgenen Mauslinie,
die das GCaMP6f-Gen in den histaminergen Zellen unter dem HDC-Promoter

exprimiert, wurde eingefiihrt. Eine Beteiligung der Kalziumionenstrome am
Frequenzanstieg der HA Neurone konnte jedoch nicht festgestellt werden.

Der Androgenrezeptorantagonist Flutamid hingegen blockierte den Testosteron

bedingten Frequenzanstieg der HA Neurone. In immunhistochemischen

Farbungsreihen konnte nachgewiesen werden, dass tber 80% der HA Neurone im
HDC-Tmt Mausmodel eine Androgenrezeptor(AR)-Expression aufwiesen.

Hierbei zeigte sich, dass die Zellkernfarbung signifikant haufiger bei juvenilen als bei
adoleszenten Neuronen vorkommt, was auf eine Altersdynamik der Testosteron-
konzentrationen im Blutplasma schlie3en lasst. Entsprechend konnte ein
altersabhangiges Feuerverhalten kultivierter Neurone auf Testosteron beobachtet
werden.

Eine neue Gruppe konditionell dopaminerger Neurone im TMN mit, von den HA Neuronen
unterschiedlichen, elektrophysiologischen Eigenschaften konnte entdeckt werden (De Luca
et al, 2016). Es zeigte sich, dass diese dopaminergen Neurone ebenso haufig wie die HA
Neurone des TMN den AR exprimieren. Als Referenz diente eine bekannte, dopaminerge
Neuronengruppe aus der benachbarten Region des TMN, der PMV, die sich durch einen
entsprechend hohen Anteil an AR-Expression auszeichnet. DarUber hinaus konnte bei den
dopaminergen Neuronen des TMN und PMV ein, dem der HA Neurone entsprechendes
Feuerverhalten nach Testosteronapplikation beobachtet werden.

Zusammengefasst aktiviert Testosteron nicht nur HA Neurone, sondern auch konditionell
dopaminerge Neurone des TMN und PMV, welche durch erregende Verbindungen zu den HA
Neuronen die Vigilanz fordernde Wirkung von Testosteron verstarken kénnen.

Im Folgenden werden oben aufgefiihrte Befunde im Detail diskutiert.
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4.2 Testosteron erhoht die Feueraktivitat der
Histaminneurone des TMN dosisabhangig

Erstmals konnte ein direkter Effekt von Testosteron auf die Feueraktivitat der HA Neurone
des tuberomamillaren Kerns in mannlichen Mausen nachgewiesen werden.
Spannungsklemmversuche an akut dissoziierten Neuronen des TMN ergaben eine Zunahme
der Feueraktivitat der Neurone auf das Zwei- bis Dreifache (4-6Hz) der Spontanaktivitat.

Der Effekt von 1uM Testosteron setzte innerhalb von 2-3 Minuten ein und dauerte
mindestens 15 Minuten. Die Ergebnisse stimmen mit friheren Beobachtungen von Pfaff und
Pfaffmann, 1969 Uberein: systemische und lokale Applikation von Testosteron erhohte die
Spontanaktivitat von Neuronen der Area praeoptica und des Bulbus olfactorius.

Einen ebenfalls exzitatorischen Effekt auf die Feueraktivitat von Neuronen publizierte
Yamada, 1979 an Nervenzellen im Bereich des Nucleus septi lateralis und des anterioren
Hypothalamus. Typisches Zielgewebe der Untersuchungen waren stets Kerngebiete, deren
Beteiligung im Zusammenhang mit Sexualverhalten bekannt war.

Eine Verbindung zwischen Testosteron und dem TMN konnte nun zum ersten Mal
beschreiben werden, ausgehend von einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe um JS Lin, zur
Beteiligung histaminerger und orexinerger Neurone am sexual arousal mannlicher Mause.

In diesem Zusammenhang kam die Frage auf, ob Testosteron einen Wachheit vermittelnden
Effekt Gber die HA Neurone herstellt.

Punkt zur Diskussion gibt die Ubertragbarkeit der Versuche ins physiologische Setting.

Die Wahl einer Testosteronkonzentration von 1uM ist anfechtbar. Physiologische
Testosteronkonzentrationen sind abhangig von der jeweiligen Spezies und dem betrachteten
Kompartiment wie Testosteron abhangiges Gewebe oder Plasma. Weitere Einflussfaktoren
sind das Alter mit dem Ausmalf} der geschlechtlichen Entwicklung sowie Tages- und
Jahreszeit (vgl. Borst und Mulligan, 2007). Reprasentative Testosteronspiegel bei Nagetieren
wie zum Beispiel Ratten liegen bei 200-800nM in Testosteron abhangigen Geweben und
etwa 20-80nM im Blutserum (Walker, 2009). Beim Menschen belaufen sich die Werte laut
Borst und Mulligan auf durchschnittlich 22,6nM im Plasma (15,6-34,7nM).

Androgen abhangige Gewebe wie Hodengewebe bei geschlechtsreifen Mannern sind jedoch
in der Lage das Sexualhormon in hdheren Konzentrationen von 340-2000nM Testosteron
anzureichern. Die Konzentration von 1uM Testosteron ist somit am ehesten in den Bereich
hoch normaler Werte in Geweben bzw. grenzwertig unphysiologischer Plasmaspiegel
anzusiedeln. Es gibt jedoch zu bedenken, dass das Gehirn in Abhangigkeit vom Zustand des
Organismus (Stress, sexuelle Stimulation) die Sexualhormone aus der Peripherie
aufnehmen und akkumulieren sowie zusatzlich endogen aus Cholesterol oder Vorstufen

synthetisieren kann (Birzniece et al., 2006). So konnten Barbaccia et al., 1997 beispielsweise
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zeigen, dass pharmakologisch bzw. physiologisch induzierter Stress die Konzentration des
Neurosteroids Allopregnanolon signifikant erhoht. Eine durch sexuelle Stimulation ausgeloste
Zunahme der Testosteronspiegel im zentralen Nervensystem Uber die physiologischen Werte
hinaus, ist daher denkbar. Grenzen bei der Wahl der entsprechenden Testosteron-
konzentration sind zu bertcksichtigen. Estrada et al., 2006 beschrieben, dass

mikromolare Testosteronkonzentrationen ein neurotoxisches Potential haben kénnen.

In Kulturen von Neuroblastomzellen konnten sie zeigen, dass in nanomolaren
Testosteronkonzentrationen die Anzahl vitaler Zellen nach 24h unverandert, jedoch unter
mikromolaren Konzentrationen von Testosteron eine signifikante Abnahme vitaler Zellen zu
beobachten war. Wie in der Ubersichtsarbeit von Michels und Hoppe, 2008 zusammen-
gefasst, sind Konzentrationen oberhalb 1uM als unphysiologisch anzusehen und deren
Effekte im physiologischen Kontext kritisch zu beurteilen.

Bei jedem potentiellen Effekt von Testosteron stellt sich die Frage nach einer direkten
Testosteron abhangigen Antwort bzw. der Mdglichkeit einer Beteiligung von Neurosteroiden.
Neurosteroide sind endogen vom Hirngewebe aus Cholesterol bzw. Vorstufen wie
Pregnenolon oder Testosteron synthetisierte Steroidhormonderivate. Die Hauptproduktions-
orte im zentralen Nervensystem sind Myelin bildende Gliazellen, aber auch die Nervenzellen
selbst. Die mdglichen Synthesewege von Testosteron sind die Aromatisierung zu Estradiol
oder die Reduktion zu Androstandiol (Baulieu, 1998, Reddy, 2003).

Bezlglich der Expression der Aromatase in HA Neuronen konnten Roselli, et al., 2001 in
Javaneraffen zeigen, dass der tuberomamillare Kern tUber keine Expression der Aromatase
verfugt. In einer weiteren Publikation von Roselli an Ratten (Roselli, et al., 1985) sowie in
einer neueren, umfangreichen Arbeit Uber die Koexpression der Aromatase, des Androgen-
und Estrogenrezeptor adulter Mause blieb der Nachweis einer Aromataseexpression
ebenfalls aus (Stanic et al., 2014). Von einer Ostrogenwirkung auf die HA Neurone ist daher
nicht auszugehen. Die Umwandlung in Androstandiol scheint weiterhin moglich. Genauere
Ausflihrungen finden sich im Abschnitt 4.4. Die Durchflihrung entsprechender
Spannungsklemmversuche mit Antagonisten des Synthesewegs dieses Neurosteroids des
Testosteron, wie die Vorinkubation mit Finasterid (5a-Reduktase) oder Indomethacin
(3aHSD) ist zu genaueren Differenzierung anzustreben (Reddy, 2003). Um diesem, oben
beschriebenen moéglichen Einfluss der Gliazellen zu umgehen, wurde in der vorliegenden
Arbeit die Methode des akuten Isolierens der Zellen angewandt. Auf diese Weise wurden
moglichst ,nackte“ Nervenzellen gewonnen. Nachteil dieser Methodik ist die geringere
Membranstabilitat der Neurone, was ein Ableiten Uber 15 Minuten sowie das Untersuchen
einer Zellprobe langer als 30-45 Minuten unmoglich macht. Aus diesem Grund ist eine
genaue Aussage beziglich der Dauer des Testosteroneffekts nicht zu treffen.

Zudem kann eine Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen Testosteron und dem
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Frequenzverhalten der HA Neurone angenommen werden. Ein statistisch signifikanter
Unterschied lief3 sich jedoch nur fir die Waschphase nachweisen. In der Applikationsphase
konnte, unter Ausschluss der Dosis von 0,1nM Testosteron, kein Unterschied im
Frequenzverhalten der HA Neurone bei den untersuchten Testosterondosierungen (0,1, 10,
100, 300nM, 1uM, 10uM) beobachtet werden. Eine eindeutige Dosis-Wirkungs-Beziehung
zeigte sich auch fur die Latenzzeit der Testosteron Antwort nach Applikation. Hier scheint
eine reziproke Beziehung zu bestehen: mit steigenden Konzentrationen nimmt die Latenzzeit
ab. Eine Dosis-Wirkungs-Beziehung fir Testosteron beschrieben auch Estrada et al. 2006 im
Zusammenhang mit der Kalziumionenfreisetzung in Neuroblastomzellen. Hier zeigte sich
eine Zunahme der Amplitude des Kalziumionenstroms mit zunehmender
Testosteronkonzentration von 0,1nM bis 1000nM. Eine, den hier vorliegenden
Untersuchungen entsprechende Versuchsreihe existiert zudem fir Estradiol an GnRH-
Neuronen. Chu et al., 2009 konnten fur Estradiol in den Konzentrationen von 0,1nM bis
100nM eine dosisabhangige Zunahme der Feueraktivitdt der GnRH-Neurone zeigen.
Aulerdem konnte auch mit steigender Konzentration eine Zunahme der Anzahl aktiver
Zellen beobachtet werden. Veranderungen der Latenzzeit in Abhangigkeit der
Estradiolkonzentrationen wurden in dieser wie auch in den meisten Arbeiten zu
elektrophysiologischen Eigenschaften von Steroidhormonen/Testosteron (Orsini et al., 1985,
Pfaff und Pfaffmann, 1969) nicht berlcksichtigt. Dem gegenuber steht die Arbeit von Shakil
et al., 2002, an GT1-7-GnRHNeuronen, die weder fir Testosteron noch flr
Dihydrotestosteron eine Dosis-Wirkungs-Beziehung finden konnten.

Die hier beschriebenen Daten zum Feuerverhalten der HA Neurone, der Latenzzeit des
Frequenzanstiegs und der verwendeten Testosteronkonzentrationen stehen im Einklang.
Lediglich in mikromolaren Dosierungen konnte eine signifikante Frequenzzunahme bereits in
der Applikationsphase (Dauer 5 Minuten) beobachtet werden. Erst in diesen hohen
Konzentrationen liegt die Latenzzeit unter 5 Minuten und damit in der Applikationsphase.
Entsprechend ist eine Dosis-Wirkungs-Beziehung wahrend der Applikationsphase
fragwirdig. Eindeutig wird dieser Zusammenhang erst in der Waschphase (ab Minute 5) bei
entsprechend signifikanten Feuerfrequenzanstiegen unabhangig der verwendeten
Konzentrationen von Testosteron. Die HA Neurone des TMN reagieren mit einer Zunahme
der Feueraktivitat auf Testosteron und zwar dosisabhangig und je schneller, je héher die

gewahlte Testosteronkonzentration ist.
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4.3 Testosteron erhoht den intrazellularen
Kalziumspiegel in Kulturen von TMN Neuronen

Was in den vorliegenden Untersuchungen gezeigt werden konnte, ist, dass es sich bei dem
hier beschriebenen Testosteroneffekt um einen schnellen, nach heutigem Wissensstand,
nicht genomischen Effekt, handeln muss, der laut Walker, 2009 die typischen

Eigenschaften wie kurze Latenzzeit (< 30-40min) und hohe bendtigte Testosteron-
konzentrationen erflllt. Es stellt sich die Frage nach der zugrunde liegenden Signalkaskade.
Ein weitverbreiteter und fir Testosteron bisher relativ gut untersuchter second messenger
sind die Kalziumionen (Ca*-lonen). Es existieren Studien von Testosteron an einer GroRzahl
von Zell- und Gewebetypen wie Zellen der Genitalorgane (Prostata-Karzinom-Zellen
(Steinsapir et al., 1991; Sun et al., 2006), humane Granulosa-Lutein-Zellen (Machelon et al.,
1998), Sertoli-Zellen von Ratten (Lyng et al., 2000)), Immunzellen (Osteoblasten (Lieberherr
und Grosse 1994), Makrophagen (Benten et al., 1999; Guo et al., 2002), murinen T-Zellen
(Benten et al., 1997), Muskelzellen (Skelettmuskelzellen (Estrada et al., 2003), Herz-
muskelzellen von Ratten (Vicencio et al., 2006), glatte Gefallmuskelzellen (Hall et al., 2006)),
Neuroblastomzellen (Estrada, 2006) und Nierenzellen von Ratten (Couchourel et al., 2004).
In der vorliegenden Arbeit wurden Kalziumfluoreszenzmessungen an Kulturen akut
dissoziierter Nervenzellen des posterioren Hypothalamus sowie an HA Neuronen der
GCaMP6f-Maus in Abhangigkeit von Testosteron (1uM) durchgefuhrt. Dabei wurde ein
langsamer, transienter Kalziumionenstrom gemessen, der zu einer Zunahme des
intrazellularen Kalziumspiegels um 1-4% des Ausgangsniveaus fuhrte. Im Bezug auf den
Effekt von Kaliumchlorid als Referenzsubstanz eines stereotypen, parabelférmigen Anstiegs
der intrazelluldren Kalziumkonzentration belief sich die Testosteronwirkung auf ein Zehntel
bis ein Funftel des Kaliumchlorideffekts. Die Latenzzeit betrug 8 Minuten. Der Effekt lag
aulerhalb der Applikationsphase und erstreckte sich tber einen Zeitraum von knapp 25
Minuten. Es konnten ebenfalls vereinzelte, oszillative Elemente beobachtet werden.

Die Vergleichbarkeit mit existierenden Daten gestaltet sich schwierig, da der Kalziumeffekt
zellspezifisch zu sein scheint und es sich nicht um ein redundantes Signal handelt.

Des Weiteren sind die unterschiedlichen Versuchsregime zu berlcksichtigen, wie
beispielsweise das Verwenden akut dissoziierter Neurone (Gorczynska und Handelsman,
1995) gegenuber Neuronen aus Kulturen (Estrada et al., 2006, Steinsapir et al., 1991, Shakil
et al., 2002) oder die Inkubationszeit mit dem Fluoreszenz-farbstoff Fura2AM und dessen
neueren Derivaten. Die beste Vergleichslage besteht zu den Studien von Estrada et al., 2006
an Neuroblastomzellen und Shakil et al., 2002 an GT1-7-Neuronen, einem Nervenzellmodell
fur die GnRH-Neurone. Beide nutzten Neuronenkulturen, die in vergleichbaren Nahrmedien

gehalten wurden. Bei der Inkubation mit dem Fluoreszenzfarbstoff verwendeten beide eine
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Inkubationszeit von 30 Minuten in Gegensatz zu 60 Minuten in den Versuchsreihen der
vorliegenden Arbeit. Als Fluoreszenzfarbstoff kam Fura2AM (Shakil et al.) oder Fura4AM
(Estrada et al.) zur Verwendung. Estrada et al. konnten einen schnellen Testosteroneffekt
nach knapp 30 Sekunden mit einer Zunahme des intrazelluldren Kalziumspiegels um 200-
300% beobachten. Der Effekt hatte einen Uberwiegend oszillativen Charakter und zeigte
Konzentrationsabhangigkeit mit einem maximalen Ausmalf} bei 100nM Testosteron.

Im Gegensatz dazu beobachteten Shakil et al. einen lberwiegend transienten
Testosteroneffekt, der sich nach etwa 200 Sekunden (3-4 Minuten) einstellte und einen
signifikanten Anstieg um 200-600% des Ausgangsspiegels umfasste. Eine Konzentrations-
abhangigkeit konnte nicht festgestellt werden. Die verwendeten Testosteronkonzentrationen
lagen zwischen 10nM und 400nM. Der, in den hier zugrunde liegenden Versuchen an den
Neuronen des posterioren Hypothalamus oder an den HA Neuronen der GCaMP6f-Maus
beobachtete Effekt deckt sich nicht mit den Ergebnissen der oben beschriebenen Studien.
Der Ausmal} des Testosteron bedingten Kalziumionenstroms entspricht nur einem Bruchteil
dessen bei Estrada et al. und Shakil et al. Ahnlich Shakil et al. dominiert ein transienter
Kalziumionenstrom. Weiterhin inkongruent zu den genannten Studien ist die erheblich
langere Latenzzeit, aber auch die deutlich langere Wirkungsdauer (25 Minuten vs. 10
Minuten. Frappierend ist die Ubereinstimmung der Ergebnisse der hier vorliegenden
Versuchsreihe zwischen den nicht spezifizierten Neuronen der Kulturen des posterioren
Hypothalamus und den histaminergen Neuronen des GCaMP6f-Mausmodells.
Entsprechend der Divergenz der hier vorliegenden Daten mit denen der angeflihrten
Studien, stellt sich die Frage, ob dieser langsame und schwache transiente
Kalziumionenstrom als Ausléser des Feuerfrequenzanstiegs der HA Neurone nach
Exposition von Testosteron fungiert. Nach Stevens et al., 2001 existiert eine Reihe von
Kalziumionenkanalen (L-, T-, N- und P/Q-Typ) in der Membran der histaminergen Neurone,
die an der Entstehung der Aktionspotentiale dieser Neurone beteiligt sind. Eine Testosteron
bedingte Aktivierung dieser Kalziumionenkanale, wie es beispielsweise fur die L-Typ-
Kalziumionenkanale in Kardiomyozyten (Michels et al., 2006) oder Skelettmuskelzellen
(Estrada et al., 2003) oder Sertoli-Zellen (Lyng et al., 2000) beschrieben wurde, ist prinzipiell
moglich. Zur Klarung dieses Zusammenhangs wurden Spannungsklemmversuche im cell
attached Modus in Kalzium freiem Medium und Kontrollimedium durchgefihrt.

Dabei zeigte sich kein Unterschied im Feuerverhalten der HA Neurone zwischen den beiden
Medien. Lediglich in der spaten Waschphase konnte im Kalziumhaltigen Medium im
Gegensatz zur Kalzium freien Losung eine Fortfihrung des Frequenzanstiegs beobachtet
werden. Damit scheiden die Kalziumionen als Trager des Testosteron bedingten Anstiegs der

Feuerfrequenz der HA Neurone aus.

66



4.4 Der Androgenrezeptor ist Bestandteil der
Signalkaskade des Testosteroneffekts: Flutamid-
Wirkung und Expression des Androgenrezeptor

Eine zentrale Frage bei der Analyse der Signalkaskade eines nicht genomischen
Testosteroneffekts ist die Beteiligung des klassischen Androgenrezeptor.

In der umfangreichen Literatur hierzu erfolgt eine Einteilung der nicht genomischen
Testosteron Signalwege in Androgenrezeptor abhangig oder Androgenrezeptor unabhangig.
Zusammenfassend gelten apoptotische Signale in Krebszelllinien (Prostata-Krebszellen,
Papadopoulou et al., 2009) oder Signalwege unter Beteiligung des second messenger
Kalzium in Skelettmuskelzellen (Estrada et al., 2003), glatten Gefallimuskelzellen (Jones et
al., 2004) oder Sertoli-Zellen (Walker, 2010) als Androgenrezeptor unabhangige
Signalkaskaden. Eine Beteiligung des Androgenrezeptor konnte hingegen fiur die nicht
genomischen Signalkaskaden mitotischer und antiapoptotischer Signale in Krebszelllinien
(Sun, M, et al., 2003) oder Sertoli-Zellen (Walker, 2009) sowie fiir die NO-Produktion in
Endothelzellen (Yu et al., 2010/2012) nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte der Nachweis einer Androgenrezeptor Beteiligung an der
Feuerfrequenzsteigerung der HA Neurone einerseits durch Spannungsklemmversuche unter
Verwendung des Androgenrezeptorantagonisten Flutamid und andererseits durch
immunhistochemische Farbungen bezlglich der Expression des Androgenrezeptor in den HA
Neuronen. Die Spannungsklemmversuche zeigten, dass unter 10uM Flutamid eine
signifikant niedrigere Feueraktivitat der HA Neurone im Vergleich zur Kontrollgruppe
gemessen werden konnte. Der Effekt entsprach einer Reduktion des Frequenzanstiegs um
29% wahrend der Applikationsphase und 41% wahrend der Waschphase. Zudem konnte in
den immunhistochemischen Untersuchungen am HDC-Tmt Modell der HA Neurone
nachgewiesen werden, dass unabhangig vom Alter der Maus oder der Subgruppe des TMN
80-83% der Neurone eine AR-Immunreaktivitat aufwiesen und damit den Androgenrezeptor
exprimierten.

Die Datenlage zur AR Beteiligung an nicht genomischen Testosteronsignalwegen in
Nervenzellen ist diinn und diese Arbeit die erste, die diesen Zusammenhang an den HA
Neuronen des tuberomamillaren Kerns beschreibt. Dartber hinaus ist diese Arbeit auch die
erste, die eine derart detaillierte Darstellung der Expression des Androgenrezeptor im
tuberomamillaren Kern sowie dessen Anatomie anhand der HDC-Tmt Modellmaus darbietet.
Mit der Verwendung des nichtsteroidalen Antiandrogens Flutamid zum Nachweis einer
Beteiligung des Androgenrezeptor stehen die hier beschriebenen Untersuchungen im
Einklang mit den meisten Arbeitsgruppen. Beispielsweise verwendeten Campelo et al., 2012

an Endothelzellen Flutamid in der Konzentration von 50nM Uber 60 Minuten.
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Jones et al., 2004 verwendeten dagegen 10uM Flutamid tber 30 Minuten Vorinkubation.

Bei Shakil et al., 2002 kam in den Versuchen an den GnRH-Zelllinien Hydroxyflutamid in der
Konzentration von 10uM Uber 60 Minuten zur Anwendung. Erkenntnisse bezuglich der AR
Beteiligung an nicht genomischen Testosteroneffekten an Nervenzellen stammen zum
Beispiel von Shakil et al., 2002. Sie konnten fiir die GnRH-Nervenzelllinien GT1-7 eine
Abhangigkeit der Signalkaskade des beobachteten Androgeneffekts vom klassischen AR
sowohl durch die pharmakologische Hemmung mittels Hydroxyflutamid als auch durch den
immunhistochemischen Nachweis einer Plasmamembran bezogenen Population des
Androgenrezeptor nachweisen. Im Gegensatz dazu konnten Estrada et al., 2006 an
Neuroblastomzellen keinen Einfluss des klassischen Androgenrezeptor auf den
Kalziumionenstrom zeigen. Weder die genetische via siRNA noch die pharmakologische
Hemmung des AR via Cyproteronacetat konnten den Effekt auf den Kalziumionenstrom
unterbinden. Der immunhistochemische Nachweis der Existenz des Androgenrezeptor
konnte jedoch initial erbracht werden. Auch hier scheinen die Testosteron bedingten
Signalkaskaden einem strengen Zelltropismus zu unterliegen.

Es stellt sich nun die Frage nach der Effektivitat und Spezifitat des Flutamid als
zuverlassigen Androgenrezeptorantagonisten fir den Nachweis einer Beteiligung des
Androgenrezeptor an der entsprechenden Signalkaskade. Wie es im Review von Singh et
al., 2000 beschrieben ist, handelt es sich beim Flutamid um den ersten Vertreter der Gruppe
nichtsteroidaler Androgenrezeptorantagonisten, deren ein reiner antagonistischer Effekt ohne
umfangreiche Nebenwirkungen und zusatzliche Hormonwirkungen nachgesagt wird.

Diese Betrachtung scheint jedoch einer Revision wirdig: wie in dieser Arbeit zu sehen ist,
bewirkt Flutamid ein signifikantes Absinken der Feueraktivitat der HA Neurone, aber keine
vollstandige Blockade dieses Effekts. Dies deckt sich mit Beobachtungen von llagan et al.,
2005, die den Zusammenhang zwischen dem Androgenrezeptor und der Flutamid-Therapie
an Prostatakrebszellen untersuchten. Dabei konnten sie zeigen, dass Flutamid zwar als
potenter Inhibitor des Androgenrezeptor fungiert, dieser Effekt jedoch nur etwa einem Dirittel
dem, der medikamentdsen Kastrierung entspricht. Zudem konnten sie unter Flutamid-
Therapie eine Zunahme des intranuklearen AR-Pools beobachten.

Erklarung dieses Phanomens kdnnen eventuell die Ergebnisse von Nyugen et al., 2007
liefern, die fur Cyproteronacetat und Flutamid einen agonistischen Effekt unter Beteiligung
des Androgenrezeptor im Rahmen neuroprotektiver Signale hippocampaler Neurone
beobachten konnten. Signale, die Uber die klassischen AR-Signalwege vermittelt werden,
wie beispielsweise die Expression der 5a-Reduktase, unterlagen ihren Beobachtungen nach
einer vollstandigen Inhibierung durch beide Antagonisten. Die Uber einen nicht genomischen
Weg vermittelte Neuroprotektion konnte aber von keinem der beiden Antagonisten

unterbunden werden, sondern es konnte im Gegenteil eine agonistische Wirkung fir beide
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AR-Antagonisten nachgewiesen werden. Dies steht im Einklang mit der Annahme, dass
Flutamid Gber ein intrinsisches, agonistisches Potential verfligt. So konnten Camins et al.,
1992 zeigen, dass Flutamid mit peripheren Benzodiazepinrezeptoren interagieren kann und
somit eine analgetische Wirkung hat. Des Weiteren berichteten Ahmadiani et al., 2003 von
einem antiepileptischen Potential des Flutamid durch die Interaktion mit der Benzodiazepin
Bindungsstelle der GABAx-Rezeptoren aufgrund einer Strukturahnlichkeit der beiden
Substanzgruppen. Das antiandrogene Potential der AR-Antagonisten wie Flutamid scheint
demnach vom entsprechenden Signalweg abzuhangen. Klassische Androgensignale wie die
Expression Androgen abhangiger Gene werden vollstandig antagonisiert. Nicht genomische
Signalwege unter Beteiligung des AR kénnen sowohl antagonisiert aber auch im Sinne eines
Agonisten verstarkt werden. Der inhibitorische Effekt von Flutamid auf die Testosteron
abhangige Frequenzsteigerung der HA Neurone lasst sich in Zusammenschau der
angeflhrten Studien neben der kompetitiven Blockierung des Androgenrezeptor durch die
Rekrutierung des AR in den Zellkern erklaren, wodurch der Pool der zytoplasmatischen
Androgenrezeptoren, der fur den Effekt auf das Membranpotential notwendig ist, abnimmt.
Ein intrinsischer, agonistischer Effekt von Flutamid ist nicht vollstandig auszuschlieRen.
Detaillierte Daten zur Expression des Androgenrezeptor in den Neuronen des TMN gibt es
ebenfalls nur sparlich. Immunhistochemische Untersuchungen fehlen. Lediglich als
Randbemerkung in den groRRen In-situ-Hybridisierungsstudien (Roselli et al., 2001) findet der
TMN als AR exprimierendes Kerngebiet Erwahnung. Vergleichbare Studien zu der
vorliegenden Arbeit beschéaftigen sich nur mit der Expression des Estrogenrezeptor (ERa/R3)
im TMN. So beschrieb Fekete, 1999 an weiblichen Ratten mittels immunhistochemischer
Farbungen den Nachweis von ERa-Immunreaktivitat in allen Subgruppen des TMN ohne
signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Fraktionen des TMN. Die Werte lagen
zwischen 66-81% und im Mittel bei etwa 76%, einem Expressionslevel vergleichbar mit den,
in dieser Arbeit angeflhrten Daten flir den Androgenrezeptor in der mannlichen HDC-Tmt
Maus. Ahnliches konnten Gotoh et al., 2009 an weiblichen Ratten nachweisen. Sie fanden
eine ERa-Immunreaktivitat bei etwa 78% der TMN Neurone.

Als Kritikpunkt der vorliegenden Ergebnisse gilt an dieser Stelle zum einen die Verwendung
des HDC-Tmt Modells zur Erfassung der Population histaminerger Neurone im ZNS.

Bei der bekannten Kreuzung aus der HDC-Cre-Maus und der Tomatoprotein-Reporter-
Mauslinie sind laut Yanovsky et al., 2012 fast alle (95%) Tmt positiven Neurone im ventralen
TMN histaminerg. Jedoch scheint der Pool histaminerger, HDC positiver Neurone gréfer zu
sein, als der der HDC-Tmt positiven Nervenzellen. Nach Yanovsky et al. sind etwa 26% der
HA Neurone Tmt negativ. Entsprechend sind zirka 74 % der HA Neurone auch Tmt positiv.
Zu beachten ist, dass Yanovsky et al. nur die rostrale Gruppe des ventralen TMN
betrachteten (TMVr). Die Arbeitsgruppe um Walker (Walker et al., 2013) erweiterten ihre
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Untersuchung auf alle Subgruppen des TMN. Nach ihren Untersuchungen sind im Pool der
Tmt positiven Neurone unabhangig von der Subgruppe des TMN Uber 90% HDC positiv, also
histaminerge Zellen. Anders steht es fur den Pool der histaminergen Neurone.

Je nach Subgruppe des TMN liegt der Anteil Tmt positiver HA Neurone zwischen 40-80%.
Aufgrund der fehlenden Kongruenz des Pools der HA Neurone mit dem, der Tmt positiven
HA Neurone in dieser Mauslinie, ist keine Aussage Uber die AR-Expression der gesamten
Fraktion der HA Neurone mdglich. Etwa 10% der ausgewerteten Tmt positiven Zellen sind
nicht histaminerg (Falsch-Positiv-Rate 10%) und etwa 30% der histaminergen Neurone
wurden nicht mit erfasst (Falsch-Negativ-Rate: 30%).

Alternativ ware ein Costaining mit einem polyklonalen Anti-HDC- oder Anti-Histamin-
Antikoérper denkbar, wie es beispielsweise in Gotoh et al. umgesetzt wurde. Problem an
dieser Stelle ist jedoch, dass die meisten Anti-HDC-Antikorper (Gotoh et al., 2009, Walker et
al., 2013, Internetseiten der Anbieter) ebenso wie die Anti-AR-Antikérper aus
Kaninchenserum stammen, so dass Kreuzreaktionen mdglich sind. Ein Versuch eines
Costainings zwischen dem Anti-Histamin-Antikdrper aus Kaninchenserum (rabbit-anti-
histamine-ab5885, Millipore)) und einem Anti-AR-Antikérper aus Ziegenserum (AR (G13): sc-
816 G, santa cruz biotechnologies) wurde in der vorliegenden Arbeit durchgeflihrt, blieb aber
ohne erfolgversprechende Ergebnisse. In keiner der Versuchsreihen konnte eine suffiziente
AR-Farbung erzielt werden. Im Rahmen der Arbeit von Gotoh et al. war ein Costaining
aufgrund der getrennten Kompartimente der beiden Zielstrukturen in Zellkern (ERa/f3) und
Zytoplasma (HDC) moglich. Eine zytoplasmatische Population des ER bzw. AR bleibt auf
diese Weise unentdeckt.

Zweiter wesentlicher Kritikpunkt der immunhistochemischen Versuche ist die Verwendung
eines polyklonalen Antikorpers. Mit der Verwendung eines polyklonalen Anti-AR-Antikorpers
aus Kaninchenserum schlief3t sich die vorliegende Arbeit erst ein Mal einer langen Tradition
der AR-Immunfarbung an. Die meisten Publikationen wie Fernandez-Guasti et al. oder
Kashon et al. verwendeten einen polyklonalen Anti-AR-Antikérper, meist den PG21 von Dr.
Gail Prins und Dr. Geoffrey Greene (Institut fir Pathologie an der Universitat von lllinois,
Chicago) oder den PA1-110 der Firma Affnity Bioreagents. Vorteile sind zum einen die hohe
Treffsicherheit der polyklonalen Antikdrper, vor allem in Geweben mit noch unbekanntem
Rezeptorstatus, aufgrund deren hoher Spezifitdt und zum anderen die gute Vergleichbarkeit
der Daten mit der gangigen Literatur. Fir den monoklonalen Antikdrper spricht zum einen die
héhere Antikdrperkonzentration pro pl, die geringere Kreuzreaktivitat und das geringere
Hintergrundsignal (Lipman et al., 2005). Es existieren Daten zur Verwendung polyklonaler
und monoklonaler Anti-AR-Antikérper. So konnten beispielsweise Takeda et al., 1990 zeigen,
dass monoklonale und polyklonale Anti-AR-Antikdrper zum gleichen Farbungsergebnis

fuhrten. Aufgrund der eingestellten Produktion des hier verwendeten polyklonalen Anti-AR-
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Antikorpers AR (N20) ist daher an die Verwendung eines monoklonalen Antikdrpers zu
denken. Da dieser auch aus zum Beispiel Mausserum (AR (441): sc-7305, santacruz
biotechnologies) verflgbar ist, sind weitere Farbungsreihen als Doppelfarbungen mit dem
gut etablierten Anti-Histamin-Antikorper (rabbit-anti-histamine-ab5885, Millipore) oder einem
Anti-HDC-Antikdrper aus Kaninchenserum denkbar.

Neben dem Androgenrezeptor ist eine Beteiligung der Aromatase an dem Testosteroneffekt
auf die HA Neurone zu diskutieren. Aus umfangreicher, wissenschaftlicher Literatur ist
bekannt, dass in einer Vielzahl Androgen abhangiger Gewebe die Androgensignale indirekt
nach Aromatisierung zu Estradiol vermittelt werden (Kendrik und Drewitt, 1980, Chu et al.,
2010, Robichaud et al., 2005). Da die Expression der Aromatase im posterioren
Hypothalamus nicht nachgewiesen wurde (Roselli et al., 2001, Stanic et al., 2014),

bleibt eine Rolle der Aromatase an der Testosteron bedingten Frequenzsteigerung der HA
Neurone fraglich. Eine Klarung Uber die Existenz der Aromatase in den HA Neuronen der
hier verwendeten Mause wuirde die immunhistochemische Farbung der entsprechenden
Neurone mit Anti-Aromatase-Antikdrpern erbringen. Zudem ist tUber Spannungsklemm-
versuche nach Vorinkubation mit einem Aromatasehemmer wie Letrozol oder Anastrozol
sowie die Kombination von Aromatase- und Androgenrezeptorantagonisten nachzudenken.
Ebenfalls ist noch eine mdgliche Reduktion von Testosteron Uber Dihydrotestosteron zu
Androstandiol bei dem hier vorliegenden Testosteroneffekt zu bedenken. Androstandiol ist
ein GABAx-Rezeptoragonist mit antiepileptischem Potential (Reddy et al. 2003/2004).
Dementsprechend filhrt es zu einer Zunahme GABAerger und damit inhibitorischer Stréme.
Es ist bekannt (Posterprasentation Baumgartel und Sergeeva, Mainz 2014), dass
Testosteron in Spannungsklemmversuchen im whole cell Modus an akut dissoziierten,
histaminergen Neuronen eine Abnahme der Amplitude GABAerger Strome bewirkt.

Dies entspricht dem genauen Gegenteil des, unter Androstandiol zu erwartenden Effekts auf
die GABAergen Strome, was eine Beteiligung des Neurosteroids an dem Frequenzanstieg
der HA Neurone unwahrscheinlich macht. Weitere Versuchsreihen unter Verwendung des
5a-Reduktase-Hemmers Finasterid oder des 3a-Hydroxsteroid-Dehydrogenase-Inhibitors
Indomethacin sind mdgliche Fortsetzungen zur Aufklarung des Signalwegs des Testosteron
abhangigen Frequenzanstiegs der HA Neurone. Zudem sollte eine mogliche Beteiligung des
SHBG-Rezeptors am Testosteroneffekt untersucht werden (Hryb et al., 1990). Zum einen ist
ein moglicher crosstalk zwischen der SHBG-Rezeptor-cAMP-PKA Signalkaskade und dem
klassischen Androgenrezeptor zum Beispiel in der Initiierung von Kalziumionenstrémen
denkbar. Auch eine direkte Beeinflussung der Offnungswahrscheinlichkeit von lonenkanalen
kann eine Beteiligung des SHBG-Rezeptors an der Testosteron bedingten Zunahme der
Feueraktivitat und transienter Kalziumionenstréome erklaren und sollte in zukinftigen

Untersuchungen berucksichtigt werden.
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4.5 Konditionelle Dopaminneurone in TMN und PMV:
AR Expression und Testosteronwirkung

Konditionell dopaminerge Neurone sind nach De Luca et al. oder Jaeger, et al. Neurone, die
aus Vorstufen, wie L-DOPA, Dopamin synthetisieren kénnen und somit Dopamin
immunopositiv sind. Der Nachweis einer solchen Neuronengruppe im TMN ist bereits in De
Luca et al., 2016 publiziert. Laut Jaeger et al. gehort auch der, in unmittelbarer
Nachbarschaft zum TMN gelegene PMV zur Gruppe dieser akzessorischen
Dopaminneurone (D-System nach Jaeger, s.u.). Fur diese Neuronengruppe konnte in der
vorliegenden Studie anhand des DAT-Tmt Mausmodells ein hohes Mal} an

AR-Expression nachgewiesen werden. Die verwendete transgene Reporter Mauslinie
DAT-Tmt zeichnet sich dadurch aus, dass Zellen mit der Expression des Dopamintransporter
rot leuchten. Der PMV dieser transgenen DAT-Tmt Mauslinie zeigte eine grof3e Population
DAT positiver Neurone. Nach Farbung fir den AR konnten zwei weitere
Neuronenpopulationen im PMV definiert werden: eine Fraktion AR-immunreaktiver/Tmt
negativer Neurone und eine weitere Population mit DAT- und AR-Immunreaktivitat.

Von den gezahlten Neuronen des PMV betrug der Anteil der DAT exprimierenden Zellen
74,110,02%, der AR positiven Zellen 90,7+0,02% und die Schnittmenge beider Gruppen
64,810,02% (AR+/DAT+). Des Weiteren konnte gezeigt werden (De Luca et al., 2016), dass
die DAT immunopositiven Neurone im ventralen TMN zu 76,7% AR-immunreaktiv sind.
Darlber hinaus zeigen diese, konditionell dopaminergen Neurone beider Kerngebiete einen,
mit den HA Neuronen vergleichbaren Anstieg der Feuerfrequenz nach Testosteron
Exposition.

Die Expression des Dopamintransporter in Neuronen des PMV ist bereits seit langerem
bekannt. Jaeger et al., 1983/1984 konnten zeigen, dass neben den klassischen
Dopaminneuronen, die durch die Expression der Tyrosinhydroxylase (TH) charakterisiert
sind, TH negative Neurone existieren, die Gber andere Enzyme der Katecholamin- bzw.
Dopaminbiosynthese verfligen, wie die Aromatische-Aminosaure-Decarboxylase (AADC).
Fir dieses, nach Jaeger als D-System bezeichnete, akzessorische Dopamin-System, zu
dem auch der PMV gehdrt, konnten Zoli et al., 1993 nachweisen, dass sie hach Exposition
von L-DOPA Dopamin immunreaktiv wurden.

Laut der hier vorliegenden Daten verfiigt eine gro3e Neuronengruppe des PMV Uber eine
Expression des Dopamintransporter. Dies steht im Einklang mit Daten der Arbeitsgruppe um
Bellefontaine, die in ihrer Arbeit ebenfalls eine TH negative, DAT positive Population von
PMV Neuronen finden konnten (Bellefontaine et al., 2016, Posterbeitrag). Somit sind diese
Neurone in der Lage L-DOPA vom Extrazellularraum aufzunehmen und via AADC in

Dopamin umzuwandeln. Gleiches Potential besitzt ein verstreuter Nervenzellpool in der
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ventralen Untergruppe des TMN. Zusatzlich konnte hier demonstriert werden, dass diese
Neuronenpopulationen in TMN und PMV in hohem Malie den Androgenrezeptor exprimieren.
Eine Expression des Androgenrezeptor in Neuronen des PMV beschrieben bereits Simerly et
al. fir die Ratte, Wood und Newman, 1999 fir den Hamster, Igbal et al., 1995 fiir das
Opossum, Kashon et al., 1996 fir Frettchen und Michael et al.,1995 fiir Affen. Die fehlenden
Daten zum Expressionslevel des Androgenrezeptor im PMV der Maus tragt die vorliegende
Arbeit bei. Die physiologische Bedeutung dieser AR/DAT immunopositiven Neurone der
beiden hypothalamischen Kerngebiete gilt es in zukunftigen Untersuchungen naher zu

beleuchten. Eine Skizze mdglicher Interaktionen wird weiter unten diskutiert.

4.6 Das Alter ist von Bedeutung: Der Testosteroneffekt
auf die Histaminneurone ist altersabhangig und
verbunden mit einer entsprechenden Dynamik der
intrazellularen Lokalisation des Androgenrezeptor

Durch Arbeiten wie die von Lee et al., 1975 Uber die zeitliche Entwicklung der
Testosteronspiegel mannlicher Ratten oder Dabbs, 1990 Uber diesen Zusammenhang im
menschlichen Organismus, ist bekannt, dass es Zeiten unterschiedlich hoher
Testosteronkonzentrationen im Lebenszyklus eines mannlichen Organismus gibt.

Aus diesem Grund ist im Sinne der Publikation von McCutcheon und Marinelli, 2009, die den
Einfluss des Alters auf Studienergebnisse thematisierten, von einer moglichen
altersabhangigen Dynamik des Testosteroneffekts auf das Membranpotential der HA
Neurone auszugehen. Daher wurde in dieser Arbeit die Wirkung von Testosteron in
physiologischen und unphysiologischen Konzentrationen (s.0.) an zwei Altersgruppen von
Neuronenkulturen untersucht, den juvenil-Testosteron-naiven versus den adoleszent
Testosteron-adaptierten Neuronen.

Die Einteilung der Altersgruppen erfolgte in Anlehnung an die Arbeit von Brust et al., 2015
Uber den Lebenszyklus einer Hausmaus. Hier wird das juvenile Alter einer Maus zwischen 0
und 20-22 Tagen post partum definiert, ein Kriterium, was die hier verwendeten
Neuronenkulturen mit einem Durchschnittsalter von 10+3 Tagen gut erflllten.

Schwieriger wird es mit der Altersgruppe der adoleszenten Mause, die zwischen 20-25 und
60 Tagen post partum beginnt. Hier liegen die Neuronenkulturen an der unteren Grenze mit
19+4 Tagen und eine deutliche Abgrenzbarkeit zur Gruppe der juvenilen Tiere ist somit in
Frage zu stellen. Jedoch liegt in dieser Arbeit das Alter der Mause mit im Mittel 19 bis
maximal 23 Tagen in einer Zeit der beginnenden Spermatogenese der mannlichen Tiere und

damit steigender Testosteronspiegel (vgl. Brust et al., 2015).
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In der Gruppe der juvenilen Neurone zeigten physiologische T-Konzentrationen keinen oder
einen hemmenden Effekt auf die Feueraktivitat der HA Neurone. Erst unphysiologisch hohe
Konzentrationen von 1-10uM Testosteron vermochten einen Anstieg der Feuerfrequenz um
den Faktor 1,5 zu bewirken. Anders in der Gruppe der adoleszenten Neurone. Hier zeigten
physiologische Konzentrationen von 10-100nM einen schnellen Anstieg der Feuerfrequenz
der HA Neurone um den Faktor 1,5-2,5. Unphysiologische Konzentrationen wie 1-10uM
hatten nach initialem Frequenzanstieg keinen (1uM) oder sogar einen hemmenden Effekt auf
die Feueraktivitat.

Mit diesen Daten fir Testosteron reiht sich die Arbeit in die Studien zur Altersabhangigkeit
von Effekten neuromodulativer Substanzen ein. Es konnte zum ersten Mal fir die
histaminergen Neurone des TMN und Testosteron ein solcher altersabhangiger Effekt
beschreiben werden. Verantwortliche Mechanismen sollten in Folgestudien untersucht
werden. Das Versuchsmodell Iasst sich kritisieren. Das Verwenden von 0-3 Tage alten
Neuronen fur die Kultur und das Simulieren des Alterns allein Uber die Kulturzeit ist
anfechtbar. Problem ist die bessere Kultivierbarkeit junger Neuronenpopulationen.

Das vorliegende Versuchsregime steht in Einklang mit den Untersuchungen von Chen et al.,
1996 Uber GABAerge Effekte auf das Membranpotential hypothalamischer
Neuronenkulturen. Hier wurde sogar das Gewebe aus ungeborenen Feten entnommen und
das Altern der Neuronen uber die Zeit in Kultur definiert. Dagegen wurde von Ben Ari et al.
das Alter der Ratten berlcksichtigt, indem sie Zellkulturen der entsprechend alten Tiere (PO-
P9 vs. P9-P18) anlegten. Sie konnten dabei genauso wie Chen et al. den, von Depolarisation
nach Hyperpolarisation wechselnden Effekt von GABA im Verlauf des Alterns der
Neuronenkulturen nachweisen. Dadurch bleibt das Infragestellen der hier angefuhrten Daten
offen. Fur eine zukinftige, den physiologischen Verhaltnissen naher kommende
Versuchsreihe sollte, unter Berlcksichtigung der dreiphasigen Entwicklung der
Testosteronspiegel (Lee et al.) sowie der Entwicklungsphasen der Mause (Brust et al.), die
Altersgruppe der unmittelbar postpartalen Neurone (P0-P5), neben einer juvenilen Gruppe
(P10-15) und einer eindeutig adoleszenten Gruppe (P30-40) betrachtet werden.

In diesem Fall eines Pilotversuchs sind diese Einwande flir weitere Forschungsschritte
umzusetzen.

Zur Unterstitzung der, auf elektrophysiologischen Daten beruhenden These Uber die
Altersabhangigkeit des Testosteroneffekts auf die HA Neurone kommen folgende
Beobachtungen aus den immunhistochemischen Untersuchungen zur AR-Expression der
TMN Neurone hinzu. Genauso wie schon Clancy et al., 1994 in Versuchen an kastrierten,
mannlichen und weiblichen, syrischen Hamstern beschrieben, konnte in dieser

Arbeit mithilfe der Konfokalmikroskopie in der Gruppe der AR immunreaktiven HDC-Tmt

Neurone zwei Neuronenpopulationen unterscheiden werden: die eine mit Gberwiegend
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AR-Kernimmunreaktivitat und die andere mit einer zusatzlich, deutlichen AR-
Immunreaktivitat im Zytoplasma (AR-Somaimmunreaktivitat). Basierend auf der Annahme
einer moglichen, altersabhangigen Dynamik in der Verteilung beider AR-Poole wurden
Zahlungen bezuglich dieser Unterscheidung an den Mannchen unserer Mauslinie
durchgefihrt. Dabei wurde fur die Altersgruppe ,Juvenil® unter den HDC-Tmt Zellen mit AR-
Immunreaktivitat ein Anteil von etwa 60% mit AR-Kernimmunreaktivitat und ungefahr 40%
mit Somaimmunreaktivitat gefunden. Fir die Altersgruppe der adoleszent-adulten Mause
konnte eine Verteilung von 18%:82% AR-Kernimmunreaktivitat vs. AR-Somaimmunreaktivitat
beobachtet werden.

Damit schlief3t sich die vorliegende Arbeit an die gangige wissenschaftliche Literatur zur AR-
Immunreaktivitat an, die die Existenz zweier AR-Pools postuliert, einen zytoplasmatischen
und einen karyoplasmatischen. Als Ursache der unterschiedlichen Auspragung der beiden
Pools wird die Héhe der Androgenspiegel angesehen. Wood und Newmann beobachteten
beispielsweise das vermehrte Auftreten der Zytoplasma-AR-Immunreaktivitat nach Kastration
der Tiere. Fernandez-Guasti et al. konnten selbiges Phdnomen eher in den entsprechenden
Zellgruppen von Frauen finden und kamen zu ahnlichem Schluss. In bisher nicht publizierten
Daten unserer Arbeitsgruppe konnten wir nach Testosteronexposition keine signifikante
Zunahme der AR-Kernimmunreaktivitat nachweisen. Shakil et al. konnten an den GT1-7-
GnRH-Neuronen mittels Westernblott eine geringe Zunahme der zytoplasmatischen AR-
Fraktion nach Exposition von Dihydrotestosteron feststellen. Die Existenz der zwei AR-Poole
kann somit als bestatigt angesehen werden. Deren Dynamik und Bedeutung in Abhangigkeit
der Androgenspiegel gilt es weiter zu beleuchten.

Eine mogliche Erklarung fur das altersabhangige Feuerverhalten der HA Neurone in
Abhangigkeit von Testosteron I&sst sich vielleicht von diesen immunhistochemischen Daten
ableiten. In der Gruppe der juvenilen Mause ist der AR Pool eher Zellkern basiert.
Dementsprechend ist der Effekt auf das Membranpotential, das vom zytoplasmatischen AR-
Pool auszugehen scheint (vgl. Shakil et al., 2002), geringer oder fehlend oder hemmend, je
nach verwendeter Konzentration. Erst bei Ubersattigung unter unphysiologisch hohen
Konzentrationen ist ein stimulierender Effekt messbar.

Bei den adoleszent-adulten Mausen ist der AR-Pool eher Zytoplasma basiert. Entsprechend
kann schon mit niedrigen Konzentrationen ein deutlicher Anstieg der Feueraktivitat erreicht
werden. In unphysiologisch hohen Konzentrationen ist der Effekt nur voriibergehend
exzitatorisch, da, unter Berlcksichtigung einer Beteiligung des second messenger Kalzium,
bereits apoptotische bzw. neurotoxische Signale im Rahmen einer Uberdosierung des

Androgens eingeleitet werden kdnnen (Estrada et al., 2006).
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4.7 Schlussfolgerung und physiologischer Ausblick

Die HA Neurone des TMN Ubernehmen eine Vielzahl von Funktionen (Haas et al., 2008).
Im Zentrum steht deren wachheitsvermitteInder Effekt. Durch den Nachweis der
AR-Expression und der Beeinflussbarkeit der Feueraktivitat durch Testosteron ist eine
Beteiligung an Androgen abhangigen Prozessen wie Sexualverhalten, Kontrolle der
Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse, Stoffwechselregulation oder sexual arousal
denkbar. Letzteres ist Thema der gemeinsamen Arbeit mit der Arbeitsgruppe von JS Lin
(Zhao et al., 2018, EHRS Kongress-Beitrag). In Verhaltensstudien konnte gezeigt werden,
dass der Wachheitszustand geschlechtsreifer, mannlicher Mause in Anwesenheit weiblicher
Artgenossen, unabhangig von der Tageszeit und damit vom Schlaf-Wach-Rhythmus,
signifikant zunahm. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Flutamid diesen als sexual
arousal definierten Zuwachs an Wachheit unterbinden konnte, ein Argument fir die
Beteiligung von Testosteron am Wachheitszustand der Tiere.

Nimmt man die Daten der hier vorliegenden Arbeit Gber den exzitatorischen Einfluss von
Testosteron auf die Feueraktivitat der HA Neurone, die auch in der Arbeit von Zhao et al.
angeflhrt werden, hinzu, ist eine Testosteron getriggerte Aktivierung der HA Neurone und
damit eine Zunahme der Wachheit im Rahmen des Fortpflanzungsverhaltens anzunehmen.
Unterstutzend hinzu kommt die Beobachtung, dass die akute Applikation eines
Histaminsyntheseinhibitors (aFMH, alpha Fluoromethylhistidin) zu einem Ausbleiben des
Wachheitsanstiegs flhrt (Zhao et al., 2018, EHRS Kongress-Beitrag). Das Phanomen der
sexuellen Erregtheit scheint aber nicht durch das HA-System allein getragen zu werden.
Zhao et al. konnten zeigen, dass die Gruppe der Orexinneurone ebenfalls beteiligt sein
muss. Sie reagieren ahnlich wie die HA Neurone auf eine Testosteron Exposition,
exprimieren den Androgenrezeptor und nur die gleichzeitige Ausschaltung beider Gene
(Orexin/Histamin) in der Histamin/Orexin-double-Knock-out (HO-dKO) Maus fihrt zu einem
vollstandigen Ausbleiben des sexual arousal (Zhao et al., 2018, EHRS Kongress-Beitrag).
Das, durch Weibchen ausgeldste sexual arousal ist ein klassisches und weitverbreitetes
Modell zur Untersuchung des mannlichen Sexualverhaltens. Die Datenlage zu dieser Form
des Auslosens von sexual arousal ist umfangreich und existiert vor allem Uber Nagetiere wie
Ratte und Maus (Amstislavskaya und Popova, 2004; James und Nyby, 2002), aber auch fir
das Verhalten von Menschen (Escasa et al., 2011; Welling et al., 2008).

Amstislavskaya et al. konnten neben der Zunahme der Aufmerksamkeit der mannlichen
Nager zeigen, dass die Exposition zyklierender, weiblicher Artgenossen zu einem Anstieg der
Plasmatestosteronspiegel flhrt. Dies erfolgt jedoch mit einer Latenz von 20 bis 40 Minuten je
nach Saison. Der sexual arousal beginnt jedoch schon in den ersten 10 Minuten nach

Kontakt der Nagetiere. Dies stellt die direkte Beteiligung von Testosteron an der initialen
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Zunahme des Wachheitszustands in Frage. Wichtiger scheint die Rolle der, von den
Weibchen ausgesendeten Substanzen wie Sexualpheromone, also olfaktorischer und bei
héher entwickelten Spezies auch visueller Signale zu sein.

Die Notwendigkeit von Testosteron flr die sexuelle Rezeptivitat ist klar. Hull und Dominguez,
2007 konnten an Ratten zeigen, dass Kastrierung zum Verlust des Sexualverhaltens
innerhalb von Tagen bis Wochen fuhrt und Testosteron- bzw. Estradiolsubstitution eine
Wiederherstellung bewirkt. Die direkte Beteiligung von Histamin und Orexin am sexual
arousal gilt ebenfalls als gesichert. Contreras et al., 2016 konnten zeigen, dass die
Exposition mannlicher Ratten gegentber ovulierenden Weibchen zu einem Anstieg der
Expression von c-Fos, einem Marker fir die Aktivitat der Zellen, in den histaminergen
Neuronen des TMN fihrt. Gleiches konnten sie fur Orexinneurone und weitere

Neurone des aufsteigenden Arousal Systems des Hirnstamms nachweisen.

Eine Lasion des TMN fuhrt zur Abnahme der Aktivitat der entsprechenden Neurone.
Vergleichbares beschrieben Valdes et al., 2010 fir die Motivation zur Nahrungsaufnahme
hungriger Ratten. Di Sebastiano et al., 2010, konnten fur Orexin eine Beteiligung am sexual
arousal sicherstellen. Die Beeinflussung an weiterem Sexualverhalten scheint aber
aulerhalb des Wirkungsspektrums dieser Neurone zu liegen. Der TMN und die
Orexinneurone sind somit an motivierten Verhaltensweisen wie Sexualverhalten beteiligt.
Nach Anstieg der Testosteronspiegel Ubernimmt Testosteron die Wachheit stimulierende
Funktion und die Initiierung sexueller Verhaltensweisen uUber die Beeinflussbarkeit beider
Neurotransmittersysteme. Uber diese wachheitsvermittelnde Wirkung hinaus scheint
Testosteron auch die circadiane Rhythmik Gber den Nucleus suprachiasmaticus (SCN) zu
beeinflussen. Dieses hypothalamische Kerngebiet gilt als Zeitgeber des Organismus, der
vielfaltige Koérperprozesse wie kdrperliche Aktivitat, Stoffwechselvorgdnge oder Wach- und
Schlaf-Phasen an den Tag-Nacht- und Jahreszeitenwechsel anpasst. Genauso wie der TMN
verfugt der SCN Uber eine ausgepragte Expression des Androgenrezeptor, die einem
Geschlechtsdimorphismus unterliegt (lwahana et al., 2008). Eine Gonadektomie mannlicher
Mause bewirkt eine Abnahme des Expressionslevel des Androgenrezeptor und eine
Abnahme des Aktivitatsniveaus der entsprechenden Tiere. Die Hormonersatztherapie mit
Testosteronpropionat, aber auch mit dem nicht aromatisierbaren Dihydrotestosteron fiihrt zu
einer Wiederherstellung dieses Verlustes (Model et al., 2015).

Ebenfalls ist eine Beteiligung des PMV an dem Zusammenspiel von Testosteron und dem
TMN anzunehmen. Dieser fungiert als Relaiskern, der metabolische mit sexuellen
Informationen integriert. So konnten Donato und Elias, 2011 beschreiben, dass

Neurone des PMV Leptin vermittelte Signale Gber den Fettgehalt und Energiezustand des
Organismus an die GnRH-Neurone der Area praeoptica, der Eminentia mediana sowie den

Kisspeptidneuronen des anteroventralen periventrikularen Kerns (AVPV) weiterleiten und so
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die GnRH-Sekretion beeinflussen. Auf diese Weise kommt es beispielsweise zur Initiierung
des GnRH-Pulsgenerators mit Beginn der weiblichen Geschlechtsreife (Ross et al., 2018).
Des Weiteren konnten Cavalcante et al., 2006 zeigen, dass die Exposition weiblicher
Sexualgeruchsstoffe bei mannlichen, sexuell unerfahrenen Ratten zu einer Zunahme der
FOS-Expression im PMV, in erster Linie in den CART-Neuronen und weiterhin zu einer
Zunahme der CART-Expression im PMV fihrt. Durch seine Expression des
Androgenrezeptor, den Verbindungen zum histaminergen System und der Fahigkeit vieler
seiner Neurone zur Synthese von Dopamin aus Vorstufen stellt der PMV eine wichtige
Relais- und Integrationsstation im Hypothalamus dar.

In diesem Sinne ist eine Rolle der Histaminneurone in der Regulation des Stoffwechsel- und
Energiehaushalts durch Testosteron denkbar. Sowohl der Neurotransmitter Histamin als auch
Testosteron vermitteln anorektische Signale. Die Applikation von Histamin in die
Zerebrospinalflissigkeit des dritten Ventrikels bzw. eines H3-Rezeptorantagonisten, der als
Verstarker des histaminergen Output fungiert, fihrt zu einer Hemmung der
Nahrungsaufnahme und einer Steigerung des Energieverbrauchs. Im Gegensatz bewirkt die
zentrale Gabe von a-Fluoromethylhistidin (aFMH), einem irreversiblen Antagonisten der
Histidindecarboxylase (HDC), der einen Verlust an synaptischen Histamin verursacht, zu
einer Zunahme der Kalorienzufuhr sowie des Kérpergewichts. Der, an der Wirkung des
Histamins auf Kerngebiete aus dem Schaltkreis der Kontrolle der Energiehomdostase
(VMN/PVN) beteiligte Rezeptor ist in erster Linie der H1-Rezeptor (Fukagawa et al.,

1989). Neue Aufmerksamkeit, insbesondere im Zusammenhang mit der Therapie der
schweren Adipositas, gilt dem H3-Rezeptor, dessen Beteiligung an den anorektischen
Effekten des Histamins noch nicht eindeutig beschrieben werden kann (Passani et al.,
2011). Typische anorektische Effekte des Histamin sind die Aktivierung der VMN Neurone,
dem Sattheitszentrum des Hypothalamus (Sakata et al., 1995), die Aktivierung der
Glykogenolyse in Astrozyten und Mikrogliazellen im Zustand der Hypoglykamie des ZNS
sowie eine synergistische Wirkung zum Leptin. Durch die Verbindung zu Leptinrezeptor
tragenden TRH Neuronen des PVN vermittelt Histamin die anorektischen Signale des Leptin
(Parmentier et al., 2009). Masaki et al. konnten zeigen, dass Histamin zum einen die
Thermogenese des braunen Fettgewebes Uber die Induktion der Expression des Uncoupling
Protein 1 (UCP1) durch Aktivierung praganglionarer sympathischer Neurone im Nucleus
tractus solitarii steigert. Zum anderen fordert es die Freisetzung von Katecholaminen, deren
lipolytische Wirkung auf das weil3e Fettgewebe zusammen mit der Hemmung der Expression
des Leptin-Gens (ob-Gen) Energiereserven mobilisiert und die Ausdehnung der Fettdepots
einschrankt (Masaki et al., 2001/2003/2004).

Fir Testosteron ist neben seiner anabolen Wirkung auf die Skelettmuskulatur und das

Knochengewebe eine hemmende Wirkung auf die Ausdehnung viszeraler Fettdepots
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bekannt. Vor allem im klinischen Rahmen des metabolischen Syndroms obliegt dem
Testosteron eine praventive Rolle. Das metabolische Syndrom ist definiert als
Symptomkomplex kardiovaskularer Risikofaktoren wie Adipositas, Dyslipidamie, arterielle
Hypertonie und Insulinresistenz. Aufgrund seiner hohen Pravalenz, insbesondere in den
westlichen Industrienationen, gilt es als einer der grolRen Herausforderungen der modernen
Medizin. Das metabolische Syndrom steht im Zusammenhang mit einem erhdhten Risiko fur
die koronare Herzkrankheit (KHK), der nichtalkoholischen Fettlebererkrankung (NASH,
nichtalkoholische Steatohepatitis), dem Diabetes mellitus Typ 2 und weiteren mehr
(Muraleedharan und Jones, 2010). Testosteron scheint dem metabolischen Syndrom
antizipierend gegenuber zu stehen. Hohe Testosteronspiegel korrelieren mit niedrigem
Korperfettgehalt und vice versa. Demgegentber geht das metabolische Syndrom mit
niedrigen Testosteronspiegeln betroffener Manner einher (Lapauw et al., 2010; Wang et al.,
2011). Ahnliches gilt fiir die Gruppe der Typ-2-Diabetiker, bei denen die Haufigkeit niedriger
Testosteronspiegel signifikant hoher ist als bei Nicht-Diabetikern (Dhindsa et al., 2004).
Darlber hinaus haben niedrige Konzentrationen von Testosteron und SHBG einen
Vorhersagewert fir das Auftreten von Diabetes mellitus Typ 2 und dem metabolischen
Syndrom in der Altersgruppe 40-60jahriger Manner (Laaksonen et al., 2004).

Testosteron macht demnach satt und schlank durch antidiabetische und antiadipdse Signale.
Dies erreicht Testosteron in erster Linie durch die Stimulation der Insulinwirkung in Fett-,
Muskel- und Leberzellen sowie durch die Beeinflussung des Glucose- und Fettstoffwechsels
der quergestreiften Skelettmuskulatur (Kelly und Jones 2013; Wang et al., 2011; Saad und
Gooren, 2009). Andererseits erhdht Testosteron die Expression 3-adrenerger Rezeptoren
sympathischer Nervenfasern, die lipolytische Signale vermitteln (Muraleedharan und Jones,
2010). Uber ein zentralnervoses Korrelat auf der Ebene der hypothalamischen Kerngebiete
der Energiehomdostase fiir die antiadipésen Wirkungen des Testosteron ist derzeit nur wenig
bekannt. So beschrieben beispielsweise Nuez et al., 1980 an mannlichen, kastrierten Ratten
eine Abnahme der Kalorienzufuhr nach direkter Applikation von Testosteron in den VMN, der
als wichtiger Kern anorektischer Signale im entsprechenden Neuronenschaltkreis der
Energiehomdostase des Hypothalamus gilt. Estradiol zeigte sich in den Versuchsreihen
sogar noch wirksamer als Testosteron, was als Hinweis einer Beteiligung der Aromatase und
einer indirekten Wirkung von Testosteron via Estradiol zu deuten ist.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kdnnten einen Beitrag zum Schlie3en dieser
Wissenslicke liefern. Aus dem knock out Mausmodell der Histaminrezeptoren (H1R, H2R)
ist auch fir Histamin bekannt, dass die entsprechenden Tiere unter hochkalorischem
Futtermittel an Gbermafiger Nahrungsaufnahme, ausgepragter, viszeraler Fettleibigkeit,
Leptinresistenz und Glucosetoleranz, kurz dem metabolischen Syndrom, leiden (Masaki, T,
et al, 2001/2003/2004, Wang et al., 2010).
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Zudem konnten Wang et al. 2010 an der H1R™~- und der H2R”-Maus einen gestorten
Glucose- und Fettstoffwechsel nachweisen, der im Falle der letzteren knock out Maus sogar
zu dem Klinischen Bild einer nichtalkoholischen Steatohepatitis fuhrte. Die Erhdhung der

Feueraktivitat der HA Neurone des TMN durch Testosteron kénnte durch die histaminergen
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Abb. 4.7 Regulation des Energiehaushalts auf Ebene des Hypothalamus und mdégliche Rolle
der HA Neurone des TMN unter Wirkung von Testosteron

Erlauterungen siehe Text, Abkiirzungen AgRP Aguti related peptide, ARC Nucleus arcuatus, AR
Androgenrezeptor, BDNF brain derived neutrophic factor, CART Cocain amphetamine related
transcript, CRH Corticotropin releasing hormone, HA Histaminneurone, LHA laterale
hypothalamische Area, L-R Leptinrezeptor, MCH Melanozyten stimulierendes Hormon, NA
Noradrenalin, NPY Neuropeptid Y, NTS Nucleus tractus solitarii, OX Orexin, POMC
Proopiomelanocortin, PVN Nucleus paraventricularis, SF-1 Steroidfaktor 1, TMN Nucleus
tuberomamillaris, TRH Thyreotropin releasing hormone, VMN Nucleus ventromedialis,

Quelle eigene Darstellung frei nach Horvath et al., 2004
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Verbindungen zum Nucleus tratcus solitarii, dem Sattheitszentrum der Energiehomdostase,
sympathische Fasern aktivieren, die im wei3en Fettgewebe die Lipolyse und im braunen
Fettgewebe die Thermogenese aktivieren, was zur Abnahme viszeraler Fettdepots und zur
Steigerung des Energieumsatzes fuhrt (vgl. Abb. 4.7).

Zusammenfassend kénnte der TMN das zentralnervdse, Testosteron sensitive System sein,
welches anorektische Stoffwechselsignale integriert und umsetzt. Weitere Forschung an
Maus-Modellen ist jedoch notwendig, um die Rolle histaminerger und dopaminerger Neurone
des TMN und PMV, sowie deren Interaktionen fur die Regulation des Metabolismus unter

physiologischen und pathologischen Bedingungen zu klaren.
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